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Roviditések jegyzéke:

MDR — multidrog rezisztens

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats
Cas — CRISPR associated

PAM — Protospacer Adjacent Motif

GEN — Gentamicin-szulfat

ZEO - Zeocin

APS — Apramycin-szulfat

PCR — Polymerase Chain Reaction

OD - Optical Density

AciXXX — Klinikai Acinetobacter baumannii izolatumok, nem publikalt eredményekbdl, Dr.
Kintses Balint hozzajarulasaval

F1-F16 — Dr. Kintses Balint csoportja altal izolalt bakteriofagok, nem publikalt eredményekbdl

gDNS — genomi DNS



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1  Korokoz6 baktériumok és profagok

A patogén - vagy masnéven kdérokozod - baktériumok és féleg azok antibiotikum rezisztens
valtozatai, egyre nagyobb egészségiigyi problémat jelentenek vilagszerte. A tudomanyos k6z0sség
a 6 legveszélyesebb patogén baktériumtorzset ,,ESKAPE” baktériumokként (1) tartja szamon. Az
ide tartozo korokozok a kovetkezOk: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas Aeruginosa, Enterobacter spp. Ezek a
baktériumok igen magas fert6zé képességgel és antibiotikum rezisztenciaval rendelkeznek, igy
fokozottan veszélyesek az immunhianyos allapotban 1év6 kérhazi betegekre. Igy példaul 2019-ben
tobb mint 1,2 millio halalesetért (2) voltak felelések. Egyes becslések szerint a multidrogrezisztens
baktériumok 2050-re a vilag vezet6 halalozasi okava néhetik ki magukat (3), amennyiben nem
sikerlil hatékony maodszert talalnunk a megallitasukra. E célbdl kulcsfontossagu, hogy jobban
megértsiik, hogyan alakul ki az antibiotikum rezisztencia és miért annyira fertzoék ezek a
baktériumok.

A bakteriofagok, vagy roviden fagok, a F6ldon legelterjedtebb bioldgiai entitasok, szamuk
a bioszféraban egy becslés (4) szerint 10%L. A fagok a baktériumok virusai, a gazdasejtbe épitik be

sajat Orokitdanyagukat, nem képesek ©nallo replikaciora, fehérje és nukleinsav szintézisre.

Litikus o - —_ w
& ~ ]
Lizogén -_’“

1. abra - A bakteriofagok életciklusai (Sajat abra)

Eletciklus alapjan megkiilonboztetiink Litikus, illetve lizogén fagokat. A litikus ciklus soréan, a
bakteriofag replikaciojat a gazdasejt azonnali pusztulasa koveti, aminek kovetkeztében az
Osszeszerelddott 1 fagok kijutnak a sejt kdrnyezetébe, ahol 1ij gazdakat képesek megfertdzni.
A lizogén bakteriofagok a beépllt DNS-szakaszuk altal a gazda genomjaval egyutt replikalodnak,
tobbnyire artalmatlanul a sejtre nézve-, ugyanis a beépult profag egy citoplazmatikus represszort
termel, amely gatolja a litikus ciklust. Csupan akkor aktivalodnak a nyugvo profagok, amikor a

4



gazdaszervezet koriilményei szamukra kedvezétlenné valnak, (pl. tApanyagok hidnya/kornyezeti
stressz) ekkor indul be a bakteriofag reproduktiv ciklusa, illetve a sejt emésztése.

A baktériumokba beépiil6 fag eredetii DNS szakaszokat profagoknak nevezzlk. A profag
szekvenciak jol elkiilonitheté régiokat, tn. genomi szigeteket hoznak létre. Ezek a genom olyan
részei, amelyek bizonyitottan horizontélis géntranszfer (idegen, nem 6roklodott) eredettiek. Ezekbe
a genomi szigetekbe szervezddott szekvencidk hordozhatnak antibiotikum rezisztencia géneket,
virulencia faktorokat vagy olyan egyéb géneket, amelyek segitik az alkalmazkodast Uj
kornyezethez. A profagokban talalhatd gének rendelkezhetnek Gn. “moron” funkciokkal (5) (a
fagok rendelkezhetnek tobb ilyen génnel, “more on”), melyek kozvetlen nem maga a fag
életciklusat szolgaljak, hanem a gazda sejt szamara nyujtanak valamilyen el6ny6s funkciot. A
moron gének altalaban egymastol fuggetlen prométer és terminator szekvenciaval rendelkeznek,
ami lehetévé teszi a gének fiiggetlen expresszidjat, €s minimalizaljdk a kiilonb6z0 gének
interferencidjat. Ugyanez a szervezddés teszi lehetéve, hogy a lizogén fagok nyugvo allapotban
csak bizonyos, pl. virulencia géneket expresszéalnak (5), mig més fag-gének teljesen inaktivak
maradnak. A profag-régiok felkutatasara kiilonbozé bioinformatikai szoftvereket (6)

hasznalhatunk, amennyiben ismert a vizsgalt baktérium teljes genom szekvenciaja.



1.2 CRISPR-Cas3 rendszer

Ahhoz, hogy megismerhessuk a profag régiok funkcidjat, sziikséges, hogy
szisztematikusan, nagy hatékonysaggal és pontossaggal tavolitsuk el 6ket, mialtal megfigyelhetové
valnak a hianyuk okozta fenotipus valtozasok. Erre a feladatra a CRISPR-Cas3 rendszer I-C (7)
tipust véltozatat hasznaltam, amely egy Pseudomonas aeruginosa eredetii, egyfajta bakterialis
immunrendszerként mikodé enzimrendszer. Ezt az ,immunrendszert” egy olyan
genomszerkesztési modszerként alkalmazhatjuk, amely képes elére meghatarozott genomi DNS

szakaszok eltavolitasara, ezaltal hatékonyan hozhatunk létre pontos, nagyméreti delécidkat (8).

m cas3 cas5y cas8 \cas?

