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Bevezetés

Az antibiotikum-rezisztens fajok rohamos elterjedése
a legfenyegetobb egészségiligyi problémak egyike, mely az
antibiotikumok eldtti kor visszatérésével fenyegeti az
emberiséget, az elhaldlozasok vezetd okava téve a fert6zo
betegségeket. A Dbakteridlis virusok (bakteriofagok avagy
fagok) terapids alkalmazasa az egyik legigéretesebb
alternativa ezen globalis katasztrofa megelézéséhez, mely
modszer el6tt mindazonaltal elharitand6 akadalyok vannak.

A fagok sziik gazdaspecifitassal rendelkeznek, vagyis
egy adott fag baktériumok csak egy igen sziik hanyadat
(jellemzéen néhany egymassal rokon torzset) képes
eliminalni. Az eltavolitandd baktériumok tovabba képesek a
fagokkal szemben rezisztenciat kifejleszteni. A fagterapids
eljarasok sordn tehat biztositani kell a korokozok teljes
spektrumat artalmatlanitani képes fag-készitmény eldallitasat
hatékony fagok izolalasaval a kdrnyezetb6l, amely azonban
id6- és munkaigényes. Mivel a fagok gazdaspecifitasat azok
farki régidja nagyban befolydsolja, a problémara megoldas
lehet a mar rendelkezésre allo, terapias célra alkalmas fagok
génsebészeti modositasa a farki régido mutagenezisén, cseréjén

keresztiill. Ennek elonye, hogy kevés kiindulasi fag



segitségével lehetévé valik korokozok széles spektruménak
lefedése.

A fagterapias eljarasok meghitisulasanak gyakori
okozoja tovabba a fagok hatékonysaganak csokkenése vagy
megsziinése emberbe torténd beadasukat kdvetden. Mig a
human fagoma tagjai képesek hosszli tdvon perzisztalni, a
terapiasan alkalmazott fagok jelent6s része nem funkcioképes
az emberi szervezetben. Ezen interakcid sajatossagai jelenleg
alig ismertek és vizsgaltak, holott kulcsfontossaguiak a fagok
terapias alkalmazasahoz, hiszen ezek ismeretében -elére
jelezhetd a fagkészitmények aktivitdsa terapias eljarasok

soran.

Célkitiizések

Doktori kutatdsom a fenti két probléma vizsgalatira
iranyult. PhD munkdm elsé felében célom a fagok
gazdaspecifitdsanak megismerését €s modositasat lehetdve
tevd génsebészeti mddszer kidolgozasa volt, a farki régioban
mutagenizalt és/vagy hibrid fag részecskék létrehozasan és
jellemzésén, valamint klinikailag relevans torzsek bevonasan
keresztiil. Kutataisom masodik felében azon fagok felkutatasat
¢s elemzését végeztem, amelyek képesek kitapadni bél epithél
sejtek felszini strukturaira. A felfedett genetikai tulajdonsagok

a késébbiekben eszkozként szolgalhatnak terapias fagok



genom mérndki uton térténd tovabbfejlesztésére. Az alabbi

kérdésekre kerestem valaszt doktori tanulmanyaim soran:

- Alkalmazhato-e bakterialis genomok
mutagenezisére kifejlesztett eljarasunk fagok

- Milyen mértékben szélesithetd a fagok
gazdaspecifitasa a farki strukturak magas
frekvencidju  mutagenezisen és az igy
megvaltoztatott receptor felismerési
képességen keresztiil?

- Képesek-e a fagok bél epithél sejtek felszini
strukturdihoz kitapadni?

- Milyen genetikai sajdatossag biztositia az
adherens fagok perzisztenciajat?

- Mi az adherens fagok kitapadasanak

célpontja a human sejtek felszinen?

Alkalmazott modszerek

Fagrezisztens Escherichia coli BW25113 torzsek elodllitasa

A modszer bedllitasahoz sziikséges fag-rezisztens

torzseket célzott mutagenezis segitségével hoztuk létre, a



kiilsd LPS réteg felépitésében szerepet jatszo (waaR, waaG és

waaC) géneket és a trxA4 gént célozva.

