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1. Bevezetés

A bakteriofagok baktériumokat fertdzo virusok. Rendkiviil kis méretiik miatt csupan 1915
oOta tudunk a fagok létezésérol, azonban minden jel arra utal, hogy egyszerre, vagy kozel egy idoben
jottek létre az elso €10 sejtekkel és mara a legszamosabb biologiai entitdsok a Foldon (Calendar
and Abedon, 2005) (Arivarasan, 2023). Ez kovetkezésképpen azt jelenti, hogy a predacio-
¢loskodés jelensége nem az eukaridta sejtekkel kezdddott, az elsé €16 sejtek nem csak egymaéssal
¢és a kornyezeti viszontagsagokkal versenyeztek, hanem mar viralis d4genseknek is kiszolgaltatotta
valtak. Egyes kutatasok szerint ma a Fold teljes bioszférajaban megtaldlhat6 6sszes baktérium fele
kétnaponta bakteriofaggal fertézddik és ennek kovetkeztében elpusztul (Shkoporov, Turkington
and Hill, 2022).

Minden jel arra mutat, hogy minden kornyezetben, ahol baktériumok ¢élnek, az azokat
parazital6 fagok is megtaldlhatok. Igaz ez az egészen extrém koriilményeket felvonultato
¢lohelyekre is: példaul izlandi gejzirekben egy teljes bakteriofag csaladot fedeztek fel, melyek 1
ora 120 °C-os autoklavozas utan is stabilak és fertdzoképesek (Zillig et al., 1988).

Az evoluci6 logikaja egy évmilliardok ota tartd fegyverkezési versenyt eredményezett
baktériumok és bakteriofagok; gazdatestek és ¢€l6skodok kozott. A baktériumok védekezése
elsdsorban a virusok altal felismert és azok kikotddésére szolgald sejtfelszini struktirak
megvaltozasan alapult. Az egymastol elkiiloniilt fejlddési palyara keriilt baktériumfajok
végsOsoron nagy mértékben specializalodott bakteriofagokat eredményeztek. Egy-egy fag csak kis
szamu - gyakran egyetlen — baktériumtorzs fertézésére képes (Ross, Ward and Hyman, 2016).

A bakteriumokat fert6z6 virusokra el6szor Frederick Twort figyelt fel 1915-ben, majd két
évvel késobb Félix d’Hérelle nevezte el ezen entitdsokat bakteriofagoknak. Az elsé terapids
alkalmazasok az utdbbi nevéhez flizodnek; eloszor baromfi szalmonella fert6zést kezelt sikeresen,
majd kiterjesztette terapias protokolljat emberi paciensekre is (Hausler, 2006). A fagterapiara
hamar felfigyelt a korabeli orvostudomany, azonban a pontos korokozo6 torzs azonositdsanak
pontatlansdga gyakran vezetett kaotikus és nehezen reprodukélhatd terdpids eredményekhez,
aminek kovetkeztében a bakteriofagok terapids alkalmazasa soha nem tudott igazan elterjedni. A
végsO csapast a penicillin 1928-as felfedezése jelentette. Ez, az 1932-ben leirt szulfonamidok, majd
a hamarosan felfedezett tobbi antibiotikum (1. &bra) jol karakterizalhaté vegyiiletek révén

egyértelmiien eldnydsebb terapids szernek itéltettek, mint az akkor még mindig gyerekcipdben jard
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bakteriofadg koktélok. A szélesspektrumt antibiotikumokkal elharult a pontos korokozo
azonositasanak terhe is, noha ennek elére nem latott negativ kovetkezményei voltak a bélflora
egészségére (Patangia ef al., 2022). A 20-ik szazad igy az antibiotikumok korat hozta el, Gjabb ¢és
ujabb vegyiiletek felfedezésével, mikozben a fagterapia a nyugati vilagban feledésbe mertilt, mint

egy egzotikus, megbizhatatlan és kaotikus eredményeket produkalé modszer.
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—  Antibiotic Resistance

1. abra: A baktériumok elleni kiizdelem mérfoldkovei. Feliil: az egyes antibiotikumok hasznalatanak évszamai.
Alul: az adott antibiotikum elleni rezisztencia megjelenése a klinikumban (forras: Helmy et al. Antibiotics 2023,

12(2), 274)

Az antibiotikumok széleskorli és gyakran indokolatlan haszndlata azonban a rezisztens
patogén baktériumtorzsek gyors terjedését idézte eld (1. abra). Az 50-es évekbeli “antibiotikum
aranykor” mar a mult kodébe veszett, az utols6 0j antibiotikum csaladot a 90-es években
engedélyezték. A konnyen hozzaférhetd antibiotikumforrdsok kimeriilése az 1) vegyiiletek
fejlesztését egyre dragdbbd teszi, a varhatdoan kialakuld antibiotikum-rezisztencia pedig
kérddjelessé teszi a befektetés anyagi megtériilését. A gyogyszeripar nagy szerepldi ezen okokbol
kifolyolag kutatasi forrasaikat inkabb mas, gyorsabb €s nagyobb anyagi megtériiléssel kecsegtetd
teriiletekbe fektetik. Ez a 21. szdzad egyik, ha nem a legnagyobb, egyre stilyosbodd egészségiigyi
probléméja (O’Neill, 2014).

Az antibiotikumok hatékonysaganak csokkenése, valamint a molekularis biologia
eszkoztaranak gyors fejlddése a bakteriofagkutatas reneszanszat hozta el. Habar a fagterapia
nagyszabasu attorése még varat magara, a tudomanyos kozélet egyre fokozodo érdeklédést mutat
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a nem terapias célu felhasznélds fel¢ is (Arivarasan, 2023). Jelen munka témdja egy
bakteriofagokon alapul6 innovativ diagnosztikus rendszer fejlesztése.

A kozelmult globalis egészségiigyi kriziseibdl levonhat6 egyik legfontosabb tanulsag, hogy
sziikség van egy felhasznalobarat, gyors €s olcso diagnosztikus tesztre, mellyel felmérheto a krizis
sulyossaga és terjedési dinamikdja. Nyilvanvald, hogy az izolacios-tenyésztéses eljardsok nem
képesek teljesiteni ezeket a kdvetelményeket. A molekuléris bioldgiai megkozelitések gyors és
pontos eredményeket adnak, azonban a polimeraz lancreakcidt felhasznalo tesztek, kiillondsen a
gPCR ¢s RT-PCR tesztek draga berendezéseket, képzett személyzetet és nagy koriltekintéssel
kialakitott laborkdrnyezetet igényelnek, mig a manapsag elterjedt immunreakcid alapu eljarasokat
a szlikséges antitestek ara, nem kielégitd érzékenysége és rendelkezésre allasa hatraltatja.

Az elmult évtizedben nagy érdeklddés bontakozott ki a bakteriofag-alapu diagnosztikus
eljarasok irant. A bakteriofagok konnyen, olcson és gyorsan eldallithatdak, ellenalloak a biologiai
mintékra jellemzd szennyezddésekkel szemben és - a megfeleld faj kivalasztasaval - beallithato a
specifitasuk. A fag-alapu diagnosztikus eljarasokban sokféle megkdzelitést jarnak koriil a korabbi
kutatdsok. Az egyik ezek koziil a genetikailag modositott virusok hasznalata, melyek
specifitasuktol fliggden csak a célbaktérium jelenlétében képeznek valamilyen mérhetd jelet a

bakterialis bioszintetikus masinéria felhasznalasaval.

2. Irodalmi attekintés

2.1 A bakteriofagok életciklusa

A bakteriofdgok - egyéb virusokhoz hasonléan - csak bizonyos megkdtések mellett
tekinthetdek ¢élélényeknek. Sejtekre jellemzd folyamatokkal egyaltalan nem rendelkeznek, a
fertézési folyamat megkezdéséig gyakorlatilag intakt makromolekulakként viselkednek. Onmaguk
sokszorositasara bakterialis célszervezeteik sejtes folyamatait hasznaljak fel, azokon él6skddnek.
A bakteriofag-célszervezet kapcsolat az esetek tobbségében nagyfoka specifitassal rendelkezik,
sokszor egy adott fag csak egy baktériumfaj egy-egy torzsét képes fertdzni. Az adszorpcidt
megel6zéen a célbaktériumok specifikus felszini struktirait ismerik fel, leggyakrabban az
ugynevezett farokrost région kifejezett fehérjemotivumok segitségével (Sorokulova, Olsen and

Vodyanoy, 2014). Az adszorpciot egy virion-citoplazma csatorna létrehozasa koveti, melyen



keresztiil a viralis genom a részben passziv, részben aktiv folyamat lezajlasat kovetden végiil teljes

egészében a baktériumba keriil.

adszorpcid

sokszorozodas

lizogén
ciklus

penetracié

bioszintézis

Osszeszerelddés

2. abra: Bakteriofagok replikacios stratégiai (Bisen et al., 2024, médositva)

A genom sejten beliili sorsa alapjan alapvetden kétféle bakteriofagot, illetve sokszorozodasi
stratégiat kiilonboztetiink meg: a litikus, illetve a temperalt fagokat. A litikus stratégia a
célszervezet folyamatait a lehetd legnagyobb mértékben a fagok sokszorozddasanak veti ald, és
végsOsoron a baktérium lizisén keresztiil bocsat ki 50-200, ujboli fertézésre kész viriont. Az obligat

litikus bakteriofagok képezik a hagyomanyos féagterapia alapjat, és egyéb egészségligyi



felhasznalasok is els6sorban ezekre koncentralnak (Orlova, 2012). Tipikus obligat litikus fajok a
T7 csalad tagjai, igy példaul az ezen kutatas alapjaul szolgald K1F is.

A temperalt stratégia ezzel szemben a fag OrdkitOanyaganak baktérium genomba
épiilésével biztositja a hosszutava fennmaradast. A beépiilt faggenom, masnéven profag a
baktériummal egyiitt osztodik, majd valamilyen kornyezeti behatas kovetkeztében indukalodik,
kivagodik és litikus ciklusba 1ép. A fag orokitéanyagot hordozo sejt rezisztenssé valik azonos faj,
illetve egyes esetekben a kozeli rokon fag-fajok fertézésével szemben. A temperalt fagok egy
spektrumot alkotnak, attol fliggden, hogy a fert6zési esemény adott koriilmények kozott mekkora
eséllyel jar a lizogén ciklusba 1épéssel. Tipikus képviseldjiik a P1, melynek léteznek elsésorban
lizogén, és els6sorban litikus (hipervirulens) torzsei is. Utobbiakat a molekuléris biologiaban
generalizalt DNS-transzdukcioéra hasznaljuk (lasd alabb) (Calendar and Abedon, 2005 1V/24).

Mind a litikus, mind a temperalt fagok képesek idegen DNS fagfejbe csomagolasara, €s
recipiens baktériumokba juttatdsdra. Ez a folyamat a transzdukcid, melynek két formajat
kiilonboztetjiik meg (Schneider, 2017).

A generalizalt, vagy altalanos transzdukcio soran a litikus ciklus sordn feldarabolodott
gazdasejt eredetli genomi-, vagy plazmid DNS darabok koziil egy, a fertézésben résztvevd
bakteriofag genomjaval megkozelitéleg megegyezd méreti DNS szegmens csomagolodik a
kapszidba. Az igy létrejott defektiv fag intakt kapsziddal rendelkezik, ezaltal képes a fertdzésre,
azonban a megfeleld Orokitdanyag hidnydban Onmaga sokszorositasara képtelen. A
becsomagolodott idegen DNS toredéket viszont részben vagy egészben képes beinjektalni a
megfertdzott sejtbe, ezaltal intakt géneket vagy akdr egész génklasztereket bejuttatva az
ugynevezett horizontalis géntranszfer soran a kozeli rokon baktériumokba. A generalizalt
transzdukciora mind a litikus, mind a lizogén (de litikus ciklusba 1épett) bakteriofagok képesek.
(Schneider, 2017).

Specializalt transzdukciora ezzel szemben csak a lizogén bakteriofagok képesek. Ennek
soran a bakterialis genomba beépiilt profag reaktivacidja soran tokéletleniil vagodik ki és ezaltal
egy baktérium-bakteriofdg hibrid DNS molekula csomagolddik be a fagfejbe. Az altalanos
transzdukcioval ellentétben specializalt transzdukcid soran csak a bakteridlis genom
meghatarozott, profdg inszercidos pontok kozelében elhelyezkeddé DNS szakaszai vihetok at

(Schneider, 2017).



a Altalanos b Specializalt
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3. dbra: Transzdukcid fajtai (Schneider, 2017, mddositva)

A fagtranszdukcid evoluciobiologiai jelentésége Oriasi, mivel a baktériumok vertikalis
oroklédése soran megfigyelhetd, altalaban kismértékii mutacios rata mellé mechanizmust biztosit
egy sokkal drasztikusabb génallomany-valtozasra is. E jelenség, melyet horizontélis vagy laterélis
géntranszfernek is hivnak, az antibiotikum-rezisztencia gyors terjedésében betoltott szerepe miatt
is a kutatasok kozéppontjaban all. Munkam alkalmazott jellege révén azonban a transzdukcid

evolucios szerepénél annak biotechnologiai vonatkozasai még inkabb relevansak. A transzdukcid
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egykoron fontos eszkdze volt a bakteridlis genomok térképezésének (Bjork, 1975) és még inkabb
cos-szekvenciaval bir6 plazmidok, az un. cosmid-ok A-fag kapszidba csomagolva korabban
népszerl eszkdzei voltak a DNS klonozasnak €s genomi konyvtarkészitésnek (Collins and Hohn,
1978). Ma az ilyen onreplikaciora képtelen fagok transzdukalo részecske néven talalnak funkciéra
uj molekuléris bioldgiai eljarasokban. Ilyen eljaras pl. a GOTraP, amely meglévo fag farokrostok
mutagenezisével Uj bakteridlis torzseket tesz transzdukcios célponttd (Yosef et al., 2017), vagy a
DEEPMINE, mely segitségével joval tagabb bakterialis fajspektrumban végezhetok funkcionalis

metagenomikai screenek, mintha egyszeri DNS-transzforméaciot hasznalnank (Apjok et al., 2023).

2.2 A bakteriofagok felépitése

A bakteriofagok a végletekig alkalmazkodtak életstilusukhoz. Felépitésiik egyszerii, a
virion arra optimalizalodott, hogy a megfeleld koriilmények megléte esetén a megfertdzodott sejt
gyorsan, nagy mennyiségli fagrészecskét tudjon eldallitani. Bar természetes koriilmények kozott a
részecskék nagy része darabjaira hullik a célbaérés el6tt a dehidratacid, az UV sugarzas és egyéb
behatdsok miatt, néhany fertéz6képes marad amig megfelelé gazdasejtre talal (Calendar and
Abedon, 2005 1/5).

A bakteriofagok eredete még napjainkban is homalyos, ezért osztalyozasuk is nehézkes. A
ma elfogadott osztalyozéasi rendszer (4. abra) a fagok felépitésén és azon a megalapozott
feltételezésen alapul, hogy a felépités hasonlosaga forditottan aranyos az evolucios tavolsaggal.
Fontos megjegyezni, hogy ez a megkdzelités nem tokéletes, és egyes kozelmultban felfedezett,
osztalyokon ativeld tulajdonsagokkal rendelkezd fajok nyilvanvalova teszik a korlatait (Calendar
and Abedon, 2005 1/2).

A bakteriofagok alapvetden fehérjékbdl és nukleinsavlancokbol épiilnek fel. A nukleinsav
lehet RNS vagy DNS, lehet egyes vagy tobbes szall, és a sejtes szervezetekhez hasonldan ez tolti
be az orokitdanyag szerepét. Az ordkitdanyag egy fehérjeburokba, kapszidba csomagolddik, igy
megovva azt a kiils behatasokkal szemben. A kapszid aprobb részegységekbdl, spontan szerelddik
Ossze. A virion binaris-, kubikalis- vagy helikélis szimmetridval rendelkezik, habar létezik
kozelmultban osztalyozasba vett, tucatnyi fajt magaba foglalé pleiomorf, vagyis szimmetria (és

kapszid) nélkiili rend is.
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4. abra: Bakteriofagok formai valtozatossaga (Anpilogov et al., 2020)

2.3 Bakteriofagok diagnosztikai célu felhasznalasa

Néhany fert6z6 betegség annyira latvanyos ¢és jellegzetes tiineteket produkal, hogy
kiilonosebb laborvizsgalatok nélkiil, ranézésre azonosithatd, vagy legalabb csoportdiagndzisba
sorolhatd. A veszélyes korokozok tobbsége azonban gyakran szofisztikéltabb, de mindenképp
pontosabb diagnosztikus eljarasokat igényel (Parsons, 1974).

A jelenlegi egészségiigyi protokollok tobbnyire az évszdzados multra visszatekintd
tenyésztés — telepmorfologia — Gram festés — mikroszkopia kombinaciojara, vagy - féleg viralis
fertdzéseknél - a szeroldgias diagndzisra hagyatkoznak. Az elmult évtizedekben valt bevett
eljarassd a PCR alapt korokozo azonositds, melyet eldszor 1987-ben alkalmaztak klinikai
laborokban HIV diagnoézis felallitasara (Lakshmi ef al., 2011).

Ezek a protokollok képzett személyzetet, jol felszerelt laboratériumokat és viszonylag
hosszt 1d6t vesznek igénybe. A legelterjedtebb tenyésztéses eljaras tobb nappal késlelteti a
diagnozis felallitasat és a helyes kezelés megkezdését. A szeroldgiai diagnodzis f6 limitacidja az

érzékenység, elsOsorban a kimutathatd ellenanyag mennyiségének idobeli fluktuacidja miatt,



valamint a rendelkezésre allo specifikus ellenanyagok korlatozott rendelkezésre allasa is
hatraltatja. Ennek ellenére a nagyfoku specifitas és miniatiirizalhatosag miatt szamos szerologian
alapul6 ugynevezett betegagy melletti (bedside) diagnosztikus kit van forgalomban.

A PCR amplifikacion alapuld protokollok nem tudnak kiilonbséget tenni €16 és inaktiv
korokozok kozott, tovabba a kelld hatékonysag eléréséhez nagy koriiltekintéssel kell kivalasztani
a kimutatando - és az adott kérokozora specifikus - DNS szegmenseket minden egyes vizsgalni
kivant torzsre, kiilonben az Gjonnan létrejott vagy azonositatlan térzsek €s mutansok fals-negativ
jelet adhatnak. A qPCR modszerek gyors atfutassal, jo specifitassal és nagyon jo szenzitivitassal
kecsegtetnek, azonban a sziikséges reagensek és a kelloképpen felszerelt laborok, illetve az azokat
megtoltd személyzet elérhetdsége hatraltatja az alkalmazast (Yang and Rothman, 2004).

Igéretes kutatasi teriilet a bioszenzor-alapu diagnosztika. Ezen modszerek egy specifikus
érzékeld-feliileten, valamint egy jeltovabbitd rétegen alapulnak, mely a patogén kotddést
valamilyen érzékelhet? - leggyakrabban elektronikus - jellé alakitja. A bioszenzoroknak, és azokon
beliil a pathogéneket detektald rendszereknek igen széles szakirodalma van, tekintettel a felismero-
valamint a jelatalakitd6 komponenseik véltozatos megoldésaira (Banakar et al., 2022). Munkdm
szempontjabol azok a rendszerek relevansak, ahol a felismerd mechanizmus a fag-baktérium
kapcsolodason alapul. Az ilyen tipusu bioszenzorokat, és a hozzajuk tartozd jelatalakito
megoldasokat a késébbiekben targyalom.

