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Sammandrag

Bakteriofagterapi &r en metod for behandling av bakteriella infektioner som lange har
forsummats i Vasteuropa och amerika, till skillnad fran i Osteuropa dar fagterapi har anvénts i
artionden. Med 6kningen av antibiotikaresistenta bakterier och nedgangen i nya antibiotika
som tas fram har man borjat se till fagterapi som ett alternativ. Virus som angriper bakterier,
bakteriofager, kan anvéandas for att behandla infektioner. Fager ar ofta specifika for sarskilda
bakterier, men metoder finns for att hitta virus med bredare vardspektrum, och de kan
kombineras i en cocktail for att tdcka flera typer av bakterier. Fagterapi har anvénts for att
avlagsna biofilm bade i medicinska och industriella sammanhang, och det kan anvandas i
kombination med antibiotika med god verkan. Dessutom har man inom livsmedelsindustrin
anvandning av fagterapi for att férebygga kontaminering av livsmedel. Genetisk modifiering
av bakteriofager kan oka deras effektivitet genom att kombinera dénskvarda egenskaper fran
olika virus, och ge dem egenskaper som tillater for behandling av andra typer av sjukdomar.
Det finns dock en del problem med fagterapi. Bestammelser kraver uttommande kliniska
tester innan en fag kan anvéandas pa manniskor, och eftersom det handlar om virus kan
allmanheten vara motvillig pa grund av brist pa kunskap utanfor faltet. Det ar dock en metod
som har potential for framtida bruk.

Inledning

Ett av de stora problemen inom modern medicin &r antibiotikaresistenta bakterier.
Overanvandning av antibiotika under senare delen av 1900-talet har lett till ett hogt selektivt
tryck for resistens hos bakterier, och idag har resistensgener spridits sa att multiresistenta
infektioner tar liv i fall dar rutinbehandling hade réackt till for bara nagra ar sedan. Bakteriell
resistens mot antibiotika har kants till nastan lika lange som antibiotika har anvénts, men pa
senare ar har det blivit allt vanligare pa grund av utbredd anvandning av dessa antimikrobiella
amnen. Resistens ar sarskilt vanligt i sjukhus, dar bakterier kan exponeras for antibiotika
oftare. Ett exempel pa en sadan bakterie ar meticillin-resistent Staphylococcus aureus, ocksa
kédnd som MRSA (Davies & Davies 2010).

Det finns ett antal mekanismer for antibiotikaresistens. Nagra exempel ar -laktamaser,
enzymer som bryter ned -laktam-baserade antibiotika, mutationer som modifierar
antibiotikats mal, till exempel ribosomalt RNA och cellvaggens peptidoglykan. Vissa
bakterier kan pumpa ut de giftiga molekylerna ur cellen, och andra kan modifiera dem eller,
som B-laktamaserna, bryta ned dem helt. Man har forutsett att det kan finnas nara 400 olika
typer av resistensgener utifran sekvenserade bakterier (Davies & Davies 2010). Forskare har
sokt alternativ till antibiotika, och har funnit ett sadant i bakteriofager.

Bakteriofager, eller bara fager har lange anvénts teraputiskt i dsteuropa, i lander som Polen,
Georgien och fore-detta Sovjetunionen. Ett stort antal studier har dar gjorts pa manniskor,
men majoriteten av dessa har skrivits pa andra sprak an engelska, och fa ar tillgangliga i
Vésteuropa. De &r dock eniga om effektiviteten och sakerheten av bakteriofager, enligt en
review av Sulakvelidze och medforfattare (2001).



Fagterapi borjade anvandas fore antibiotika, men glomdes i stort sett bort utanfér Osteuropa
da fager var daligt forstadda, och antibiotika var ett for tiden béttre alternativ. Med dagens
kunskap om hur bakteriofager verkar, och med framsteg inom bioteknologi, sdsom syntetisk
biologi, kan virus skraddarsys for specifika bakterier, fa ett bredare spektrum av
vardorganismer, och hjélpa till vid behandling med antibiotika. Blandningar med flera olika
virus pa samma gang (s.k. cocktails) kan anvandas for att fanga ett bredare spektrum av
bakterier och forebygga att resistens mot fager uppkommer.

Bakteriofagens anatomi och livscykel

Bakteriofager ar virus som infekterar bakterier. De &r uppbyggda av DNA eller RNA omslutet
av ett proteinholje kallat huvud, eller kapsid, med en svans som har svansfibrer pa anden
(Figur 1). Svansen kan ha olika langd beroende pa typen av fag, och ar ibland kontraherbar.
Svansfibrerna binder till bakteriens yta i det forsta steget av infektion. VVad de binder varierar
med typen av virus, men kan vara nastan vilken struktur som helst pa bakteriens yta. Fager
kan adsorbera till bakterien med hjélp av polysackarider, kanalproteiner, delar av cellvagg
eller cellmembran, flageller, etc. (Silva et al. 2016).

Huvud/Kapsid

DNA eller RNA

Svans

Kanal for DNA/RNA-leverans

Basplatta

Figur 1: Generell anatomi av en bakteriofag.