Transzdukalo hibrid bakteriofag részecskék elokészitese

A transzdukalo hibrid fag részecskék eldallitasanak
kiindulasi alapja egy géncsendesitett T7 fag torzs volt, mely
intakt kapsziddal, de a farokrost-régiokat kodold génektdl
megfosztott genommal rendelkezett. Ezen fagokkal olyan
sejteket fertdztiink, melyekbe elézetesen 3 fag farki régioinak
egyikét kodold plazmidot juttatunk (T7, Vi06 vagy ®SG-JL2
fagokbdl szarmazoakat). A fertézés soran az Ujonnan
keletkez6 T7 fdgok a plazmidrdl expresszalt farki fehérjéket a
kapszidjukra épitik, mindemellett a T7 csomagold szignalt

szintugy hordozo plazmidot becsomagoljak.

Fag farokrost régiok randomizalt mutagenezise

A mutagenezist egy altalunk kifejlesztett eljaras
alkalmazasaval (DIVERGE) hajtottuk végre, a fag-farki
géneket célozva. Ezt kdvetden a plazmidokat hordozo sejteket
géncsendesitett T7 fag  torzzsel fertoztiik, melyek

crcr

gént hordozo plazmidot becsomagold Uj fag részecskék.



Transzdukalasi hatékonysag mérése

A hibrid fag részecskéket a transzdukalni kivant
baktérium torzshéz adtuk, kiilonboz6 higitasokban. Az
inkubacios id0 lejartaval az elegyet kicsepegtettiik a plazmid
szelekcigjahoz sziikséges antibiotikumot tartalmazo lemezre.
A transzdukcios hatékonysagot a felnétt telepek szama és az

adott higitasi faktor alapjan hataroztuk meg.

Mutans fag farokrostokat kodolo plazmidok feldusitasa

A generalt fag farokrostokat kodolé muténs
konyvtarakat olyan megvaltozott gazdaspecifitdsu variansok
felfedezésére hasznaltuk fel. Ehhez tobb cikluson keresztiil
fertdztiik a célzott baktériumtdrzset a mutans fag-konyvtarral.
A ciklusok végén a transzdukalt baktériumokbol kinyertiik a
bejuttatott, mutans farki géneket hordozd plazmidokat, ajfent
becsomagoltuk dket s megismételtiik az eljarast a transzdukalt
egyedi telepekbdl plazmidot izoldlva meghataroztuk a

mutaciokat szekvenalas segitségével.

Human eredetii fagsziirletek elokészitése

A vizsgalandé fagokat human székletmintdkbol

izolaltuk, tobb kornyi magas fordulatszamu centrifugdlds és



szlrés segitségével elokészitve. A magas taxonOmiai
lefedettség érdekében a mintak 10 egészséges és 10 bélbeteg

egyén székletének Osszevonasaval lettek eldallitva.

Bél epithél sejtekre adherens fagok szelekcioja, DNS kinyerése

Az elokészitett fagsziirleteket konfluens réteget
képz6, mukuszt termeld (HT29-MTX) vagy nem, illetve kis
mértékben eléallitd (Caco-2) human sejtvonalakra helyeztiik.
Inkubécios idot kovetden a tobbszords mosassal elvalasztottuk
az adherens és nem adherens fagokat, ezutan kommercialis

extrakcios kit segitségével nyertiik ki a fag-DNS-t.

Bioinformatikai analizis

A bioinformatikai analizishez az szekvenalasi adatok
feldolgozasahoz a Trimmomatic és metaSPAdes szoftvert
alkalmaztam. A fagkontigok azonositasthoz a BLAST+
v2.12.0 szoftvert, a figok taxondmiai meghatarozasahoz a
‘VICTOR’ szoftvert, a domének predikcidjahoz pedig az
InterPro online eszkozt hasznaltuk fel. A sajat hasznalatra
szant szkripteket Python v2.7.5 vagy a Python v3.9.7
hasznalatdaval irtam meg. A  fagok életciklusanak

megallapitasahoz a PhageAl szoftvert alkalmaztuk.



