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Bevezetés

Az antibiotikumok hatékonysaganak
csokkenése, valamint a molekularis biologia
eszkoOztaranak gyors fejlodése a bakteriofagkutatas
reneszanszat hozta el. Noha kis méretiik miatt csupan
1915 6ta tudunk a fagok 1étezésérdl, azonban minden jel
arra utal, hogy egyszerre, vagy kozel egy idében jottek
1étre az elso €16 sejtekkel, ami egy évmilliardok ota tartd
evollcids kolesonhatést vazol fel. A baktériumok
védekezése elsdsorban a virusok altal felismert és azok
kikotodésére szolgalo sejtfelszini struktarak
megvaltozasan alapult. Az egymastol elkiiloniilt fejlodési
palyara kertilt baktériumfajok végsdsoron nagymértékben
specializalodott bakteriofdgokat eredményeztek. A
fagterapia nagyszabdsu attérése még varat magara,
azonban az egyszeriibb engedélyeztetési folyamat miatt a

nem terapids célu felhasznalas is reflektorfénybe kertilt.

A kozelmult globalis egészségligyi kriziseibdl
levonhat6 egyik legfontosabb tanulsag, hogy sziikség van
egy felhasznaldbarat, gyors és olcsd diagnosztikus

tesztre, mellyel felmérhetd a krizis stilyossaga és



terjedési dinamikéja. A bakteriofag-alapu diagnosztikus
eljarasok idedlis jeloltek a probléma megoldasara. A
bakteriofagok konnyen, olcson és gyorsan eldallithatoak,
ellenalloak a biologiai mintakra jellemzd
szennyezOdésekkel szemben ¢€s - a megfeleld faj
kivélasztasaval - beallithato a specificitasuk. A kordbban
leirt fag-alapt diagnosztikus eljarasok tobbféle
megkozelitést alkalmaznak. Az egyik ezek koziil a
genetikailag modositott virusok hasznalata, melyek
specificitasuktol fliggden csak a célbaktérium
jelenlétében képeznek valamilyen mérheto jelet a
bakteridlis bioszintetikus masinéria felhasznalasaval.
Jelen munka témaja egy bakteriofdgokon alapuld

innovativ diagnosztikus rendszer kifejlesztése.



Célkitiizés

Ebben a munkéaban olyan fagalapi diagnosztikai
eljarast kivantunk kifejleszteni, mely a célbaktériumok
rekombinans fagok altali in vitro fertdzése soran keletkezd
fény detekcidjan alapul. Szemben a szakirodalomban
eddig leirtakkal, célunk egy olyan 0j rendszer kiépitése
volt, amely nem igényli a fényemittal6 fehérjét kodold gén
kifejezodését, hanem kozvetleniil a fehérje injektalasat

detektalja. Az alabbi kérdésekre kerestlink valaszt:

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

2. Lehet-e a fagbol a célbaktériumba injektalt
lumineszcens fehérjékkel detektalhat6
mértekll fényt generalni a baktériumsejt
fertézése kozben?

3. Kialakithat6o-e egy diagnosztikai modell
eljaras, mely a fenti mechanizmus Utjan
szelektiven  képes jelezni egy adott
baktériumtorzs jelenlétét mas torzsekkel

szemben?



Alkalmazott modszerek

Rekombinans bakteriofagok eléallitasa

A felvazolt diagnosztikus rendszer kozponti eleme
a lumineszcens fehérjét hordozé bakteriofag. Mivel nem
ismert fagspecifikus szignalszekvencia, ugy dontottiink,
hogy két, a kapszidban hordozott, majd a rendes fertdzés
sordan az Orokitdanyagot megeldzden beinjektalodo
internalis kapszid fehérjéhez flzionaljuk a nanoluciferdz
riportergén  N-termindlisdt ~ (NnLuc). A KIF
bakteriofagtorzsbdl kiindulva, plazmid medidlt faggenom
modositassal hoztuk létre a rekombinans K1Fg6.7::NnLuc
¢s Kl1Fgl4::NnLuc torzseket. Ehhez a vad tipusa
virustorzset  donorplazmidokat  tartalmazé6  EV36
céltorzson  novesztettik, melyek a  megfeleld
homoldgiaboxok dOlelésében tartalmaztdk a fzids
génkazettat. A fert6zés soran ritka eseménykeént lejatszodo
homolog rekombindcid a kazettat egy semleges 16kuszba
épitette be, igy az adott interndlis kapszid fehérjék

génjeinek duplikaciojat 1étrehozva.