Bakteriofager ar antingen temperata eller lyserande. Temperata fager, ocksa kallade lysogena,
kan inkorporera sitt genetiska material i bakteriens kromosom, dar de féljer med vid
celldelning och kan g in i en lyserande cykel nar ratt signaler kommer. Lyserande virus kan
inte gOra detta, utan replikerar sig omedelbart efter infektion. Strukturproteiner och andra
byggstenar for viruspartiklarna produceras och monteras innan cellen lyserar (Figur 2). Fager
som anvands i teraputiska syften ar alltid lyserande, eftersom temperata fager kan ge resistens
mot liknande virus, féra med sig bakteriellt DNA, t.ex. antibiotikaresistensgener, till nya
vardar, och innehalla virulensfaktorer, som kan gora harmldsa bakterier patogena. (Endersen
et al. 2014).

Bakteriecellens lysering medieras genom att viruskodade proteiner kallade holiner bildar
porer i cellmembranet inifran, genom vilka en annan typ av proteiner, kallade endolysiner,
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kan passera. Dessa enzymer bryter ned peptidoglykanet i cellvaggen sa att cellen spricker
(Chapot-Chartier 2014). Dessutom sker det ibland att bakterier lyserar nar for manga fager
penetrerar cellen for injektion av sitt genetiska material. Cellvédggen och cellmembranet
forsvagas av ett stort antal porer och lysering sker i fortid (Kazi & Annapure 2016).
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Figur 2 Bakteriofagens livscykel. A; Fagen och bakterien existerar i ndrheten av varandra. B; Fagen faster till
bakteriens yta med hjalp av svansfibrer och basplatta. C; Fagens genetiska material injiceras i bakteriecellen. D;
Endast i lysogena cykler: Fagen inkorporerar sina gener i bakteriens kromosom. E; Fagen replikerar sitt
genetiska material och syntetiserar strukturella proteiner, enzymer, etc. Bakteriens DNA klipps sénder. F; Nya
fagpartiklar monteras och bakteriecellen lyserar. Den infekterande fagens hélje kan sitta kvar pa bakteriens yta
efter att get genetiska materialet &r inne i cellen, eftesom receptorerna kan binda mycket starkt. Bilden &r inte
skalenlig.

Eftersom bakteriofager inte har nagon direkt effekt pa eukaryota celler, av vilka méanniskor ar
uppbyggda, lampar de sig for medicinsk anvandning. De verkar dessutom inte ha nagra
namnvarda bieffekter pa manniskor (Bruttin & Briissow 2005, Sarker et al. 2012). Det finns
dock vissa begransningar for fagterapi i praktiken.

Problem med fagterapi

Det finns otroligt manga bakteriofager, men alla &r inte lampliga fér medicinska andamal. De
som fungerar bést ar de som lyserar celler och kan infektera manga typer av bakterier. Det
senare skapar problem, da fager som kan foroka sig effektivt i fler an en eller tva arter ar
sallsynta. Ett annat problem ar resistans, som har potential att utvecklas for manga metoder att
doda bakterier. Det finns manga metoder for bakterier att bekampa fager, bland annar
CRISPR/Cas, restriktionsenzymer, EPS (extracellular polysaccharide substances), och
mutationer eller blockerande molekyler i receptorer (Labrie et al. 2010, Nilsson 2014). Dessa
begrénsningar kan dock motverkas genom att tillampa en cocktail av flera komplementerande
fager. Tack vare den langa samevolutionen mellan bakterier och virus har fager utvecklat satt
att komma runt bakteriernas forsvarssystem, och dessa kan anvéandas for att motverka
resistens, forutsatt att de kan hittas och anvandas.

Eftersom virus ar betydligt storre an antibiotikamolekyler kan det vara svart att applicera en
tillrackligt hog dos, om det inte sker direkt pa den infekterade platsen, och de elimineras av
kroppens immunfdérsvar om de appliceras intravendst. Fager kan dock fortplanta sig i
bakterier, vilket 6kar deras antal varje gang en cell lyserar. Nar infekterade bakterier lyserar
kan de dock sl&ppa ut toxiner som finns i vissa bakteriers cytoplasma. Detta kan orsaka
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inflammation och allergiska reaktioner, vilket bor undvikas (Nilsson 2014). | och med att
immunforsvaret lar sig kdnna igen frammande partiklar sa kommer behandling med samma
fager flera ganger fa samre verkan, eller i varsta fall orsaka en anafylaktisk chock. Det kan
dock avhjélpas ndgot genom att anvanda andra fager eller modifiera de som fungerat forut, sa
att ytan ser annorlunda ut.