Az elmult években egyre nagyobb tudoményos érdeklédés mutatkozik a bakteriofag alapu
diagnosztikus eljarasok irant, mint az immunreakcion alapuld gyorstesztek vonzd alternativdja
(Singh et al., 2012). A bakteriofagok €letmodjanak ismeretében kézenfekvd fejlesztési célpontot
nyujtanak. Rendkiviili foku felépitésbeli sokszinliségiik és valtozatos egyéb tulajdonsagaik
rengeteg lehetOséget rejtenek magukban. Olyba tiinik, minden célbaktériumra lehet taldlni egy
megfeleld - azonositott, vagy még azonositatlan - bakteriofagot, vagy bakteriofag halmazt. Néhany
alabb ismertetett megkozelitésnek még a felhasznalt, adott patogént célz6 fag pontos azonositisa
sem elofeltétele. Némely bakteriofdg csupan egyetlen faj egyetlen torzsén képes €l6skddni, mig
masok tobb torzset, vagy akar tobb baktériumfajt is fertdznek (Ross, Ward and Hyman, 2016).
Emellett olyan gyakorlati elénydkkel is alatamaszthato a fag-alapu diagnosztikumok fejlesztése,
mint a fagok kornyezeti hatdsokkal, példaul a magas hdmérséklettel (Brigati and Petrenko, 2005),
sz¢lsoséges pH értékekkel (Nobrega et al., 2016) és oldoszerekkel (Olofsson, Ankarloo and

Nicholls, 1998) szembeni viszonylagos robusztussaga és az ipari méretekre is konnyen adaptalhato



eléallitas, ami gyakorlatilag egy batch-fermenticidban felndvesztett baktériumkultira
“lefert6zése”, majd a létrejott lizdtum downstream kivanalmaknak megfeleld tisztitasa.
Osszefoglalva, a bakteriofagok kivalo jeldlteknek igérkeznek biologiai reakcidkon alapuld, Gjszerii
diagnosztikus eljarasok kifejlesztésére.

A bakteriofagokon alapul6 diagndzis 1ényege a fagokra jellemz06 gazdaspecifitas. A fagok

alkalmazéasanak szamos tovabbi elénye van, igymint:

- olcso, konnyen felskalazhato eldallitas
- képesek életképes és inaktiv korokozok kozotti kiilonbségtételre
- kevéssé érzékenyek a mintdk szennyezettségére

- jeltovabbitas mellett jelerdsitésre is képesek

Jelenleg négy jol elkiilonithetd stratégia van. [In vitro fagfert6zés természetes
bakteriofagokkal, in vitro fagfertdzés genetikailag modositott bakteriofagokkal, bakteriofag alap
bioszenzorok, illetve a bakteriofdg alapi biokonjugatumok haszndlata. Ezeket az aldbbiakban

részletesebben is bemutatom.

Bakteriofag-alapu térzsazonositas
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5. abra: Bakteriofag alapu diagndzis stratégiak (Richter et al., 2018, modositva)
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2.3.1 In vitro fertozés természetes bakteriofagokkal

A legegyszeribb a mintavételt kdvetden a gyanitott kérokozoval szemben hatékony
fagkoktéllal valo in vitro fertdzés. A sikeres fertdzés a sejtek lizis€¢hez vezet, és felszabadulo
fagokat, vagy a tomeges lizis altal eldidézett valtozasokat, példaul vezetoképesség valtozast okoz,
amely megfeleld eljarasokkal érzékelhetd. Az alacsony érzékenység miatt rendszerint mérés elott
egy tenyésztési, inkubacids 1épéssel meg kell ndvelni a detektalando baktériumok mennyiségét. A
moddszer nagyszeriisége egyszertiségében rejlik. Mivel attételesen a lizis ténye kertil érzékelésre,
nincs sziikség a bakteriofagok barminemii mddositasara, vagy barmilyen bonyolult, hosszadalmas
¢és draga elOkészitd folyamatra. Valdjdban a hasznalt fig azonositdsara sincs sziikség, azok
barmikor Gjonnan izolalhatok példaul korhdzi szennyvizbdl (Farooq ef al., 2020), vagy kornyezeti
mintakbdl (Yan et al, 2017), ami altal kdnnyen és gyorsan adaptalni lehet a diagnosztikus
berendezést a helyi viszonyokhoz. A megkozelités hatranyai az erételjes fiiggdség a detektalandod
baktériumok mennyiségétdl, valamint az értelemszerlien felmeriild kdvetelmény, hogy kizarolag

litikus fagok felhasznélasaval alkalmazhato.

2.3.2 In vitro fertozés genetikailag modositott bakteriofagokkal

Egy masik moddszer a bakteriofagok genetikai, vagy tranziens modositasa, annak
érdekében, hogy a megfert6zott sejtekben a virusgenom mellett vagy helyett valamilyen konnyen
mérhetd jelet, példaul fluoreszcenciadt vagy lumineszcenciat eredményezd fehérje termelését
kodoljak. Ezen megkdzelités nagy eldénye, hogy a virusokra alapvetden jellemzd életstratégiat -
vagyis, hogy atveszik az irdnyitast a fert6zott sejt transzkripcios-transzlacidos masinériai felett, a
virionban hordozott genomi szekvencidk nagymértékii kifejeztetése érdekében - hasznalja fel a
diagnozis alapjaul szolgaldo jel sokszorositdsara, ezaltal az érzékelési kiiszob drasztikus
csOkkentésére. A stratégia legnagyobb hatranya, hogy a felhasznalni kivant bakteriofagot
azonositani, ¢s ha nem 4ll rendelkezésre pontos szekvencia, szekvenalni kell, majd minden egyes
esetben meg kell tervezni ¢és el kell végezni a DNS-manipuldciés munkat. A patogén
baktériumtorzsek sokfélesége és a fagok viszonylag szlik specifitdsa miatt ez nagyszamu draga és
1doigényes fag-manipulacios projektet jelent. Tovabbi, gyakori hatrany a mddositott bakteriofagok
csokkent €letképessége, habar ez altalaban a megfeleld tervezéssel kikiiszobolhetd, vagy legalabbis
nagyban mérsékelhetd (Pires et al., 2016).
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2.3.3 Immobilizalt fagokon alapulé bioszenzorok

Alaposan koriiljart megkdzelités a fagok immobilizaldsa szilard feliileten, érzékeny
bioszenzort képezve. A virionok szilard feliilethez kotése szamos modon kivitelezhets. A
fiziszorpcids megkdzelités a legegyszeriibb, masodlagos kotddésen, a van der Waals erdn alapul.
A kemiszorpcids immobilizalds kovalens kotddést hasznal, rendszerint valamilyen tranziens
modositassal 1étrehozva a virion €s a feliilet kozotti kapcsolatot. Ennek szofisztikaltabb valtozata
a bakteriofag genetikai mddositasa, annak érdekében, hogy az valamilyen tag-et fejezzen ki a
kapszidon, majd az erre a tagre jellemz6 elfogdmolekula segitségével immobilizalddjon a feliileten.
Jol ismert kolesonhatasok az avidin-biotin és a streptavidin-biotin spontan kapcsolddasa. Egy
teljesen masik megkdozelités az elektrosztatikus immobilizalas, ami a binaris bakteriofdgok azon
altalanos jellemzdjét haszndlja ki, miszerint a kapszid negativ, mig a farokrostok pozitiv
Ossztoltéssel rendelkeznek, tehat a fagfejet bevonzza a pozitiv toltést feliilet. Ez egytttal a virion
orientdlasdra is lehetdséget ad (O’Connell, Marcoux and Roupioz, 2021). A baktériumok
kotddésének jellé alakitdsara eddig harom moddozatot dolgoztak ki: elekrokémian,
magnetoelasztikus szenzorokon, valamint az ugynevezett feliileterdsitett Raman-spektroszkopian
alapul¢ eljarasokat.

Magnet_ic bead

* Planar surface

6. Bakteriofag immobilizalasi stratégiak (O’Connell, Marcoux and Roupioz, 2021)
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2.3.3.1 Elektrokémiai szenzorok

Az elektrokémiai megkozelités az elektrodon immobilizalt fagokon alapul. A baktériumok
bekotddése valtozast okoz az elektromos jelben, ami konnyedén érzékelhetd, féleg, hogy nincs
szlikség jelatalakitasra, a megvaltozott aramerdsség vagy fesziiltség kozvetleniil érzékelhetd. Ez az
ut tinik a legigéretesebbnek, mivel az elektrokémian alapuld bioszenzorok konnyen
miniatiirizalhatoak, illetve viszonylag olcson eldallithatoak. Az irodalomban szémos példa
talalhato erre a megkozelitésre, egy esetben 14 CFU/ml érzékelési hatart is elérve egy coliform

baktériumokat altaldnosan fertdz6 bakteriofag felhasznalasaval (Sedki et al., 2020).

2.3.3.2 Magnetoelasztikus szenzorok

A magnetoelasztikus szenzorok rendszerint amorf ferromagneses szalagok, melyek
indukcio hatdséra vibralnak, mely mikrovibracid detektalhaté méasodlagos magneses teret indukal.
Ezen szalagokon immobilizalt bakteriofagok a baktérium-befogis hatdsdra megvaltoztatjdk a
szenzorok tomegét, mely megvaltoztatja a szalagok mikrovibraciés mintazatat és végsd soron
detektalhat6 kiillonbséget okoznak a masodlagos magneses térben (Paczesny, Richter and Holyst,
2020). Ez a stratégia viszonylag rovid id6 alatt képes diagnosztikus eredményt adni, noha az
érzékelési hatar eléréséhez az elektrokémiai alapu teszteknél tobb baktériumra van sziikség a
mintaban. A magnetoelasztikus szalagok viszonylag felhasznalobaratak, Chen és munkatarsai
példaul egy olyan szenzort fejlesztettek ki, mellyel Salmonella-fertézést lehet kimutatni nyers

csirkehusbodl. A mintavételhez egyszeriien a hiishoz kell nyomni a szalagot (Chen et al., 2017).

2.3.3.3 Raman spektroszkopian alapulé érzékelés

A feliileterdsitett Raman-spektroszkopia egy olyan analitikai eljaras, amely fémfeliiletek
lokalizalt feliileti plazmonrezonanciajat hasznalja fel az Gigynevezett Raman-szoras nagymértékii
felerdsitéséhez. Ezen modszerrel lehetdség nyilik akar egyedi molekulék érzékelésére is (Yu et al.,
2020). Az olyan nagyobb részecskék esetén azonban, mint a bakteriofag-baktérium komplexek, az
érzékelés elé bizonyos nehézségek gordiilnek, amennyiben a nagyobb méretli részecskék
értelemszertien csokkentik az adott méretii feliileten elérhetd reakciok szamat (Paczesny, Richter

and Holyst, 2020). A kozelmultban Rippa és munkatarsai plazmonikus nanotiregekbdl allo
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szubsztratot fejlesztettek ki, amely immobilizalt bakteriofagréteget tartalmazott és a specialis
geometria miatt megnovelte a leadott jel erdsségét (Rippa et al., 2018).

A bakteriofagok immobilizalasdval nyert bioszenzorok meglehetdsen érzékenyek, és
altalaban gyors mintafeldolgozast tesznek lehetdvé, azonban a gyakorlati felhasznalds varat
magara. Az érzékeldfeliilet felépitésének ipari 1éptéki felskaldzasa tul bonyolultnak bizonyult,
rdadasul a laborban eldallitott bioszenzorok az id6 mulédséval gyorsan veszitenek stabilitasukbol

(Richter et al., 2018).

2.3.4 Bakteriofag alapu biokonjugatumok

A negyedik stratégia biokonjugitumok képzése, amelyeket modositott bakteriofdgok és
mikro-, vagy nanopartikulomok alkotnak. A fagok ebben az elrendezésben elfogdrészecskékként
hasznalhatok, majd miutan specifikusan kétédtek a gazdasejtekhez, a részecskék kivalaszthatok a

reakcios kamrabol. Ez a megkdzelités megnoveli az érzékelési feliiletet a szilard feliileten

immobilizalt bakteriofdgokhoz képest, valamint lehetdséget biztosit a jel koncentraldsara is

(Richter et al., 2018).

..
1um
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Peng ¢és munkatdrsai hozzaférhetd tiolcsoportokkal rendelkez6 modositott M13
bakteriofagokat reagaltattak patogéneket tartalmazd mintédval, majd a kotédés létrejotte utan
centrifugaldssal koncentraltdk a reakcios elegyet. Arany nanopartikulomok hozzaadésa utan a
tiolcsoportok spontan kapcsoldodnak és - baktériumok jelenléte esetén - mérhetd szinvaltozas
alakult ki (Peng and Chen, 2019). Janczuk és munkatarsai floureszcens-magneses részecskékhez
kapcsoltak kovalensen bakteriofagokat, majd a baktériumokat tartalmazd mintaval tortént reakcio
utdn magnetikus uton feldusitottak a keveréket, ami igy alkalmassa valt aramlasi citometria alap
floureszcencia-mérésre. Az aramlési citometrids analizissel elkiilonithetéek a negativ mintdkra
jellemz6 egyedi fluoreszcens részecskék a pozitiv mintakban megjelend nagyméretii, keresztkotott

komplexektdl (Janczuk et al., 2017).

2.3.5 Tovabbi fejlesztési lehetdségek

A bakteriofagok immobilizaldsan és a biokonjugatumokon alapuld stratégia tovabbi
optimalizaldsara. A bakteriofagok, és altaldban a diagnosztikus célokra hasznalt fagok talnyomod
tobbsége bindris szimmetridval rendelkezik, egy kapszidfejbdl és egy farokrégiobol épiil fel. A
célsejthez kotddés minden eddig vizsgalt esetben a farokrégiod, pontosabban a farokrostok
kapcsolodasan keresztiil jon létre (Calendar and Abedon, 2005 IV/17). Ennek kovetkeztében a
bakteriofagok véletlenszerli orientacidoban torténd immobilizalasa szuboptimalis érzékeldfeliiletet
eredményez. Tolba és munkatérsai publikaltak eldszor olyan probalkozast, amiben az érzékelési
beallitasaval sikeriilt csokkenteni. Munkajuk soran T4 fag kapszidgénjéhez fuzionaltattak
specifikus kotddést biztositd fehérjéket, melyek kizarolag a kapszidon fejezddtek ki, igy eldsegitve
az elényds virion orientdcidt az immobilizalasi folyamat soran (Tolba et al., 2010). Tolba és
munkatarsai kutatasa kivald példa két stratégia vegyitésére, amennyiben genetikailag modositott
bakteriofdgokat immobilizaltak az érzékelofeliilet 1étrehozasara. Richter és munkatérsai
jellemezték az 0jitast. Random virionorientacidval dsszevetve eldbb négyszeres, majd valtakozo
trapézhullamu elektromos tér felhasznalasaval tizszeres hatékonysagjavulast értek el (Richter et

al., 2017).
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Egy masik lehetdség egész virionok helyett csupan a baktériumok felismeréséért és
kotéséért felelds fagalkotok - tehat rendszerint a nyaki-farki régio - hasznalata. Ez a megkozelités
megnyitja az utat a tovabbi miniatiirizalas elétt, ami kiilondsen eldnyds lehet az az elektrokémian
¢s a Raman spektroszkopian alapuld szenzorok szamara. Emellett segit kikiiszobdlni azt a banalis
problémat, hogy a litikus természetli bakteriofagok az elnyujtott reakcid soran az érzékelendd
patogének egy részét lizaljak, mieldtt az 6sszes elérhetd baktérium befogasra keriilne, aminek az
eredménye egy idében valtozo, haranggorbére hasonlito jelleadas. Az inkomplett virionok csupan

a megfeleld baktériumok befogéasara képesek, lizis nélkiil, igy segitve az adott szenzorra jellemz6

crer

2.4 T7 csalad, K1F

A fagok gyakorlati felhasznalasanak tobbsége, ahogy ezen munka is, a binaris, pontosabban
ikozahedralis szimmetridji kapsziddal ¢és ahhoz egy nyaki région keresztiill kapcsolodd
farokrostokkal rendelkezd fagokon alapul. Ezek a bakteriofdgok ikozahedralis szimmetriaja
kapszidokkal rendelkeznek, mely kiegésziil egy nyaki régioval, amelyhez egy véglemezen
keresztiil 3-6 farokrost kapcsolodik (Calendar and Abedon, 2005 1V/20). Jelenlegi tudasunk szerint
ezek a farokrostok hatdrozzdk meg a gazdaspecifitast és ismerik fel a sejt felszini struktarait
(Hyman and Abedon, 2010) (Bertozzi Silva, Storms and Sauvageau, 2016). Az egyik legjobban
tanulmanyozott példa ezen fagokra a T7, mely kapsziddal nem rendelkezd E. coli torzseket fertdz.

Ezen munka a T7 kdzeli rokonaval, a K1F faggal foglalkozik, melynek célszervezetei a
K1-kapsziddal rendelkezd patogén E. coli térzsek. A K1F genomyja és felépitése nagyfokt analogiat
mutat a sokat tanulméanyozott T7 faggal, jelentds kiillonbség azonban a farokrost, annak is a C-
termindlis vége, mely lényegesen hosszabb és enzimatikus, pontosabban endoszialiddz aktivitassal
rendelkezik, mely a K1 kapszula lebontdsan keresztiil hozzaférhetove teszi a célsejtet a fag

kitapadasadhoz (Calendar and Abedon, 2005 1V/20).
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8. &bra: A T7 bakteriofag felépitése [https://viralzone.expasy.org/709]

Az ikozahedralis szimmetriaval rendelkez6 fagok orokitdanyaga relaxalt allapotban nem
fér be a kapszidba, ezért azt egy ATP-dependens folyamat kényszeriti bele a fagfejbe. Ott a fag
genom tultekert allapotban, mint egy felhtizott rugd var a transzlokacids csatorna megnyilasara
(Calendar and Abedon, 2005). Az ordkitdanyag mellett rendszerint igynevezett internalis
kapszidfehérjék is becsomagolddnak, melyek nem strukturalis célokat szolgalnak, hanem segitik
a fert6zési folyamatot a transzlokacios csatorna stabilizalasaval, illetve a faggenom atir6dasat,
vagy az 0sszeszerelddést modulaljak (Calendar and Abedon, 2005). Ezek a fehérjék a fag
orokitdanyaga el6tt, vagy azzal egyiitt haladnak at a transzlokacids csatornan a periplazmatikus
térbe, vagy a citoplazmaba (Kemp, Garcia and Molineux, 2005).

Hipotézisiink szerint az internalis kapszid fehérjék diagnosztikai eljarasok alapjaul
szolgalhatnak, kihasznalva azon tulajdonsagukat, hogy fehérjeként injektalodnak fertézéskor a
gazdasejtbe. A T7 és K1F bakteriofagokban 6t ilyen fehérje van, iigymint g6.7, g7.3, g14, g15 és
216 termékei (1. tablazat). A g6.7 és g7.3 terméke mindossze 15 kDa méretii, ezaltal nativ
allapotban atjutnak a transzlokacios csatornan. A gl4-16 altal kodolt fehérjék nagyobb méretiiek,
ezért legalabb részben denaturadlddva képesek csak behatolni a periplazmatikus térbe vagy a

citoplazmaba (Calendar and Abedon, 2005 1V/20).
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9. abra: T7 virion fert6zés kozben (Hu et al., 2013).

