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Kratko po zavedeni antibiotik do praktického pouzivania sa medzi patogénnymi baktériami objavil a
rozsiril fenomén rezistencie. Tento problém je v sicasnosti taky vazny, Ze sa nazyva aj ,kriza
antibiotickej rezistencie” a jej dopady suU dramatické, s priblizne 700-tisic pripadmi Umrti ro¢ne
spésobenymi bakteridlnymi kmernmi odolnymi voci antibiotikdm. Odhaduje sa, Ze ak sa neobjavia
Zziadne nové antibakteridlne lieky, do roku 2050 sa tento pocet zvysi na 30 miliénov. Existuje preto
naliehava potreba rozvoja novych antibakteridlnych terapeutickych pristupov. Alarmujlci narast
mikrobialnej rezistencie spojeny s nedostatkom inovacii v oblasti antibiotik obnovil zdujem o vyvoj
alternativnych pristupov v lie¢be bakteridlnych infekcii. Jedna z moznych novych antibakteridlnych
terapii je vyuzitie bakteriofagmi kédovanych enzymov.

Zakladna charakteristika a vyskyt bakteriofagov

Bakteriofagy (fagy) su preddtormi baktérii. FaAgy su vlastne virusy, ktoré Specificky infikuju baktérie.
Kazda infekcia sp6sobend fdgom je iniciovand adsorpciou (t.j. pripojenim fagovej Castice na
hostitel'skl bakteridlnu bunku), ktord je charakterizovand Specifickym rozpoznanim receptora
nachadzajlceho sa na povrchu bakteridlnej bunky. Nasledne musia fagy preniknit cez bunkovy obal
baktérie predstavujlci bariéru rozli¢nej Struktldry a zlozenia, a nakoniec injektuju svoj geneticky
materidl do cytoplazmy baktérii. Niektoré baktérie produkuju kapsuladrne polysacharidy (CPS; tiez
nazyvané K-antigény), ktoré su pevne pripojené k bunke. Iné baktérie vylucuju do prostredia hlien s
extraceluldrnymi polysacharidmi (EPS) pocas tvorby biofilmu. CPS aj EPS maju obrovskl rozmanitost
v zloZeni, nielen v rdmci bakteridlneho rodu, ale aj v rdmci druhu a toto zloZenie sa tieZ mdze menit
v zdvislosti od rastovej fazy a podmienok prostredia. Gramnegativne baktérie si charakterizované
vonkajSou membranou zlozenou z lipopolysacharidovych (LPS) molekul s vysoko variabilnym O-
polysacharidom (O-antigén), zatial ¢o u grampozitivnych baktérii si zakladnymi stavebnymi
jednotkami (lipo)teichoové kyseliny zabudované v peptidoglykdne (PG). Tieto polysacharidy su ¢asto
primarnym receptorom s inymi vycnievajlcimi Struktdrami bunkovej steny, ako su pili a biciky.

Bakteriofdgy predstavuju najpocetnejsie biologické entity na Zemi, a zdroven takmer neobmedzeny
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sortiment geneticky a morfologicky ré6znorodych predatorov vhodny na vyuzitie napriklad v medicine
ako prirodzené antimikrobialne latky. R6zne infekéné mechanizmy a Specializované fagové receptor-
viazuce proteiny poskytuju bezkonkuren¢nld Specifickost voci danej populdcii baktérii, ktora
umoznuje presnu lie¢bu. Okrem toho, vzhladom na ich stabilitu a programovatelnost, mozu byt fagy
instrumentalizované alebo vytvorené ako vsestranné tzv. nosice lieCiv alebo vakcin.

Vo vSeobecnosti su fagy vSadepritomné a mozu byt izolované z krvi, mocu, cerebrospinalneho moku,
séra a ascitickej tekutiny (volna tekutina v brusnej dutine). Su izolované aj z environmentalnych
zdrojov ako napr. odpadové vody, farmaceutické odpadové vody, iné vodné zdroje, akvakultlra a z
pody. Fagy sa mozu amplifikovat len v pritomnosti citlivej baktérie, kedy mo6zu infikovat bunky a
intermitentne (striedavo) spbsobit bunkovu lyzu. Preto sa nachadzaju v akomkol'vek prostredi, kde
existuju baktérie. Bakteriofdg nepouziva receptor pre eukaryotické bunky a mechanizmy pouzivané
organizmami na vyhybanie sa uUcinku antibiotik nezhorSuju jeho aktivitu. Niektoré fagy zmenili
mechanizmus inhibicie efluxnej pumpy baktérii, ¢im sa obnovila ich citlivost na antibiotikd. Na rozdiel
od antibiotik si nevyzadujd podavanie viacerych davok na dosiahnutie rovnakej Gc¢innosti. Su
hostitelsky Specifické, majd rychlu exponencidlnu replikdciu a dokdzu rychlo vstupit do fazy
odumierania, kde dochadza k poklesu bakteridlnych buniek. Na rozdiel od antibiotik neboli pri fagoch
pozorované neziaduce imunitné reakcie, ¢i negativny vplyv na mikrobiotu l'udi a zvierat.
Bakteriofagy sa tiez spajaju s produkciou enzymaticky aktivnych latok (enzymov), ktoré su schopné
degradovat rézne komponenty bakteridlnych bunkovych obalov, vdaka ¢omu moézu tieto enzymy
posobit ako lieCivo, alebo mézu byt nevyhnutnymi zlozkami liekov a ¢asto dosahuju v porovnani so
samotnym virusom stabilné a predvidatelné vysledky.