Utover de rent biologiska utmaningarna for fagterapi finns det lagliga och samhalleliga
sadana. Regler for utveckling av lakemedel kraver uttémmande test Gver flera ar, vilket skulle
behdva goras for varje individuell fag som kan tankas anvéandas for behandling pa méanniskor.
Dessutom faller bakteriofager under biologiska lakemedel, vilket utokar kraven pa test innan
anvandning. Cooper och medforfattare (2016) beskriver situationen och foreslar ett antal
potentiella I6sningar, och anser att reglerna behover andras med avseende pa fagterapi. Det
finns &ven en brist pa kunskap om bakteriofager hos allmanheten, sa patienter kan vara
motvilliga att tillata behandling med virus, da ordet har manga negativa konnotationer.

| detta arbete kommer jag utforska mojligheterna med fagterapi. Frdgorna jag ska forsoka
besvara ar, vad kan astadkommas med fagterapi, och hur kan man styra vilka bakterier som
paverkas av bakteriofager? For att besvara dessa fragor maste man dock forsta de mekanismer
som styr bakteriofagers livscykel och de metoder som anvands for att manipulera dem.

Anvandning av bakteriofager

Behandling

Bakteriofager lampar sig for behandling dar antibiotika har lag verkan eller skulle stéra
naturliga processer, eller da resistens har uppkommit. Det kan dock vara svart att behandla
infektioner i kroppen dar immunforsvaret latt kan rensa ut virusen. Biofilm pa till exempel
brannsar, eller kroniska infektioner i mag-tarmkanalen lampar sig darmed béttre for fagterapi
an en bakterieinfektion i blodomloppet. Det kan ocksa l6na sig att anvanda mer an en fag,
genom att designa en cocktail eller anvanda fagterapi i kombination med
antibiotikabehandling kan 6ka effektiviteten av behandlingen markant.

Chadha och kollegor (2016) visade att fagterapi med enskild fag eller en cocktail kan hjalpa
infekterade brannsar. De behandlade mdss med brannsar infekterade med Klebsiella
pneumoniae B5055 med fem olika fager ensamma och tillsammans, och kom fram till att
fagterapi kunde sla ut bakterieinfektionen och hjalpa i lakningsprocessen pa brannskadan.
Behandling med fagcocktail hade sarskilt bra verkan mot bakterierna.

Fagterapi har visats effektivt for behandling av MRSA, vilken dr en farlig patogen for
manniskor pa grund av dess resistens mot antibiotika. Wang och kollegor (2016) identifierade
en virulent fag med lovande egenskaper for fagterapi. Behandling med fagen minskade
mangden S. aureus i lungor, mjélte och blod hos méss jamfort med kontrollgruppen. I ett
forsok pa kaniner demonstrerade Kishor och kollegor (2016) att en cocktail av fager kan
anvandas for att behandla osteomyelit, en inflammation eller infektion i benvavnad eller
benmarg, orsakad av MRSA. Osteomyelit dr svarbehandlat med antibiotika, eftersom
benvavnad har dalig tillforsel av blod, vilket begransar méangden antibiotika som nar
bakterierna, och det har en tendens att bildas biofilm, vilket reducerar effektiviteten av
antibiotika. | detta forsok behandlades kaniner 3 (n = 12) veckor efter infektion, efter 6 veckor
(n =12) eller inte alls (kontroll; n = 4). Alla 16 behandlade kaniner visade tecken pa



aterhamtning efter behandlingen, och de som fick fagcocktail efter 6 veckor observerades i 2
manader utan att bakterier detekterades (Kishor et al. 2016).

| annu ett forsok pa moss behandlade Debarbieux och kollegor (2010) lunginfektioner av
Pseudomonas aeruginosa med en fag. De tillsatte fagen intranasalt i intervall efter infektion,
och fann att moss hade hdg chans att Gverleva nér fagen tillsattes 2 timmar efter infektion.
Detta da bakterier delar sig snabbast under det tidiga stadiet av infektionen, och darmed ar
mest sarbara for fagangrepp. De testade dven fagens effekt som forebyggande medel genom
att tillsatta fager 24 timmar fore bakterien. Alla férbehandlade mass (n = 4) dverlevde
experimentet, som varade 16 dagar, vilket ar en stor skillnad mot kontrollgruppen, i vilken
alla méss dog inom 2 dagar. De papekar att de férebyggande egenskaperna av fagterapi kan
ha mojligheter for att hindra epidemier och forebygga att vardpersonal blir sjuka (Debarbieux
et al. 2010). Man kan &ven tanka sig att fager kan sakta ner sjukdomsférloppet och ge
immunfdrsvaret en storre chans att bekdmpa den infekterande bakterien.

Det har gjorts ett stort antal forsok med fager pa manniskor for att behandla sjukdomar som
dysenteri, hudinfektioner och salmonella i Osteuropa (Sulakvelidze et al. 2001), men fa av
dessa har natt det internationella vetenskapliga samfundet. Det har dock gjorts ett fatal forsok
nyligen dar manniskor utsatts for fager i kliniska forsok, och fler maste goras innan fagterapi
kan fa vidspridd tillampning (Bruttin & Brissow 2005, Sarker et al. 2012). Dessa utférdes pa
friska individer, sa data fran Vasteuropa for hur vél fagterapi kan bota infektioner i manniskor
saknas &nnu.