YR

Pre-crRNA

Cascade complex Target DNA

Cas3
2. Abra — A CRISPR-Cas3 rendszer felépitése és miikodése (7)

A CRISPR-Cas3 rendszerben a Cas3 enzimen kivil harom masik, CRISPR-asszocialt
fehérjét kodold gén is talalhato, amelyek az un. ,.surveillance cascade-complex” kialakitasaért
felelosek. A CRISPR-array-ben szabalyosan ismétlédd palindrom szekvencidk és ,,spacer” DNS
szakaszok valtakoznak. A spacer DNS szekvenciakrol transzkripcio révén olyan ,,guide” RNS
képzodik, amely segitségével a kaszkad-komplex képes felismerni a cél szekvenciat és a Cas3
lebontja a kijelolt szakaszt. A Cas3 rendszer egyesszali DNS szakaszokat céloz, a Cas9 kettésszala
DNS toréseivel szemben, illetve a Cas3 rendszer helikaz aktivitassal is bir. Ezek a szempontok
mind hozzéjarulnak ahhoz, hogy hatékonyabban illetve szignifikansan kisebb off-target hatassal

hozzunk létre nagyméretii genomi deléciokat (9).



A felismerés fontos eleme a PAM-szekvencia, amely egy rovid, kdzvetlenil a spacer
mellett talalhatd, par nukleotidbdl all6 szakasz, aminek a segitségével ismeri fel az enzimrendszer

a célzott régiot.

Ahhoz, hogy a fent emlitett génszerkeszté modszert alkalmazni tudjuk a gyakorlatban,
sziikség van egy un. ,,shuttle vector”-ra. Ez egy olyan vektor, altaldban plazmid, amely képes két
kiilonb6z6 gazda organizmusban (jelen esetben E. coli és A. baumannii) is replikalodni, igy maga
a klonozasi és konstrukt készitési lépéseket laboratoriumi munkakra optimalizalt torzsben
végezhetjiik, majd kés6bb atvihetjuk a mddositandd organizmusba. Tehat egy ilyen konstrukt
segitségével tetszés szerint szerkeszthetjiik a célszervezetiink genomjat. Az altalam hasznalt vektor
tartalmazza a Cas3 enzimet kddolo gént, illetve 3 masik (casb, cas7, cas8) gént is, amelyek a
kaszkad komplex fehérjéit kodoljak. Ez a pVRL2 vektor (10) egy ColE1 eredetii replikacios origot,
illetve egy arabindz altal indukélhaté araC promotert is tartalmaz, amely lehet6vé teszi a klonozott

gének magas szintii expressziojat.

pVRL2_IC_1F
14215 by

" pVRL2Z_IC_1F

9 bp

3. abra—pVRL2 és pVRL2Z shuttle vektorok
(Dr. Joseph Bondy-Denomy, UCSF San Francisco, Egyesilt Allamok)
A pVRL2 plazmidokon talalhato egy un. ,,modified repeat”, ami struktaralisan a CRISPR-array-
ben talalhatd ismétlddd szakaszoknak felel meg, azonban eltéré szekvenciaval rendelkezik. Igy
megakadalyozhatd a rekombinaciokor torténd elvesztése az ismétlodé szakaszok kozotti, un.

“spacer” szekvencianak, mely szakasz meghatarozza a génszerkesztés pontos helyét a genomban.
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1.3  Fagterépia és profag-mentes baktériumtorzsek Iétrehozésa

A bakteriofagok hasznélata és kutatdsa tobb mint 100 éves multtal (11) rendelkezik,
azonban az 1940-es évekre ez a tertlet hattérbe szorult a Penicillin és a tobbi antibiotikum
sikerének kdszonhetden. Mint sok minden mas, az antibiotikumok aranykorszaka sem tarthatott
0rokké, az 1980-as evekre lelassult (12) ezeknek a szereknek a fejlesztése. Egyre kevesebb Uj,
rezisztencia-mentes és hatasos antibiotikum Kkertlt piacra, egyre tébb gydgszercég hagyott fel
ezekkel a projektekkel. A fagterapianak szamos eldnye van a hagyomanyos antimikrobialis
szerekkel szemben: sokkal specifikusabbak, mint az antibiotikumok, csak a karos baktériumokkal
szemben hatnak, ezaltal nem jelentenek veszélyt az emberi szervezet hasznos mikrobiomjara
nézve. A bakteriofagok a legtébb eseteben hatdsosak maradnak MDR (multidrog-rezisztens)
baktériumokkal szemben is, hiszen a fagok is képesek evolvaldodni. Egyfajta “fegyverkezési
verseny” folyik a baktériumok és virusaik kozott, ezért a baktériumok sokkal nehezebben valnak
fagrezisztenssé. Egyes kutatasok (13) azt is bizonyitottadk, hogy a bakteriofagok a biofilmet
termelO korokozokkal is képesek felvenni a harcot.