Zivotny cyklus fagov

FAgy maju 3 odlisSné zivotné stratégie pre ich rozmnozovanie sa prostrednictvom hostitel'skych
baktérii: lytickd (virulentné fagy), lyzogénnu (temperované fagy) a chronickd infekciu (Obrazok 1).
Kazdy z tychto cyklov mozno rozdelit na pat réoznych stadii: adsorpcia, injekcia nukleovej kyseliny,
replikdcia genetického materidlu, expresia fagovych génov, zostavenie viriénov a dalsi prenos. V
zavislosti od konkrétneho zivotného sStylu mézu byt bakteriofdgy definované ako lytické alebo
lyzogénne. Infekcia lytickym fadgom vzdy vedie k destrukcii bakteridlnych buniek, zatial ¢o infekcia
lyzogénnym fdgom méze mat za nasledok lyzu alebo lyzogéniu, kedy genédm virusu ostava
v hostitel'skej bakteridlnej bunke v podobe tzv. profaga.
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Lyza bakteriilnej bunky a uvol'nenie virionov

Obrazok 1 Schematické znazornenie Zivotnych cyklov bakteriofagov (zdroj: Grabowski, t., tepek, K., Stasitoj¢, M.,
Kosznik-Kwasnicka, K., Zdrojewska, K., Macigg-Dorszynska, M., ... & Wegrzyn, A. (2021). Bacteriophage-encoded
enzymes destroying bacterial cell membranes and walls, and their potential use as antimicrobial agents.
Microbiological Research, 248, 126746. https://doi.org/10.1016/j.micres.2021.126746)

Jedna z najdélezitejsich etdp v zivotnom cykle bakteriofdgov je adsorpcia. V tomto kroku sa fag viaze
reverzibilne na bunkovy povrch, kde rozpozna Specificky receptor. Receptory su lokalizované vo
vonkajsej membrane, na bakteridlnej bunkovej stene, v lipopolysacharidoch alebo v kapsuldrnych
polysacharidoch, piloch a bic¢ikoch. Efektivne rozpoznanie fdgovo Specifického receptora vedie k
prichyteniu virusu a dalej injekcii genetického materidlu do hostitel'skej bunky. Tento proces je prisne
zavisly od prostredia a jeho fyzikalno-chemickych faktorov, pH, teploty, dostupnosti zivin alebo
idbnov, ako aj od stavu hostitel'skych bakteridlnych buniek. Pretoze bakteriofdgy su rozdelené do
réznych skupin v zavislosti na type nukleovych kyselin (ssDNA, dsDNA, ssRNA, dsRNA), pre kazdu z
tychto skupin su charakteristické mechanizmy procesu prenikania genetického materidlu do
hostitel'skej bunky. Po penetracii a injekcii nukleovej kyseliny, si lyzogénny bakteriofdg moze vybrat
medzi dvoma réznymi vyvojovymi drahami - lyza alebo lyzogenéza. Tato volba zdavisi nielen na
charakteristikdch konkrétnej skupiny fagov, ale aj na fyziologickom stave bakteridlnej bunky. V
situacii obmedzenia zdroja uhlika alebo aminokyselin, nizkych teplot sa rast baktérii spomali a
bakteriofagy si vyberu lyzogéniu, v opacnom pripade zacinaju lyticky cyklus (Obrdzok 1A). V
lyzogénnej drdhe sa gendém faga integruje do bakteridlneho genédmu a po tomto procese sa baktéria
stdva imunnou voci dalsej infekcii tym istym fdgom (Obrdzok 1B). Preto méze byt tento druh
koreldcie baktéria-fag povazovany za isty druh symbiotického vztahu. Pocas lytického cyklu sa
fadgovy gendm intenzivne replikuje, dochadza k expresii velkej vacsiny fdgovych génov a predchadza
zostaveniu viriénov - potomstva, lyze hostitelskej bunky a uvolneniu novovytvorenych
bakteriofdgov. Poslednym typom vyvoja fagov je chronickd infekcia. Tento cyklus je typicky pre
vladknité fagy (ako f1, fd a M13), Co je Uplne odliSna skupina fagov, pomenovana pre ich filamentézny
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(vlaknity) tvar. VIaknité fagy nelyzuju bakteridlne hostitel'ské bunky, udrziavaju ich nazive, ¢o sa da
nazvat tzv. ,socidlnym Zivotom bakteridlnych fagov“. Infekcia vldknitymi fdgmi zacina adsorpciou na
bakteridlne pili, kde sa nachddzaju potrebné receptory. Potom sa gendmovy material faga injektuje
do hostitel'skej bunky a replikuje sa epizomdlne (mimojadrovo). Stic¢asne dochadza k expresii
fagovych génov a nakoniec sa zostavia a uvolnia viriény z bunky cez bunkovl stenu hostitela
procesom naro¢nym na energiu bez usmrtenia bakteridlneho hostitela (Obrazok 1C). Odhliadnuc od
lyzogénneho cyklu, ktory v podstate tiez moze prejst na lyticky sp6sob, sa vyvoj bakteriofaga konci
uvolnenim potomstva viriénov z hostitel'skych buniek, ¢o zahrfia deStrukciu bunkovej membrany
baktérie a bunkovej steny. Tento proces zdavisi od pdsobenia fdgom kdéddovanych enzymov
zodpovednych za lyzu bakteridlnej bunky. Preto maju prave fagmi kédované proteiny zapojené do
procesu lyzy potencial novych antibakteridlnych lieciv.