Bruttin och Brissow (2005) gjorde ett forsok pa manniskor for att se huruvida bakteriofager
har nagra negativa effekter pa manniskor nar de tas upp oralt. De fann inga signifikanta
effekter pa forsokspersonerna. | ett liknande forsok av Sarker et al. (2012) testades en cocktail
av 9 fager i 100-falt hdgre koncentration, jamfort med forsoket av Bruttin och Briissow
(2005), pa manniskor efter att ha analyserats for att undvika eventuella virulensgener eller
andra negativa faktorer. De fann inte heller nagra tydliga negativa effekter fran fagerna pa
manniskor. De fann ej heller nagon effekt pa tarmfloran hos forsokspersonerna, trots att de
detekterade fager i avféringen efter en hdgre dos. Mangden fager var dock mycket mindre an
den som intogs, troligtvis pa grund av att fagerna inte var utrustade for att éverleva den sura
miljon i magen (Sarker et al. 2012). Det borde dock vara mojligt att mikroenkapsulera fager
sa att en storre andel 6verlever till tarmen, som gjordes i ett forsok pa svin av Zhang och
kollegor (2010), beskrivet nedan.

Biofilm

Biofilm &r bakterier som gar ur celldelningsprocessen och aggregerar pa en yta. De utsondrar
polysackarider som bildar en skyddande matris kallad EPS, vilket gor behandling svart.
Bakterierna forokar sig inte, sa manga antibiotika som attackerar celldelningsprocessen har
ingen verkan. Virus kan fortfarande infektera bakterierna. Lagret av EPS kan dock fysiskt
hindra fager fran att komma at cellerna. Detta problem kan I6sas genom att modifiera fager sa
att de utsondrar enzymer som bryter ned EPS (Motlagh et al. 2016), eller far vardbakterier att
producera sadana enzymer under infektionen, vilka sedan frigors vid lysering tillsammans
med de nya viruspartiklarna (Lu & Collins 2007). Biofilm &r inte bara ett medicinskt problem,
utan kan bildas pa industriella ytor sasom filter och rorliga delar i system under vatten.

Enterococcus faecalis &r en naturlig tarmbakterie som ibland kan infektera tandhalsen
opportunistiskt. Modifierade profager, d.v.s temperata fager, har visats effektiva for
behandling av vancomycin-resistent E. faecalis i biofilm. Modifieringen gick ut pa att gora en



temperat fag exklusivt lytisk genom att ta bort gener for lysogeni, och darmed gora den
lampad for fagterapi (Tinoco et al. 2016). Detta pavisar anvandningen av genmodifering som
en vag till utokade mojligheter inom fagterapi.

Virus som hjalpmedel vid antibiotikabehandling

Bakteriofager kan anvéndas som behandling sjalva, men de kan dven fungera som hjalpmedel
vid behandling med antibiotika. Lu och Collins (2009) visade att anvandning av
genmanipulerade virus och antibiotika tillsammans dkade effektiviteten av behandling upp till
tusenfalt (matt i CFU, colony forming units) i kultur jamfort med endast antibiotika, och
Okade chansen for éverlevnad hos moss infekterade med E. coli markant. Detta gallde aven
for antibiotikaresistenta stammar, da fagerna kunde modifieras sa att de storde bakteriernas
forsvarssystem.

| ett férsok med fag T4 och antibiotikat cefotaxim, en B-laktam (inhiberar syntes av cellvagg)
med brett spektrum, visade Ryan och kollegor (2012) att samverkan mellan virus of
antibiotika kan forstarka effekten av bada pa biofilm av E. coli. Hogre dos av antibiotika
okade storleken pa plack, och hégre koncentration av virus minskade den nddvandiga
koncentrationen av cefotaxim for att ta bort biofilm.

Dessa resultat stods av en studie av Torres-Barceld och kollegor (2016), i vilken de
undersokte den kombinerade effekten av fagen LKD16 och tre olika antibiotika pa
Pseudomonas aeruginosa PAOL. De fann att kombinationsterapi hade hogre effekt &n endera
behandling pa egen hand dver 7 dagar. De fann aven att typen av antibiotika hade betydelse
for hur framgangsrik behandlingen var, da karbenicillin hade hogre synergistisk effekt &an
gentamicin och trimetoprim. De spekulerar att detta kan bero pa hur fagens och antibiotikats
mekanismer interagerar. Karbenicillin dr en -laktam, vilka inhiberar syntes av bakteriens
cellvdgg, gentamicin &r aminoglykosid, vilka blockerar syntesen av proteiner av bakteriens
ribosom, och trimetoprim &r en sulfamid, vilka inhiberar nukleinsyrasyntes (Torres-Barceld et
al. 2016). Hur dessa, och andra, mekanismer interagerar med fager bor studeras for att
optimera effekten av kombinationsterapi, vilket kan koma att radda liv.

En cocktail av virus kan forhindra att resistens uppkommer, och anvéndning i kombination
med antibiotika kan ticka eventuella ’blinda flackar”(Dalmasso et al. 2016) och ge battre
resultat an endera kan pa egen hand. Vissa mutationer kan ge resistens mot flera olika
antibiotika, men korsresistens med virus ar mycket osannolikt. Att fler mutationer krévs for
bakteriens 6verlevnad gor det mindre sannolikt, och behandlingen har battre verkan.