Eredmények dsszefoglalasa

Transzdukalo hibrid fag partikulumok gazdaspecifitasanak
mutagenezisen keresztiili megvaltoztatisa

Mesterségesen eldallitott  fag-rezisztens torzsek
(Escherichia coli BW25113Atrxa(AwaaC-AwaaG-AwaaR))
felhasznalasaval sikeresen azonositottunk fag rezisztens
baktériumok felszinére magas hatékonysaggal adszorbealodo
mutans T7 és ®SG-JL2 farokrost variansokat. Az azonositott
mutansok java tObbszOords mutaciot tartalmazott, mely
kombinacidk java a szakirodalom el6tt ismeretlen volt. Ezen
feliil 1étrehoztunk olyan T7 farokrost mutanst amely mind a
haromféle LPS deficiens torzset, egyuttal a vad tipusi LPS
struktaraval rendelkez0 Escherichia coli BW251134trxa
valtozatot szintén magasabb hatékonysaggal transzdukalta,
mint az eredeti, vad tipusi T7 fagrészecske. Erdekes modon
detektaltunk olyan szinonim mutaciokat is, amelyek rendre
el6fordultak tobb fajta mutansban is. Ez alatamasztja a
megfigyelést, miszerint a szinonim tipusit muticiok nem
neutralisak, hanem fontos elényt biztosithatnak az adaptacio
soran. A ®SG-JL2 farokrost mutagenizaciojaval a T7-¢éhez
hasonl6 transzdukcio hatékonysagot voltunk képesek elérni,

szintén jellemzéen tObbszOrds mutaciokon keresztiil.



Modszeriinket képesek voltunk kiterjeszteni klinikailag
relevans torzsekre: Enterobacter cloacae 31834, Enterobacter
cloacae ATCC 23355, Pseudomonas putida KT2440, Shigella
sonnei HNCMB 25021, Escherichia coli NCTC 13351,
Escherichia  coli NDM-077-E  és  Escherichia  coli
NDM-032-E.

Bél epithél sejtekre kitapado adherens fagok detektilasa és
genetikai hatteriik vizsgalata

Az egyedi mintdk kozil az ‘Egészséges’
fagszirletben volt megfigyelhetd a legnagyobb diverzitas, mig
a ‘Diszbiotikus’ fagszirlet 1ényegesen kevesebb egyedi, fag
eredetli kontigot tartalmazott. Varakozasainknak megfeleléen
e két minta mindezek mellett taxonémiailag markansan eltérd
Osszetétellel rendelkezett. A lemosott ¢és letapadt szintén
nagyban kiilonboztek egymastdl, a legnagyobb kiilonbség a
myovirus morfologidval rendelkezd fagok korében volt
megfigyelhetd, ide tartoznak a Myoviridae és a Herelleviridae
csalad tagjai. A Crassvirales rendbe tartoz6 fagok, amelyek
podovirus-szerit morfologiaval birnak szintén feldisulast
mutattak az adherens fagokat tartalmazé mintakban. Ezzel
szemben a Podoviridae, Inoviridae, Siphoviridae ¢és
Microviridae csaladokba tartozo fagok aranya lecsokkent az

adherens mintakban. Az adherens mintakbdl szarmazo



szekvenciak elemzése felfedte, hogy a benniik jelenlévo fagok
jelentds tobbsége legalabb egyféle immunoglobulin (Ig)-szerii
domént tartalmazott. Az azonositott Ig-szerli domének
legtobbje un. BACON-tipust domén volt. A BACON
domének  leggyakrabban  Bacteroidetes  baktériumok
szénhidrat-koté  fehérjéin  talalhatéak, de bizonyitott
funkcidjuk nincs. Kisérletiinkben az adherens fagokon
talalhat6 Ig-szerli domének rendre BACON-tipusuak voltak,
igy ezen domének a fagok kornyezeti molekuldkhoz, ezen
beliil is feltehetéen a mucin glikoproteinekhez vald kotodését
segithetik el6. A masodik leggyakrabban el6fordulo Ig-szerii
domén tipus a ‘policisztas vesebetegség’ domén (PKD) volt,
mely adheziv fehérje-fehérje vagy fehérje-szénhidrat
interakciokban jatszik szerepet. A mintdkban szerepld fagok
egy csoportjaban nem talaltunk Ig-szerti domént kddolo gént.
Végezetiil elemeztiik azon adherens litikus fagokat, melyeken
nem voltunk képesek Ig-szerii doméneket azonositani. A
fagok gén szinténidja magasan konzervalt, vagyis a gének
sorrendje megegyezik evoluciésan tavoli fagok kozott is.
Megvizsgaltuk hat, hogy az Ig-szerli domének lehetséges
genomi eldforduldsainak régiodiban fellelhet6-e¢ olyan gén,
melyben detektalhatoak adhézioval Osszefiiggésbe hozott
domének. Ezaltal kétféle tovabbi domén tipust detektaltunk: a
leucin gazdag ismétlédés (LRR) és a C-tipusa lektin