Bakteriofagmi kodované enzymy a ich posobenie na bakterialne bunky

Fadgmi kédované enzymy - proteiny predstavuju silné antibakteridlne zbrane. Niektoré z nich sa uz
vyuzivaju ako rekombinantné proteiny a ponukaju uGcinny antibakteridlny nastroj, napriklad v boji
s tvorbou bakteridlnych biofilmov. Tieto enzymy zahinaju endolyziny, lyziny spojené s viriénom
(VALs) a polysacharidové depolymerdzy. Medzi dalSie zaujimavé proteiny kédované fagmi patria
receptor - viazuce proteiny (RBP), zodpovedné za vazbu fadgov na hostitelské bunky. RBP su
sprostredkovatelmi interakcie medzi fdgom a jeho hostitelom. Tieto proteiny je mozné vyuzit na
detekciu cielovej patogénnej baktérie.

Endolyziny zndme ako peptidoglykdnové hydrolazy, su triedou bakteriofagmi kédovanych enzymov,
ktoré degraduju bunkovl stenu baktérii na konci lytického cyklu. Tieto enzymy s schopné Stiepit
bakteridlny peptidoglykdn (PG) zvnutra bunky, ¢o vedie k lyze baktérii a uvolneniu fadgového
potomstva. Jednou z hlavnych funkcii bakteridlneho PG je ochrana pred vysokym vnutornym
osmotickym tlakom. V désledku pésobenia endolyzinov dochédza k Stiepeniu peptidoglykdnovych
vazieb a tvorbe poérov v bakteridlnej bunkovej stene. Rychly narast tlaku v kone¢nom dosledku
spoOsobuje osmotickl lyzu bakteridlnej bunky. Endolyziny sU vysoko vyvinuta trieda enzymov, ktoré
sa vyznacuju réznorodymi proteinovymi Struktlrami a mechanizmami U¢inku napriek tomu, ze maju
spolo¢nl funkciu. AvsSak prave rozdiely v struktlre bielkovinovych domén im poskytujd ich
Specifickost. V zavislosti od nepritomnosti alebo pritomnosti signalnej sekvencie sa endolyziny
klasifikuju ako kanonické endolyziny (ziadna signalna sekvencia) a SAR endolyziny (signéal uvolniujuci
ukotvenie proteinu, N-koncova signalna kotva typu Il). Kanonické endolyziny sa hromadia v
cytoplazme a uvolnuju sa v presnom nacasovani cez velké otvory generované agregaciou molekul
holinov. Holiny s malé membrdnové proteiny, ktoré riadia nacasovanie lyzy. Akumuluju sa v
membréne hostitel'skej bunky, az kym sa v naprogramovanom case (pravdepodobne pri dosiahnuti
kritickej koncentracie) zhlukuji do oligomérov a permeabilizuji hostitel'ski cytoplazmaticku
membranu, ¢o spbdsobi stratu polarizdcie. Napriklad v takzvanom kanonickom modeli interakcie
holin-endolyzin, holiny tvoria niekolko mikrénovych otvorov vo vnutornej membrane bunky, ktoré su
potrebné na to, aby endolyziny ziskali pristup k peptidoglykdnovej vrstve baktérii. Endolyziny SAR
sa akumuluju v neaktivnej forme a su viazané na cytoplazmatickd membranu N-termindlnymi SAR
doménami, ktoré maju hydrofébny charakter. Tieto endolyziny sl exportované do periplazmy
nezdavisle od holinu. Po depolarizadcii membrany dochadza k uvolneniu enzymov z membrény a
nasledne v periplazmatickom priestore prechddzaju na katalyticky aktivhu formu. Nemusia teda
prechadzat velkymi otvormi v bunkovej membrane. Namiesto toho k ich uvolneniu dochadza
prostrednictvom pinholinov. Pinholiny patria do Il triedy holinov. Su to fagové lytické proteiny, ktoré
aktivaciu SAR endolyzinu a degradaciu peptidoglykdnov v celom bunkovom periplazmatickom
priestore. Vysledkom tohto druhu lyzy je vSeobecnd lyza vonkajsej membrany hostitel'skej bunky.
Kvoli svojej velkosti su dierky prilis malé pre transport endolyzinu, ale dostato¢ne vel'ké na prechod
ibnov, ¢o spdsobuje depolarizaciu bunkovej membrany baktérii.
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Lyziny spojené s vironom (VALs - virion asociated lysins) su tiez zndme ako peptidoglykdnové
hydrolazy, ktoré sa podielaju na vstupe genetického materidlu bakteriofdga do hostitelskej bunky.
Niektoré sa dokdzu zmenit v dosledku modifikacie ich hostitelskej bunky a sU velmi Specifické pre
dany druh alebo bakteridlny sérotyp. VAL su Strukturdlnou castou viriénov a mézu byt lokalizované
na fdgovom chvoste alebo mézu byt sicastou kapsidu. Akondahle je fAdgom rozpoznany receptor
hostitel'a, konformacnd zmena faga umoznuje vstup nukleovej kyseliny do baktérie vdaka lokdlnej
degradacii peptidoglykanu realizovanej VAL. Spbsob Gcinku VAL proti baktéridm spociva v rozruseni
peptidoglykdnovej vrstvy baktérii hydrolyzou chemickych vazieb. Fagové VAL aj endolyziny teda
posobia na rovnakom substrate, rozdiel medzi nimi je v tom, Ze endolyziny nie su Strukturalnou
sucastou viriénov a su pritomné v cytoséle hostitel'skej bunky pocas neskorého stadia lytického
cyklu, kedy po ich nahromadeni hydrolyzujl peptidoglykan v bakteridlnej bunkovej stene zvnutra,
¢im sa uvolni zrelé fagové potomstvo. Na rozdiel od VAL prirodzene p6sobiacich zvonku bakterialnej
bunky, musia teda endolyziny najskor prejst cez bunkovd membranu, aby dosiahli bunkovu stenu a
spbsobili lyzu. Ked' sa lyziny pouzivaju ako rekombinantné enzymy a aplikuju sa exogénne, sp6sobuju
rychlu lyzu. Je to silnd schopnost rychlo lyzovat patogénne grampozitivne bunky po priamom
kontakte s peptidoglykdnom tzv. ,lyzou zvonku“, ktora polozila zaklad pre vyuzitie lyzinov ako
novych silnych antibakteridlnych latok. V pripade gramnegativnych baktérii vonkajsia membrana
brani pristupu exogénnych lyzinov k peptidoglykanu bunkovej steny a preto je ich vyuzitie ako
potencidlnych antimikrobidlnych latok obmedzené. Na rozdiel od antibiotik, lyziny mozno pouzit na
selektivne zacielenie sa na Specifické patogénne baktérie bez ovplyvnenia okolitej komenzalnej
mikrobioty pretoZze maju Uzky rozsah hostitel'ov ¢o ich robi vSeobecne bud druhovo alebo rodovo
Specifickymi. Vysokéa Specifickost lyzinov znizuje pravdepodobnost vzniku bakteridlnej rezistencie,
¢im sa rezistencia stava zriedkavym javom.

