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Bevezetés

Az antibiotikum-rezisztens fajok rohamos elterjedése

a legfenyegetőbb egészségügyi problémák egyike, mely az

antibiotikumok előtti kor visszatérésével fenyegeti az

emberiséget, az elhalálozások vezető okává téve a fertőző

betegségeket. A bakteriális vírusok (bakteriofágok avagy

fágok) terápiás alkalmazása az egyik legígéretesebb

alternatíva ezen globális katasztrófa megelőzéséhez, mely

módszer előtt mindazonáltal elhárítandó akadályok vannak.

A fágok szűk gazdaspecifitással rendelkeznek, vagyis

egy adott fág baktériumok csak egy igen szűk hányadát

(jellemzően néhány egymással rokon törzset) képes

eliminálni. Az eltávolítandó baktériumok továbbá képesek a

fágokkal szemben rezisztenciát kifejleszteni. A fágterápiás

eljárások során tehát biztosítani kell a kórokozók teljes

spektrumát ártalmatlanítani képes fág-készítmény előállítását

hatékony fágok izolálásával a környezetből, amely azonban

idő- és munkaigényes. Mivel a fágok gazdaspecifitását azok

farki régiója nagyban befolyásolja, a problémára megoldás

lehet a már rendelkezésre álló, terápiás célra alkalmas fágok

génsebészeti módosítása a farki régió mutagenezisén, cseréjén

keresztül. Ennek előnye, hogy kevés kiindulási fág



segítségével lehetővé válik kórokozók széles spektrumának

lefedése.

A fágterápiás eljárások meghiúsulásának gyakori

okozója továbbá a fágok hatékonyságának csökkenése vagy

megszűnése emberbe történő beadásukat követően. Míg a

humán fágóma tagjai képesek hosszú távon perzisztálni, a

terápiásan alkalmazott fágok jelentős része nem funkcióképes

az emberi szervezetben. Ezen interakció sajátosságai jelenleg

alig ismertek és vizsgáltak, holott kulcsfontosságúak a fágok

terápiás alkalmazásához, hiszen ezek ismeretében előre

jelezhető a fágkészítmények aktivitása terápiás eljárások

során.

Célkitűzések

Doktori kutatásom a fenti két probléma vizsgálatára

irányult. PhD munkám első felében célom a fágok

gazdaspecifitásának megismerését és módosítását lehetővé

tevő génsebészeti módszer kidolgozása volt, a farki régióban

mutagenizált és/vagy hibrid fág részecskék létrehozásán és

jellemzésén, valamint klinikailag releváns törzsek bevonásán

keresztül. Kutatásom második felében azon fágok felkutatását

és elemzését végeztem, amelyek képesek kitapadni bél epithél

sejtek felszíni struktúráira. A felfedett genetikai tulajdonságok

a későbbiekben eszközként szolgálhatnak terápiás fágok



genom mérnöki úton történő továbbfejlesztésére. Az alábbi

kérdésekre kerestem választ doktori tanulmányaim során:

- Alkalmazható-e bakteriális genomok

mutagenezisére kifejlesztett eljárásunk fágok

farki régiójának módosítására?

- Milyen mértékben szélesíthető a fágok

gazdaspecifitása a farki struktúrák magas

frekvenciájú mutagenezisén és az így

megváltoztatott receptor felismerési

képességen keresztül?

- Képesek-e a fágok bél epithél sejtek felszíni

struktúráihoz kitapadni?

- Milyen genetikai sajátosság biztosítja az

adherens fágok perzisztenciáját?

- Mi az adherens fágok kitapadásának

célpontja a humán sejtek felszínén?

Alkalmazott módszerek

Fágrezisztens Escherichia coli BW25113 törzsek előállítása

A módszer beállításához szükséges fág-rezisztens

törzseket célzott mutagenezis segítségével hoztuk létre, a



külső LPS réteg felépítésében szerepet játszó (waaR, waaG és

waaC) géneket és a trxA gént célozva.

Transzdukáló hibrid bakteriofág részecskék előkészítése

A transzdukáló hibrid fág részecskék előállításának

kiindulási alapja egy géncsendesített T7 fág törzs volt, mely

intakt kapsziddal, de a farokrost-régiókat kódoló génektől

megfosztott genommal rendelkezett. Ezen fágokkal olyan

sejteket fertőztünk, melyekbe előzetesen 3 fág farki régióinak

egyikét kódoló plazmidot juttatunk (T7, Vi06 vagy ΦSG-JL2

fágokból származóakat). A fertőzés során az újonnan

keletkező T7 fágok a plazmidról expresszált farki fehérjéket a

kapszidjukra építik, mindemellett a T7 csomagoló szignált

szintúgy hordozó plazmidot becsomagolják.