Manipulering av vardspektra

| manga situationer kan det vara bra att modifiera vilka bakterier som paverkas av fagterapi.
Det kan till exempel handla om flera olika patogena bakterier som lever tillsammans, eller en
skadlig bakterie som lever bland mutualistiska bakterier. Man kan alltsa vilja bli av med allt
som lever pa ett stalle, eller bara sikta in sig pa en av manga.

Breddning av vardspektrum

Det kan ibland kravas av en behandling att den klarar av att déda manga olika bakterier, det
vill s&ga att den teraputiska fagen har ett brett spektrum av vardorganismer. Detta kan
astadkommas genom att ta ett prov fran en miljo dar virus med onskade egenskaper vantas
finnas, och odla dem pa ett antal olika bakterier i foljd. Plack fran den forsta bakterien odlas
pa nasta, och sa vidare, tills man har ett eller flera virus som kan foroka sig i alla de bakterier
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man vill behandla (Ross et al. 2016). Detta behover inte sluta med att man bara har en typ av

fag i slutet. Man bdrjar med allt som finns i provet och gor sig successivt av med det som inte
fungerar pa det satt man onskar, vilket kan lamna ett antal virus med breda infektionsspektra.

Denna metod kan vara anvandbar for att ta fram fager for en standardiserad cocktail som kan

anvandas pa de vanligaste bakteriella infektionerna i en region.

Det gar aven att genmanipulera fager sa att de far ett bredare vardspektrum. Man kan ta gener
for svansfibrerna fran ett virus som kan infektera manga bakterier, och sétta dem i en fag med
bra lytiska, reproduktiva, eller andra énskade egenskaper (Mahichi et al. 2009). Toppen pa
fibrerna binder till molekyler pa bakteriens yta, vilket ar det forsta steget av infektion, fore
injicering av det genetiska materialet. Kimara fager, dvs fager som bestar av kombinerade
delar fran flera olika virus, ar en mojlighet for att skraddarsy behandlingar. Om tid inte &r en
faktor, till exempel vid kroniska infektioner, skulle det ga att bygga en eller flera fager med
optimerade attribut for just det fallet, vilket i sinom tid kan skapa ett bibliotek av virus for
specifika behandlingar.

Man har dokumenterat mutationer som kan 0ka bakteriofagers vardspektrum (Tétart et al.
1996). Om dessa kan studeras tillrackligt borde man kunna jamféra nyupptéckta fagers gener
med k&nda sekvenser, och anvénda datorsimuleringar for att forutsdga vilka bakterier de kan
infektera. Det gar dven att anvanda bakteriofager for att screena for virulens hos bakterier, da
vissa fager anvander virulensfaktorer pa bakteriens yta som receptorer (Orndorff 2016).
Séadana fager bor kunna anvandas for att behandla patogena stammar av normalt mutualistiska
bakterier.

Fagterapi i livsmedelsindustrin

Det ar inte bara i medicinska sammanhang fagterapi kan ha mojligheter. Liksom antibiotika
kan det ha anvandningar inom andra omraden, till exempel inom djuruppfodning. | ett
experiment pa svin visade Wall med kollegor (2010) att fagterapi kan anvandas for att
behandla Salmonella enterica i djur som infekterats under transport och hallning fore slakt.
De tog fram en cocktail av fager som visades effektiva mot S. enterica Typhimurium, och
behadlade sedan infekterade svin med blandningen. Analys visade att det fanns féarre bakterier
i tarm och tonsiller jamfoért med kontroll hos behandlade svin.

| ett uppfdljande forsdk tog de fram &nnu en cocktail i syfte att bredda effekten till andra
serotyper av S. enterica. De isolerade tjugo typer av bakteriofag fran prov tagna i
vattenreningsverk och testade dem pa S. enterica Typhimurium, S. enterica Enteritidis och S.
enterica Kentucky. Utav dessa valdes 10 fager ut och anvandes i en cocktail med hog lytisk
verksamhet pa en blandning av de tre serotyperna. Dessutom mikroenkapsulerades virusen i
de resulterande blandningarna, vilket gav en minskad reduktion i PFU (plaque forming units)
i en period pa upp till 14 dagar i rumstemperatur. Detta for att hjalpa fagerna 6verleva den
harda miljon i mag-tarmkanalen, och darmed underlatta oral administrering. De féreslar att
sadana cocktails kan levereras med foder eller vatten till boskap, och sprejas pa djurets hud
innan slakt for att undvika kontaminering av kottet (Zhang et al. 2010).

Liknande forsok har gjorts pa hons, nétkreatur och far i avsikt att behandla vanliga patogena
bakterier, med lovande resultat. Fager har dven visats kunna reducera antalet bakterier pa kott,
fisk, musslor, farsk frukt och gronsaker och i fardiga ratter, samt for att forhindra att mat blir
dalig (Endersen et al. 2014, Galarce et al. 2014, Kazi & Annapure 2016, Pereira et al. 2017).
Detta &r fordelaktigt for faltet, eftersom det finns ett kommersiellt intresse for bakteriofager,



utover det rent medicinska, vilket kan komma att underlatta den ekonomiska situationen for
forskare.