Polysacharidové depolymerazy sU velmi uzito¢né vdaka ich schopnosti dezintegrovat bakteridlne
kapsuldrne polysacharidy (CPS) a extraceluldarne polysacharidy (EPS) tvoriace matricu biofilmov,
ktoré suU pre bakteridlne bunky vyznamnou ochrannou bariérou. Depolymerazy, ktoré su
Strukturdlnou sucastou fagovej Castice, podporuju penetraciu faga do biofilmu a pristup k bunkovej
stene hostitel'skych baktérii. Biochemicky sU rozdelené do dvoch skupin, lyazy a hydrolazy. Na
rozdiel od hydrolaz, lydzy Stiepia substraty nehydrolyticky, to znamena, Ze po rozstiepeni substratu
sa neuvolni ziadna molekula vody. Lydzy predstavuju vacsinu doposial charakterizovanych
depolymeraz kédovanych fagmi. Vo vSeobecnosti sa vyznacuju velkou rozmanitostou v substratovej
Specifickosti. M6Zze sa vSak stat, Ze konkrétne miesto Stiepenia je pritomné v rbéznych typoch
polysacharidov, ¢im sa enzymu umozni pésobit na dvoch réznych substratoch. Tieto enzymy patria k
nepriamym sposobom, ako sa vysporiadat s baktériami, pretoze p6sobia na zaplUzdrené baktérie
oslabenim ich polymérnej struktuiry, ktora tvori kapsulu. Tento proces poméaha znizovat bakteridlnu
virulenciu tym, ze umoznuje imunitnému systému vykondvat svoju ¢innost - rozpoznavat odhalené
povrchové receptory patogénov a vdaka tomu zah4gjit imunitnl odpoved. Vzhladom na to, ze termin
depolymerdza mo6ze oznacovat akykolvek protein, ktory je schopny degradovat polyméry, bolo by
mozné povazovat za depolymerazy aj fadgmi kédované endolyziny, pretoze Stiepia peptidoglykan,
bakteridlny polysacharid hydroldzovym spdsobom. Obvykle su vSak pod tymto pojmom myslené
fagové depolymerazy degradujlice EPS, CPS a lipopolysacharidy (LPS). Jednou zaujimavou
vlastnostou depolymerdaz je ich Siroky bakteridlny rozsah. Na rozdiel od lyzinov sa méze objavit
rezistencia voci fagovym depolymerdzam v dosledku modifikdcii v polysacharidovom zlozeni
kapsuly, exopolysacharidov alebo lipopolysacharidov.