A folyamat lépései latvanyosan végigkovethetGek: bakteriofag kapcsolddasa a célsejthez (A és D), a kapszid tartalma
befecskendezddik a sejtfalon keresztiil (B és E), végiil a kiliriilt kapszidu fag tovabbra is kapcsolédva marad a

baktériumhoz (C és F), mikozben egy ujabb fag kezdi meg a fert6zést ugyanazon a sejten (C)

Elképzelésiink szerint a diagnosztikai felhasznalashoz elméletben minddssze egy
jelképzésre képes enzimet kell valamelyik internalis kapszid fehérjéhez flizionélni, mely a
virionon beliil el van szigetelve szubsztratjatol, igy nem ad jelet. Amint a bakteriofag felismeri
gazdasejtjét, ¢s megindul a fert6zés rendes folyamata, a fuzios fehérje kiszabadulna és az
eldallitott jel mérhetd lesz. Mivel a fuzios fehérje kozvetleniil injektalodik, ezzel az eljarassal
kikeriilhetd lenne a transzkripcio-transzlacié €s jelentdsen felgyorsulhatna a diagnosztikai

jelképzés folyamata.
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Gén Funkcio Konzervaltsag Esszencialitas

Korai gének

0.3 . tipusu restrikcid inhibitor konzervalt esszencialis

0.4, 0.5, 0.6A, 0.6B ismeretlen nem konzervalt nem esszencialis
0.7 gazda transzkripcio ledllitasa konzervalt esszencialis

1 T7 RNS polimeraz konzervalt esszencialis

1.1 ismeretlen konzervalt nem esszencialis
1.2 dGTPaz inhibitor konzervalt esszencialis

1.3 DNS ligdz konzervalt esszencialis
K6zéps6 gének

1.4,15,1.6 ismeretlen nem konzervalt nem esszencidlis
1.7 fitnesz fokozas nem konzervalt nem esszencialis
1.8 ismeretlen gyengén nem esszencidlis

konzervalt

2 RNAP inhibitor konzervalt esszencialis

2.5 SSB fehérje konzervalt esszencialis

2.8 ismeretlen nem konzervalt nem esszencialis
3 endonukleaz | konzervalt esszencialis

3.5 T7 RNS polimeraz regulator konzervalt esszencialis

3.8 homing endonukleaz nem konzervalt nem esszencialis
4A primaz-helikaz konzervalt esszencialis
4.1,4.2 ismeretlen nem konzervalt ismeretlen
43,45 ismeretlen konzervalt nem esszencialis
4.7 ismeretlen nem konzervalt nem esszencialis
5 DNS polimeraz konzervalt esszencialis

5.3 homing endonukleaz nem konzervalt nem esszencialis
5.5 Arex exkluzié konzervalt nem esszencialis
5.7 ismeretlen konzervalt nem esszencialis
5.9 RecBCD inhibitor nem konzervalt nem esszencialis
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6.3

Kései gének
6.5

6.7

7

7.3

7.7

10A

108

11

12

13

14

15

16

17

17.5

18
18.5-18.7
19
19.2,19.3

19.5

1.

Rnaz H

ismeretlen

ismeretlen

internalis kapszid fehérje
célsejt specifitas, ismeretlen
internalis kapszid fehérje
homing endonukleaz
fej-nyak konnektor fehérje
scaffolding fehérje

nagy kapszid fehérje

kis kapszid fehérje

farok fehérje

farok fehérje

gp6.7 bepakolas
internalis kapszid fehérje
internalis kapszid fehérje
internalis kapszid fehérje
farokrost fehérje

Il osztélyu holin

kis termindz alegység
sejt lizis

nagy terminaz alegység
ismeretlen

ismeretlen

konzervalt

gyengén
konzervalt

konzervalt
konzervalt
nem konzervalt
konzervalt
nem konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt
konzervalt

konzervalt

esszencialis

nem esszencialis

nem esszencialis

esszencialis

nem esszencialis

esszencialis

nem esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

esszencialis

ismeretlen

nem esszencialis

tablazat: A T7 és K1F fagok feltart nyilt olvasasi keretei (Calendar and Abedon, 2005 1V/20.)

20



3. Célkituzeések

Ebben a munkdban olyan fagalapi diagnosztikai eljarast kivantam kifejleszteni, mely a
célbaktériumok rekombindns fagok altali in vitro fert6zése soran keletkezo fény detekcidjan alapul.
Am szemben a szakirodalomban eddig leirtakkal, célom olyan rendszer szerkesztése volt, amely
nem a fényemittalo fehérje génjének injektalasat, hanem maga a fehérje injektalasat detektalja.

A megvalaszoland6 kérdések a kdvetkezdk voltak:

1. Létrehozhato-e olyan stabil bakteriofag, amely a kapszidjaba képes csomagolni egy
lumineszcens fehérjét?

2. Lehet-e a fagbol a célbaktériumba injektalt lumineszcens fehérjékkel detektalhatd
mértéki fényt generalni a baktériumsejt fert6zése soran?

3. Kialakithat6-e egy modell diagnosztikai eljaras, mely a fenti mechanizmus utjan

szelektiven képes jelezni egy adott baktériumtorzs jelenlétét maés torzsekkel szemben?

4. Felhasznalt anyagok, modszerek

4.1 Baktérium és bakteriofag torzsek

A genetikai konstruktok klonozasahoz Escherichia coli MDS42 , multi delécios” torzset
hasznaltam (Pésfai et al., 2006).

A KIF specifikus célszervezeteként az E. coli EV36 torzset hasznaltam, mely Dr. Eric R.
Vimr ajandéka. Ezt a torzset a jol ismert K-12 MG1665 labortorzs genomi modositasaval hoztak
létre. Az EV36 konstitutivan K1 kapszulat fejez ki, ezért K1-specifikus bakteriofagok csokkent
virulenciaja célszervezeteként hasznéalhat6 (Scholl, Adhya and Merril, 2005).

A bakterialis fehérjetermeltetéshez BL21(DE3) sejteket alkalmaztam (Studier and Moffatt,
1986).

A kivalasztott bakteriofag modellszervezet a K1F, mely Dr. Dean Scholl ajandéka volt
kutatocsoportunk szamara (Scholl and Merril, 2005).
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4.2 Taptalaj és vegyszerek

Folyékony és szilard formaban egyarant standard Luria-Bertani (LB) taptalajt hasznaltam
a bakterialis sejtek ndvesztéséhez (Sambrook, Fritsch and Maniatis, 1989).

A plazmidszelekciohoz ampicillin, kloramfenikol és kanamicin antibiotikumokat
alkalmaztam rendre 100 pg/ml, 25 pg/ml és 50 pg/ml végkoncentracioban.

Az expresszios plazmidok indukalasahoz anhidrotetraciklint (AhTC) és izopropil-p-D-1-
tiogalaktopiranozidot (IPTG) alkalmaztam rendre 200 ng/ml és 0,5 mM végkoncentracioban. A
fent ismertetett vegyszereket a Sigma-Aldrichtol szereztiik be.

A bakteriofagok izolaldsahoz és titralasahoz ugynevezett lagy-agar overlay-t hasznaltam,
melynek soran az 1% agart tartalmaz6 LB szilard taptalajra 0,5%-0s koncentracidban agarozt
tartalmazo lagy taptalajt ontdttem. Az igy kapott térhalos szerkezeti rétegen jol megfigyelhetd
plakkok képzddnek, ami megkonnyiti az izolaciot, illetve a szamlalast.

A Dbakterialis sejtek novesztése és indukaldsa egyarant 37 °C-os inkubatorban, vagy
inkubélt razéberendezésben tortént.

Az expresszios kisérletek expresszios vektordnak alapja az EV36-ban a kléramfenikol
rezisztenciat hordozd, anhidrotetraciklinnel indukélhaté pZA31tetR plazmid volt, mig a kiviilrél
hozzaadott C-terminalis nanoluciferaz termeltetéséhez a kanamicin rezisztenciat hordozo,
laktozzal, vagy izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukalhaté pET24 plazmidot
hasznaltam fel. A transzgén termelésének indukalasara 200 ng/ml koncentracidju
anhidrotetraciklint (pZA31-es vektorok esetén), vagy 0,5 mM koncentracioji IPTG-t (pET24-es
vektor esetén) tartalmazo foly¢kony LB tapoldatot alkalmaztam. Az indukalas eldtt overnight
starter kultarat oltottam le majd ebbdl 10, vagy 50 ml LB-tapoldatot tartalmaz6 Erlenmeyer-
edényekbe oltottam at 100x higitassal. Az indukéloszert masfél-két 6ra ndvesztést kovetden adtam
hozzd a kulturdkhoz, a fent emlitett koncentracidkban, majd tovabb ndvesztettem az
EV36pZA31CnLuc His_tetR kultura esetén masfel, mig a BL21(DE3)pET24CnLuc_His kultura

esetén 3 oran keresztil.
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4.3 Alapveto molekularis biologiai technikak

A polimeraz lancreakcidok (PCR) paramétereit a kdvetkezoképpen allitottam be:

e A klonozési reakcidokban a denaturacio 20 s 97 °C, az annealing - a tervezett
primereknek megfelelden — 30 s 60 °C és az elongécid a vart fragmens méretétdl
fliggden 10-20%-nyi rahagyassal 1000 bazisparonként 30 s. Minden esetben 28
ciklusos reakciot végeztem, New England Biotech gyartmanyu Q5 polimerazzal, a
gyarto altal mellékelt puffer, UP viz és Thermo Scientific gyartmanya dNTP
keverék hozzaadasaval.

e Az ellendrzé reakciokban a denaturacio 30 s 95 °C, az annealing - a tervezett
primereknek megfelelden — 30 s 57 °C és az elongécid a vart fragmens méretétdl
fliggden 10-20%-nyi rahagyassal 1000 bazisparonként 60 s. Minden esetben 28
ciklusos reakciot végeztem, Thermo Scientific gyartmanyu Taq polimerazzal, a
gyarto altal mellékelt puffer, UP viz és Thermo Scientific gyartmanyu dNTP
keverék, valamint MgCl» hozzaadasaval.

A felhasznalt primereket a fliggelékben talalhat6 2. tablazat listazza.

Az in vitro eldallitott DNS-fragmensek elsddleges ellendrzése agardz-gélelektroforézis
segitségével tortént. Az agardz gél toménységét a preparalt fragment méretével forditottan
aranyosan allitottam be, 0,75-2% kozott. Az 50 ml térfogath gélhez sziikséges agardzt annak
kimérése utan tris-borat-EDTA (TBE, 45 mM tris(hidroxi-metil)-amino-metan, 45 mM borat és 1
mM EDTA) pufferben oldottam fel mikrohulldma siit6ben forraldssal. Miutan az elegy szemmel
lathatéan nem tartalmazott oldatlan agarozrészecskéket, az oldatot csap alatt hiitdttem
megkozelitdleg 40 °C homérsekletre, amikor is hozzakevertem az ECO Safe nukleinsav festéket
(Thermo Fisher Scientific) 1%-os végkoncentracioban, majd kidntéttem. A gélt, annak zsebeinek
mintakkal valo feltoltése utan 150 mA aramerdsséggel futtattam meg 15-20 percen keresztiil egy
TBE pufferrel feltoltott Biocomdirect gyartmanyu futtatokddban. Az eredményeket ezutan egy
UviTech Essential V6 UV gélolvason vizualizaltam.

A plazmidok klonozasahoz elektroporaciot alkalmaztam. Az elektrokompetens sejtek
eldallitasahoz 5 ml sejtkultarat oltottam le overnight starterkultira 100x-o0s higitdsaval, majd ezt
37 °C-ra allitott razo-inkubatorban novesztettem két 6ran keresztiil, amikor is a 600 nanométeren

mért optikai denzitds (ODegoo) megkozelitdleg 0,6 volt, més szoval tgynevezett mid-log fazisban
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volt a kultara. Ekkor begytijtottem a sejteket 1 perces 10 000 g-n torténd centrifugalassal, majd az
tiledékbdl kimostam az ionok nagyrészét kétszeri UP vizzel torténd felszuszpendalassal
megismételt centrifugalassal. Végiil az immar elektrokompetens sejteket 40 ul UP vizben
felszuszpendaltam és hozzakevertem 1-3 pl-t a klonozni kivant plazmidbol. Az elegyet Bio-Rad
gyartmanyu elektrokiivettdba mértem majd egy Bio-Rad micropulser elektroporatorban
elektrosokkoltam, az ,,E. coli” gyéri paramétereknek megfeleléen. Az elektroporalt elegyet 1 ml
folyékony LB téptalajban regeneraltam, majd steril koriilmények kozott kikentem a megfeleld
antibiotikumot tartalmazo szildrd LB lemezre.

Az egyes baktérium, illetve bakteriofag higitasi sorokat Thermo Scientific 96-lyuku
lemezeken éallitottam fel, olyan modon, hogy minden 1épésben 5 ul elegyet higitottam tovabb 45
ul steril LB taptalajhoz keverve, majd harom fel-le pipettazassal alaposan 6sszekeverve, hogy
minél megismételhetdbb eredményt kapjak.

A plazmidokat Thermoscientific gyartmanyu miniprep kittel preparaltam, a gyarté altal
megadott protokoll pontos kovetésével.

A klonozand6 N-terminalis nanoluciferaz génfragmenst GeneStrand nevezetl, kettdsszala
DNS szintetizatumként rendeltiik a Eurofins-tdl, mig a C-terminalis génfragmenst GeneBlock
nevezetl, kettésszali DNS szintetizaitumként rendeltiik az IDT vallalattol.

A termeltetett fehérjék tisztitasdinak megkonnyitése érdekében His-tag-et flizionaltattam a
C-terminalishoz. A termeltetéshez egy ¢éjszakan at novesztett BL21(DE3)pET24CnLuc_His
starter tenyészetet 100-szorosara higitottam, és 2 6ran at 37 °C-on 50 ml folyékony LB taptalajt
indukaloszer hozzdadasa utan tovabbi 3 6ran 4t novesztettem. A sejteket 10.000 g-vel 10 percig
centrifugéltam, majd 1 ml igynevezett ekvilibral6 pufferben (20 mM NaHPO4, 300 mM NaCl,
10 mM imidazol, pH 7,4) reszuszpendaltam. A sejteket 4 alkalommal, egyenként 30 masodpercig
tart6 ultrahangos kezeléssel lizaltam, 30 masodperces sziinetekkel, majd 10 percig 10.000 g-vel
centrifugaltam. Ezt kdvetden a feliiluszot Thermo Scientific gyartmanya His-Pur nikkel-NTA
oszlopon tisztitottam, a gyarto altal megadott protokollt pontosan kdvetve.

A Sanger szekvenalasokat a HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokdzpont
szolgaltatasaként miikodd szekvenalolabor végezte.

Minden egyéb, nem részletezett molekularis bioldgiai eljarast a Fritsch, Sambrook,

Maniatis: Molecular cloning tmutatasa alapjan végeztiink.
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4.4 Bakteriofag technikak

A KI1F bakteriofagok propagélasahoz EV36 starterkulturat oltottam le 5 ml LB-taptalajt
tartalmazo fioldkba, majd overnight novesztettem 37 °C-on 230 RPM rézatas mellett. Masnap 100x
higitassal atoltottam a kultirat az aktudlis faglizatum igényeknek megfelel6 5-, vagy 50 ml LB-
taptalajt tartalmazo fioldkba vagy papirdugdval lezart Erlenmeyer-edényekbe, majd ezeket ismét
37 °C-on 230 RPM razatés mellett ndvesztettem megkdzelitdleg két 6ran keresztiil, amikoris a 600
nanométeren mért optikai denzitas 0,4-0,6 kozotti értéket vett fel, ezzel jelezve, hogy a kultura az
ugynevezett mid-log novekedési fazisba 1épett. Ekkor a razatast leallitva bakteriofag lizatumot
pipettdztam a novesztéedénybe, annak 5000x higitasat elérve. 160-200 kozotti burst size
feltételezésével (Nguyen and Kang, 2014) ez a higitas két ndvekedési ciklust tesz lehetévé. A fagok
elsd fertdzési ciklusdnak dsszehangolasa érdekében tovabbi 5 percig nem inditottam jra a razatést,
majd folytattam a novesztést a korabbi paramétereknek megfelelden. A bakteriofagok
hozzaadasatol szamitott 45-60 perccel késobb nagymértéki lizis volt megfigyelhetd, ekkor
leallitottam a ndvesztést és a lizatumot 20 ml-es fecskenddvel 0,22 pm-es szlirdn nyomtam at, ami
biztositotta, hogy ¢l6 (adott esetben akar fagrezisztens) baktérium nem jut be a preparalt lizdtumba,
melyet a szlirés utan 6 °C-on hiitve taroltam.

Egyedi plakkokbol torténd bakteriofag izolalashoz ugynevezett lagy-agar overlay-t (soft
agar overlay) alkalmaztunk. Ennek soran egy 1% agart tartalmazo szilard LB taplemezre 3 ml 0,5%
agardzt tartalmazo folyékony LB médiumot szélesztettem. Az agarozt forralas mellett oldottam fel
a tapoldatban, majd megkozelitdleg 45 °C-ra visszahlitve 3 ml-t mértem ki egy 37 °C-ra melegitett
kémcsobe. Ezt kovetéen 100 pl mid-log fazisban levd EV36 kulturat kevertem a folyékony
lagyagarhoz, majd ezt gyorsan raontottem a szintén 37 °C-ra melegitett tdplemezre. A lagy-agar
overlay par perc alatt teljesen megszilardul laminaris aramlésu sterilfiilkében, ezt kdvetden a
kelléen kihigitott bakteriofagok a baktériumoknal megszokott moddszerrel, szélesztopalcaval
eloszlathatoak a lagy-agar feliileten. A megfeleld higitds megallapitasara sziikséges egy megel6z6
fagtitralasi procedura, mely sordn egy higitdsi sor minden 1épcsdjébdl allandd mennyiségii
(esetemben 10 pl) higitott faglizatumot cseppentettem ki lagy-agar overlayre, majd az alapjén,
hogy melyik higitasi 1épcsé adott kiilonallo plakkokat, visszaszamoltam az eredeti lizdtum
ugynevezett plaque forming unit (PFU) 1 ml-re vonatkoztatott értékét.

A lagy-agaron megfigyelt plakkok ellen6rzéséhez plakk PCR-t alkalmaztam. A
mintavételhez egy levagott végli pipettaheggyel megszirtam a vizsgalni kivant plakkok kozepét,
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olyan modon, hogy a lagy-agar és szilard agar hataraig hatoljak csak le, igy egy ugynevezett
plakkdugd a pipettahegyben marad. Ezt a plakkdugét 100 pl Tris-EDTA puffert tartalmazé
eppendorf cs6be 16ttem, majd overnight 42 °C-os inkubatorba helyeztem. Masnapra a melegben
fellagyult lagy-agar plakkdugobdl szazezres nagysagrendben kidiffundalodnak a pufferbe a

bakteriofagok, amibdl 0,5-1 ul elégséges templatot biztosit a PCR reakcidokhoz.

4.5 Plazmidok eloallitasa

A pSBC3g6.7::NnLuc donor plazmid eldallitasahoz egy korabbi munkankbol szarmazo
plazmidbol, a pSBC3-bdl indultam ki, amely egy GFP gént hordoz, amelyet homolog karok
szegélyeznek, ¢és amelyek a KIF kis-kapszid alegységhez, a glOb 3’ végéhez iranyitjak a
rekombinacié soran. El6szor a pSBC3 plazmidgerincet PCR-amplifikaltam, kihagyva a GFP gént
¢s egy TGA stopkodont hozzdadva a glOb 3° végéhez a pSBC3fw és pSBC3rev primerek
felhasznalasaval, Q5 polimerazt és 60 °C-os annealing hdmérsékletet alkalmazva, igy egy 4320 bp
méretli terméket kaptam. Ezt kovetden, az NnLuc GeneStrand templatbol az NnLuc67Fw és
NnLucRev primerek felhasznaldsaval, Q5 polimerazt és 60 °C-os annealing homérsékletet
alkalmazva, egy 240 bp méretli PCR terméket kaptam. A konstrukt utolsé elemét, a g6.7 gént 100-
szorosan higitott K1F fag lizatumbol amplifikdltuk a g6.7fw és gb6.7rev primerekkel, QS5
polimerazzal és 60 °C-os annealing hdmérséklettel, igy egy 255 bp hosszusagu termeket kaptam.
Ez a PCR termé¢k tartalmazza a g6.7 sajat promoterét.