Minskning av vardspektrum

Det kan ibland vara bra att bara attackera en specifik bakterie, till exempel om infektionen
sker i mag-tarmkanalen, dar anvandning av antibiotika kan stora balansen av
mikroorganismer, vilket kan orsaka obehagliga sidoeffekter. Bakteriofager ar ofta valdigt
specifika som vildtyp, s& modifiering for att 6ka specificiteten ar ofta inte nédvandigt. Om det
behovs kan dock fager designas for hdgre specificitet som genmodifierade konstrukt. Till
exempel kan CRISPR/Cas levereras med hjalp av virus, och designas sa att det bara dodar
skadliga bakterier, genom att attackera specifika mutationer eller virulensgener (Citorik et al.
2014).

CRISPR/Cas binder till specifika DNA-sekvenser med hjélp av matchande RNA bundet till
ett protein, men det gar att gora fager specifika pa andra satt. Proteinerna som binder till
bakteriens yta kan modifieras for att bestamma vilka bakterier som dver huvud taget kan
infekteras. Svansfibrer fran specialiserade fager kan anvandas for att fa viruset att bara
infektera vissa bakterier, och virusets gener kan anpassas sa att bara vissa av de infekterade
cellerna dor. Man kan flera lager av selektion pa det viset. Om till exempel
antibiotikaresistens uppkommer i en ofarlig bakterie som ar infekterad med ett virus som bara
dodar resistenta celler, si motverkas resistens i populationen. For att det ska fungera maste
man dock férutsdga mutationer som sannolikt kan resultera i resistens mot antibiotika.

Syntetisk biologi

Framsteg inom bioteknik, och framfor allt syntetisk biologi, har skapat intressanta mojligheter
for fagterapi. Virus kan modifieras for att fa bredare eller smalare vardspektrum, anpassas for
att samarbeta i en cocktail, och fa speciella egenskaper, till exempel extra hdg effektivitet mot
antibiotikaresistenta bakterier. Det senare skulle kunna goras med sérskilda mutationer i
adsorbtionsproteiner, da antibiotikaresistens ibland orsakas av mutationer i kanalproteiner
som transporterar antibiotika ut ur cellen, och dessa kanalproteiner kan agera som receptorer
for fagens svansfibrer.

Syntetisk biologi omfattar ett antal metoder for att konstruera nya funktioner fér levande
organismer, biologiska makromolekyler, eller system av dessa. Detta gors ofta genom
rekombination av DNA for att skapa nya kombinationer av proteiner som kan arbeta
tillsammans, eller modifiera proteiner sa att de far nya eller forbattrade funktioner.

Med tanke pa diversiteten av adsorbtionsmekanismer hos fager (Silva et al. 2016), borde det
ga att designa fager sa att de kan infektera fler, eller farre, bakterier. Med ett bibliotek av
svansfibrer och ett index 6ver korresponderande receptorer, samt ett enkelt test for att se vilka
av dessa som finns hos en viss bakterie, t.ex. med hjalp av antikroppar, skulle det ga att
anpassa fagterapi for enskilda fall och motverka eller forebygga resistens i en infektion. Med
storre forstaelse for hur fager adsorberar till bakterier kan man aven designa béttre cocktails
for behandlingar.

Virus kan modifieras sa att de kan replikera i bakterier som normalt kan bekampa dem genom
att satta in gener fran fager bakterien har samre forsvar mot (Lu & Collins 2007). Vissa
modifierade virus lyserar inte celler de har infekterat, utan dodar dem pa annat satt.
Viruslevererat CRISPR/Cas éar ett exempel, da det kan klippa sonder bakteriens kromosom
och orsaka celldod. Celldéd utan lysering kan vara fordelaktigt, da bakterier kan innehalla



toxiner som orsakar inflammation och andra immunreaktioner om de frigérs i kroppen
(Nobrega et al. 2015). Nér fager inte forokar sig i bakterien maste man dock tillsatta mer fran
borjan, eftersom de inte fylls pa av naturlig forokning. Det kan till och med behovas flera
doser i sadana fall, om koncentrationen inte gar att fa tillrackligt hog fran borjan. En av
fordelarna med fagterapi ar att fager normalt forokar sig i bakterier, vilket gor att det inte
behdvs en alltfor stor dos da mangden virus okar efter hand. Utan denna egenskap kan
behandlingen forsvaras.

Metoder som MAGE (multiplex automated genome engineering) kan tdnkas vara anvandbara
for att oka effektiviteten av virus. MAGE anvander cykler av elektroporering, aterhamtning
och tillvéaxt for att transformera korta, enkelstrangade DNA-bitar kallade oligonukleotider in i
bakterier. Metoden kan anvéndas for att introducera manga mutationer i ett genom med hog
specificitet och palitlighet, eftersom oligonukleotiderna kan designas att vara homologa med
malbakteriens genom utom pa en eller ett fatal kvavebaser. Resultatet ar en mangd mutationer
I endast Onskade gener som sedan kan screenas for forbattrade egenskaper (Wang HH et al.
2009). Om detta kan appliceras pa fager borde man kunna utveckla enormt forbéttrade
egenskaper i adsorbtion, infektering, lysering, éverlevnad utanfor cellen, etc. Dessutom borde
MAGE kunna anvéndas for att accelerera fagers evolution nar bakterier oundvikligen
utvecklar resistens mot dem.