Plazmid medialt donor plazmid

fég genom
médosités g6.7Nnluc / g14Nnluc
rekombinacio
fag genom ' a '
gp10b gpll
vad tipust () )
fag genom rekombinans fag genom
\ CRISPR/Cas hasitas /%
csokkent névekedés normal névekedés

A duplikacié biztositja, hogy az egyébként esszencialis
gének az eredeti funkcidjuk esetleges elvesztése esetén
sem lehetetlenitik el a rekombinans torzsek 1étrehozasat. A
rekombinans fagok szelekcidjahoz a tovabbi ndvesztési
ciklusok sordn Cas9 endonukleazt alkalmaztunk. Ez egy
olyan, a wvad tipusi fag-genomban megtalalhato
szekvencia mentén hasitott, amely a rekombinans
fagokbol hianyzott, igy az utObbiakat végiil két tiszta
rekombinans, és egyébként stabil vonal forméjaban

1zolalhattuk.



A két rekombinans fag e munkaban érintett génjeinek sémas térképe
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A lumineszcencia feltételeinek biztositasa

A lumineszcencia létrejottéhez természetesen
biztositani kell a C-terminalis nanoluciferaz fragmenst
(CnLuc), mely oldatban spontan médon kapcsolodik az N-
termindlishoz és funkciondlis enzimet hoz létre. A
kisérletek soran kétféle modon vittiik be a C-terminalist: a
koncepciodigazold in vivo kisérletekben a bakteridlis
sejteken beliil, plazmidrdl kifejeztetve, az in vitro- és a
diagnosztikus modell kisérletekben kiviilrdl hozzéadva.
Ezutobbi esetben szintén plazmidrol fejeztettiik ki a
fehérjefragmenst BL21 torzsben, majd vagy a feltart sejtek
feliiluszojat, vagy a feliiluszobdl tisztitott és koncentralt

enzimtoredéket a mintahoz adva.



A modell diagnosztikai rendszer kisérleti elrendezése
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lumineszcencia

A lumineszcencia 1étrejottéhez tovabba sziikséges
egy specifikus, baktériumokban rendszerint nem fellelhetd
szubsztrat, a furimazin. A szubsztrat biztositasa érdekében
egy kereskedelmi lumineszcencia kitet alkalmaztunk, a
Promega NanoGlo-t, mely egyuttal a sejtek gyors

feltarasat is elvégezte.
Lumineszcencia mérés

A lumineszcencia mérések soran minden esetben
100 pl mintat egyesitettiink 100 pl eldkészitett Promega
NanoGlo reagenssel egy-egy lyukban egy 96-lyuku
lemezen. A minta tartalmazta a sejteket, a bakteriofagokat
¢s adott esetben a kiviilr6l hozzdadott C-termindlis

nanoluciferaz fragmenst. A leolvasds minden alkalommal



kozvetleniil a reagens mintahoz keverése utan tortént egy

Synergy leolvasoberendezésben.

Eredmények osszefoglalasa

1. Lumineszcens fehérjéket hordozo bakteriofag

torzsek eloallitasa

Bemutattuk, hogy a nanoluciferaz enzim N-
terminalis fragmense (NnLuc) a megfeleld tervezéssel
faziondlhaté a KIF fag g6.7 vagy gl4 génjeihez, azok
duplikécioit létrehozva. Bebizonyosodott, hogy a
létrehozott  két  bakteriofagtorzs  szekvencidgja a
tervezetteknek megfelelden létrejott és hogy ezek a
rekombinans torzsek szelekcio nélkiil is stabilan

fenntarthatoak.

Annak  érdekében, hogy  bizonyitsuk a
rekombinans  fiziés  fehérjék  kapszidba  torténd
becsomagolodasat, egy in vitro tesztet haszndltunk,
melynek lényege, hogy a bakteriofagok kelléen magas
homérsékleten hoinaktivalhatoak, aminek kovetkeztében

a kapszid alegységek elvalnak egymastol, és a fagfejben
9



talalhato, egyébként elszigetelt fehérjék oldatba keriilnek.
Az in vitro kisérletek soran bebizonyitottuk, hogy a fizids
fehérjék becsomagolodnak a fagkapszidba a rendes, batch
alapi virionszaporitds soran. Bemutattuk, hogy a
becsomagolt N-termindlis nanoluciferaz enzimtéredék
hokezelés hatdsara, célsejt jelenléte nélkill is
felszabadithatd, majd a C-termindlis nanoluciferaz
alegység ¢és a specifikus furimazin szubsztrat
hozzdadasaval mérhetd lumineszcens jelet ad, igazolva a

fuziods fehérje enzimatikus aktivitasat.
2. Lumineszcens fehérje injekcio célsejtekbe