A harom PCR terméket egy ugynevezett Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC)
reakcioban éallitottam 6ssze (Quan and Tian, 2009). Q5 polimerdz és 60 °C-os annealing
homérséklet felhasznalasaval. A terméket a Thermo Scientific Gel/PCR DNS izolacios
rendszerével tisztitottam, €s E. coli MDS42-be elektroporaltam, majd ampicillinnel kiegészitett LB
agar lemezekre szélesztettem. A telepeket kolonia PCR-rel ellendriztem a VF2 + NnLucCheckRev
primerekkel, Taq polimerdzzal és 57 °C-os annealing lépéssel, igy egy 609 bp hosszsagi
terméket; valamint VR2 + NnLucCheckFw primerekkel, Taq polimerdzzal és 57 °C-os annealing
hoémérseklettel, igy egy 350 bp hosszsagu terméket kaptam abban az esetben, ha a tervezett
konstrukt valdban létrejott. A mindkét primerparral pozitiv jelet ado telepeket ndvesztettem
plazmid preparalashoz. A kapott plazmidok szekvencidjat Sanger-szekvenaldssal ellendriztiik VF2
¢s VR2 felhasznaldsaval. Ha mindkettd helyes volt, a plazmidot pSBC3g6.7::NnLuc-ként neveztiik

el.
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A pSBC3gl4::NnLuc klonozasahoz a fenti eljarast megismételtem két valtoztatassal:
o A g6.7fw és g6.7rev primerpart gl4fw-vel és gl4rev-vel helyettesitettem, amelyek
egy 641 bp hosszii PCR-terméket eredményeztek a K1F genomon
e Az NnLuc67Fw-t NnLucl4Fw-vel helyettesitettem. Az NnLucl14Fw + NnLucRev
PCR egy 259 bp hosszi terméket eredményezett. A CPEC-t, a tisztitast, a
transzformaciot és a telep-PCR-t azonosan végeztem, mint fentebb, de a VF2 +

NnLucCheckRev helyes PCR-terméke ebben az esetben 976 bp hosszu volt.

A C-termindlis nanoluciferaz (CnLuc) fehérjét bakterialis rendszerben kifejezé plazmid
eldallitaisahoz a CnLuc GeneBlock fragmenst PCR-amplifikdltam CnLucFw és CnLucRev2
primerekkel, Q5 polimerazzal, 60 °C-os annealing hdmérséklettel. Ezt a PCR-terméket hasznaltam
templatként a PCR masodik koréhez, RBSfw ¢s CnLucRev primerekkel, Q5 polimerazzal, 60 °C-
os annealinggel. Ez a termék az inszert fragmens, amelyet egy Salis Lab altal prediktalt riboszoma-
kotdhely (RBS, prediktalt transzlacid inicidcios rata: 44761) (Reis and Salis, 2020) és az azt kdvetd
CnLuc gén alkot. A vektor eldkészitéséhez a korabbi munkankbodl szarmazo pET24dihyd his tetR
plazmidot PCR-amplifikaltuk, kizarva a 'dihyd' gént, mikdzben megtartottuk a hexahisztidin-tag-
et és a stop kodont, pET24CnLucFw ¢és pET24CnLucRev primerekkel, Q5 polimerazzal, 60 °C-os
annealing 1épéssel. Ez az 5208 bp-os fragmens a plazmidgerinc.

Az inszertet és a vektor fragmenseket CPEC-vel fizionaltam. A terméket a Thermo
Scientific Gel/PCR DNS izoldcios rendszerével tisztitottam, majd E. coli MDS42-be
elektroporaltam, majd kanamicinnel kiegészitett LB agar lemezekre szélesztettem. A telepeket
koldnia PCR-rel ellendriztem pET24CheckFW + CnLucRevCheck (585 bp) és pET24CheckRev +
CnLucFWcheck (678 bp) primerparok felhasznaldsaval, mindkét esetben Taq polimerazzal, 57 °C-
os annealing homérsékleten végeztem. A mindkét primerparral megfeleldé méretii jelet adod
telepekbdl preparalt plazmidok szekvenciajat Sanger szekvenalassal ellendriztem pET24CheckFW
¢s pET24CheckRev felhasznaldsaval. Ha mindkettd helyes volt, a plazmidot pET24CnLuc_His-
nek neveztiik el.

Annak érdekében, hogy egy, az EV36 célsejtben hatékony expressziot biztositd plazmidot
kapjunk, PCR amplifikaltam a plazmidgerincet a korabbi munkankbol szarmaz6 pZA31CFP_tetR
expressziods plazmidbdl a ,,CFP” gén kizdrasaval, pZALucFw2 és pZALucRev primerekkel, Q5
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polimerazzal, 60 °C-os annealing hémérséklettel. Ez a 2787 bp-os termék a vektorfragmens. Az
inszertfragmenst a korabban konstrualt, szekvencia-ellendrzott pET24CnLuc His plazmidbol
amplifikaltam, az RBS, a hexahisztidin-tag, a CnLuc gén és a stop kodon atvitelével. A PCR
amplifikaciot RBSFw és CnLucRev3 primerekkel végeztem Q5 polimerdzzal, 60 °C-os
annealinggel.

Az inszert- és a vektorfragmenseket CPEC-vel fuzionaltuk. A terméket a Thermo Scientific
Gel/PCR DNS Isolation System segitségével tisztitottam, majd E. coli MDS42-be elektroporaltam,
majd kléramfenikollal kiegészitett LB agar lemezekre szélesztettem. A telepeket kolonia PCR-rel
ellendriztem pZAcheckFW + CnLucRevCheck (659 bp) és pZACheckRev + CnLucFWcheck (663
bp) primerparok felhasznalasaval, mindkettét Taq polimerazzal, 57 °C-os annealinggel végeztem.
A mindkét primerparral pozitiv jelet add telepekbdl preparalt plazmidok szekvencidjat Sanger
szekvenalassal ellendriztem pZACheckFW és pZA31CheckRev plazmidok felhasznalasaval. Ha
mindkettd helyes volt, a plazmidot pZA31CnLuc_His_tetR-ként neveztiik el.

4.6 Fag genom manipulacio

A K1Fe6.7NnLuc fag létrehozésdhoz a pSBC3g6.7::NnLuc plazmidot E. coli EV36-ba
transzformaltam. Ezt a torzset vad tipusu, mddositatlan K1F faggal fertéztem. A ritka
eseményként végbemend rekombinécid kdvetkeztében a kapott lizatumot rekombinéns- és —
tulnyomo tobbségben — vad tipust bakteriofagok keveréke alkotta. A kapott fagkeveréket
pCas9K1FC2 szelekcios plazmiddal transzformalt EV36 (Moller-Olsen ef al., 2018) torzsén
tenyésztettem harom fagnovekedési korben. A harmadik faglizatumot higitottam, hogy izolalt
plakkokat kapjak E. coli EV36 lagy-agar overlay tenyészeten, majd a plakkokat plakk PCR-rel
ellendriztem g10fw + NnLucCheckRev (930 bp) és NnLucCheckFw + gl1rev (481 bp)
primerparok alkalmazasaval. Mindkét ellen6rzé PCR-t Taq polimerazzal végeztem 57 °C-os
annealing hokezelési hdmérsékleten. A mindkét primerparral megfeleld terméket add plakkokbol
1zolalt fagokkal vad tipust EV36 sejteket fertéztem, majd a kapott lizatumot ismét higitottam,
hogy egyedi plakkokat kapjak EV36 lagy-agar overlay tenyészeten. A szelekcio nélkiil novesztett
lizatumbol izolalt 5 plakkot ismét ellendriztem a fenti primerpéarokkal és ha mind az 5 pozitiv
jelet adott, Sanger szekvenaldssal ellendriztiik az izolalt fagokat a glOfw €s a gl 1rev primerek
felhasznalasaval. A szekvencia helyessége esetén a létrehozott bakteriofag torzset

K1Fe6.7NnLuc-nak neveztik el.
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A K1Fel4NnLuc fag eldallitasanak technologidja azonos volt, azzal a kiilonbséggel,
hogy a donor plazmid a pSBC3g14::NnLuc volt. Az ellen6rzé PCR-reakciok ugyanazok voltak,
de a glOfw + NnLucCheckRev PCR helyes esetben 1296 bp méretii terméket eredményezett.

4.7 Luminometria

A lumineszcencia méréseket egy Synergy H1 leolvasokésziilékkel hajtottam végre, Thermo
Scientific gyartmanyu fehér, lapos alju, 96-lyuka lemezek felhasznalasaval. Minden esetben 100
ul mintat egyesitettem 100 pl eldkészitett Promega NanoGlo reagenssel egy-egy lyukban. Az
Osszeallitott NanoGlo reagens tartalmazta a nanoluciferdz specifikus furimazin szubsztratjat. A
leolvasas minden alkalommal kozvetleniil (<30s) a reagens mintadhoz keverése utan tortént. A
miuszervezérléshez és az adatgytlijtéshez a Gen5 3.11 programot hasznaltuk. A leolvasas 460 nm-
en tortént, a gain 140-re volt allitva.

A mintdk kozotti jelszennyezddés minimalizalasa érdekében az egyes harommintas
parhuzamos lyukak kozott egy-egy lyukat 200 pl steril LB médiummal toltottiink fel, igy
elszeparalva az egyes kisérleti csoportokat.

A sejtes mérések mintdinak el6készitésé¢hez E. coli EV36 tenyészeteket (amelyek adott
esetben pZA31CnLuc_His_tetR is hordoztak) 200 ng/ml anhidrotetraciklinnel (AhTc) indukalva
folyékony LB taptalajban 0,6-os ODegoo €rtékig novesztettiink, amelybdl a megfeleld lyukakba
pipettaztunk, egyenként 35 pl-t. Ezt kovetden faglizatumokat pipettdztunk a mintdkhoz, egyenként
65 ul-t, kozel egyidejlileg egy tobbcsatornas pipettaval, igy a végtérfogat 100 pl/mintara allt be.

A kinetikai mérésekhez az id6zit6t akkor inditottuk el, amikor a fagok hozzaadasra kertiltek
az egyes mintakhoz, tehat az 1d6zit6 0 idOpontja a virionok ¢€s sejtek fizikai talalkozasat jeloli, nem
feltétlentil a fertézés tényleges kezdetét. A NanoGlo reagens mintdhoz keverése +30 s adja az adott
minta 1ddzitdjének leallitdsat, ami kompenzalja a 96-lyukt lemez leolvasdba helyezését, majd az
ezt kovetd 10 masodperces linearis razast és a tényleges lumineszcencia-mérést. gy minden
kinetikai iddpont megkozelitdleg a tényleges lumineszcencia-mérés kezdetét jelenti. A NanoGlo
reagens hozzdadasara bekovetkezd instant lizist feltétlezve a sejtek kémiai feltdrasa és igy a
transzkripcid-transzlacio ledllitasa koriilbeliil 30 masodperccel az egyes kinetikai mérési idédpontok

elott tortént.
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A kiils6leg hozzaadott CnLuc alegységet vizsgalo kisérletekhez egy éjszakan 4t ndvesztett
BL21(DE3) starter tenyészetet (amely opcionalisan pZA31CnLuc His tetR plazmidot is
tartalmazott) 100-szorosara higitottunk, és 2 oran at 37 °C-on 10 ml folyékony LB taptalajt
indukaloszer hozzaadésa utan tovabbi masfél 6ran at novesztettiik. A sejteket 10.000 g-vel 1 percig
pelletaltuk, majd 1 ml agynevezett ekvilibralo pufferben (20 mM Na,HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM
imidazol, pH 7,4) reszuszpendaltuk. A sejteket 4 alkalommal, egyenként 30 masodpercig tartd
ultrahangos kezeléssel lizaltuk, 30 masodperces sziinetekkel, majd 5 percig 10.000 g-vel
centrifugéltuk. A feliiluszot Osszegytjtottik és jégre helyeztiik a CnLuc aktivitasanak

teszteléséhez.

5. Kisérleti eredmények bemutatasa

5.1 Lumineszcens jel generalasara képes bakteriofagok tervezése

Munkam a kisérleti stratégia atgondolasaval és a genetikai konstrukciok megtervezésével
kezddédott. Kiindulasi bakteriofagként a K1F bakteriofagot vélasztottuk, mely K1 kapszuléval
rendelkez6 baktériumokat altalanosan fertéz (Arredondo-Alonso et al., 2023). Célbaktériumként
kezdetektdl a K1 kapszulat kifejez6 EV36 E. coli labortorzset hasznaltam, mivel ez a klinikai E.
coli K1 torzzel szemben egy apathogén, biztonsagos céltorzse a K1F fagnak. A KI1F nagyfokua
hasonlosagot mutat a részletesen leirt kolifag modellszervezet T7-tel, igy - noha a K1F genomi
funkcidi nem vizsgéltak széleskorlien az irodalomban - megalapozottan feltételeztiik, hogy a
relevans génjeik, és az azokrol kifejez6dd fehérjék hasonloan viselkednek.

Els¢ feladat volt annak biztositasa, hogy a fag genomba iiltetett lumineszcencia gének altal
kodolt fehérjék a fagfejbe csomagolodjanak, és fertdz€és soran a baktériumba juthassanak. Mivel
nem ismertek fag-specifikus fehérje-injekciods szignalok, az internalis kapszid fehérjék igéretes
alternativanak mutatkoznak, mint fiziés partnerek egy enzim, vagy enzim alegység szdmara. Ot
ilyen fehérje ismert a T7 bakteriofagban, mely gének nagyban hasonlité szekvenciaval a K1F-ben
1s megtalalhatok, ugymint: g6.7, g7.3, gl4, g5, gl6. Ezek koziil kettd gén termékét valasztottunk
ki a kisérletek felallitdsara, a g6.7 és a gl4 altal kodolt fehérjét. A g6.7 mellett szol, hogy terméke
a legkisebb az interndlis kapszid fehérjék koziil, igy nativ allapotban képes athaladni a

transzlokacids csatornan. Ezt a tulajdonsagat feltehetéen egy kelléen kisméretli flizids partner
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tarsasagaban is megOrizheti. A gl4 terméke nagyobb méretii, legalabb részben ki kell tekerednie
az injektalddas sordn, viszont mivel eleve nagyobb méretii, ardnyaiban kevésbé nytjtja meg a
fzids partner hozzacsatolasa.

A jel eloallitdsdhoz sziikséges tovabba egy enzim, mely valamilyen mérhetd metabolitot,
szinvaltozast, floureszcens, vagy lumineszcens jelet ad. Valasztasunk kis mérete és robosztus
jelleadasi dinamikaja miatt a nanoluciferaz enzimre esett. Ezt a fehérjét a Oplophorus gracilirostris
mélytengeri garnélarakbol izolaltdk, és eldnyds tulajdonsagai miatt tobb kereskedelmi
lumineszcencia kit épiil ra. Minddssze 19.1 kDa méretli, tovabba - ami miatt szdmunkra kiilonosen
vonzo - lehetséges elhasitani egy 7.22 kDa-os N- és egy 12.8 kDa-os C-terminalis alegységre, mely
alegységek oldatban spontan dsszekapcsolodnak €s ismét funkcionalis enzimet alkotnak (Zhao et
al., 2016). A nanoluciferaz felhasznalasdnak egy komoly hatranya van, a fényreakcio l1étrejottéhez

sziikség van egy specifikus szubsztratra, a furimazinra (England, Ehlerding and Cai, 2016).

K1Fe6.7::NnLuc

glofw NnLueCheckFw

- [
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g6.7 glOb g6.7NnLuc gll gla
K1Fe6.7::NnLuc
glofw NnLucCheckFw
—) —
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NnLucCheckRev gllrev
g6.7 glOb g14NnLuc gll gla

10. abra: Bakteriofag genetikai konstrukciék

A piros nyilak az ellen6rz6 primerek két6helyeit jel6lik

Elképzelésiink szerint az N-terminalis alegységet (NnLuc) fuzionalnank a virdlis
fehérjékhez, mig a C-terminalis alegységet (CnLuc) proof-of-concept jellegii kisérletekben a
gazdasejtben termeltetnénk meg, majd végiil oldatban adnénk a reakcios elegyhez. A C-terminalis
O6nmagéaban nem képes lumineszcens jelet adni, csak abban az esetben, ha kotddik az N-terminalis

alegységhez (10. abra). Az N-terminalis alegység viszont a fagfejbe zartan tarolodik, egészen
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addig, amig - a fagra specifikusan jellemz6 - gazdasejt nincs a mintdban, ekkor végbemegy a
fertdzés rendes folyamata, €s a két nanoluciferaz alegység egy térbe keriil, majd jelet ad. A kezdeti
kisérleti rendszerlinkben a C-terminalis fragmentet plazmidon kédolva biztositanank a célsejtben.
Ha ilyen rendszerrel sikeriil lumineszcenciat produkalni, vad tipust célsejtek kimutatasaval

folytatnank, kiilsé forrasbol hozzaadott C-terminalis nanoluciferaz felhaszndlasaval.
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11. abra: Vazlatos diagnosztikus koncepcid.

N: internalis kapszid fehérjéhez fuzionalt N-terminalis nanoluciferaz. C: C-terminalis nanoluciferaz

5.2 Az N-terminalis nanoluciferazt kodolo K1F fagtorzsek szerkesztése

A hipotézisiink bizonyitasahoz mindenekeldtt az enzimtoredéket hordozo bakteriofagok
eldallitasara volt sziikség. Noha ma mar jol bevett gyakorlat a fagok tranziens moddositésa
(Emslander et al., 2022) (Wang et al., 2024), a hozzdadott érték novelése, valamint a jovdébeli
gyakorlati alkalmazas koltségeinek csokkentése érdekében Ugy dontottiink, genetikailag
modositott, szelekcid nélkiil fenntarthatd torzseket allitunk elo.

Mind a g6.7, mind a gl4 gén konzervalt és esszencialis a T7 fagban, ezért feltételeztiik,
hogy K1F esetén is hasonlo a statuszuk. Mivel nehéz megbecsiilni, milyen hatast gyakorol a fuzios
partner a két internalis kapszid fehérje eredeti funkciodjara, gy dontottiink, a gb6.7-NnLuc, illetve
gl4-NnLuc konstrukcidokat egy masik ld6kuszba, a glOb, vagyis a kis kapszid-alegység utan
kovetkezo régioba klonozzuk. Ennek kdvetkeztében a K1F::e6.7NnLuc, illetve a K1F::e14NnLuc
torzsek genomjaban rendre a g6.7 vagy a gl4 gén duplikalva talalhatdo meg, egy vad tipust kopia
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az eredeti lokuszban, valamint egy N-terminalis nanoluciferaz alegységgel flzionalt rekombinans
kopia a glOb downstream regidjaban. A kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan a glOb 3’
régidja képes valtozatos transzgének fogadasara, a bakteriofag viabilitdsanak érzékelhetd
megvaltozasa nélkiil (Moller-Olsen et al., 2018) (Liyanagedera et al., 2022). A két rekombinans
KIF fag géntérképének relevans részeit a 10. dbra mutatja be.