Det finns anvéndningar for modifierade fager utover behandling av bakteriella infektioner. De
kan anvandas som leverans for vaccin, antingen genom att lagga till peptider pa proteinhéljet
som kan ké&nnas igen av immunsystemet, eller genom DNA-vaccin, dér gener i viruset kodar
for peptider som uttrycks i celler hos daggdjur, vilka presenteras for immunforsvaret av de
paverkade cellerna. Bakteriofager kan modifieras sa att de far formagan att infektera
eukaryota celler genom att kombinera en fag med virus som har eukaryota vardorganismer.
Detta har anvénts, utver vaccinleveransen ndmnd ovan, for att leverera gener som inhiberar
tillvaxten hos tumdrer. (Barbu et al. 2016).

Diskussion

Fagterapi &r ett till synes effektivt alternativ till antibiotika. Fager kan l&att samlas upp och
renas fran en mangd kallor, och ar ofta specifika for en bakterieart eller -stam, vilket gor dem
lampliga for behandling av infektioner. De verkar dessutom inte ha nagra direkta bieffekter pa
ryggradsdjur, annat an en immunreaktion om dosen ar tillrackligt hog och pa en plats i
kroppen dar immunsystemet kan komma at dem. Eftersom fager &r specifika for bakterier, och
ofta har valdigt smalt vardspektrum, kan de inte infektera manskliga celler, eller gora nagon
skada om de pa nagot satt skulle lyckas. De kan dock kombineras och modifieras sa att de kan
infektera fler typer av bakterier, och till och med skilja mellan patogena och ofarliga varianter
av samma bakterieart.

Med véaxande kunskap om hur biologiska system interagerar med varandra och hur dessa
interaktioner kan manipuleras, 6kar anvandningen av komplexa lékemedel, av vilka fager
endast ar ett exempel. Bristen pa kunskap var en anledning till att fagterapi i stort sett glomdes
bort i vast sedan antibiotika upptécktes. ldag kan man dock studera molekyl&ra funktioner i
detalj, och basera experiment pa dessa observationer. Makromolekylara interaktioner som
svansfibrernas bindning till molekyler pa bakteriens yta kan vara avgorande for huruvida en
behandling ar framgangsrik, och utan sadan forstaelse skulle det i stort sett vara slumpen som
avgjorde. Med dagens kunskap kan man dock designa skraddarsydda virus pa en genetisk
niva, och forutsaga vilka bakterier som kommer att paverkas, och hur.
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Eftersom bakteriofager, enligt vissa definitioner, &r levande organismer och evolverar
kontinuerligt sa lampar de sig for den kapprustning som sker hela tiden gentemot bakterier.
Nar bakterier utvecklar resistens mot ett antimikrobiellt medel sa byter vi till ett annat, och de
borjar anpassa sig igen. Med fager anpassar sig dock vart verktyg mot bakterierna samtidigt
som de evolverar resistens, nagot som inte gar med antibiotika. Specifika molekyler maste
modifieras manuellt eller bytas ut helt, medan bakteriofager muterar i takt med sin vard och
utvecklar mekanismer for att komma runt resistens pa egen hand. Denna fordel kan dock
betyda att vi inte hinner med i karaktériseringen av nya virus, och ger mojligheter for
virulensfaktorer att uppkomma vilket kan fa katastrofala foljder.

Aven om det gjorts uttdmmande tester pd manniskor i lander som Polen och fére detta
Sovjetunionen kravs det ytterligare tester nu, da denna litteratur ofta inte finns tillganglig och
ej ar skriven pa engelska, och dessutom ofta inte har lika strikta krav pa sig som idag
(Sulakvelidze et al. 2001). Studier pa langsiktiga effekter bor goras i lander dar fager redan ar
lattillgangliga och har anvants i artionden, sa att sakerheten och effektiviteten kan faststallas
for atminstone de fager som redan anvéands kommersiellt.

De fager som anvénds ar dock som regel isolerade fran prov, det vill séga att de existerar
naturligt. Modifierade fager, & andra sidan, bor studeras grundligt innan de anvands
medicinskt eller kommersiellt. Eftersom de ej har evolverat naturligt kan de ha oanade
effekter, bade pa patienter och ekosystem. Deras effekt bor studeras inte bara i isolerade
kulturer, men dven i mikrokosmos som simulerar naturliga miljoer, for att se om nagon
negativ effekt kan observeras. Detta ar sarskilt viktigt om syftet med modifikationen ar att
bredda fagens vardspektrum, da detta kan tankas paverka flera olika bakteriearter, vilket okar
mojligheterna for konsekvenser pa ekosystemniva. Sadana fager skulle dock vara anvandbara
for fagterapi, da de skulle ha mojlighet att anvandas for manga typer av infektioner.