Ugyanakkor a gazdaspecifitasnak hatranya is van: ahhoz, hogy egy fert6zott beteget
hatasosan kezelhessiink, eldszor olyan fagokat kell ,,vaddsznunk”, amelyek laboratériumi
kortiilmények kozott képesek elpusztitani a beteg szervezetébdl izolalt korokozokat. Ez a folyamat
igen hosszu lehet, esetenként akar honapokba is telhet, ezért érdemes egy un. ,,fag-koktélt” adni a
paciensnek, amely tobbféle bakteriofag keveréke. Ezaltal novelhetd a hatasspektrum, a kezelés
hatékonysaga, illetve ugyanakkor csokkenthetd annak az esélye, hogy az adott baktériumban
rezisztencia fejlddjon ki egy specifikus bakteriofaggal szemben. Masfeldl, a fagterapiaval
kapcsolatban igazan kevés klinikai teszt eredménye all rendelkezésre, nincsenek egyértelmii
irdnyelvek és Utmutatasok a fagokkal szemben. Az FDA és EMA (Federal Drug Administration;
European Medicinal Agency) csak olyan esetben engedélyezi (14) a kezelést, amennyiben minden
mas (pl. antibiotikumos) kezelés eredménytelennek bizonyul. Az elsd eurdpai, bakteriofagokkal
foglalkozo, projekt (,,PhagoBurn” 2013-2017) elég hamar lezéarult, de az6ta tébb Uj probalkozas is
elétérbe keriilt, ilyen példaul, a német ,,Phage4Cure” (2017-) projekt is. Ezeknek az &tfogo
kutatasoknak és klinikai teszteknek kdszonhetben, elészor izolaltak olyan Pseudomonas torzsekkel
szemben hatasos bakteriofagokat, amelyek megfeleltek a GMP (15) (Good Manufacturing
Practice) specifikacioinak és mindségi elvarasainak, igy ez egy jelentds 1épés volt afelé, hogy a

fagterapia torvényes és elismert kezeléssé valhasson.
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A bakteriofag terapiara Kkizarolag litikus fagok alkalmasak. Effele bakteriofagok
eléallitasahoz sziikséges, hogy az adott fag specifikus gazdasejtjét megfertézziik, majd a sejtlizist

kovetden elkiilonitsiik €s tisztitsuk az Osszeszerelodott bakteriofagokat.

2R

g )— ()

Profagok a genomban

4. dbra — A profagok indukaléd4sa heterogén bakteriofagok képzddéséhez vezet

Profag-mentes genom

Azonban ez a folyamat toébb szempontb6l is nehézséget jelent: profagokat tartalmazé gazdasejt
esetén, a lizogén profagok indukalédhatnak es atléphetnek litikus ciklusba, ami egy heterogén
fagokat tartalmazo szuszpenziot eredményez. Ez a kimenetel nem elfogadhaté sem minéségi, sem
farmakokinetikai szempontokbol, illetve igy nem vizsgalhatdé megfeleloképpen a kezelés

hatékonysaga.



2. Célkitiizés

A 21. szazad egyik legnagyobb kihivasa az antibiotikum rezisztens kdrokozokkal szembeni
harc, amire egyelére nem sikeriilt megoldast talalni, az uj fejlesztésti antibiotikumok ellen is
képes rezisztencia kialakulni (16). A fagterapia egy olyan alternativ megoldast jelenthet, amely
jelentdsen visszaszorithatja az MDR koérokozok altal jelentett fenyegetést. Azonban ehhez jobban
meg kell ismerniink a gazdasejtek genomjat, illetve a benniik megtalalhat6 profag régidkat is.

Ebbdl a célbdl kiindulva az alabbi részcélokat thztik ki:

- A CRISPR-Cas3 rendszer miikodéképességének vizsgalata A. baumanii-ban

- Profag régidk el6fordulasanak vizsgalata A. baumanii-ban

- Nagyméretii és pontos genomi deléciok 1étrehozasa (~20 kb-400 kb)

- Profag-csokkentett illetve teljesen profagmentes baktériumtorzsek létrehozasa a
késébbiekben, amelyek alkalmasak lehetnek terapeutikus bakteriofagok termelésére

- Belatast nyerni a profagok pontos szerepébe
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3. Anyagok és mddszerek

3.1  Baktérium torzsek és bakteriofagok

Acinetobacter Baumanii torzsek — HUN-REN SZBK Biokémia Intézet, Transzlacios
Mikrobioldgiai csoport (csoportvezetd: Dr. Kintses Balint) — nem publikalt, klinikai izolatumok:
Aci4, Aci72, Acil66, Acil9l, Aci222, Aci223

Escherichia Coli K12 BW25113 (ATCC torzsgyiijteménybdl)

Bakteriofagok: A Kintses csoport altal izolalt, nem publikalt eredményekbdl szarmazo
bakteriofagok. Roviditésuk: F1-F16

3.2 Antibiotikumok

Gentamicin (gyart6: Sigma Aldrich) rovidités: GEN
Zeocin (gyart6: InvivoGen) rovidités: ZEO
Apramycin-Szulfat (gyartd: Sigma Aldrich) rovidités: APS

3.3  Taptalajok/Téapoldatok

LB (Luria-Bertani) 1 % tripton, 0,5 % éleszt6kivonat, 1 % NaCl.

Taptalajhoz: + 1,5 % bacto-agar

LB-LS (Luria-Bertani Low Salt): 1 % tripton, 0,5 % éleszt6kivonat, 0.1 % NaCl.

Taptalajhoz: + 1,5 % bacto-agar

TB (Terrific Broth): 1,2% tripton, 2,4% élesztékivonat, 0,4% Glicerin, monobazikus Natrium-
Foszfat 0.17M, dibazikus Natrium-Foszfat 0,72M

34 Enzimek

Restrikcios enzimek:

Notl — gyartd: Thermo Fisher Scientific
Bsal-HFv2 — gyart6: New England Biolabs
EcoNI - gyartd: New England Biolabs

11



Egyéb enzimek:

T4 Polinukleotid kindz — gyartd: New England Biolabs

T4 Ligaz — gyarto: New England Biolabs

Polimeraz Master Mixek:

Hot Start Green DreamTaq Master Mix — gyartd: Thermo Fisher Scientific
Hot Start Green Phusion Master Mix — gyartd: Thermo Fisher Scientific