Proteiny viazuce receptory (RBP) bakteriofagov iniciuju infekciu ich zodpovedajlceho
bakteridlneho hostitela tym, Ze pésobia ako primarny determinant pre Specifickost hostitela. RBP sa
v pociato¢nom kroku fagovej infekcie podielajl na adsorpcii fdga Specifickou vazbou na receptory na
povrchu hostitel'skych baktérii, ako su proteiny, polysacharidy, LPS a sacharidové skupiny. Zatial' ¢o
beZznymi receptormi pre fdgov gramnegativnych baktérii st LPS, CPS alebo proteiny (poriny a
transportné proteiny), v pripade fagov grampozitivnych baktérii su to najcastejSie peptidoglykan,
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teichoové kyseliny, alebo exponované polysacharidy. RBP mézu byt klasifikované ako chvostové
vlakna (TF) alebo chvostové hroty (TSP). Morfologicky suU oba typy zlozené z homotrimérnych
komplexov, pricom TF tvoria dlhé retazce, ktoré interaguju s proteinovymi a/alebo sacharidovymi
receptormi a nevykazujd enzymatickd aktivitu, a TSP tvoria viac globuldrne komplexy s centralnou
doménou s enzymatickou aktivitou voci sacharidovym skupindm na povrchu baktérii. RBP ponukaju
niekol'ko vyhod v porovnani s inymi rozpoznavacimi prvkami ako su protilatky, napriklad
porovnatelnd alebo vyssiu Specifickost, vysoku citlivost, lahkl( genetickl modifikaciu, nizke naklady,
malé rozmery a vysoku chemickl a fyzikdlnu odolnost. Preto sa v poslednych rokoch objavilo
niekolko UspeSnych aplikacii RBP na detekciu baktérii, najma v kombinacii s biosenzormi,
spektrofotometriou alebo s vyuZzitim ELISA.

Fagova terapia

Myslienka pouzitia bakteriofdgov na lie¢bu infekénych chorbéb sa datuje na zaciatok 20. storocia a
existuje uz takmer storocie ako kazdéa slubnd alternativna lieCebnd metdda. Bakteriofagy existovali
dlho pred objavenim penicilinu. Medzi rokmi 1920 a 1940 boli bakteriofdgy komercne dostupné a
pouzivané v niekolkych krajindch na liecbu infek¢nych choréb (cholera, infekcie dychacich ciest,
Uplavica a mnohé iné choroby). AvSak Ucinnost tohto biomateridlu bola spochybnend z niekol'kych
dovodov: neschopnost reprodukovat vysledky, nedostato¢né informacie o fadgovych titroch,
kontrolnych skupinach a rozsahu hostitelov. Navyse vacsina vedcov bola skeptickd voci fagovej
terapii proti infekénym chorobadm. Ked' bol objaveny penicilin a iné ATB okolo roku 1940, fagova
terapia bola potlacend do Uzadia. Avsak, vznik liekovej rezistencie, nedostupnost novych liekov na
zmiernenia ich Sirenia, a hladanie novych rieseni viedli k znovuzrodeniu fadgovej terapie. V priebehu
rokov sme sa vela naudili o genetike a rozmanitosti bakteriofdgov. Tiez doslo k vyznamnému
pokroku vo vyvoji pristupov molekuldrnej biolégie pre studium bakteriofdgov a ich interakcif
s bunkami ludského tela. Fagové koktaily sa teda v sUcasnosti vyuzivaju na lie¢cbu niekolkych
infek¢nych choréb. Vacsina krajin vsak stale vidi fdgovu terapiu ako experimentélnu liecbu. Je to
sposobené nedostatocnou regulaciou, bezpecnostou a chybajlicou standardnou metédou pripravy.
Napriklad v USA je stic¢asnéd aplikdcia fagovej terapie povolend pri dekontaminacii potravin a
povrchov, hospodéarskych zvierat a produktov na rastlinnej badze. FDA schvalila komercné fagové
pripravky proti beznym bakteridlnym patogénom, ako je Listeria monocytogenes a Salmonella spp.
na osetrenie hotového jedla. V Rusku a Gruzinsku sU dostupné produkty na baze fagov vyuzivané na
lie¢bu tych bakteridlnych infekcii, ktoré nereagovali na konvencnu lie¢bu. Niekolko produktov na
bdze fagov, ktoré presli klinickymi testami, sa dokonca vyuziva na liecbu tyfusu, usnych infekcii a
infekcie rédn. Okrem toho mnohé dalSie klinické stidie zaznamenali pozitivny Uc¢inok fagov na
zvieracich modeloch. Nedadvny pokrok v oblasti fdgovej terapie je schvalenie nového Centra pre
inovativne fagové aplikacie a terapeutika (IPATH) od Uradu pre potraviny a lie¢ivad (FDA). Nedavno
bola tiez schvalend prva klinicka studia s intravenéznym pouzitim fagovej terapie v USA. Okrem toho
neustdle prebiehaju rézne in vivo a in vitro studie testovania potencidlnych schopnosti fagov a ich
vyuzitia ako alternativnych liec¢iv. Napriek moznosti nahradenia antibiotik fagmi, pre urcité typy
bakteridlnych patogénov existuje aj strednd cesta, ktord uzndva potencial fagov, ale aj to, ze
antibiotikd by sa nemali prestat pouzivat. V mnohych situdcidch ma kombinované pouzitie fagov s
antibiotikami vacsi Uspech ako ich jednotlivé pouzitie a to z hladiska UspeSnosti lie¢by aj v
obmedzeni vyvoja rezistencie.