Fág farokrost régiók randomizált mutagenezise

A mutagenezist egy általunk kifejlesztett eljárás

alkalmazásával (DIvERGE) hajtottuk végre, a fág-farki

géneket célozva. Ezt követően a plazmidokat hordozó sejteket

géncsendesített T7 fág törzzsel fertőztük, melyek

propagációját követően létrejöttek a mutációkat és a mutáns

gént hordozó plazmidot becsomagoló új fág részecskék.



Transzdukálási hatékonyság mérése

A hibrid fág részecskéket a transzdukálni kívánt

baktérium törzshöz adtuk, különböző hígításokban. Az

inkubációs idő lejártával az elegyet kicsepegtettük a plazmid

szelekciójához szükséges antibiotikumot tartalmazó lemezre.

A transzdukciós hatékonyságot a felnőtt telepek száma és az

adott hígítási faktor alapján határoztuk meg.

Mutáns fág farokrostokat kódoló plazmidok feldúsítása

A generált fág farokrostokat kódoló mutáns

könyvtárakat olyan megváltozott gazdaspecifitású variánsok

felfedezésére használtuk fel. Ehhez több cikluson keresztül

fertőztük a célzott baktériumtörzset a mutáns fág-könyvtárral.

A ciklusok végén a transzdukált baktériumokból kinyertük a

bejuttatott, mutáns farki géneket hordozó plazmidokat, újfent

becsomagoltuk őket s megismételtük az eljárást a transzdukált

telepek számának növekedésének szaturációjáig. Ezt követően

egyedi telepekből plazmidot izolálva meghatároztuk a

mutációkat szekvenálás segítségével.

Humán eredetű fágszűrletek előkészítése

A vizsgálandó fágokat humán székletmintákból

izoláltuk, több környi magas fordulatszámú centrifugálás és



szűrés segítségével előkészítve. A magas taxonómiai

lefedettség érdekében a minták 10 egészséges és 10 bélbeteg

egyén székletének összevonásával lettek előállítva.

Bél epithél sejtekre adherens fágok szelekciója, DNS kinyerése

Az előkészített fágszűrleteket konfluens réteget

képző, mukuszt termelő (HT29-MTX) vagy nem, illetve kis

mértékben előállító (Caco-2) humán sejtvonalakra helyeztük.

Inkubációs időt követően a többszörös mosással elválasztottuk

az adherens és nem adherens fágokat, ezután kommerciális

extrakciós kit segítségével nyertük ki a fág-DNS-t.

Bioinformatikai analízis

A bioinformatikai analízishez az szekvenálási adatok

feldolgozásához a Trimmomatic és metaSPAdes szoftvert

alkalmaztam. A fágkontigok azonosításához a BLAST+

v2.12.0 szoftvert, a fágok taxonómiai meghatározásához a

‘VICTOR’ szoftvert, a domének predikciójához pedig az

InterPro online eszközt használtuk fel. A saját használatra

szánt szkripteket Python v2.7.5 vagy a Python v3.9.7

használatával írtam meg. A fágok életciklusának

megállapításához a PhageAI szoftvert alkalmaztuk.



Eredmények összefoglalása

Transzdukáló hibrid fág partikulumok gazdaspecifitásának

mutagenezisen keresztüli megváltoztatása

Mesterségesen előállított fág-rezisztens törzsek

(Escherichia coli BW25113Δtrxa(ΔwaaC-ΔwaaG-ΔwaaR))

felhasználásával sikeresen azonosítottunk fág rezisztens

baktériumok felszínére magas hatékonysággal adszorbeálódó

mutáns T7 és ΦSG-JL2 farokrost variánsokat. Az azonosított

mutánsok java többszörös mutációt tartalmazott, mely

kombinációk java a szakirodalom előtt ismeretlen volt. Ezen

felül létrehoztunk olyan T7 farokrost mutánst amely mind a

háromféle LPS deficiens törzset, egyúttal a vad típusú LPS

struktúrával rendelkező Escherichia coli BW25113Δtrxa

változatot szintén magasabb hatékonysággal transzdukálta,

mint az eredeti, vad típusú T7 fágrészecske. Érdekes módon

detektáltunk olyan szinonim mutációkat is, amelyek rendre

előfordultak több fajta mutánsban is. Ez alátámasztja a

megfigyelést, miszerint a szinonim típusú mutációk nem

neutrálisak, hanem fontos előnyt biztosíthatnak az adaptáció

során. A ΦSG-JL2 farokrost mutagenizációjával a T7-éhez

hasonló transzdukció hatékonyságot voltunk képesek elérni,

szintén jellemzően többszörös mutációkon keresztül.