35 MIC mérések

Az adott torzsnek megfeleld taptalajt €s Gentamicint, Zeocint vagy Apramycint
(Gentamicin és Apramycin esetén: LB + agar; Zeocin esetén LB-LS + agar) tartalmaz6 lemezre,
100 pl overnight kultarabol szarmazd, 10° sejtbél allé szuszpenzidt szélesztettem liveggyongyok
segitségével. A lemezeket 37 °C-on inkubaltam overnight. Az MIC méreseket két korben

végeztem, a kdvetkezOképpen:

1. Antibiotikum koncentraciok [ug/ml]: 25, 50, 100, 150, 200
2. Antibiotikum koncentraciok [pg/ml]: 250, 300, 350, 400

A mérések soran harom bioldgiai replikatummal dolgoztam térzsenként, az MIC értékek ennek a

o« ey

lemez kozll egyre nem szélesztettem kulturat, hanem steril, negativ kontrollként inkubaltam.
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3.6 Konstruktok létrehozasa
36.1 Plazmid izolalas

A kiindulasi pontként szolgal6 plazmidokat (pVVRL2, pVRL2Z, Dr. Joseph Bondy-Denomy
laboratériuma, University of California, San Francisco) DH5-a E. Coli térzsbe elektroporaltam,
majd antibiotikumos lemezeken szelektalt (Zeocin 50 pg/ml, Gentamicin 50 pg/ml) telepekbdl, 1-
1 kilonallo telepet oltottam le antibiotikummal kiegészitett LB tapoldatba. Az igy kapott kultdrat
18 éran keresztul 37 °C-n inkubaltam. Az izolalast Kittel végeztem (Thermo Fisher Scientific —
GeneJET Plasmid Miniprep kit), a plazmidok mennyiségét és mindségét NanoDrop 1000 (gyarto:
Thermo Fisher Scientific) spektrofotométer miiszer segitségével ellendriztem. Sziikség esetén, az
izolalt plazmidokat tovabb tisztitottam és koncentraltam. (Zymo Research: Clean & Concentrator
kit) A plazmidokat probamésztéssel (EcoNI restrikcios endonukledz, gyarté: New England

Biolabs) és Illumina szekvenalassal ellenériztem.
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3.6.2 PCR amplifikacid

Az (j, APS markert hordozo vektor elkészitéséhez, a pVRL2 vektort két részben (A és B),
amplifikaltam, illetve az Apramycin inszertet egy masik, pSGAb-Apr, vektorrol szaporitottam
fel. A reakciokhoz Phusion Master Mix-et hasznaltam. A reakciok dsszeméréshez es a
Thermocycler program megtervezéséhez a gyarto altal mellékelt protokoll utasitasait kdvettem. A
primerek tervezéséhez a New England Biolabs altal fejlesztett, NEBuilder alkalmazast

hasznaltam.
Primerek listaja:

pVRL2A_fwd GATTGGCTGACAATTCGTTCAAGCCGAG
pVRL2A _rev TCTGAATGGCGGGAGTATGAAAAGTATGGC
pVRL2B_fwd TCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACC
pVRL2B_rev CTGATGACATCGTTGCTGCTCCATAACATC
APS_fwd AGCAGCAACGATGTCATCAGCGGTGGAG
APS_rev GAACGAATTGTCAGCCAATCGACTGGCG

0
14000 1000

7000

APS
5. dbra — pVRL2APS konstrukt dsszeillesztése
fragmensekbdl

Thermocycler programok

PVRL2A —98°C 30s, 30 ciklus: | 98 °C 30s; 70,7 °C 30s; 72 °C 3 perc | 72°C 5 perc, 4°C
PVRL2B — 98°C 30s, 30 ciklus: | 98 °C 30s; 70 °C 30s; 72°C 3 perc | 72°C 5 perc, 4°C o
APS —98°C 30s, 30 ciklus: | 98 °C 30s; 70 °C 30s; 72°C 30s | 72°C 5 perc, 4°C o
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3.6.3 Gibson assembly

A pVRL2APS vektort Gibson Assembly reakcio keretében (GeneArt Gibson Assembly
HiFi Master Mix - gyartd: Thermo Fisher Scientific) kit segitéségével illesztettem 0ssze. A

konstruktot az el6z6 pontban lathatd séma alapjan, 3 fragmensbdl allitottam Ossze.

Gibson assembly reakcio:

Fragmens “A” (0,08 pmol) X ul
Fragmens “B” (0,08 pmol) y ul
APS inszert (0,08 pmol) z ul
Master Mix 2x 5ul
Viz (RNaz, DNaz mentes) 10 pl-ig
10 pl

Thermocycler program: 50 °C 15 perc, 4 °C o
A fragmensek és az inszert mennyiségeét a gyarto altal mellékelt protokollban talalhatd

Osszefuiggessel szamoltam Ki:

tomeg [ng]*1000
fragmens hossza [bp]* 660)

¢ [pmol] =

3.6.4 Elektroporalas és kompetens sejtek készitése
(Elektro)Kompetens sejtek készitése (17):

A kompetens sejtek elkészitéséhez az elsé napon glicerines, fagyasztott kultdrabdl
oltottam le LB tapoldatba, 37 °C-on overnight inkubaltam. Masnap ebbdl a kultarabol 1 ml-t
oltottam le 100 ml LB tapoldatba. Ezt kdvetden a sejteket 37 °C-n ndvesztettem addig, amig el

nemérték el a kivant ODgoo értéket.
(E. coli esetén ODegoo = 0,5-0,7; A. baumanii esetén ODego = 0,8-1,0)