Az in vivo kisérletekben CnLuc-ot expresszald
bakterialis sejteket fertéztlink NnLuc-ot hordozo
rekombinans bakteriofagokkal. A {6 kérdés az volt, hogy
fagfert6zés soran képes-e a rekombinans fag a flzids
fehérjét a baktériumsejtbe injektalni oly mennyiségben,
hogy az detektalhaté mértékli fényt generalhasson. Ezek a
kisérletek egytttal igazoltdk a rendszer szelektivitasat,
mivel csak a K1 kapszulaval rendelkezd célsejtek adtak
mérhetd lumineszcens jelet, mikdzben a K5 kapszulaval

burkolt nem-célsejtek a hattértdl megkiilonboztethetetlen
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jelet mutattak. Kinetikai, valamint transzkripci6- ¢€s
transzlacidgatlas mellett mért lumineszcencia-adatokkal is
alatamasztottuk, hogy a célsejt jelenlétében a fAggenomon
hordozott transzgének kifejezédése nélkiil, csupan a
kapszidbol injektalt enzimtoredék is képes jelet adni,

bizonyitva az eredeti felvetést.
3. Diagnosztikus modell eljaras fejlesztése

Felallitottunk egy valos szituaciét modellezd
diagnosztikus rendszert, melyben kimutattuk, hogy a valos
kortiilményekhez hasonld kisérleti elrendezésben, vad
tipusu sejtek rekombinans fagokkal vald fert6zésekor is
keletkezik konnyen kimutathatd, er6s lumineszcens jel.
Elvégeztik a  diagnosztikus  rendszer  kezdeti
optimalizacidjat, ami igy megbizhatdan képes kiilonbséget
tenni az Kl-kapszulat kifejez6, és nem kifejezo
baktériumtorzsek  kozott.  Jellemeztik tovabba a
modszeriink érzékenységét egy gyors, minddssze 8 perces
reakcioban (2.3x10° CFU/ml), majd ezt gyakorlati
példakkal ¢és az egyéb fag-alapi diagnosztikus
rendszerekhez torténd Osszehasonlitassal perspektivaba

helyeztiik. Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az
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eljaras piaci érdeklddésre tarthat szamot. Végil
bemutattuk elképzeléseinket az altalunk kifejlesztett
rekombinans bakteriofdgokon alapuld diagnosztikum

tovabbi fejlesztési lehetdségeirdl és tavlati koncepcidirol.

Summary

Rapid diagnosis of infections is of paramount
importance in the prevention or control of pandemics.
None of the established methods can simultaneously fulfill
the requirements for rapid, easy-to-use, specific, and
inexpensive diagnostics. In recent decades increasing
scientific attention has turned toward bacteriophages
which can serve as diagnostic tools where one can rely on
the speed, specificity and efficiency of phage-cell
interactions. One approach involves leveraging phage
infection to amplify the signal with the phage-derived
expression of reporter genes. In this study, we investigated
the bypassing of gene expression by directly detecting the

injection of the reporter.
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We chose the bacteriophage K 1F, which infects K1
E. coli strains, as our model system and the cleaved
nanoluciferase protein as the reporter. We demonstrated
that the gene encoding the N-terminal fragment of this
enzyme can be fused to the g6.7 or gl4 genes of the KI1F
phage, creating duplications. We confirmed that the two
bacteriophage strains are stable and can be maintained

without selection.

In vitro experiments showed that the fusion
proteins are packaged into the phage capsid during
assembly and verified that the enzymatic activity of the

fusion protein is retained.

In  vivo  experiments provided Kkinetic,
transcriptional, and translational evidence that the N-
terminal fragment injected from the capsid is sufficient to
generate a signal, if the C-terminal fragment and the
substrate are provided. Here, we also demonstrated the
selectivity of the system: only K1 target cells produced
measurable luminescence, while non-target cells showed a

baseline signal.
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In a modell diagnostic setup, we demonstrated that
a strong luminescent signal is generated when wild-type
cells are infected with recombinant phages, with the
system being able to distinguish between cognate and non-
cognate strains. We then characterized the sensitivity of
our approach and outlined directions for further

development.
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