A bakteriofagok genomjanak modositasdhoz két donorplazmidot alkalmaztunk, melyeknek
kiindulasi alapja a korabbi munkankban hasznalt pSBC3 plazmid volt (Moller-Olsen et al., 2018).
A pSBC3 egy GFP kazettdit hordoz homoldgia boxokkal a KIF glOb 3’ végéhez torténd
rekombinacidohoz. Ezt a plazmidot templatként haszndlva a pSBC3fw és pSBC3rev primerekkel
PCR amplifikaltam a plazmidgerincet olyan modon, hogy a GFP kazettat ne tartalmazza, viszont
hozzaad6djon egy TGA nukleotid triplet a bal oldali homoldgiaboxhoz. Erre azért volt sziikség,
hogy a bekloénozni kivant kazetta ne a gl Ob gén termékével fuzidban fejez6djon ki. Az N-terminalis
nanoluciferaz alegységet génszintézissel rendeltiik meg GeneStrands-ként az Eurofins Genomics
cégtdl, majd az Nn67Lucfw vagy Nnl4Lucfw ¢és NnLucrev primerekkel kapcsoltam hozza a
megfeleld atfedéseket az elébbi PCR-termékhez rendre a pSBC3g6.7::NnLuc és
pSBC3gl4::NnLuc plazmidok Osszeszereléséhez. Ez a szegmens a g6.7 illetve a gl4 nativ
promoterét is tartalmazta. A kazettdhoz hidnyz6 utolsé elem a g6.7, illetve gl14 gén, melyet K1F
faglizatumot templatként haszndlva, a gb6.7fw és gldrev, illetve a gl4fw és gldrev primerekkel
amplifikaltam. A harom fragmenst egy PCR reakcid keretében egyesitettem, majd a 1étrejovo
termékkel MDS42 E. coli sejteket elektroporaltam, majd a pSBC3 plazmidgerincnek megfeleld
amplicillin tartalmt LB taptalajra szélesztettem. A felnovo telepeket a VF2 és NnLucCheckRev,
illetve a VR2 és NnLucCheckFw primerek felhasznalasaval PCR screeneltem, majd vart méretii
PCR terméket ad6 telepek koziil kettdbdl plazmidot prepardltam. A preparatumokat a VF2 és VR2
primerekkel Sanger-szekvenalasra kiildtem, ami megerdsitette, hogy a beépiilt kazetta szekvenciaja

helyes.
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12. abra: Klonozas menete

A rekombinans K1Fe6.7::NnLuc és K1Fel4::NnLuc bakteriofagok eléallitasahoz a vad
tipust KI1F fagokat rendre a pSBC3g6.7::NnLuc és a pSBC3gl4::NnLuc plazmidokkal
transzformalt EV36 sejteken novesztettem (11. &bra). A 1étrejovo lizdtumbdl a ritka, random
rekombinacié eredményeképpen PCR reakcioban kimutathato volt a két rekombinans bakteriofag
jelenléte. Mivel a rekombindnsok aranya elhanyagolhaté volt, a keveréket 3 ndvesztési cikluson
keresztiil a kutatocsoportunk korabbi projektjében hasznalt, vad tipusi K1F genom ellen targetalt
pCas9K1FC2 szelekcids plazmidot hordozé EV36 torzson novesztettem (Moller-Olsen et al.,
2018). Ez a plazmid egy pCas nukleazt fejez ki konstitutivan, melynek guide RNS-e a K1F gl0b
megvaltozik, igy a guide RNS a tovébbiakban nem ismeri fel és nem torténik hasitds. A
fagkeverékben ezért minden, E. coli EV36+pCas9K1FC2 sejten tortént ndvesztés utan nd a
rekombinans fag aranya a vad tipus rovasara. A harmadik szelekcios ciklus utan a lizatumot higitas
utan szélesztettem E. coli EV36 pazsiton, majd az egyedi plakkokat PCR reakcidval screeneltem
klonalis rekombinans bakteriofagokat keresve. A 9. dbran lathat6, hogy a plakk PCR-hez
felhasznalt glOfw és NnLucCheckRev, illetve NnLucCheckFw és gllrev primerparokat tgy
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terveztilk, hogy az egyik primer (glOfw ill. gllrev) a faggenomhoz, a masik primer
(NnLucCheckRev ill. NnLucCheckFw) a beépiilt fizios génhez hibridizal. A két primerpar tehat
csak akkor ad PCR terméket, ha a kazettat tartalmaz6 faggenom valdban 1étrejott.

A 13. dbran mutatom be a K1Fe6.7::NnLuc (A) és K1Fel4::NnLuc (B) bakteriofagtdrzsek
eldallitasa soran végzett plakk PCR-ek eredményeit. A rekombindns fagokat tartalmazé plakkok
adjak a vart hosszisagu PCR-termékeket (l1d. az abraszovegben), mig a vad tipusu fagokat

tartalmazo plakkok nem adnak PCR-terméket ezekkel a primerekkel.

2a 3a 4a sMa 5a 6a 7a

N00L

S00h]
LD

LD

13. A&bra: Egyedi plakkokbdl nyert bakteriofagok PCR screenelése
Az 1a-9a wellek a K1Fe6.7 fagok g10fw + NnLucCheckRev primerekkel (930bp) végzett-, az 1b-9b wellek a K1Fel4

fagok g10fw + NnLucCheckRev primerekkel (1296bp) végzett amplifikacié eredményét mutatjak.
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A rekombinans fagok genomi stabilitasdnak ellendrzése végett szelekcido nélkiil
tenyésztettem egy-egy pozitiv plakkbol nyert fagokat. A kapott lizatumokat higitottam és ismét
lagy-agar overlayre szélesztettem majd a megjelend egyedi plakkokat ismét PCR-teszteltem. A 14.
abra tanusaga szerint 5-bol 5 plakk a rekombinans genomra jellemzé termékeket adta, igy
megallapithatjuk, hogy a létrejott genomi konstrukciok egy fag-novesztési ciklus soran nem

szenvednek el massziv atrendezddést. A kivalasztott egy-egy K1Fe6.7 és Kl1Fel4 fagtorzs

: .

1a. 2a 3a‘ 4a 5a - 1b 2b 3b @b 5b
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14. abra: izolalt rekombinans bakteriofagok PCR ellendrzése
Szelekcio nélkiil tenyésztett K1Fe6.7 plakkokbdl nyert fagok g10fw + NnLucCheckRev (1a-5a; 930 bp) és

NnLucCheckFw + gllrev (1b-5b; 481 bp) primerekkel képzett termékei

5.3 A C-terminalis nanoluciferazt kifejez6é plazmidok konstrukcioja

A kisérletek elvégzéséhez két expresszios vektort allitottam eld. A célsejtben torténd C-
terminalis nanoluciferaz kifejeztetéshez a pZA31CnLuc_His_tetR, a kiviilrél szuplementalt CnLuc
eldallitdsdhoz pedig a pET24CnLuc_His plazmidot alkalmaztam (15. 4bra).

A CnLuc fragmenst GeneBlock szintézisként rendeltiink, majd ezt amplifikéltam a
CnLucFw ¢és CnLucRev2 primerek felhasznéalasaval. Ez az amplifikatum templatként szolgalt egy
masodik PCR reakcioban, ahol egy Salis Lab altal prediktalt riboszomakotohelyet (Reis and Salis,
2020) csatoltam hozzd a C-termindlis fragmenshez az RBSfw ¢és CnLucRev primerek
felhasznalasaval.

A pET24CnLuc_His plazmid alapjaul a korabbi munkdmbol szarmazé pET24 dihyd His
plazmid szolgalt, melyet templatként hasznalva amplifikaltam a pET24 gerincet a pET24CnLucFw

¢s pET24CnLucRev primerek felhasznalasaval olyan médon, hogy az amplifikdtum tartalmazza
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dihyd kazettabol a C-terminalis hexahisztidin-taget és a stop kodont. A CnLuc fragmenst ¢s a
plazmidgerincet egy CPEC reakcid keretei kozott egyesitettem, majd az amplifikatummal E. coli
MDS42 sejteket transzformaltam elektroporacidval, majd a pET24 gerincnek megfeleld kanamicin
tartalmu LB taptalajra sz¢élesztettem. A felnovo telepeket a pET24CheckFW és a CnLucRevCheck,
valamint a pET24CheckREV ¢és a CnLucFwCheck primerparok felhasznalasaval screeneltem,
majd a pozitiv kolonidk koziil kett6bdl plazmidot preparaltam, amiket Sanger-szekvenaldsra
kiildtem a pET24CheckFW ¢és pET24CheckREV primerekkel, ami megerdsitette, hogy a beépiilt

inszert szekvenciaja helyes.

PET24_CnlLucHis
b

15. abra: C-terminalis nanoluciferaz expresszalé vektorok

A pZA31CnLuc His plazmid alapjaul a kutatocsoportunk altal kordbban szerkesztett
pZA31CFP_TetR plazmid szolgalt (Feher, 2012). Ebbdl a templatbol amplifikdltam a
plazmidgerincet a CFP kazetta kihagyasaval, a pZALucFw2 és a pZALucRev primerek
felhasznalasaval. Az inszertet a feljebb leirt pET24CnLuc_His plazmidbdl amplifikaltam az
RBSfw és a CnLucRev3 primerpar felhasznalaval, olyan modon, hogy a riboszéma kotéhely, a
CnLuc kodolo régioja, a hexahisztidin-tag €s a stop kodon alkossa az inszertet. A két fragmenst
egy CPEC reakcio keretein beliil egyesitettem, majd az amplifikdtummal MDS42 sejteket
transzformaltam elektroporacidval, majd a pET24 gerincnek megfeleld kloramfenikol tartalmti LB
taptalajra szélesztettem. A felnovo telepeket a pZACheckFW és a CnLucRevCheck, valamint a

pZACheckREV ¢és a CnLucFwCheck primerparok felhasznalasaval screeneltem, majd a pozitiv
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kolonidk koziil kettdbdl plazmidot preparaltam, amiket Sanger-szekvenalasra kiilldtem a
pZACheckFW ¢és pZACheckREV primerekkel, ami megerdsitette, hogy a beépiilt inszert

szekvencidja helyes.

5.4 A rekombinans fagok funkcionalis vizsgalata

A fentiekben ismertettem a K1F bakteriofag genetikai modositasdhoz sziikséges klonozasi
1épéseket, illetve magat a két fagtorzs megszerkesztését. Az eldallitott rekombinans
K1Fe6.7::NnLuc és K1Fel4::NnLuc bakteriofag torzsek genomjaban két kopia talalhatd rendre a
26.7 és gl4 génekbdl, amibdl a méasodik kopia transzlacidsan fuziondlva van a nanoluciferdz enzim
N-terminalisaval (lasd 10. abra). PCR alapt vizsgalataim alapjan a gének stabilan beépiiltek, mivel
a rekombinans fagok genetikailag homogén plakkokat voltak képesek képezni. Szintén PCR-
tesztekkel igazoltam, hogy a rekombinans fagok (pontosabban fizids génjeik) legalabb egy fag-
novesztési ciklus erejéig szelekcid nélkiil is fennmaradnak. Fontos azonban megjegyezni, hogy a
fentiekben bemutatott PCR eredmények csupan a fuzidés gének genomi jelenlétet igazoljak. A
rekombinans fagok funkciondlis vizsgalatanak elsddleges célja ezért a fizids gének kapszidbeli
jelenlétének bizonyitdsa volt. Ezt az NnLuc funkcidjara tAmaszkodva tettem meg, voltaképpen az
enzimtoredék funkcionalitdsdnak igazolasaval egyidejileg végezve (5.4.1. szekcid). Ezt a fagok
NnLuc injektald képességének vizsgalata kdvette CnLuc-kifejezd célsejtekbe, szintén a luciferaz-
funkcidra tdmaszkodva (5.4.2. szekcio). Végiil magat a modell-diagnosztikai rendszert teszteltem,
ahol a célsejtekhez a CnLuc fehérjét kiviilr6l adva mértem a nanoluciferaz aktivitasat (5.4.3.

szekcio).

5.4.1 A rekombinans fagok altal generalt lumineszcencia in vitro vizsgalata

Annak érdekében, hogy bizonyitsam a rekombinans fizids fehérjék kapszidba torténd
becsomagolodésat, egy in vitro tesztet hasznaltam, melyet tobb paraméter varidlasa mellett is
végrehajtottam. A kisérlet Iényege, hogy a bakteriofagok kelléen magas hdomérsékleten
hdéinaktivalhatoak, aminek kovetkeztében a - kovalens kotésekkel nem rogzitett - kapszid
alegységek elvalnak egymastol, és a fagfejben taldlhato, egyébként elszigetelt fehérjék oldatba
kertilnek.

Az elso kisérletben harom kiilonb6zd hdmérsekleten inaktivaltam a két rekombindns fagot,
minden alkalommal 5 percen keresztiil. A szobahdmérséklet kdzelébe hult inaktivalt fagelegyet
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ezutan tovabbi 15 percig inkubdltam indukalt, majd szonikéacioval feltart BL21(DE3)
pZA31CnLuc His tetR sejtkultura feliiliszdjaval, ami id6t ad a kapszidbdl felszabadult N-
terminalis- és a sejtextraktumban 1évé C-terminalis nanoluciferdz alegységek egymashoz
kotédésére. Végiil az elOkészitett Promega gyartmanyt NanoGlo reagens hozzakeverése utan
mértem a keletkezé lumineszcenciat. Mindkét rekombinans fagtdrzs esetén a hattérnél jelentdsen
nagyobb lumineszcenciat mértem, fiiggetleniil a héinaktivacio homérsékletétdl (16. abra).

A

40

35
30
25
20
15
1
o

LB g6.7NnLuc 70°C  g6.7NnLuc 75°C  g6.7NnLuc 80°C

LB g14NnLuc 70°C  g14NnLuc 75°C  gl4NnLuc 80°C

Lumineszcencia (A.U.)
o

o wun

160
140

Lumineszcencia (A.U.)

=

N H [e2) [0 o N
o © & 6 6 & o

16. abra: Fagfejbdl felszabaditott N-terminalis nanoluciferaz (NnLuc) aktivitasa
A mérések soran K1Fe6.7::NnLuc (A) és K1Fel4::NnLuc (B) bakteriofagokat a jelzett h6mérsékleten torténé
héinaktiktivacié utan reagaltattam C-terminalis nanoluciferazt (CnLuc) expresszalo torzs kivonataval. A grafikonok 3
parhuzamos mérés eredményét mutatjak. A csillagozas kétmintas, parositatlan Student-féle t-teszt eredményét

mutatja, az egyes mintakat az LB hattérhez hasonlitva: *: p<.01; **: p<.0001
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Egy masodik, hasonl6 kisérlet soran szamos negativ kontrollt is belefoglaltam a mérésbe.
Az elvartaknak megfeleléen a hokezelt rekombindns bakteriofagokat és C-termindlis alegységet
tartalmazd mintak szignifikdns lumineszcencia-névekmény mutattak a kontrollhoz képest, mindkét
rekombinans fagtorzs esetében. Ezzel szemben a C-termindlis nanoluciferazt nem expresszalo
sejtkultara extraktumat tartalmazo mintdk nem mutattak a kontrolltol eltérd lumineszcens jelet.
Hasonldan, a C-terminalis nanoluciferazt és vad tipust K1F bakteriofagokat, vagy a C-terminalis
nanoluciferazt és hékezeletlen K1Fel4::NnLuc fagot tartalmazé mintdk sem mutattak szignifikans
novekményt. Az egyetlen varatlan eredmény a hdkezeletlen K1Fe6.7::NnLuc fagokat és C-

terminalis alegységet tartalmazé mintakban megfigyelheté - a hékezelt fagokat tartalmazonal

gyengébb, de - a kontrollhoz képest szignifikdns lumineszcencia névekmény (17. abra).

BL21CnLuc kivonat+K1Fel4_75°C S %%
BL21CnLuc kivonat+K1Fe6.7 75°C e k%

BL21CnLuc kivonat+K1Fwt_75°C
BL21CnLuc kivonat+K1Fel4 25°C
BL21CnLuc kivonat+K1Fe6.7_25°C
BL21CnLuc kivonat+K1Fwt_25°C
BL21 kivonat+K1Feld 75°C

BL21 kivonat+K1Fe6.7_75°C
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17. abra: Fagfejbdl felszabaditott N-terminalis nanoluciferaz (NnLuc) aktivitasa
A ,,BL21CnLuc kivonat” mintdk indukalt pZA31CnLuc_His_tetR plazmidot tartalmazé BL21(DE3) sejtek feltarasaval
kapott kivonatat jel6lik. Az jelolt h6mérséklet a fag sejtextraktumhoz keverése el6tti hGkezelésére utal. A grafikonok
3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. A csillagozas kétmintas, parositatlan Student-féle t-teszt eredményét

mutatja, az egyes mintakat a kontrollhoz (BL21 kivonat + K1Fwt) hasonlitva: *: p<.05, **: p<.005
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A magyarazat felteheten a kisérletben felhasznalt, frissen preparalt bakteriofag lizatumban
rejlik, ugyanis sejtésiink szerint az atirt viralis proteinek egy része nem csomagolodik be a fagfejbe,
hanem a lizis soran oldatba keriil. Ugy itéljiik, hogy ez a maradék, még aktiv fiziés fehérje okozza
a kérdéses jelet. Megtigyeléseim szerint a lizatumban talalhat6 aktiv fuzids fehérje a lizatum
preparalasa utdn még napokig kimutathato jelet ad, ami fokozatos gyengiilés utan a hattér szintjére
csokken (lasd fiiggelék 30. szamu 4braja). Osszességében e két kisérlet igazolta, hogy a
rekombinans fagok tartalmazzak az NnLuc enzimtéredék és a g6.7 ill. a g14 gén termékének fizids
tulnyomorészt csak a rekombinans fagok hdkezelése utan valt kimutathatdva, a fizids enzimek az
ép fag egy hozzd nem férhetd kompartmentjében, minden bizonnyal a kapszidon beliil

helyezkedhetnek el.

5.4.2 A rekombinans fagok altal generalt lumineszcencia in vivo vizsgalata

A fenti kisérletek igazoltak, hogy a g6.7::NnLuc, ill. a gl4::NnLuc fizids fehérjék a fag
kapszidba csomagolddnak, és hokezelés hatdsara onnan kiszabadithatok. A kisérletek azt is
demonstraltak, hogy a fuzios fehérjék megorzik az NnLuc enzimatikus aktivitasat. Jelen szekcid
6 kérdése az volt, hogy fagfertézés soran képes-e a rekombindns fag a kétféle fziods fehérjét a
baktériumsejtbe injektalni oly mennyiségben, hogy az detektalhatdo mértékii fényt generalhasson.
E kisérletekben olyan célsejteket hasznaltunk, melyekben plazmid biztositotta a CnLuc fehérje

jelenlétét.

5.4.2.1 A végponti lumineszcencia mérése a fag-sejt interakcio soran

Az elso sejtes kisérletben vad tipustl, valamint rekombinéns fagokkal fertéztem C-
terminalis nanoluciferdzt expresszalo- és negativ kontrollként nem expresszalo EV36 célsejteket,
illetve K5 kapszuldval rendelkez6 Nissle1917 torzs sejtjeit, melyet az irodalom szerint a K1F
bakteriofdg nem képes fertdzni. A C-termindlis alegységet pZA31 CnLuc His TetR plazmidrol
expresszaltattam a megfertdzni kivant sejtekben, in vivo. A fagok hozzaaddsa utan 12 perccel
adtam az elegyhez az eldkészitett NanoGlo reagenst, mely lizal6 dgenst tartalmaz, igy a viralis

gének kifejezddését a baktérium lizalasaval ledllitja.
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18. abra: Végponti lumineszcencia értékek kiilonb6z6 baktérium-fag interakciok esetén.

Az “EV36CnLuc” indukalt pZA31CnLuc_His_tetR plazmid tartalmu E. coli EV36 sejteket jeldl, az “EV36” plazmid-
mentes E. coli EV36 sejteket, a NissleCnLuc pedig indukalt pZA31CnLuc_His_tetR plazmid tartalmu E. coli Nissle 1917
sejteket jelent. Az oszlopok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. A csillagozas kétmintas, parositatlan
Student-féle t-teszt eredményét mutatja, az egyes mintakat a kontrollhoz (E. coli EV36 + K1Fwt) viszonyitva: *:

p<.001

A kisérletben kizarolag akkor kaptam lumineszcencia-névekményt a kontrollhoz képest,
ha a CnLuc-ot tultermeld E. coli EV36 sejtet fertéztem valamelyik rekombinans faggal (18.
abra). Ez a lumineszcens jel, mivel 12 perccel a fert6zés utan lett mérve, két forrasbol
szarmazhat: a kapszidba csomagolt fuzios fehérjék sejtbe torténd injektalasabol, illetve a
beinjektalt fag-DNS-rdl tortént expressziobol. Ezek ardnya e kisérletbdl nem dertil ki, de
mindenesetre igazolja a fizids fehérjék NnLuc-komponensének funkcionalitasat a sejten beliil. A
masik fontos kovetkeztetés, hogy a rendszer szelektiv: az E. coli Nissle 1917 torzs, amely nem
célpontja a fagnak, nem képes lumineszcenciat generalni rekombinans fagfertdzés és egyidejii

CnLuc tultermelés esetén sem. Természetesen akkor sem keletkezett lumineszcencia-ndvekmény
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a kontrollhoz képest, ha a fagbol hidnyzott az NnLuc-ot, vagy a sejtbdl hidnyzott a CnLuc-ot
kodolo gén.