A sejtkultarat OD mérés utan 15 percre jégre helyeztem, ezt kovetden centrifugaltam Oket
(5000 rpm, 5 perc, 4 °C), majd steril, desztilldlt  vizben reszuszpendaltam &ket.
Ujabb centrifugalas utan 10 %-0s glicerin oldatban szuszpendéaltam a sejteket, majd egy végsé
centrifugalés utan 1 ml 10 %-os glicerinben szuszpendaltam 6ket. Az igy nyert sejteket 50 pl-ként
alikvotoltam eldre hiitott, steril Eppendorf csovekbe. A kompetens sejteket felhasznalasig -80 °C-

on taroltam. A folyamat alatt végig jégen taroltam a sejteket es a hasznalt oldatokat.
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Elektroporélas (17)

A kompetens sejteket és 100 ng plzamid DNS-t (Gibson assembly termék elektroporalasa
esetén legfeljebb 1 ul terméket elektroporaltam) 1 mme-es elektroporalo kivettakba mértem. Az
elektroporalast MicroPulse (gyart6: BIO-RAD) elektroporal6é készulékkel végeztem és a gyarto
altal ajanlott, EC1 programot hasznéltam. Elektropordlas utan a sejteket TB tapoldatban
reszuszpendaltam és 1 oréat inkubaltam 37 °C-on, 220 rpm-en. Ezt kovetden a sejtszuszpenzidobol
100 pl-t megfeleld antibiotikumot és LB taptalajt tartalamazo agaros lemezre szélesztettem, steril

Uveggyongyok segitségével. A lemezeket 37 °C-on inkubaltam overnight.
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3.6.5 Spacer tervezés

Az Acil66 torzsben, az 5 azonositott profag régiot céloztam meg: ezekre a régiokra 2-2, 34

bazispar hosszusagu oligonukleotidot terveztem, az alabbi séma alapjan:
#1 Célzott profag szekvencia:

5-TGCATATTTTTTT TTC TTTAAAAACATTAAGTGCCATTTTTAAAAACCAT
TAAATATAAAAAATGCTAAGATTAGATACCATACCTTAAAGAAAAATTAAAAAAGA
ACCTTTGTAATATTCTTTATTTATATGACGATGGCTCCTTGAGCTAAAAAATCAG TTC
ATTATTTGAACACATTTTATAAATAAAAAATTTT GAACTTTATAA -3’

Forward szalat célzo spacer:
Spacer_1 FWD: 5'-gaaacTTTAAAAACATTAAGTGCCATTTTTAAAAACCATY
Spacer_1 REV: 5'-gcgacATGGTTTTTAAAAATGGCACTTAATGTTTTTAAAg

Reverz szalat célzo spacer:
Spacer_2_FWD: 5'-gaaacAAAATTTTTTATTTATAAAATGTGTTCAAATAATY
Spacer_2_REV:5'-gcgacATTATTTGAACACATTTTATAAATAAAAAATTTTg

Profag régié
Célzott régio
34bp
Forward
Primer (PAMY  Forward ) 500bp
5 e— (TTC)|  Spacer 3'
3 Reverz PAM < ¢
500bp Spacer (GAA)) s
H/_) Primer
34bp

6. abra — Spacer tervezés vizuélis sémaja - A spacerekt6l 500 bazisparnyira, upstream illetve downstream, PCR
primereket terveziink, a deléciok 1étrejottének megerdsitése céljabol.
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3.6.6 Oligonukleotidok hibridizalésa és foszforilalasa

A plazmidok Bsal-el térténé emésztése utan, a tervezett forward es reverz oligonukleotidok
hibridizacioja és a jobb ligalasi hatékonysag érdekében, azok foszforilalasa, sziikséges. Ezt a két

folyamatot egy kozos reakcio keretein bellil, a kovetkezOképpen mértem Gssze:

PNK (Polinukleotid-kindz) Puffer: 2,5ul
ATP (10mM): 2,5 ul
T4 Polinukleotid-kinaz enzim: 1,0 ul
Oligo 1: 2,0 ul
Oligo 2: 2,0 ul
Viz (Rnaz-Dnaz mentes dH-0) 150ul
25 pl

Thermocycler program: 37 °C 2 6ra, 65 °C 10 perc, 95 °C 5 perc, fokozatos hiités 22 °C-ra.
A reakcio végeztével a hibridizalt oligonukleotidokat (spacereket) 1:20 aranyban higitottam

desztillalt vizben a ligalasi reakcidkban valé hasznélatra.
3.6.7 Spacer ligalas

A pVRL2APS plazmidot (50ng reakcionként) és a higitott, foszforilalt spacereket T4 ligaz

enzim segitségével illesztettem ossze:

“Golden Gate Assembly” (17) Ligalasi reakcio:

Spacer DNS (Hibridizalt oligok) 1l

Bsal-el emésztett plazmid 2 ul
10x T4 DNS ligaz puffer (NEB) 1pl
T4 ligaz enzim 0,5 ul
Bsal-HFv2 (NEB) 0,5 pl
Viz (Rndz-Dnaz mentes dH20) 50ul
10 pl

Thermocycler PCR program:
25 ciklus: 37 °C 3 perc, 16 °C 4 perc ; 50 °C 5 perc, 80 °C 10 perc, 16 °C
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3.7 Transzformalés és indukalas

A ligalasi reakci6 utan az igy nyert konstruktokat DH5-a E. Coli-ba elektroporaltam, majd
a megfeleld szelekciot kovetden 3-3 kilonallé baktérium telepet oltottam le, 100 pg/ml APS-o0s
LB tapoldatba, majd méasnap kit segitségével (lasd 3.6.1 — Plazmid izoléalas) plazmid DNS-t
izolaltam beldliik. Az igy nyert plazmidokat kapillaris Sanger szekvenalasnak vetettem ald, igy
gy6zodtem meg a ligalas sikerességérdl. A szekvenalashoz hasznalt szekvenald primer specifikus

a régiora, ahol a ligalas tortént (Bsal hasitohely).
Indukalas:

A Kkapilléris szekvenalds eredménye utdn a kivélasztott konstruktot elektroporaltam
Acil66-ba, majd a szelekcio utan a baktériumsejtet leoltottam 1-1ml LB+0,1%-0s arabindzt
tartalmazd tapoldatba. Ezt a kulturat, illetve egy kontrol kulturat, amely nem tartalmazza a spacer
szekvenciat, 37 °C-on overnight indukaltam, majd ezt kovetéen 0,1% arabindzt és 100pg/ml APS-
t tartalmazé agaros lemezekre szélesztettem a kultirékat. Az indukalt kultirakat tartalmazé
lemezeket 37 °C-on overnight inkubaltam.