Vyuzitie synergie ako stratégie na zvysenie ucinku antibiotik

Niektoré bakteriofagy vykazujl synergickd aktivitu pri lie¢be infekcii v kombinacii s antibiotikami
(ATB) a inymi biomateridlmi. Logika kombinovania fagov a antibiotik vychadza z evolu¢ného
chdpania, kde dva dostato¢ne odlisSné selektivne tlaky budl pravdepodobne uUcinnejsie ako jeden
z nich, napriklad antibiotikd samostatne. Hoci si baktérie mozu tiez vyvinat rezistenciu voci fagom, je
pre baktérie ovela tazsie vyvinut rezistenciu na antibiotikd a bakteriofdgy sucasne. Interakcie medzi
stresormi (ATB alebo fag) su aditivne, antagonistické a synergické, kde kombinovany Gcinok je sucet,
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mensi ako sucet alebo vacsi nez sucet jednotlivych Ucinkov antimikrobidlnych latok ako fagov alebo
antibiotik (Obrézok 2).

Nezavislost’

Antagonizmus UPahcenie Synergia

Miera umrtnosti patogénu

Obrazok 2 Mozné interakcie medzi ATB a fagmi. Antagonizmus - tato kombinacia usmrcuje patogén nizsou rychlostou
ako vyuzitie faga alebo ATB samostatne. Facilitdcia (ulahcenie) -kombinécia fdg+ATB usmrcuje baktériu rychlejSie ako
kazdy jednotlivo avsak menej ak by posobili na baktérie kazdy jednotlivo dihSiu dobu. Synergia - patogén je usmrteny
rychlejSie ako pri pouziti fdga alebo ATB samostatne (zdroj: Chaudhry, W. N., Concepcion-Acevedo, J., Park, T.,
Andleeb, S., Bull, J. J., & Levin, B. R. (2017). Synergy and order effects of antibiotics and phages in killing Pseudomonas
aeruginosa biofilms. PloS one, 12(1), e0168615. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0168615)