Bakteriofager har alltsa potential for medicinsk anvandning, men det finns dven andra
omraden dar fager kan anvandas. Till exempel kan de anvéndas for att forebygga
kontaminering av livsmedel och rena biofilm fran ytor i industriella processer, sasom
filtrering. Det verkar som om fagterapi har kommit for att stanna den har gangen.

Vad kan goras i framtiden?

Det verkar som om fagterapi har en plats i framtidens medicinska verksamheter, sa lange man
kan komma runt de farmakologiska och lagliga begransningarna som existerar idag. Med de
lovande resultat som redan finns for fagterapi ar det dock inte ett alltfor stort steg att undra
huruvida liknande metoder kan anvandas for icke-bakteriella infektioner, till exempel av
svamp eller parasiter. Virus som biokontroll skulle kunna motverka svampinfektioner pa
grodor, vilka kan orsaka stora skador pa spannmal.

Om fagterapi borjar anvandas pa stor skala behéver man dock tanka igenom alla méjligheter,
och férbereda for de vérsta. Man bor undersoka huruvida genmodifierade virus kan ha nagon
effekt pa ekosystemet om de skulle komma ut, och om bekdmpning av vissa bakterier kan lata
andra ta deras plats som viktiga patogener. Som biolog maste man i hog grad vara medveten
av de etiska konsekvenserna av sitt arbete da det, i vissa fall bokstavligt talat, kan fa eget liv.
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[Anvandning och mojligheter for bakteriofagterapi]: Etisk bilaga
Bjorn Greijer
Sjélvstandigt arbete i biologi 2016

Ska man anvanda genmanipulerade bakteriofager i medicinska

sammanhang?

Genmanipulerade organismer &r ett hett &mne i dagens sammbhaélle. Diskussionen handlar mest
om livsmedel, men da fagterapi har borjat anvandas, och dess effektivitet kan 6kas genom
genetisk modifiering bor man diskutera huruvida genmanipulering bor anvandas for
medicinska syften. Detta &r damnet som behandlas i denna etikbilaga.

For

De argument som talar for genmanipulerade fager for teraputiska andamal &r som féljer: De
fungerar battre; fager kan modifieras for att fa hogre effekt mot bakterier och skraddarsys for
sarskilt svara fall. Modifiering kan tillata upprepade behandlingar med liknande fager, da
immunfdrsvaret troligtvis kommer att kédnna igen de som anvants forr. Fager har inga kanda
bieffekter; Eftersom fager inte paverkar manskliga celler sa har de inga negativa effekter pa
patienten utdver eventuella immunreaktioner till viruspartiklar eller lyserade celler, och det
finns ingen anledning till att genmanipulering skulle &ndra detta.

Mot

De argument som talar emot genmanipulering i fagterapi ar foljande: Vissa anser att det &r fel
att anvénda genmanipulering 6ver huvud taget; det kan finnas religdsa eller andra anledningar
att sdga nej till genmanipulering, till exempel att vi inte har rétt att andra det naturen har
skapat. Modifierade fager kan ha okanda egenskaper; man forstar annu inte exakt hur alla
biologiska komponenter interagerar, och om man modifierar dessa kan det fa oanade
konsekvenser pa bade kort och lang sikt. Dessutom vet man inte hur genetiskt modifierade
fager skulle paverka miljon om de kom ut; eftersom syftet med att modifiera fager for
medicinska syften ar att gora dem battre pa att doda bakterier skulle de kunna ha stora
konsekvenser for bakteriefloran om de kom ut i naturen.

Diskussion

Fagterapi har definitivt potential for att behandla bakteriella infektioner, sarskilt som
antibiotikaresistens blir allt vanligare. Huruvida man bor modifiera dem kan dock diskuteras.
Min sikt &r att genmanipulerade fager bor tillatas medicinskt. Okad effektivitet, specificitet,
bredd, etc. kommer att gynna patienter enormt med fa, om nagra, bieffekter. For att bemota
det forsta motargumentet sa kan asikten hos allméanheten andras med utbildning och
popularvetenskap samt exempel pa lyckade behandlingar. For det andra motargumentet sa
gors uttdbmmande tester innan nya mediciner far anvandas, och det finns strikta regler for
utveckling av gennmodifierade organismer och biologiska lakemedel. For miljofragan finns
det redundans i naturen, och bakterier evolverar kontinuerligt. Aven om fagen &r véldigt
effektiv pa att doda bakterier ar det sannolikt att resistens uppkommer, eller att nischen fylls
om en viss bakterie dor ut lokalt.

Forskningsetik

Kéllorna som anvants for arbetet ar primara publikationer och reviewartiklar fran
vetenskapliga tidsskrifter. Jag har tagit med flera olika aspekter av fagterapi, men eftersom
forskningen pa det ar relativt ny sa finns det en brist pa information om langsiktiga effekter
och eventuell miljopaverkan. Jag har forsokt skilja mellan egna och andras slutsatser i texten,
och har citerat publicerade forsok och slutsatser.
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