3.8 Koldnia PCR

A deléciok ellendrzésére specifikus PCR primer part terveztem (3.6.2 — Primerek listaja),
amelyek a spacerektél 500bp-nyira helyezkednek el upstream illetve downstream. igy egy ~1100bp
méretli terméket kapunk, amennyiben nem keletkezett delécid €és a primerek kotddni tudnak a

megfeleld genomi DNS szekvencidkhoz.

Az indukalt sejteket tartalmazo lemezekrél, 1mm atméréji kolonidkat szedtem le steril
fogpiszkalokkal, majd 40 pl steril desztillalt vizbe mostam 6ket. Az igy nyert sejtszuszpenziok
feltarasahoz 99 °C-on 10 percig melegitettem 6ket Thermocycler-ben. A PCR reakci6hoz
DreamTaq Master Mix-et (gyarto: Thermo Fisher Scientific) hasznaltam és a gyartd utasitasait
kovettem.
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Koldénia PCR reakcio:

Templat DNS 0,5 ul
Forward primer (10uM) 0,75 pl
Reverz primer (10uM) 0,75 ul
Master Mix 2x 7,5 ul
Viz (RNase-DNase free) 55ul
15 ul

Thermocycler PCR program:
95°C 2 perc, 30 ciklus: | 95 °C 30s ; 63,6°C 30s; 72°C 1 perc | 72°C 5 perc, 4°C o

Szekvenal6 primerek kolénia PCR-hez:

Amp_1_fwd CACTTACTTACGAATGCCGGTCCAAATAGT
Amp_1 rev CGGTTTAAAACATACTTACTGCCAAAATCTGCC

3.9  Spot assay (18)

A spot assay-t a bakteriofagok ferté6z6-képességének megallapitasara alkalmaztam.
200 pl, overnight 37 °C-on inkubalt baktérium-kultdrat szélesztettem LB+agar lemezekre, ezt
kovetéen 30 °C-on inkubdltam a lemezeket. Az igy felndtt baktériumpazsitra 10 pl, 10°
bakteriofagot tartalmazl fag-szuszpenziot csepegtettem, a lemezeket szaradds utan 30 °C-on

inkub&ltam overnight. A kovetkez6 napon feltisztuldsi zonékat, un. plakkokat, kerestem.
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4. Eredmeények
41  MIC mérések

Elsé 1épésként MIC (Minimum Inhibitory Concentration) méréseket végeztem, klinikailag
izolalt Acinetobacter térzseken, ami azt a legkisebb az antibiotikum koncentraciét jelenti, amely

még gatolja a baktériumok névekedését.

) Gentamicin-szulfat Zeocin [pg/m] Apramycin-szulfat

Torzs [ug/ml] [ng/ml]

Aci4 200 >400 50

Aci72 >400 >400 50
Acile6 >400 >400 50
Acil91l >200 250 50
Aci222 >200 >250 50
Aci223 >200 >250 50

1. tdblazat - Klinikailag izolalt, patogén Acinetobacter Baumannii térzsek MIC értékei

Bizonyos izolatumok olyan magas szintil, rezisztenciat mutattak Gentamicinre illetve
Zeocinra, hogy 0j szelekcidés markert kellett keresnem - igy esett a valasztas az Apramycin-
Szulfatra, amely sokkal hatékonyabbnak bizonyult az Acinetobacter izolatumokkal szemben. Ezzel
a szerrel altaldban nem kezelnek Acinetobacter fert6zott betegeket a klinikumban, ez

megmagyarazza a viszonylag alacsony MIC értékeket.
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4.2  Fag rezisztencia felmérése

A masik szempont, aminek meg kell felelnie a kivalasztott baktériumtorzseknek, hogy ne
legyenek tulzottan rezisztensek bakteriofagokkal szemben, igy valosziniileg a profag-mentes térzs

képes lesz terapeutikus bakteriofagok termelésére is.

Acil66
Acil9l
Aci222

2. tablazat - az Acinetobacter torzsek fag-rezisztencidjanak felmérése Spot Assay-vel

piros = rezisztens, z6ld = érzeékeny, Eszenyi Balint (HUN-REN SZBK Biokémia intézet) eredményei

A Spot Assay soran, agar-lemezen 1évé baktériumpazsitra csepegtetiink fag szuszpenziot, majd
plakkokat, feltisztulasi zonékat kerestink. A Kisérlet soran 16 kiilonboz6 bakteriofag szuszpenziot
teszteltink 6 baktériumtorzzsel szemben. A fenti eredmények alapjan az Acil66 torzset
valasztottuk ki, mivel nem rendelkezik tul nagy fag rezisztenciaval, ezaltal képes felszaporitani a

vizsgalatra hasznalt bakteriofagokat.
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4.3  Uj konstrukt létrehozasa

A konnyebb szelekcid erdekében indokoltta valt, hogy létrehozzak egy Uj konstruktot,
amely APS rezisztencia gént hordoz magaban. A kész konstrukt felsokszorositasahoz, illetve
tesztelésehez, elektroporaléssal juttattam be DH5-a E. coli kompetens sejtekbe, majd plazmidot

izolaltam a baktérium kultarabol. (3.6 — Plazmid izolélas és konstruktok létrehozasa)