Módszerünket képesek voltunk kiterjeszteni klinikailag

releváns törzsekre: 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 kitapadó adherens fágok detektálása és

genetikai hátterük vizsgálata

Az egyedi minták közül az ‘Egészséges’

fágszűrletben volt megfigyelhető a legnagyobb diverzitás, míg

a ‘Diszbiotikus’ fágszűrlet lényegesen kevesebb egyedi, fág

eredetű kontigot tartalmazott. Várakozásainknak megfelelően

e két minta mindezek mellett taxonómiailag markánsan eltérő

összetétellel rendelkezett. A lemosott és letapadt szintén

nagyban különböztek egymástól, a legnagyobb különbség a

myovírus morfológiával rendelkező fágok körében volt

megfigyelhető, ide tartoznak a Myoviridae és a Herelleviridae

család tagjai. A Crassvirales rendbe tartozó fágok, amelyek

podovírus-szerű morfológiával bírnak szintén feldúsulást

mutattak az adherens fágokat tartalmazó mintákban. Ezzel

szemben a Podoviridae, Inoviridae, Siphoviridae és

Microviridae családokba tartozó fágok aránya lecsökkent az

adherens mintákban. Az adherens mintákból származó



szekvenciák elemzése felfedte, hogy a bennük jelenlévő fágok

jelentős többsége legalább egyféle immunoglobulin (Ig)-szerű

domént tartalmazott. Az azonosított Ig-szerű domének

legtöbbje ún. BACON-típusú domén volt. A BACON

domének leggyakrabban Bacteroidetes baktériumok

szénhidrát-kötő fehérjéin találhatóak, de bizonyított

funkciójuk nincs. Kísérletünkben az adherens fágokon

található Ig-szerű domének rendre BACON-típusúak voltak,

így ezen domének a fágok környezeti molekulákhoz, ezen

belül is feltehetően a mucin glikoproteinekhez való kötődését

segíthetik elő. A második leggyakrabban előforduló Ig-szerű

domén típus a ‘policisztás vesebetegség’ domén (PKD) volt,

mely adhezív fehérje-fehérje vagy fehérje-szénhidrát

interakciókban játszik szerepet. A mintákban szereplő fágok

egy csoportjában nem találtunk Ig-szerű domént kódoló gént.

Végezetül elemeztük azon adherens litikus fágokat, melyeken

nem voltunk képesek Ig-szerű doméneket azonosítani. A

fágok gén szinténiája magasan konzervált, vagyis a gének

sorrendje megegyezik evolúciósan távoli fágok között is.

Megvizsgáltuk hát, hogy az Ig-szerű domének lehetséges

genomi előfordulásainak régióiban fellelhető-e olyan gén,

melyben detektálhatóak adhézióval összefüggésbe hozott

domének. Ezáltal kétféle további domén típust detektáltunk: a

leucin gazdag ismétlődés (LRR) és a C-típusú lektin



doméneket. Az LRR doménekkel rendelkező fehérjék

számtalan folyamatban érintettek, szerepet játszanak

sejtadhéziós folyamatokban, szignáltranszdukciós útvonalak

szabályozásában, akad köztük virulencia faktor, extracelluláris

mátrix-kötést segíthetnek elő, stb. Figyelemreméltó, hogy bár

a BACON domének ismertek, mint gyakori struktúrelemei a

crAss-típusú fágoknak, addig az LRR doménnel rendelkező

crAss-fágokban azok nem voltak detektálhatóak és vice versa.

A C-típusú lektinek ismert szénhidrát-kötő domének, melyek

sejt-sejt adhéziós folyamatokban valamint patogénekkel

szembeni immunválaszban, illetve apoptózisban töltenek be

szerepet.

Munkánkban megállapítottuk, hogy a fágok mind a

mukusz, mind a glikokalix réteget képesek felhasználni

kitapadásuk biztosításához. Detektáltuk Ig-szerű domének egy

specifikus csoportját, melyek kizárólag a mukuszt termelő

HT29-MTX sejtekre kitapadt fágokon voltak megtalálhatóak.

Az Ig-szerű domének zöme nem a mukusz termelő

sejtvonalakból származó mintákban volt megfigyelhető,

hanem a mukusz rétegtől és megfosztott mintákban. Ezen

fágok tehát képesek voltak a mukusz teljes hiányában is a bél

epithél sejtek felszínére kitapadni. A mukusz jelenléte

szemmel láthatóan gátolja bizonyos, egyébként glikokalixhoz

kötődni képes fágok adhézióját. Ezen felül 24 olyan Ig-szerű



domént is azonosítottunk, amelyek mindegyik mintában jelen

voltak, függetlenül a mukusz jelenlététől. Ezen fágok szintúgy

a glikokalix különböző molekuláris struktúráira képesek

kitapadni, azonban a mukusz jelenléte nem gátolja meg őket

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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