5.4.2.2 A lumineszcencia kinetikus mérése a fag-sejt interakcio soran

A T7 csaladba tartozo fagok génjeinek genomi elhelyezkedése nagy vonalakban megfelel
a kifejezddésiik sorrendjének. A bal végén talalhatd géncsoport tagjai, az 1. oszalyu (Class I)
gének a fertdzEs utani 2. és 8. perc kozott, a kdzépen talalhatd I1. osztalyu (Class I1) gének a 6. és
15. perc kozott, mig a jobb végen talalhat6 II1. osztalyu (Class III gének) a 6-8. perctdl kezdve a
lizisig (25. perc) keriilnek fehérjeszinten kifejezddésre (Studier, 1972). A beiiltetett fizids gének

e a flzios genetikai konstruktok inszercids 16kusza, vagyis a gl0 dowstream régidja
a kései gének kozé esik

o akét fzids gént (g6.7::NnLuc és gl4::NnLuc) a g6.7 és gl4 gének természetes
promoterével hajtottuk meg. Az utdbbi tény egy esetleges promoter-alapt
expresszio-idozités esetén is kései (I11. osztaly) expressziohoz vezet, mivel a
26.7 és gl4 eredetileg is a kései gének csoportjaba tartozik.

Amint a célkitlizésekben jeleztem, a munka egyik f6 kérdése és potencialis Gjdonsaga a
lumineszcens jel kimutatasanak sebességében rejlik, ami a nanoluciferaz enzimtéredék
fehérjeként torténd bejuttatasan alapul. Az in vitro sejtmentes kisérletek bizonyitjak a
funkcidképes fuzids fehérjék kapszidba csomagolodasat, viszont 6nmagukban nem tdmasztjak ala
azok injektalodasat a transzlokacids csatornan keresztiil, illetve, hogy amennyiben képesek ilyen
uton bejutni a sejtekbe, megdrzik-e aktivitasukat. Ezen 1ényeges részletek tisztazasara kinetikus
kisérleteket végeztem, melyek f6 kérdése az volt, hogy a I11. osztalya génekre jellemzd 8. perc
el6tt detektalhato-e lumineszcencia-ndvekmeény a fagfertzés soran. E kisérletekben tovabbra is
C-terminalis nanoluciferazt kifejezd sejtkultirakat fertdztem N-terminalist hordozé rekombinans
bakteriofagokkal. A fertdzést az egyes mintacsoportokban meghatarozott idékézonként NanoGlo
reagens hozzdadasaval allitottam le. Kozvetleniil ezutdn lemértem a keletkezett lumineszcenciat.
A 19.4bra tanusaga szerint mérheto jel — az elvarasoknak megfelelden — csak CnLuc expresszalo
EV36 célsejtek fertdézése esetén figyelhetd meg. Az eredmény mindkét rekombinans fag 6sszes

mérési pontjanal szignifikdnsan kiilonbozik a negativ kontrolltél. A T7 csalad fentiekben
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részletezett fehérjeexpresszio-idérendje alapjan a 8 perc elétt megszakitott fertdzési folyamatnal

detektalhato jel jo eséllyel az génexpresszio nélkiili, csupan a fagfejben hordozott fiizids fehérjék
beinjektalasan alapulo jelképzésre utal. A CnLuc expresszald nem célsejt Nissle1917 térzsekben

nem keletkezett mérhetd jel, csakugy, mint a C-terminalist nem kifejezé EV36 célsejt esetében,

ami ugyancsak megfelel az elvarasainknak.
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19. abra: Kiilonboz6 fag-baktérium interakcidk lumineszcencia-kinetikaja.
A CnLuc jelzés( sejtkultirdk indukalt pZA31_CnLuc_His_tetR plazmidot hordoztak, mely a C-terminalis nanoluciferaz
jelenlétét biztositotta a sejten beliil. A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. Az elsé mérési pont 7
perc 50-55 masodperc. Az egyes mérési pontokra helyezett csillagok a negativ kontrollal (CnLuc-ot nem kifejezé

EV36, ugyan azzal a faggal fert6zve) szemben elvégzett Student-féle t-tesztek eredményét mutatjak. *: p<.01

5.4.2.3 A lumineszcencia eredetének bizonyitasa

A kinetikus kisérletek meglatasunk szerint csak gyengén tamasztjak ala a hipotézisiink
egyik lényeges elemét, vagyis a bakteriofagok altal kozvetleniil a célsejtekbe juttatott fuzids
fehérjék jelenlétét.

A tovabbi bizonyitas érdekében tovabbi kisérleteket végeztem el. Els6ként megprobaltam
a fert6zést, pontosabban a baktériumok és fagok dsszekeverést kovetden a lehetd leghamarabb
szignifikans lumineszcens jelet eldallitani. Az el6zéekben bemutatott tesztekhez hasonléan N-
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terminalis nanoluciferazt hordozé rekombinans bakteriofagokkal fertéztem C-terminalis

plazmidroél kifejezé EV36, vagy Nissle1917 sejteket (utdbbit, mint negativ kontroll).
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20. abra: Fag-baktérium interakciok korai lumineszcencia értékei K1Fe6.7::NnLuc (A) és K1Fe14::NnLuc (B)
bakteriofagokkal torténé fert6zésnél. A mérés 5 perc 45 masodperccel a fert6zés kezdete utan tortént. A
sejtkultirak indukalt pZA31CnLuc_His_tetR plazmidot hordoztak, mely a C-terminalis nanoluciferaz jelenlétét
biztositotta a sejten beliil. A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. Az els6 mérési pont 7 perc
50-55 masodperc. Az egyes grafikonokra helyezett csillagok Student-féle t-tesztek eredményét mutatjak. *:

p<.05; **: p<.001

Az 20. abran bemutatott értékeket 5 perc 45 masodperccel a fert6zés utdn mértem. Mivel
az irodalmi forrasok némi rugalmassaggal 6 és 8 perc kozé teszik a késdi gének kifejezodésének
kezdetét, megalapozottan allithatjuk, hogy a 6 perc el6tt kimutatott lumineszcencia alatdmasztja a
fagfejben hordozott fizios fehérjék injektalasanak tényét és a csatornan athaladt enzimtoredék
funkcionalitasat.

Egy masik kisérletben eltéré megkdzelitést alkalmaztunk, a kinetika helyett a
transzkripcio leallitasaval alatdmasztva a hipotézist. Ennek kivitelezéséhez ismét rekombinans
bakteriofagokkal fertéztem C-termindlis nanoluciferazt kifejezd sejteket, azonban egy-egy
mintacsoportban a fagok hozzakeverése utan 4 perccel 50 pg/ul rifampicin hozzaadasaval
leéllitottam a bakterialis transzkripcidt. A 21. dbran kivaléan megfigyelheté ahogy a
rifampicinnel kezelt, valamint a rifampicinnel nem kezelt minték is hasonl6 mértéki, a negativ
kontrollnal szignifikdnsan nagyobb lumineszcenciat mutatnak 6 perc 30 masodpercnél. Ez jelzi,
hogy a 6 min 30 s id6pontban még gyakorlatilag a teljes luminszcencia-jel fiiggetlen a bakterialis

transzkripcidtol, azaz feltehetden a beinjektalt fuzios fehérjék generaljak. A rifampicinnel kezelt
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¢s kezeletlen mintak lumineszcens jele ezutan elvalik egymastol; az el6bbi platdzik, mig utobbi

esetében — bizonyara a sejtekben ujonnan szintetizalt fuzios fehérjék hatdsara — tovabb novekszik.
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21. abra: A transzkripciogatlas hatasa a lumineszcencia kinetikajara K1Fe6.7::NnLuc (A) és K1Fe14::NnLuc (B)
bakteriofagokkal torténé fert6zésnél. A piros nyillal jellt id6pontban (4 perccel a fert6zési esemény kezdete
utan) 50 pg/ml rifampicin keriilt hozzdadasra az EV36CnLuc+rifampicin jel6lésii sejtkulturdhoz. A sejtek indukalt
pPZA31_CnLuc_His_tetR plazmidot hordoztak, mely biztositotta a C-terminalis nanoluciferaz jelenlétét a sejten
beliil. A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. Az elsé mérési pont 6 perc 50 masodperc. Az
egyes grafikonokra helyezett csillagok Student-féle t-tesztek eredményét mutatjak, a Nissle-térzshoz

viszonyitva. *: p<.005; **: p<.001

46



A transzkripcio ledllitdsa mellett a transzlacio leéllitasat is megvizsgaltam. Ennek
érdekében ismét rekombinans bakteriofagokkal fertéztem C-terminalis nanoluciferazt kifejezo
sejteket, azonban egy-egy mintacsoportban a fagok hozzékeverése utan 3 perc 50 masodperccel
ezuttal 61,25 pg/ul tetraciklin hozzdadéasaval ledllitottam a bakterialis transzlaciot. Az elsd
lumineszcencia leolvasasra ezt kdvetden 7 perc 20 méasodpercnél keriilt sor. Ahogy vartuk, a
tetraciklinnel kezelt minték is a kontrollnal szignifikansan nagyobb lumineszcencia jelet mutattak

(22. abra).
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22. Aabra: A transzlaciégatlas hatasa a lumineszcencia kinetikajara K1Fe6.7::NnLuc és K1Fe14::NnLuc
bakteriofagokkal térténd fert6zésnél. A piros nyillal jel6lt id6pontban id6pontban (3 perc 50 masodperccel a
fert6zési esemény kezdete utan) 61,25 pug/ml rifampicin keriilt hozzaadasra az EV36CnLuc+TC jel6lésii
sejtkulturdkhoz. A sejtek indukalt pZA31_CnLuc_His_TetR plazmidot hordoztak, mely biztositotta a C-terminalis
nanoluciferaz jelenlétét a sejten beliil. A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak. Az elsé mérési
pont 7 perc 20 masodperc. Az egyes grafikonokra helyezett csillagok Student-féle t-tesztek eredményét

mutatjak, az EV36 sejteket a tetraciklinnel kezelt EV36 torzshoz viszonyitva. *: p<.01; **: p<.001

Ez igazolja a bakterialis fehérjeszintézis szligségtelenségét a fény generalasahoz, €s az
injektalt fzids fehérjék enzimatikus aktivitasat jelzi. A 21. abran megfigyelhetd kisérlettel
szemben viszont itt mar jelentds kiilonbség van az elsé mérési iddpontban a gatldszerrel kezelt és

nem kezelt mintdk lumineszcenciaja kozott. Ez valdsziniileg a kezeletlen kultirakban 7 min 20
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sec-nal mar zajlo transzkripcid-transzlacio kovetkezménye. A masodik, 13 percnél végzett mérési
pontban egyértelmiien tovabb nd a kezeletlen mintakban megfigyelhetd lumineszcens jel az els
idépontban megfigyelhetd értékekhez, valamint a masodik idépontban lathato, tetraciklinnel
kezelt mintakhoz képest is, ami a baktériumban expresszalodo fuzios fehérjének tulajdonithato.
Meglepd modon a tetraciklinnel kezelt minték elsé és masodik mérési iddpontja kozott is
megfigyelhetd egy el nem hanyagolhat6 lumineszcencia-ndvekmény. A magyarazatot az Gjabb
batch-bol szdrmazd Promega NanoGlo kit-ek szolgaltathatjak, melyeknél a reagens
hozzakeverésétdl a leolvasasig eltelt ido — bizonyos keretek kdzott — ndveli a kapott jel

nagysagat.

5.4.3 A modell diagnosztikai rendszer tesztelése

Nyilvanvalo, hogy a természetben megtalalhat6 patogén baktériumok nem termelnek C-
terminalis nanoluciferaz enzimtdredéket csupan annak érdekében, hogy mikddoképessé tegyek a
korabbiakban felvazolt diagnosztikus eljarast. A modszer tehat csak akkor lehet a gyakorlatban is
hasznalhato, ha sikeriil lumineszcens jelet produkélni vad tipusu sejtek fertézésével, kiilséleg
hozzaadott C-terminalis enzimalegységgel. Ebben az elrendezésben a fagfejben hordozott N-
termindlis f0zios fehérje a sejten beliil nem, csak a lizist kdvetden, az extracellularis oldatban
kapcsolodik a C-terminélishoz. A felhasznalt kereskedelmi lumineszcencia kit (Promega
NanoGlo) pufferje tartalmaz egy, a cég altal meg nem nevezett szélesspektrumu sejtfeltaro
agenst. Idedlis esetben ez a komponens elégséges lehet a sejtek feltarasahoz, igy tovabbi feltaro
agens hozzdadasara vagy a bakteriofagok altal eldidézett lizis kivardsara nincs sziikség.

A kiilsleg hozzdadott nanoluciferaz toredék az intracellularis, kompartmentalizalt tér
helyett a reakcids oldatban kell, hogy diffundaljon, majd kapcsolodjon egy N-terminalis
partnerhez, funcionalis enzimet képezve. A kapcsolodasi események szdmanak novelése
érdekében logikusnak tlinik megnodvelni a reagald partnerek szdmat. Ennek egyik mddja a
megoldhato, azonban a fagok koncentracioja korabbi munkénkban tett megfigyeléseim szerint
10" pfu/ml f61¢ a szuszpenzi6 viszkozitdsndvekedése miatt nem novelhetd. Annak érdekében,
hogy a C-terminalis nanoluciferaz téredék mennyisége semmiképp sem legyen limital6 a

reakcioelegyben, annak termeltetését az évtizedek ota hasznalt és jol bevalt BL21(DE3)
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sejtekben, a T7 prométerrel rendelkezd pET24CnLuc His plazmidrol végeztem el. Ahogy a
plazmid elnevezése is jelzi, a CnLuc kazetta egy hexahisztidin-taggel van fizionalva, ami

lehetéve teszi a Ni-NTA oszlopon valo tisztitdsat és — ami taldn még fontosabb - koncentraldsat.

5.4.3.1 Ferto6zés externalis CnLuc jelenlétében

A diagnosztikai rendszert modellezd kisérletekben ismét rekombinans K1Fe6.7::NnLuc
¢s K1Fel4::NnLuc bakteriofagokat vetettem be, azonban ezuttal plazmidot nem hordozo, EV36
vagy Nissle 1917 tipust E. coli sejtek fertdzésére. A reakcidelegyhez hozzaadtam a tisztitott-
koncentralt C-terminalis nanoluciferaz enzimtoredéket. A sejteket a fertézés megkezdése utan 3

vagy 12 perccel lizaltam, Promega NanoGlo reagens hozzdadasaval.
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23. dbra: Kiilonb6z6 fag-baktérium interakcidk soran mért lumineszcencia, kiils6leg hozzaadott CnLuc
felhasznaldsaval. A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak 3 perccel (A) és 12 perccel (B) a
bakteriofagokkal torténé fertGzés utan. A fekete vonalak a Student-féle t-teszt parokat jelzik: *: p<.0005; **:

p<.0001
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A 23. dbra tanlisaga szerint ez a stratégia rendkiviil impozans eredményeket adott, mar 3
perccel a fertdzés utan erdsen szignifikans kiilonbség mutatkozik az EV36 célsejt és a Nissle1917
negativ kontroll esetében mért lumineszcencia kozott, kiillonosen a K1Fe6.7::NnLuc fagok
esetében. Ez az nagymértéki szignifikancia 12 perc elteltével még tovabb nd, minden bizonnyal
az id6kozben transzkripcio-transzlacié utjan termelédé N-terminalis nanoluciferdz téredék
kovetkeztében.

Ezeket az eredményeket némileg bearnyékolja a negativ kontroll altal adott
lumineszcencia, amely mindenképpen magyarazatra szorul. A kisérletek soran megfigyeltem,
hogy a héinaktivalt rekombinans bakteriofagok és tisztitott C-terminalis nanoluciferaz elegye
hasonlé mértékii lumineszcencit ad, mint a negativ kontrollnak szant Nissle1917 kultura,
amelyet rekombinans fagokkal és tisztitott C-termindlissal kevertem 0ssze. Noha a szorés
meglehetdsen nagy, a 24. abran megfigyelhetd, hogy a kérdéses értékek kisértetiesen

hasonlitanak egymasra.
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Megjegyzendd tovabba, hogy a 23. dbran a Nissle1917 mintak lumineszcenciaja nagyon
hasonlo a fertézés 3. és 12. percében (rendre 2228+260,49 és 2977+£367,11 a g6.7- illetve
833+37,64 és 1018+80,55), ami elhanyagolhat6 transzkripcio-transzlacio eredeti jel
keletkezésére utal. Ezekbdl levonhatjuk a kdvetkeztetést, hogy a negativ kontrollban lathato
lumineszcencia feltehetden a fagfejbdl felszabaduld N-terminalis fuzios fehérjék eredménye.
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Ezen spontannak tin6 fehérjekidobodas megfigyeléseim szerint valosziniileg a NanoGlo reagens
sejtfeltard agensének a mellékhatasa, melynek dsszetétele iizleti titok. E feltételezés szerint a
NanoGlo puffer fagfelnyitod hatasanak kivédése a negativ kontroll altal generalt jel csokkenését
eredményezné, amely a diagnosztikai rendszer jel/zaj aranyat tovabb javithatna. Ennek
lehetdségeit a diszkusszioban targyalom.

Osszességében az itt bemutatott kisérlet igazolja, hogy egy flizids enzimmolekula faggal
torténd baktériumba injektalasa vad tipust bakterialis torzsek lumineszcens detekciojara is
felhasznalhat6, ha (a szubsztrat mellett) az enzim hianyz6 fragmensének jelenlétét is biztositjuk a

reakcidban.

5.4.3.2 A modell érzékenységének tesztelése

Egy jovobeli szabadon forgalmazott diagnosztikus teszt egyik legfontosabb tulajdonsaga
az érzékenység, vagyis a vizsgalt korokozo kimutathatdsagi kiiszobértéke.

A felvazolt diagnosztikus rendszeriink érzékenységét kézenfekvo egyszertien az egyes
reakcioterekben lefertdzott baktériumok szdmanak csokkentésével vizsgélni. A korabbi
kisérleteknek vald nagyobb foki megfeleltethetdség érdekében ugy dontdttiink, a sejtszamot nem
az eldzetes novesztés idejének csokkentésével, hanem a mid-log fazisu kultiradbdl vett alikvotok
sorozatos higitasaval csokkentjiik.

A korédbbiakban feltart negativ-kontrol probléma, ami valoszinlileg nem a nem-célsejtek
fert6zésébdl, hanem a szabad virionok reagens altali feltarasbol ered, egy érzékenység-
vizsgélatban eldrelathatolag értelmezhetetlen adatokat sziilne. Ennek orvoslaséra azzal a
feltételezéssel éltiink, hogy a probléma eredetét illetd sejtésem helyes és a negativ kontrollban
megfigyelhetd nemkivéanatos jel a reagens komponenseinek megvaltoztatasa nélkiil, csupan a
fertdzésben résztvevd bakteriofagok szamanak csokkentésével is mérsékelhetd, vagy akar
megsziintethetd.

Ennek érdekében tehat eldszor egy pilot kisérletben optimalizaltam a felhasznalt fagok
mennyiségét a negativ kontroll altal adott jel csokkentéséhez. A kisérlet soran négy kiilonb6zo
higitasu bakteriofagkeverékkel fertéztem szintén higitott EV36 (lyukanként megkozelitdleg
6,9x10° db), vagy Nissle1917 (lyukanként megkdzelitleg 5,6x10° db) sejteket. A tisztitott-
koncentralt C-terminalis nanoluciferazt az el6z6 szekcidhoz hasonldan kiviilrél adtam hozza az

elegyhez. A Nanoglo reagens hozzdadasaig megkozelitdleg 15 perc telt el.
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25. abra: Bakteriofagok mennyiségének optimalizalasa a negativ kontroll csokkentése érdekében.