V sUcasnosti existuje mnozstvo prikladov pozitivnych interakcii medzi antibiotikami a fagmi pri
kontrole bakterialnych patogénov in vitro aj in vivo. Napriklad fagy v kombinécii s antibiotikami mézu
eradikovat kmene Klebsiella pneumoniae, ktoré tvoria biofilm a zastavit vznik rezistentnych
variantov in vitro; tieto kombinacie tiez dokazali zabranit infekcii u diabetickych mysi spésobenych
Staphylococcus aureus rezistentnym na meticilin (MRSA) a Uplne ochranili brojlerové kurcata pred
infekciami sp6sobenymi Escherichia coli. V tychto pripadoch a dalSich, kombinovana liec¢ba lytického
faga s antibiotikom viedla nielen k lepSej kontrole alebo eradikacii baktérii, ale k Uplnej prevencii
vzniku rezistentnych variant baktérii v porovnani s jednotlivo pouzivanymi antimikrobidlnymi
ldtkami. Ciprofloxacin (CIP) m& maximalny synergicky uU¢inok s fagom PEV20 proti dvom klinickym
kmenom P. aeruginosa. Citlivost P. aeruginosa na kombinovanu lie¢bu bola pripisana inhibicii DNA
gyrazovej aktivite v bakteridlnej bunke ciprofloxacinom a zosilneniu efluxnej pumpy pomocou faga
PEV20. Antimikrobidlne latky (obsahujice rodiny polypeptidov) ako napr. bacitracin, kolistin A,
kolistin B, polymyxin B1 a polymyxin B2 sa tieZ pouzivaju v kombinovanej terapii s fagmi na liecbu
multirezistentnych patogénov. Uvadza sa, Ze maju synergickd aktivitu proti multirezistentnym
patogénom, ako napr. P. aeruginosa, K. pneumonia a A. baumannii. Napriklad antibiotikum amikacin
degraduje biofilm P. aeruginosa v synergii s bakteriofdigom a taktiez synergickd aktivita fagu s
antibiotikami ako sG meropenem (MER), gentamycin (GEN) a ciprofloxacin (CIP) ukazala, Ze samotny
fAdg moze znizit tvorbu biofilmu spbsobeného A. baumannii. Kombinacia CIP alebo MER s fagom vsak
prejavila viac lytickej aktivity voci baktéridm ako kombindcia s GEN. Kombindcia fdgov a antibiotik
ma vyhody, ako su: ich vySsia schopnost zosilnenia in situ Gcinkov, obmedzené spektrum hostitelov
(v dbsledku toho je napr. minimalizovany dopad na mikrobiém), hypoteticky neobmedzeny pocet
dostupnych fagov ako alternativy v pripade zlyhania urcitych fagov a zostavenie Specifickych
fagovych koktailov pre kazdy Specificky bakterialny patogén. Fagové koktaily, koktaily antibiotik a
navrhnutych fdgov mézu znizit rozvoj rezistencie. Stru¢ne povedané, ak sa dve antimikrobialne latky
zameriavaju na roézne bunkové procesy a zahrnaju ré6zne mechanizmy rezistencie, mézu posobit
synergicky a znizovat mnozstvo baktérii a limitovat tak vznik rezistencie voci jednému z Cinitel'ov.
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Obrazok 3 Antibioticka rezistencia je silne selektovand v terapii iba s antibiotikami (Iavy panel). Ked' st fagy a
antibiotikd kombinované stcasne, m6zu sa objavit baktérie rezistentné na antibiotikd aj fagy (1.), ale rastd pomaly
kvoli vydaju energie a/alebo su menej patogénne ako citlivé baktérie, alebo baktérie s dvojitou rezistenciou nevznikaju
(2.) v désledku kompromisov medzi odporovymi mechanizmami. Ak sa fagy a antibiotika aplikuja postupne (3.), potom
je vznik dvojitych mutantov extrémne zriedkavy alebo v populacii baktérii, ktoré prezili zavedenie prvého
antimikrobidlneho ¢inidla, chybaju a dalej nerastu. (zdroj: Torres-Barceld, C., & Hochberg, M. E. (2016). Evolutionary
rationale for phages as complements of antibiotics. Trends in microbiology, 24(4), 249-256.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tim.2015.12.011)

Idedlny bakteriofag a génové inzinierstvo

Z pohladu vyuzitia fdgov v humdnnej medicine alebo v inych odvetviach, napriklad potravinarstve,
by mal mat idedlny fag nasledovné vlastnosti: 1) dostato¢ne Siroky, avsak druhovo obmedzeny
rozsah hostitelov, aby sa zameral iba na relevantné patogény, pri zachovani komenzalnej
mikrobioty; 2) kompatibilitu s jednoduchou sprievodnou diagnostikou na rychle stanovenie citlivosti
bakteridlnych patogénov voci fadgom; 3) silnG antibakteridlnu Ucinnost na eradikdciu zataze
patogénmi a 4) priaznivl interakciu s imunitnym systémom cicavcov a s ktorymkolvek z nich
minimalnu imunogenicitu, aby sa zabranilo indukcii neziaducej imunitnej odpovede, alebo s
adjuvantnou kapacitou na posilnenie imunitnych reakcii. Celkovo sa tieto aspekty definuja ako Styri
piliere fdgovej terapie (Obrdzok 4).
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Obréazok 4 Styri piliere fagovej terapie. Rastlci sibor nastrojov fagového inZinierstva umozfuje viestranné
prispdsobenie fagov a poskytuje zakladné piliere, ktoré podporuju pouzivanie bezpecnych, Siroko pouzitelnych a
ucinnych fagovych lieciv. Pilier | (moduldcia hostitel'ského rozsahu): rozsirenie a prispésobenie spektra fagovych
hostitelov. Pilier Il (sprievodna diagnostika): pouzitie reportérovych fagov na rychly skrining citlivosti fagov na
zosilnenie personalizovanej lieCby. Pilier Il (antibakteridlna Gcinnost): zvySenie antibakteridlnej Gc¢innosti fagov
sekundarne antibakteridlne Ucinky alebo pdsobia extraceluldrne na iné ciele. Pilier IV (imunomodulacia):
preprogramovanie fagov tak, aby vyvolali alternativne imunitné reakcie v porovnani s ich prirodzenymi naprotivkami v
mieste infekcie alebo vyuzivanie fdgov ako nanocastic na distribuciu lieciv, génovu terapiu alebo ako vakcin (zdroj:
Meile, S., Du, J., Dunne, M., Kilcher, S., & Loessner, M. J. (2022). Engineering therapeutic phages for enhanced
antibacterial efficacy. Current opinion in virology, 52, 182-191. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2021.12.003)