doméneket. Az LRR doménekkel rendelkezd fehérjék
szamtalan folyamatban érintettek, szerepet jatszanak
sejtadhézios folyamatokban, szignaltranszdukcids utvonalak
szabalyozasaban, akad koztiik virulencia faktor, extracellularis
matrix-kotést segithetnek eld, stb. Figyelemremélto, hogy bar
a BACON domének ismertek, mint gyakori struktirelemei a
crAss-tipustt fagoknak, addig az LRR doménnel rendelkez6
crAss-fagokban azok nem voltak detektalhatoak és vice versa.
A C-tipust lektinek ismert szénhidrat-koté domének, melyek
sejt-sejt adhézios folyamatokban valamint patogénekkel
szembeni immunvalaszban, illetve apoptdzisban toltenek be
szerepet.

Munkankban megallapitottuk, hogy a fagok mind a
mukusz, mind a glikokalix réteget képesek felhasznalni
kitapadasuk biztositasahoz. Detektaltuk Ig-szeri domének egy
specifikus csoportjat, melyek kizarolag a mukuszt termeld
HT29-MTX sejtekre kitapadt fagokon voltak megtalalhatoak.
Az Ig-szeri domének zOme nem a mukusz termeld
sejtvonalakbdl szarmazé mintdkban volt megfigyelheto,
hanem a mukusz rétegtdl és megfosztott mintdkban. Ezen
fagok tehat képesek voltak a mukusz teljes hianyaban is a bél
epithél sejtek felszinére kitapadni. A mukusz jelenléte

szemmel lathatoan gatolja bizonyos, egyébként glikokalixhoz

crer



domént is azonositottunk, amelyek mindegyik mintaban jelen
voltak, fliggetleniil a mukusz jelenlététol. Ezen fagok szintagy
a glikokalix kiilonb6z6 molekuléris strukturdira képesek
kitapadni, azonban a mukusz jelenléte nem gatolja meg Oket

ebben.

Summary

The rapid dissemination of pathogenic species that are
resistant to antibiotics is becoming an increasingly daunting
healthcare issue. One of the most promising of currently
available options is the therapeutic application of bacterial
viruses (phages). Phage therapy however is limited by the
narrow host specificity of phages and our incomplete
understanding about phage-human interaction. The aim of my
doctoral research was to gain deeper insight about these two
factors.

The first part of my work was to generate hybrid
transducing phage particles with altered host specificity using
genome engineering. We successfully tailored the host range
of T7 hybrid particles by exchanging and modifying phage
tail fiber regions of said particles. As the genetic background
of the harmless laboratory strains highly differs from that of

the pathogenic ones, we aimed to develop a method that could



be applied to clinically relevant strains as well. Thus, we
generated and identified mutant hybrid phage transducing
particles which were able to effectively deliver large amounts
of DNA into both a panel of clinically relevant bacterial
species besides laboratory strains. During the second half of
my doctoral research I focused on the study of phages able to
endure the human gastrointestinal ecosystem, as such phages
can feature characteristics that are therapeutically valuable
assets. My goal was to study the genetics of phages able to
adhere upon gut epithelial cell surfaces. We showed that
Ig-like domains (mainly so-called BACON and PKD
domains) are overwhelmingly prevalent in adherent phages.
Our findings also revealed that the attachment site of such
phages can be both the mucus and the glycocalyx layer. In the
light of the above, we propose the ‘Riverbed’ model as the
culmination of our results assuming the existence and
instrumental role of the phages in the homeostasis of the

human gut.
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