A kiindulasi faglizatum megkoézelitéleg 4x10° viriont tartalmazott mililiterenként

A 25. abran jol lathato, ahogy a negativ kontroll mar a szazszorosan higitott
bakteriofagok esetén a hattér kozelébe csokken, majd ennél nagyobb higitdsoknal teljesen
kimutathatatlan, mikdzben a célsejt EV36 fertézése esetén még ezerszeres higitas esetén is
viszonylag erds jel figyelheté meg, ami a legnagyobb higitasnal még mindig mérhetd. Latvanyos,
ahogy a két kisebb faghigitasnal az EV36 sejtek nagyon hasonld méretii jelet adnak, mikozben a
Nissle sejtekben megkozelitdleg tizedére csokken a jel, tehat ugyanakkora mennyiségili virion
hozzaadasa mellett a pozitiv kontrollban a sejtek szdma, mig a negativ kontrollban a fagok szdma
a jelet limitalo tényezd. Ezek az eredmények alatdmasztjak korabbi sejtésemet, miszerint a
negativ kontrollban megfigyelhetd értelemszertien nem kivanatos jel a reagens hatasara spontan
felnyil6é fagokbol ered, amennyiben nagyobb mennyiségii bakteriofag nagyobb mennyiségii
kapszidba csomagolodott enzimtoredék felszabuldsaval jar egyiitt. Megfigyelhetd tovabba, hogy
valahol a sz4z- és ezerszeres higitas kozott a fagok valnak a képzddd lumineszcenciat limitald
tényez6vé, ebben a kisérleti felallasban, K1Fe6.7 fagokkal fertdzve megkdzelitdleg 6,9x10° db
EV36 sejtet.

A tényleges érzékenységvizsgalathoz a negativ kontroll minimalizalasa érdekében az
ezerszeresen higitott bakteriofagokat vélasztottuk, ami lyukanként megkozelitéleg 1,2x10°,
vagyis szdzhuszezer viriont jelent. A kombinatorikus robbanas elkeriilése végett, egyfajta

»megalapozott talalgatas”-ként igy dontottiink, kétféle sejtszamot teszteliink, EV36 kultara
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esetében lyukanként megkdzelitéleg 6,9x10°-, illetve 6,9x10* db, mig Nissle1917 esetében
lyukanként megkozelitdleg 5,6x10°-, illetve 5,6x10* db sejtet tesztelve a 96 lyuku lemezen. Az
igy bedllitott reakcios terekbe kevertem a szintén beallitott mennyiségli bakteriofagot, majd
megkozelitdleg 8 perc elteltével az elegyhez kevertem a NanoGlo reagenst és rovidesen

megkezdtem a leolvasast.
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26. abra: Erzékenységi vizsgalat kiils6leg hozzaadott CnLuc felhasznalasaval.
A grafikonok 3 parhuzamos mérés eredményét mutatjak 8 perccel megkozelitéleg 1,2x105 bakteriofaggal térténé
fertGzés utan. Az A jelii grafikonon a reakciokamrakba rendre 6,91x10° EV36, illetve 5,56x10° Nissle1917 sejt, mig a
B jelii grafikonon rendre 6,91x10* EV36, illetve 5,56x10* Nissle1917 sejt keriilt betoltésre. A fekete vonalak a

Student-féle t-teszt parokat jelzik: *: p<.001; **: p<.0001



Ahogy a 26. abran lathato, az sszeallitott diagnosztikus rendszer megbizhatoan ki tud
mutatni 6,9x10* bakterialis sejtet, mikozben a célsejtet nem tartalmazé mintakban minddssze egy
rendkiviil alacsony hattérérték figyelhetd meg. Az érzékenységvizsgalat teljessé tételéhez tovabbi
méréseket fogok végezni annak meghatarozasara, hogy mennyi a legkisebb baktériumszam,

amely még elegendd6 a kontrolltol szignifikdnsan eltérd jel képzéséhez.

Diszkusszio

A munkank célja annak a hipotézisnek a tesztelése volt, hogy egy fag kapszidfejének
belsejébdl egy — a fag specifitasatol fliggd - célbaktérium citoplazmajaba injektalt fehérje
kozvetleniil kimutathato-e konnyen elérhetd laboratériumi eszkozokkel. A munkat megalapozé
ujszerii otlet az volt, hogy a célsejtbe valo injektalasra predesztinalt fag internalis kapszid
fehérjéket (ICP) olyan riporter fehérje partnerhez fizionaljuk, amely a kapszidbol kijutva
konnyen kimutathato jelet képez. Megvizsgaltuk a kromogén, fluoreszcens és lumineszcens jelet
ado fehérjék alkalmazasat, végiil ugy dontdttiink, hogy a nanoluciferaz fehérjét hasznaljuk fizids
partnerként, mivel a lumineszcencia irodalmi adatok szerint sokkal jobb jel-zaj ardnnyal
rendelkezik, mint a két masik riporter kategoria (Mauri, Vecchione and Fritz, 2019).

A nanoluciferdz az Oplophorus gracilirostris mélytengeri garnélarak luciferdzanak
mesterségesen létrehozott szdrmazéka, amely kis mérettel (19,1 kDa), hosszu aktivitassal és
magas specifikus aktivitassal rendelkezik, ugyanis a fényreakcidhoz furimazin szubsztratra van
sziikség (Hall et al., 2012). Ezen enzim legf6bb elénye kis mérete, mely tovabb csokkenthetd a
hasitott, 6nmagat 6sszeszerelddd formajanak (NnLuc-CnLuc) felhasznélasaval (Zhao et al.,
2016). Ez a megoldas tobb potencidlis problémat is megkeriil:

e anem kapcsolodo fagokbol szarmazé hattérlumineszcenciat
e anagyobb fehérjerakomany altal potencialisan megzavart ICP injektalast

e anagyobb méretli klonozott szekvencia kovetkeztében fellépd fitnesz-csokkenést

Ezek koziil a hattérlumineszcencia kikiiszobolésére iranyuld varakozasok nem, vagy csak
mérsékelten teljesiiltek, ugyanis az in vitro kisérletek (17. abra) és a kiviilrél hozzaadott C-
termindlist felhasznalo kisérletek soran (23. abra) is jelentds hattérlumineszcencia volt
megfigyelhetd. Noha az N-terminalist hordozé bakteriofagok 6nmagukban (a NanoGlo reagens

hozzaadésaval) valoban nem képesek lumineszcens jelet eldallitani, a tényleges felhasznalas
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soran biztositott CnLuc jelenlétében a friss faglizdtumban jelenlevd szabad NnLuc, vagy a
reagens altal szandékolatlanul felnyitott fagkapszidok képesek jelet adni az adott tesztben
kimutatni kivant baktériumok jelenléte nélkiil is.

Ezen tapasztalatok ellenére magabiztosak vagyunk abban, hogy a megfelel6
paraméterek beallitasaval teljesen elkeriilhetd, vagy elhanyagolhato szintre csokkentheto a
hattérlumineszcencia. Erre a legjobb megoldas egy olyan Nanoluciferaz reagens kifejlesztése
lenne, amely épen hagyja a fagkapszidokat. Ennek kivitelezése tilmutat a jelenlegi munka
hatokorén. Egy masik lehet0ség a hattér csokkentésére az érzékenységvizsgalat soran bemutatott
megkdzelités, nevezetesen a tesztben résztvevd bakteriofagok szamanak csokkentése (25-26.
abra). Ez a megoldas egyszer(i optimalizacio, nem igényel kiilondsebb befektetett munkat.

Fégtervezésiink {6 elve az volt, hogy minimalizaljuk a riporterfehérje ICP-hez vald

crer

crer

amelyrdl korabbi munkénk soran megallapitottuk, hogy ellendll az inszerciok esetében gyakran
megfigyelhetd genetikai instabilitdsnak vagy fitneszkoltség novekedésnek (Moller-Olsen ef al.,
2018). Annak érdekében, hogy ndveljiik a siker esélyét, parhuzamosan végeztem a két kiilonb6zo
ICP-n alapulo fuzios gén inszerciojat. Mivel a klonozas mindkét konstrukcid esetén sikeres volt,
a tovabbiakban parhuzamos kisérleteket folytattunk a felvazolt diagnosztikus rendszer széleskorti
alkalmazhatdsaganak alatamasztasa érdekében.

Vilasztasunk a g6.7 és a g14 ICP-re esett, melyek méretben kiilonbozdek, tovabb ndvelve
minimalizésa érdekében a hasitott nanoluciferaz fragmensek koziil értelemszeriien a kisebbet, az
NnLuc-ot valasztottuk fuzios partnernek. Mind a g6.7-, mind a g14 fuzi6 funkcionalisnak
mutatkozott az altalunk felallitott 6sszes kisérleti elrendezésben. A két rendszer kozott
ugyanakkor megfigyelhetd egy, az egész projekt soran végighuzodo, feltiing kiilonbség: a
K1Fe6.7 fagok rendre erdsebb jelet adtak. Ennek magyarazatara meglatasunk szerint két
lehetdség van:

e A K1Fe6.7NnLuc bakteriofag kisebb fitneszkdltséget ,,fizet” a modositasért, mint
a nagyobb rakomanyt hordozé K1Fel4Nnluc, amely kiilonbség a faglizatum

titerjében is megnyilvanul
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o A g6.7 fuzios fehérjébdl tobb csomagolodik a fagfejbe, mint a gl4 konstrukcidbol

Noha a titermérés modszere nem kifejezetten pontos, az egyes, parhuzamosan eldallitott
faglizatumok titerében (PFU/ml) nem volt megfigyelhetd kiillonbség. Mésszoval gy tlinik, a
kiilonb6z6 idépontban eldallitott lizatumok titerjében nagyobb kiilonbségek voltak, mint a
parhuzamosan eléallitott, kiilonb6z6 fagokat tartalmazo lizatumok esetén. Ez arra utal, hogy az
egyeb tényezoktdl, példaul a lefertdzott sejtkultira sejtszamatol - noha igyekeztiink azonos
optikai denzitas mellett végrehajtani a fagoltast — sokkal jobban fiigg a fagtiter, mint a hordozott
genomi konstrukciotol. Meglatasunk szerint sokkal valdsziniibb a masodik lehet0ség, vagyis,
hogy a g6.7 fizids fehérjébdl tobb csomagolodik a virionokba, mint a gl4-es valtozatbol. Ezt a
sejtést alatdmasztjak az irodalmi adatok is, tudniillik az 6sszeszerel6dés soran 12-20 képia g6.7
és 8-12 kopia gl14 ICP csomagolodik a kapszidba (Calendar and Abedon, 2005 1V/20). A
megfigyelhetd 1.5-3x jelerdsségbéli kiilonbség a g6.7 konstrukcié javara azt sugallja, hogy a
fuzios fehérjék megorzik a vad tipusu fehérjékre jellemzé aranyt. Noha a becsomagolodo
fzios €s vad tipusu fehérjék aranyarol semmilyen informécioval nem rendelkeziink, a vad képiak
promoterének felhasznaldsa miatt logikus sejtés, hogy - ha a becsomagoldédas nem is, - a
kifejezddés hasonld mértékii az eredeti ICP-k kifejezddési szintjéhez. Kinalja magat az
optimalizécios lehetdség, hogy - amennyiben a f0zids konstrukciok megdrzik az ICP
funkciojukat - a vad kopiak kiejtésével noveljiik a becsomagolodd, majd célsejtekbe
injektalodo NnLuc enzimtoredék szamossagat, alahuzva a felvazolt diagnosztikus
rendszerben rejtozoé tovabbi fejlesztési potencialt.

Egy ujszert, piacra palyazo diagnosztikus tesztnek néhany alapvetd feltételt teljesitenie
kell, hogy esélye legyen elterjedni:

e Specificitas
o FErzékenység

e Egyszerli hasznalat

Korabban bemutattuk, hogy a megfeleld paraméterek mellett nagyfoku specificitas
jellemzi a felvazolt diagnosztikus rendszert. Munkdnk sordn az érzékenységet is lemértiik, amit a
beallitott paraméterek mellett 6,9x10* db K1 kapszulat kifejezé célsejtet sikeriilt megbizhatéan

kimutatnunk, mikdzben 5,6x10* db K5 kapszulat kifejezd sejt, amelyet a modell nem céloz,
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semmilyen jelet nem adott. Természetesen azonos mennyiségii sejtet volna érdemes
Osszehasonlitani, azonban a laborunk technikai szintje miatt csak a hagyomanyos, higitason,
sz¢élesztésen, majd koloniaszamlalason alapul6 sejtszam meghatarozast volt médunk hasznalni,
ami természetesen csak masnapra ad eredményt, amikor a lumineszcenciamérés mar rég lezarult.
Meglatasunk szerint a két torzs kozotti sejtszamkiilonbség egyértelmiien nem indokolja a
lumineszcenciaban megfigyelheto kiilonbséget, az valoban a modell specificitasat tamasztja
ala. Ami az érzékenységet illeti, az eredmény értelmezéséhez elengedhetetlen a perspektivaba
helyezés. Ezt némileg megbonyolitja a relevans irodalomban hasznalt kétféle sejtszamformatum.
A fagdiagnosztikéaval foglalkozé tanulmanyok tobbsége az érzékeldfeliilettel érintkezo sejtek
darabszamaval irja le az érzékenységet, mig egy résziik, valamint az egyes bakterialis
fertdzésekkel foglalkoz6 tanulmanyok 1 ml mintédban (adott esetben testfolyadékban) szamolt
telepképzé egységgel (CFU/ml) dolgoznak. A mi esetiinkben a 30 pl-re szamolt 6.9x10* EV36 és
5.6x10* Nissle 1917 rendre 2.3x109, illetve 1.9x10° CFU/ml-nek felel meg. De mit is jelent ez a
gyakorlatban?

A csecsemdket sulyosan érintd bakteridlis agyhartyagyulladas esetén példaul
meglehetdsen tag tartomanyban, 2x10! és 4x10° CFU/ml-re mérhetd a kiilonb6z6 kérokozok
koncentracioja a cerebrospinalis folyadékban (Bingen et al., 1990). A 27. abrara tekintve lathato
az atlagos bakteridlis sejtszam, valamint némi informacio a sejtszam eloszlasarol is, miszerint a
N. meningitidis kivételével az esetek tobbségében 105-nél nagyobb CFU/ml értékek
mérhetdk, szamos esetben akar 10 CFU/ml-t elérve. Tovabba a korokozok szama érthetd
modon ardnyosnak tlinik a fert6zés tiineteinek stlyossagaval (Bingen et al., 1990) Természetesen
esetiinkben az E. coli K1 értékek relevansak, - noha véleményiink szerint nyitva 4all a kapu a
tanulmany kiterjesztése tovabbi fag-baktérium parokra is - amelyek 2x10* és 4x107 kozott
valtoznak, 2x10° atlag mellett, az esetek 60%-aban 10°-nél nagyobb, illetve az esetek 40%-
aban 107-nél nagyobb mérheté sejtszimmal. A jelenlegi paraméterek mellett 10° CFU/mi-
nél nagyobb sejtszammal jaro esetek lennének igazan informativak, azonban fontos kitétel, hogy
a bemutatott diagnosztikus rendszerben szamos fejlesztési lehetdségek rejtéznek, amelyek
bizonyéra novelnék az érzékenységet. Ennek ellenére lathato, hogy az adatpontok jelentés

részét mar a jelenlegi formajaban is lefedné a bemutatott rendszer.
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No of Bacterial count Percent of specimens with

isolates (CFU/ml) following counts
Organism Mean Range >10°CFU/ml 210" CFU/ml
Haemophilus influenzae type b 31 8x10° 2x101-4x10° 69 45
Neisseria meningitidis 31 5x10° 3x101-5x108 35 10
Streplococcus pneumoniae 10 4x 105 3x10°4x10° 60 20
Escherichia coli K1 5 2x10° 2x10%4x107 60 40
Group B streptococci 5 2x107 3x10*-2x10° 66 66
Proteus mirabilis 2 4x10° 5x10-3x 10
Listeria monocytogenes 1 104
Total 85 51 25

27. abra: Kezelés el6tt mért bakteridlis sejtszamok 85 agyhartyagyulladasban szenvedé paciens

gerincvel6folyadékaban (Bingen et al., 1990)

Tovabbi finomitas az el6z6 Osszesitd abrahoz, a legveszélyeztetettebb korcsoportban, az

ujsziilottekben megfigyelt fertdzésben mért sejtszam. A 28. dbran lathato, hogy ezek az értékek

az atlagosnal magasabbak - az 27. 4brdn bemutatott maximalis értékek 0jsziilottekbdl szdrmaznak

- rdadésul a paciensek sériilékenysége gyors diagnozist €s a kezelés mihamarabbi megkezdését

igényli (Bingen et al., 1990). Ezek a paraméterek idealis piaci rést jelenthetnek egy ujszerii,

bakteriofagokon alapulé diagnosztikus kitnek.

Patient Antibiotic Count before therapy Count after 24 h
no. Age Isolates therapy (CFU/ml) of therapy
(CFU/ml)
8 2 weeks group B ampicillin 2 x 107 1x 104
streptococci +
gentamicin
23 2days  Escherichia coli K1 cefotaxime 3x 107 3Ix10°
.+.
netilmicin
39 8days  Escherichia coli K1 cefotaxime 4x 107 2% 10!
+
netilmicin

28. abra: Harom agyhartyagyulladasban szenvedé ujsziilott gerincvel6folyadékaban mért bakteridlis sejtszamok

antibiotikumterapia el6tt és kozben (Bingen et al., 1990)

A jelenleg alkalmazéasban levd diagnosztikus tesztek valtozatos érzékenységgel

rendelkeznek, a PCR alapu tesztek 10'-10> CFU/ml sejtet is képesek kimutatni, azonban az
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antitest alapu ugynevezett latex agglutinacios gyorsteszt - hasonldan az altalunk felvézolthoz -

csak a 10° CFU/ml és afeletti sejtszamok kimutatasaban megbizhat6 (Kennedy et al, 2007).

A kozelmultban leirt genetikailag mddositott bakteriofagokon alapulé diagnosztikus

megkdzelitések szamos mitkddési elvet sorakoztatnak fel, a teljesség igénye nélkiil:

Wisuthiphaet és munkatarsai a T7-ALP névre keresztelt faggal kisérleteztek,
amely alkalikus foszfatazt fejezett ki E. coli sejtek fertézésekor. A baktériumok
kimutatdsdhoz fluoreszcens szubsztratot kellett az elegyhez adni, majd az
alkalikus foszfataz aktivitasat fluoreszcens képalkotassal €s képelemzéssel
parositva mérték. Az eljaras hat érat vett igénybe, és koriilbeliil 102
baktérium/gramm (~CFU/ml) kimutatasi hatart tett lehetévé italmodellekben
(Wisuthiphaet et al., 2019).

Kretzer és munkatarsai a Listeria fag endolizinekbdl szarmazé sejtfalkotd
doméneket hasznalé magnetoszeparaciot kombinaltdk az AS11::luxAB
biolumineszcens riporter fag assay-jel. Igy két fag alapt protokollt egyesitettek
egyben. A végso protokoll hat éran beliil tobb Listeria torzs esetében
koriilbeliil 10> CFU/ml kimutatasi hatart ért el (Kretzer, Schmelcher and
Loessner, 2018).

A Nugen-csoport E. coli sejteket mutatott ki koriilbeliil 510> CFU/ml
érzékenység mellett, kétoras NanoLuc expresszios kazettat hordozé modositott
T7 fagokkal torténé inkubalas utan (Pulkkinen, Hinkley and Nugen, 2019).
Kim és munkatarsai mddositott phiV10 fagokat hasznaltak, melybe luxCDABE
operont klonoztak. A szerzok Escherichia coli O157:H7 mutattak ki koriilbeliil
1 CFU/ml kimutatasi hatarral tiszta tenyészetben, illetve rendre koriilbeliil
10 CFU/cm?2, 13 CFU/ml és 17 CFU/g kimutatasi hatarral mesterségesen
lefertdzott romai salatdban, almalében és daralt marhahtsban. A teljes protokoll

koriilbeliil 6 orat vett igénybe (Kim et al., 2017).

A tudomany jelenlegi allasaban szembet(ind a meglehetdsen vonzod 10%, vagy egyes

esetekben akar 10! CFU/ml érzékenység, mely kétségteleniil hatékony diagnozist tesz lehetvé.