Avsak aj napriek mnohym UspeSnym pripadom vyuzitia fagov v terapii, dosiahnuté vysledky boli
Casto neuspokojivé a to CiastoCne kvoli obomedzenému pokrytiu a Ucinnosti prirodzenych fagov, ich
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nepredvidatelnym interakcidm s imunitnym systémom cicavcov a neschopnosti zacat liecbu
prisp6sobenu danej osobe v kontexte klinického skUsania. V poslednych rokoch sa dosiahol vyrazny
pokrok a rozSirenie sUboru nastrojov pre fagové inZinierstvo a nacrtavaju sa principy pre navrh
umelych fadgov s pozadovanymi vlastnostami. Mnozstvo umelych fagov bolo vytvorenych v snahe
prekonat inherentné terapeutické obmedzenia prirodzenych fagov. S vyuzitim najmodernejsich
technik Upravy genému, ako je rekombinacia, CRISPR-Cas-asistovand selekcia alebo syntetické
zostavenie genému in vitro, vsak mozu byt Specifické gény alebo klastre génov vo fdgovom genéme
presne navrhnuté tak, aby umoznovali zaclenenie, vymazanie, modifikdciu alebo diverzifikdciu
uzivatelom definovanych funkcii. M6zu to byt napriklad receptor viaZzuce proteiny vymienané medzi
réznymi fagmi, aby sa adaptovali alebo expandovali rozsah hostitelov. Do fagov mozu byt zaclenené
gény kdédujlce heterolégne antimikrobidlne efektory, aby poskytli sekundarne antibakteridlne Gcinky
a zlepsili uc¢innost fagov, dalej gény zodpovedné za lyzu hostitel'skej bunky (napriklad holin-endolyzin
systémy) mozno odstranit, aby sa vytvoril variant nelytického faga, ktory zabija svojich hostitelov s
minimalizovanym uvolfiovanim endotoxinov aby sa zabranilo aktivacii poSkodzujlcich zapalovych
reakcii. Reportérové gény, ako su luciferdzy, moézu byt integrované do fagovych gendémov, aby sa
umoznila rychla, citliva a priama detekcia cielovych baktérii v klinicky relevantnych matriciach. Tieto
reportérove fagy by boli vhodné ako sprievodna diagnostika na hodnotenie profilov fdgov a citlivosti
klinickych kmenov a umoznovali by tak obozretny vyber fagov na personalizovanu lieCbu. PouzZitie na
mieru navrhnutych, skonstruovanych fagov bude urclite nevyhnutné na urychlenie fdgovej terapie
prostrednictvom klinickych skidsok a mohlo by sa stat konvenénym sp6sobom lieCby bakteridlnych
infekcii. Napriek tomu, len velmi malo z tychto upravenych fagov sa doteraz pouzilo v klinickych
podmienkach alebo boli testované na klinickych kmenoch.

Zaver

Pre takmer vsetky vyuzivané antibiotikd sa v sUcasnosti objavuju multirezistentné baktérie.
Antibiotikd su stabilné molekuly, ktoré vyvijaju selektivny tlak, ktory umoznuje vyvoj baktérii, aby
mohli uniknut, a preto by sa mali navrhndt nové spbsoby liec¢by. Bakteriofadgy su skuto¢nym
alternativnym rieSenim tohto problému. FAgy majud rézne potencidlne aplikacie, po¢nic ich pouzitim
vo fagovej terapii po vyuzitie enzymov fagového povodu. Fdgova terapia sa pouziva takmer storocie
a vyzerd ako bezpecnd a Ucinnd liecba, aj ked je potrebné vykonat dalsie stidie a vyskumy, aby sa
zarucila jej bezpecnost z kratkodobého aj dlhodobého hladiska. Objavuju sa velmi zaujimavé a
uzito¢né varianty fadgovej terapie na zlepsSenie fagovych funkcii a na ich vyuzitie v mnohych
oblastiach. Velké mnozstvo moznosti vdaka velkej rozmanitosti fagov, pouzitie fdgovych koktailov
alebo ich kombinécia s antibiotikami umoznuju zvolit najvhodnejsi pristup pre kazdy scenar a otvorit
nové oblasti vyskumu na urcenie jeho vyhod a nevyhod. Prekvapivo existuje aj mnoho novych
aplikacii odvodenych od fagovej terapie, z ktorych mozu profitovat aj iné oblasti. FAgy sa javia ako
skvelé riesenie nielen ako alternativna liecba proti bakteridlnym ochoreniam (fadgova terapia alebo
pouzitie enzymov odvodenych z fadgov), ale aj ako zaujimavé nastroje v prevencii a diagnostike
(detekcia a typizacia baktérii). Synergia pozorovana medzi antibiotikami a fdgmi je vSeobecnym
javom opisanym v mnohych stidiach, ale este nie je dostatocne pochopend a vyvinutad na to, aby
dosiahla skuto¢nu aplikdciu. Preto potrebujeme hlbSie pochopenie molekuldrneho zakladu pre
kombinovanu liecbu antibiotikami a fagmi. Napriek tomu vsak médme druhU Sancu na kontrolu
bakteridlnych infekcii, no musime sa vyvarovat rovnakych chyb ako pri nekontrolovatelnom uzivani
antibiotik. Napriek tomu, ze fdgova terapia vykazuje Uspech v réznych jednotlivych pripadoch, stale
je potrebné dokazat jej komplexny terapeuticky potencidl.
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