Emésztetlen pyRi2 pVRL2APS EcoNI #1-#6
PVRL2APS  EcoNI I . 2

[ —

6. abra - Probaemésztés EcoNI restrikcios endonukleazzal
1. Minta: emésztetlen pVRL2APS plazmid
2. Minta : linearizalt pVRL2 vektor (EcONI emésztés)
3.-8. Minta: EcoNlI-el emésztett pVRL2APS plazmid-izolatumok

EcoNI restrikcios enzimmel végeztem probaemésztést; az enzim az Apramycines
konstruktot (14,4 kb) 2 helyen hasitja, ami egy 12,1 kb-o0s és egy 2,3 kb-os fragmenst eredményez.
Az emésztést 2 Oran keresztul végeztem 37 °C-on. Az igy nyert DNS-lizatumokat, illetve
ellenérzésként egy emésztetlen pVRL2APS konstruktot és egy EcoNI-el emeésztett pVRL2 vektort,
0,8%-o0s agardz gélen futtattam meg. Az els6, emésztetlen mintanal megfigyelhetjik, hogy sokkal
kisebbnek tlinik a kompakt szerkezete miatt, illetve halvdnyabban megjelenik a plazmid relaxalt
forméaja is. Az emésztett pVRL2 vektort az enzim 1 helyen hasitja, igy az linearizalt format vesz
fel, egyetlen savban jelenik meg, mérete 13,9 kb. Az emésztett pVRL2APS mintédk esetén
megfigyelhet6 2 sav: ~12 kb, ~2,5 kb - tiikr6zi a varakozasaimnak megfelel6 eredményt, igy biztos,
hogy a kivant plazmidot izolaltam. A megfelel6 mennyiségrél és minéségrél spektrofotometrias
méréssel gy6zédtem meg. A pVRL2APS izolatumok koziil a 2-es szamut lllumina szekvenalasra

kaldtik. A szekvenalasbdl kapott adatok alapjan 6sszeszerelt plazmid szekvenciat BLASTn
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szekvenciaillesztéssel hasonlitottam 6ssze a tervezett plazmidtérkép szekvenciajaval szemben, ami
100%-os egyezést mutatott, tehat sikeresen elGallitottam a kivant konstruktot. A tovabbi munka

soran ezzel (pVRL2APS#2) a plazmiddal dolgoztam.
4.4  Profagok azonositésa

A kivalasztott Acil66 torzs nanopore szekvenalasa utan, a NMDC (National Microbiome
Data Collaborative) geNomad szoftverének (6) segitsegével 5 profagot azonositottam az Acil66
genomjaban. Profagonként 2-2 spacert (3.6.3. — Spacer tervezés) terveztem, amelyek a célzott

genomi régio forward és reverz szalainak degradalasara szolgalnak, ezaltal deléciot el6idézve.

Méret [bp]
Profag 1 g 78369
Profig2 19332

I-5.0 Mbp Aci166 4,02Mb 1.0Mop- ' Profag3 M | 36978
/ Profig 4 46758
Profig 5 | 52138

7. &bra — Aci 166 genom térképe és a benne talalhat6 profagok

A spacer szekvencidval ligalt konstruktot kompetens Aci 166 sejtekbe elektroporaltam, a
transzformansokat tartalmazo lemezekrdl 4 egyéni telepet oltottam le. A kultarakat overnight
indukaltam 0,1% arabin6z és 100 pug/ml APS jelenlétében. A kultirakat masnap arabin6z és APS
tartalmu LB+agar lemezekre szélesztettem, amelyekrdl 2-2 egyéni telepet teszteltem kolonia PCR

reakcio keretében.
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4.5 Deléciok ellenorzése

A kolonia PCR reakcio keretében azokat a koldniakat teszteltem, amelyekben az 1-es profagot
cé¢loztam meg, 1 spacer szekvencidval. A PCR reakcio akkor ad terméket, ha feltehetdleg nem
tortént delécid, a célzott szekvencia érintetlen maradt, igy a primerek képesek hibridizalni a
templathoz. Ilyenkor, egy ~1100 bp méretii terméket lathatunk a gelen, amely magaban foglalja a
célszekvenciat. Az 1-es és 2-¢s telepbdl nyert templat esetében, nem latunk terméket, ez utal arra,
hogy sikeresen hoztunk 1étre deléciot. Ellendrzésként kétféle baktérium telepet hasznaltam, az
egyikbe olyan konstruktot elektroporaltam, (Kontroll#1) amelyet nem indukaltam, de tartalmazott
spacer szekvenciat, a masikba (Kontroll#2) pedig egy olyan vektort, amiben nem volt ligélt spacer

szekvencia.

Minta#l Minta#2 Minta#3 Minta#4 Minta#5 Minta#6 Minta#7 Minta#8 Kontroll#1 Kontroll#2

8. &bra — Kolbnia PCR Acil66 sejteken, a CRISPR-Cas3 rendszer indukci6ja utan
Minta#1-8 — egyedi, indukalt baktérium kultirabol szdrmaz6 telepek, amelyek tartalmazzék az 1. Profagot célz6 spacer
szekvenciat, igy feltehetdleg potencialis deléciokat tartalmaznak.
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A potencialis deléciokat tartalmazo baktériumokbol genomi DNS-t izolaltam (Norgen Biotek Corp
— Genomic DNA lIsolation Kit) és teljes genom szekvendlasra kuldtem. Ezaltal meggy6zédhetiink
a deléciok létrejottérol, megallapithatjuk a pontos meéretiiket, illetve, hogy milyen géneket
érintenek. A szekvenalasbol szarmazo adatokat az eredeti nanopore szekvenciara illesztettiink. Az
1-es profag genomi pozicidjara nem térképezddtek read-ek, igy biztosak lehetiink a kivant szakasz
sikeres deléciojaban.