Azonban nem szabad elsiklani a tény felett, miszerint ezekben a rendszerekben minden esetben

preinkubacioval sikeriilt elérni ezeket a figyelemre méltd kimutatési hatarokat. Ezekben a
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tesztekben az altalaban 6 Oras procedira nagy része magat az inkubaciot takarja, a
Ezzel szemben az altalunk bemutatott érzékenység 15-20 perces teljes vizsgalati idotartam
mellett értelmezheto.

A 2.3 fejezetben targyalt bakteriofag alapu bioszenzorokat és biokonjugatumokat
alkalmazo diagnosztikai eljarasok koziil néhdny preinkubécio nélkiil is képes hasonld kimutatasi
hatart elérni, azonban ehhez legtobbszor tobb modszert kombinalnak, ami megndveli az
érzékelofeliileten a baktériumok szdmossagat (Paczesny, Richter and Hotyst, 2020).

Ennek talan legkézenfekvébb modja, amikor a szilard feliileten immobilizalt
bakteriofagokkal ,,bélelt” reakcios kamran viszonylag nagy mennyiségli mintat folyatnak at. A
fluidikai jellemzdk ideélis esetben gy keriilnek beéllitasra, hogy az egyes fag-baktérium
kapcsolodésok elég erdsek ahhoz, hogy az aramlo folyadékbol ,,kihalasszdk™ az egyes
baktériumrészecskéket, igy akkumulalva a jelet (Paczesny, Richter and Hotyst, 2020).

Egy masik lehetdség, amikor a mintdhoz fagtartalmu biokonjugatumokat kevernek, majd
egy masik konjugatumképzd molekulara jellemzd specifikus kdlcsonhatast kihaszndlva
bekoncentraljak az immar baktériumokhoz kotott részecskéket (Paczesny, Richter and Hotyst,
2020).

Az altalunk kifejlesztett eljarashoz véleményiink szerint leginkabb egy mikrofluidikai
lapka illene, amelyre szamos, faginjektalt NnLuc — hozzaadott CnLuc elvén miikodé
bakteriofagot immobilizalnank (29. dbra). A lapkat adaptalni lehetne valamilyen meglévd
leolvasoberendezéshez, vagy a kelld forrasok megléte esetén akar egy, ennek a diagnosztikus
tesztnek az igényei koré tervezett kisméretii, hordozhat6 leolvasdberendezést is ki lehetne
fejleszteni. Az apr6 reakcidkamrakra fokuszalt leolvasé varhatéan hatékonyabb érzékelést, ezaltal
alacsonyabb kimutatasi hatart tenne lehetévé. A rendszer érzékenysége tovabb novelhetd,
hiszen az immobilizalt fagoknak koszonhetéen a reakciokamrakon viszonylag nagy
mennyiségii minta folyathato at, amibol a kotodés létrejotte esetén visszatartasra keriilnek

a vizsgalt patogének a leolvasasig.
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Kilédnbdzd specificitasuimmobilizalt fagok
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Paciens 1
Paciens 2
Paciens 3

Paciens 4

29. abra: Mikrofluidikai chip vazlata [National Institute of Standards and Technology]

A kiilonb6z0 reakcidkamrakban elhelyezett kiilonboz6 patogéneket fert6zo
bakteriofagokat csoportositani lehetne olyan mddon, hogy prediagnoézisként viszonylag széles
gazdaspecificitassal rendelkez6 fagokkal azonositjuk a patogén rendszertani csaladjat vagy
nemzetségét, ami adott esetben elégséges is lehet a terapia megkezdéséhez. Amennyiben
valamilyen okbdl kifolyolag pontosabb azonositasra van sziikség, a prediagnosztikus lapka altal
adott eredmény alapjan valasztunk egy masik, sziik gazdaspecificitassal rendelkezd fagokkal
toltott lapkat, amin ismét megfuttathatd a minta, ami ezuttal a patogén fajanak azonositasara is
alkalmas. Az azonositasra hasznalt, nanoluciferaz toredéket hordozoé fag - amennyiben
obligat litikus fagrél van szo6 - elvileg alkalmas lehet fagterapia kivitelezésére is, azonban
tisztaban vagyunk vele, hogy ez az alkalmazas a genetikai modositas miatt szamtalan

szabalyozasi akadalyba iitkozne. A diagnosztikus rendszer azonban parosithaté egy azonos
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faju, de modositatlan bakteriofagokat tartalmazo fagkonyvtarral, ami lényegesen
egyszeriibbé tenné a specifikus, személyre szabott terapia mihamarabbi megkezdését.

Egy ilyen teszt gyakorlati kivitelezéséhez nem szabad megfeledkezni a kiilséleg
hozzaadott CnLuc sziikségességérol. Ehhez fagyasztva szaritott, vagy valamilyen egyéb mdodon
tartositott, majd a teszt kivitelezésekor feloldott enzimtoredék hasznalata lenne idedlis. Adott
esetben az immobilizalandd fagok betdltéséhez hasznalt keresztcsatorndk hasznalhatok lennének
a CnLuc fragmenssel 0sszekevert furimazin szubsztrat és nanoluciferaz puffer keresztiranyt
atfolyatasara.

Ennek a problémanak egy lehetséges megkeriilése, ha a rovid N-terminalis enzimtoredék
helyett a teljes nanoluciferaz enzimet fizionalnank a kivalasztott internalis kapszid fehérjékkel.
Ezt a megoldast elkezdtiik kidolgozni, a donorplazmidok sikeres klonozasa utan a rekombinaciot,
majd dusitast is megkisérelve. A 1étrejott fagkeverékben sosem sikeriilt 1% folé novelni a
rekombinans bakteriofagok aranyat, ennek ellenére sikertilt pozitiv PCR jelet produkal6 plakkot
izolalni, azonban a rekombindcid a tovabbi tenyésztés soran instabilnak bizonyult. Ez a
megfigyelés azt sugallja, hogy a bejuttatni kivant DNS fragmens meghaladta a K1F fag
teherbiroképességét. Lehetséges megoldast kinal a vad ICP kopiak kiejtése, ami segitene ,,helyet
csinalni” a teljes nanoluciferaz enzim szekvencidjanak bejuttatasara.

Osszességében a kisérleti eredmények alapjan a kijeldlt céljaimmal kapcsolatban az
alabbi megallapitasokat tehetem:

1. Bizonyitottam, hogy lehetséges stabil genomu bakteriofagokat 1étrehozni, mely
megbizhatoan képes kapszidjaba rekombinans lumineszcens fehérjét, pontosabban
fehérjetoredéket csomagolni.

2. Bizonyitottam, hogy a létrehozott rekombinans bakteriofdgokkal célse;jt
jelenlétében lehetséges lumineszcens jelet eldallitani, méghozza rendkiviil rovid
1d6 alatt, a transzkripcid kihagyéaséaval, csupéan a kapszidokba csomagolddott
fehérjékre hagyatkozva.

3. Kialakitottam-e egy modell diagnosztikai eljarast, mely a fenti mechanizmus ttjan
szelektiven képes jelezni egy vad tipust, azaz a hidnyz6 enzimtoredéket nem

termeld baktériumtorzs jelenlétét.
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7. Osszefoglalas

A fert6z0 betegségek gyors diagnosztizaldsa kiemelkedd fontossagu a jarvanykitorések és
vildgjarvanyok megeldzése vagy megfekezése érdekében. A klinikumban a baktériumok
kimutatasa tenyésztésen, szekvenciadependens PCR reakcion vagy immunreakcion alapul. Ezek a
bevett médszerek egyike sem tudja egyszerre kielégiteni a gyors, felhasznalobarat, specifikus és
olcs6 diagnosztika irdnti igényt. Az elmult évtizedekben az antibiotikumrezisztens kérokozok
terjedésével egyre novekvo tudomanyos figyelem iranyult a bakteriofagokra, els6sorban azok
terapias felhasznaldsara, azonban ezek a rendkiviil sokoldaltian hasznosithat6 szervezetek
diagnosztikus protokollok alapjaul is szolgalhatnak. A bakteriofag alapt diagnosztikus eljarasok
minden esetben a fag-célsejt kolcsonhatasok gyorsasagara, specificitasara és hatékonysagara
tamaszkodnak, és ennek az interakcionak a mérhetd jell¢ alakitdsdnak szdmtalan modozatat
dolgozta ki a kdzelmultban a tudoméanyos kozosség. Az egyik jelatalakitasi modszer a fagfertdzés
rendes folyamatanak kihasznalasa a jel sokszorositasara egy fluoreszcencia vagy lumineszcencia
alapu riportergén atirasaval. A korabbi megkozelitések azonban a riportergének transzkripcidjat
¢s transzlacigjat igényelték, ami hosszl vizsgalatokhoz és kevéssé felhasznalobarat
protokollokhoz vezettek. Ebben a koncepcidozus munkaban azt vizsgaltuk, hogy a jelgeneralasi
1d6 lerdvidithetd-e kdzvetleniil egy fagfehérje injekcidjanak detektalasaval, ezaltal teljesen
megkeriilve a génexpresszio sziikségessegét.

A munkat a tervezési paraméterek megfontoldsaval kezdtiik. Modell bakteriofdgnak a K1-
kapszulat kifejezd E. coli torzseket fertdz6 K1F-et valasztottuk, mellyel kapcsolatban
kutatocsoportunk korabbi projektjeibdl rengetek ismeretre és gyakorlati tapasztalatra tettiink
szert. Riporterfehérjének némi mérlegelés utdn az Oplophorus gracilirostris mélytengeri
termindlis fragmense a megfeleld tervezéssel fuzionalhat6 a K1F fag g6.7 vagy gl4 génjeihez,
azok duplikacioit 1étrehozva. Bebizonyosodott, hogy a 1étrehozott két bakteriofagtorzs
szekvencidja a tervezetteknek megfelelden 1étrejott €s hogy ezek a rekombinans térzsek szelekcio
nélkiil is stabilan fenntarthatoak.

Az in vitro kisérletek soran bebizonyitottuk, hogy a fuzids fehérjék becsomagoldodnak a
fagkapszidba a rendes, batch alapt virionszaporitas soran. Bemutattuk, hogy a becsomagolt N-

terminalis nanoluciferaz enzimtéredék hokezelés hatasara, célsejt jelenléte nélkiil is
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felszabadithatd, majd a C-terminalis és a specifikus furimazin szubsztrat hozzdadasaval mérhetd
lumineszcens jelet ad, igazolva a fuzios fehérje enzimatikus aktivitasat.

Ezt kdvetden az in vivo kisérletekben CnLuc-ot expresszalo bakteridlis sejteket fertdztiink
NnLuc-ot hordoz6 rekombinans bakteriofagokkal. Ezek a kisérletek bemutattak a rendszer
szelektivitasat, miszerint csak a K1 kapszuléval rendelkez6 célsejtek adtak mérhetd lumineszcens
jelet, mikozben a K5 kapszuldval burkolt nem-célsejtek a hattért6l megkiilonboztethetetlen jelet
mutattak. Kinetikara, transzkripciora és transzlaciora vonatkozo bizonyitékokkal is
alatdmasztottuk, hogy a célsejt jelenlétében a faggenomon hordozott transzgének atirdédasa
nélkiil, csupan a kapszidbdl injektalt enzimtoredék is képes jelet adni, alahtzva az munkéank
innovativ voltat.

Bemutattuk, hogy a valds koriilményekhez hasonlo kisérleti elrendezésben, vad tipust
sejtek rekombinans fagokkal valo fertézésekor is keletkezik konnyen kimutathato, erds
lumineszcens jel. Elvégeztiik a diagnosztikus rendszer kezdeti optimalizacidjat, ami igy
megbizhatdan képes kiillonbséget tenni az K1-kapszulat kifejezd, és nem kifejezd
baktériumtorzsek kozott.

Jellemeztiik a megkozelitésiink kezdetleges formajanak érzékenységét, majd ezt
gyakorlati példakkal és az egyéb fag-alapu diagnosztikus rendszerekhez torténd
sszehasonlitassal perspektivaba helyeztiik. Erveltiink amellett, hogy az elképzelés piaci
érdeklddésre tarthat szamot.

Végiil bemutattuk elképzeléseinket az altalunk kifejlesztett rekombinans bakteriofagokon
alapul6 diagnosztikum tovabbi fejlesztési lehetdségeirdl és tavlati koncepcioirdl.

Munkénkkal reményeink szerint lefektettiik egy jszerti bakteriofdg-alapu diagnosztikus
rendszer alapjait. A fagterapia reneszadnszaval a patogén baktériumtdrzs szerotipusanak
meghatdrozasa egy ilyen fagalapi megkozelitéssel messze meghaladja a puszta osztalyozas
értékét: kozvetlen, vizualisan alatdmasztott informacidt nyljt a patogén izolatum
fagérzekenységérol. Az ebben a munkaban bemutatott ) diagnosztikai fagok a jelenlegi
gyakorlatban bevett diagnosztikus eljarasokkal szemben lehetdséget biztositanak terapias
fagokkal valo termékkapcsolasra, hiszen a pozitiv jelet generald fagok azonnali jeldlteket adnak
terapias fagkoktélok elkészitéséhez. Ez a személyre szabott antibakterialis terapidk korabban soha
nem latott sebességli, orakrdl percekre torténd lerdviditését eredményezheti a precizios

gyogyaszatban.
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8. Summary

Rapid diagnosis of infectious diseases is of paramount importance in the prevention or
control of outbreaks and pandemics. In the clinic, bacterial detection is based on culture,
sequence-dependent PCR reaction or immune reaction. None of these established methods can
simultaneously satisfy the need for rapid, easy-to-use, specific and inexpensive diagnostics. In
the recent decades, with the spread of antibiotic-resistant pathogens, increasing scientific
attention has been directed towards bacteriophages, primarily for their therapeutic use, but these
extremely versatile organisms can also serve as the basis for diagnostic protocols. Bacteriophage-
based diagnostic procedures always rely on the speed, specificity and efficiency of phage-target
cell interactions, and the scientific community has developed countless innovative methods for
converting this interaction into a measurable signal. One approach to signal transduction is to use
the normal process of phage infection to amplify the signal with a fluorescence or luminescence-
based reporter gene. However, previous approaches required transcription and translation of the
reporter genes, which led to lengthy assays and less user-friendly protocols. In this proof-of-
concept work, we investigated whether the signal generation time could be shortened by
detecting the injection of a phage protein directly, thus completely bypassing the need for gene
expression.

We began by considering the design parameters. We chose the model bacteriophage K1F,
which infects E. coli strains expressing the K1 capsule, as a model bacteriophage, with which we
have gained a lot of knowledge and practical experience from the previous projects in our
research group. After some consideration, we chose the cleaved nanoluciferase protein from the
deep-sea shrimp Oplophorus gracilirostris as the reporter protein. We have shown that the N-
terminal fragment of this enzyme can be fused to the g6.7 or gl4 genes of the K1F phage,
creating duplications of them, with appropriate design. It was demonstrated that the sequences of
the two bacteriophage strains were successfully altered as designed and that these recombinants
can be stably maintained without selection.

In vitro experiments have shown that the fusion proteins are packaged into the phage
capsid during regular, batch-based virion propagation. We have demonstrated that the packaged

N-terminal nanoluciferase enzyme fragment can be released upon heat treatment. The released
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fusion protein gives a measurable luminescent signal upon addition of the C-terminal enzyme
fragment and the specific substrate furimazine, verifying that the enzymatic activity if the fusion
protein is retained.

In the in vivo experiments, we infected bacterial cells expressing CnLuc with recombinant
bacteriophages carrying NnLuc. The results demonstrated the selectivity of the system, namely
that only target cells with the K1 capsule gave measurable luminescence, while non-target cells
coated with the K5 capsule showed an indistinguishable signal from the background. We have
provided kinetic, transcriptional and translational evidence, that the enzyme particle injected from
the capsid alone is sufficient to give a signal, even without the transcription of the transgenes
carried on the phage genome, underlining the innovative nature of our work.

We demonstrated that in an experimental setup similar to real conditions, an easily
detectable, strong luminescent signal is generated when wild-type cells are infected with
recombinant phages. We performed an initial optimization of the diagnostic system, which is thus
able to reliably distinguish between cognate and non-cognate bacterial strains.

We characterized the sensitivity of the exploratory form of our approach, and then put it
into perspective with practical examples and comparison with other phage-based diagnostic
systems. We argued that the idea could be of market interest.

Finally, we presented our ideas on further development possibilities and long-term
concepts of the diagnostics based on recombinant bacteriophages we developed.

With our work, we hope to lay the foundations for a novel bacteriophage-based diagnostic
system. With the renaissance of phages, determining the serotype of a pathogenic bacterial strain
with such a phage-based approach completely extends beyond the value of mere classification: it
provides direct, visually supported information about the pathogen's phage susceptibility. The
new diagnostic phages presented in this work provide an opportunity for product coupling with
therapeutic phages in contrast to the diagnostic procedures currently used in practice, since
phages generating a positive signal provide immediate candidates for the preparation of
therapeutic phage cocktails. This could improve the speed of setting up personalized antibacterial
therapies to previously unprecedented levels, shortening the time from hours to mere minutes in

precision medicine.
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29. abra: Szabad fuziés fehérjék degradacidja
A gorbék egy-egy mérés eredményét mutatjak. Minden esetben ugyanaz a 4°C-on térolt faglizatum keriilt
felhasznalasra. Az egyes wellekbe 65 ul hékezelés nélkiili lizatum és 35 pl frissen preparalt indukalt
BL21DE3pZA31CnLuc_His feliilisz6 keriilt betdltésre. Ez a kisérlet a CnLuc koncentracid esetleges eltérései miatt
nélkiilozi a tudomanyos igényesség feltételeit, csupan a lumineszcencia eredetére vonatkozé sejtésiink

alatamasztasaul szolgal.



pQlinkUpCnLuc

CCTTCTTCTTCTTACTTCTAGCCCTGTTTC Cttgttatccgetcacaattg

pQlinkDnCnLuc

CTGGCTTAAtgagcttggactcctg

CnLucFW GCTAGAAGTAAGAAGAAGAAGGAGGTATT T Tatgggtggtctgtctg
CnlLucRev2 AGCCAGGATACGTTCG

CnlLucREVcheck GTAACACCGTTGATGGTAACACG
CnlucFWcheck AGTTGTTTACCCGGTTGACG

RBSfw TAGAGATACTGAAACAGGGCTAGAAGTAAG
CnLucRev gctaattaagcTTAAGCCAGGATACGTTC
pZALucFw CCTGGCTtaaGCTTAATTAGCTGAGTCTAGAG
pZAlucRev geectgtttcAGTATCTCTATCACTGATAGGG
pZAcheckFW GGCTGCTCTACACCTAGCTTC

pZACheckRev GGTTTCGCCACCACTGATTTG

pSBC3fw CCCGTACGAATAATTGAAACCCCTTGGG
pSBC3rev ctatagtgatagtcaGTTGTTGGACTCAGCC
NnLuc67Fw catgggg TCTGGTGGCGGTTC

NnLucRev ggotttcaaTTATTCGTACGGGATGATAAC
g6.7fw ccaacaactgactatcactataggGATACCGTTCAG
g6.7rev CCACCAGACCCCATGTTGACGC

NnlLucl4FW ggtcatagcTCTGGTGGCGGTTC

glafw ccaacaactgaCTATCACTATAGGGAGCGTTTTCAACTATTCAC
gldrev ccaccagaGCTATGACCTGTAGGTGTG

VF2 tgccacctgacgtctaagaa

VR2 TGGCGAGCCCGATCTTC

NnLucCheckRev GCCAGTCACCAACGAAGTC
NnLucCheckFw TCTGTTACCCCGATCCAGC

gllirev GTGAAAGTGGTTGACTGAGTGG

g10fw GGCGACCGTTACTTCTACACC
pET24CnLucFw TGGCTCCTCTGGTCTCGAGCACCACCAC
pET24CnlLucRev ccctgtttcGGAATTGTTATCCGCTCAC
pET24CheckFW CTCGACGCTCTCCCTTATGC
pET24CheckRev GAACGTGGCGAGAAAGGAAGG

CnlLucRev3 ctaattaagcTCAGTGGTGGTGGT

pZALucFw?2 ccaccactgaGCTTAATTAGCTGAGTCTAGAG
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