Prophage 1 (1225kb-1303kb)
800

700 4

600

Read Depth
8 & &8 8
& © &8 o

,_.
=}
S

%
i

T T T
. <] 5
R J 3

Position (Mb)

9. abra — Az 1-es profag delécidja Acil66 genomjaban (Minta#1)
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5. Diszkusszio

Az MDR baktériumokkal szemben folyo kiizdelem egyre nehezebbé valik. Az egyik mddszer,
amivel felvehetjlk a harcot az ellenall6 koérokozokkal szemben, a bakteriofag terapia (19) lehet.
Azonban a fagterapia Utjaban jelenleg tobb akadaly is all: a profdgok potencialis indukcioja a
gazdasejtekben olyan heterogén fag-keveréket eredményezhet amely 6sszetétele nem teljesen
ismert és éppen ezért nem idealis terapeutikus célokra. Masrészt nem all rendelkezésre elég adat
és klinikai teszt a bakteriofagokkal kapcsolatban, hogy a gyogyaszati hasznélatuk legitim és
elismert kezeléssé valjon. E célbdl meg kell érteniink a profag régiok alkalmazkodasban és
evolucidban betdltott szerepét, illetve olyan bakteriofagokat kell Iétrehoznunk, amelyek, mikdzben
hatékonyan pusztitjak el a baktériumokat, megfelelnek mindségi és biztonsagi elvarasoknak is. A
kdzelmdltban, a CRISPR-Cas3 genomszerkesztési modszerrel sikeresen hoztak létre genom-
redukalt (20) baktériumtorzseket, amelyek azt bizonyitjak, hogy képesek vagyunk nagyméretii
szakaszok hatékony eltavolitasara, ezaltal kiiithetiink nagyméretti profag régiokat is. A profagok

ilyen modon torténd eltavolitasaval fény deriilhet a pontos szerepikre.

M Aci166_lllumina_genom
I Profag_1
M Profag_2
M Profag_3
Profag_4
M Profag 5

- 3.0 Mbp Aci166 4,02Mb

10. &bra — Aci 166 genomja, és az erre térképezett deléciét hordozo, profag-redukalt Acil66
genomja
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A Kkisérleteink soran sikeresen létrehoztunk egy 78 kb méretii genomi deléciot, amely
demonstralja a CRISPR-Cas3 rendszer hatékony miikodését; egyetlen spacer szekvencia
segitségével a vizsgalt esetek 25 %-aban (2/8) sikeresen eltavolitottuk a célzott profagot. Az off-
target hatasok vizsgalatara a deléciét tartalmazd gDNS mintak szekvenciajat az érintetlen Acil66
genomra (nanopore szekvenalasbol szarmazo szekvencia) illesztettliik. Az 1-es profagban talalhato
inszercids elemeket illetve egyéb Kis méretii ismétlédo szekvenciakat, melyek mérete 30-1100bp
kozottiek voltak és az érintett profag szakasz 2,1 %-t tették ki, eltavolitottuk. Ez a Iépés azert
szlikséges, mert ezek a szakaszok a genom mas részeiben is jelen vannak, és a térképezéskor ezek

a kontigok a delécio helyére is térképezddnek, ezaltal nem valosagos eredményt kapunk.

A profagok eltavolitasanak hatékonyabb és gyorsabb modjat jelentené az Osszes profag
egyidejiileg torténd megcélzasa és eltavolitasa, azonban az altalunk hasznalt pVRL2APS vektor
csupan egyetlen spacer szekvencia befogadasara, ezaltal egyidejiileg csak egy régidé megcélzasara
alkalmas. A kozelmultban tobb masik CRISPR rendszerrel is elérték az egyidejilleg torténd
multiplex genomszerkesztést (21), igy a jovébeli céljaink kozé tartozik az is, hogy az altalunk
hasznalt eszkodz is képes legyen erre a feladatra. Ezt a célt a jelenlegi ismereteink szerint kétféle
maodon érhetnénk el: a konstruktban talalhat6 CRISPR-array modositasaval, vagy egy fuggetlen
dsDNS alapu CRISPR-array-vel, amelyrdl egyszerre tobb guide RNS-t expresszalhato.

A jovOben folytatni fogjuk a fennmaradd profagok eltavolitasat, illetve a profagok
funkcidjanak karakterizalasat, ezaltal egy teljesen profdgmentes gazdasejtet létrehozva, amely
alkalmas lehet majd homogeén, terapeutikus bakteriofagok termelésére is.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran sikeresen létrehoztunk egy olyan konstruktot, amely segitségével genomi
deléciokat generaltunk egy MDR Acinetobacter baumannii torzsben, eltavolitva az azonositott
profagok egyikét. Ezzel a mddszerrel letrehozott, teljesen profag-mentes baktériumok alkalmas
gazdasejtek lehetnek, terapeutikus bakteriofagok termelésére. Ezen tal a profag-mentes
baktériumok révén jobban megérthetjik a baktériumok evolucidjat és adaptécidjat, illetve (j utakat
nyithatunk meg az antibiotikum rezisztencia lekiizdésére. A fagrezisztencia terén tortént valtozasok
felmérésére, illetve a fennmarad6 profagok karakterizalasara tovabbi kisérletek sziikségesek. A
jovGben ezt az eljarast Kiterjeszthetjik mas patogén baktériumokra is, amelyek genomjanak szintén
részét képzik a genomi szigetek (22), igy jobban megismerhetjiik 6ket és hatékonyabb kezeléseket
fejleszthetiink ki. Reményeink szerint a munkank hozzajarul majd ahhoz, hogy a bakteriofag-

terapia a jovo igéretes gyogymodja lehessen, amellyel millidk életét menthetjik meg.
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