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Roviditések jegyzéke

AD- Alzheimer-kor

AlJ- adherens kapcsolatok

AMR - antimikrobidlis rezisztencia

BACONS- Bacteroidetes- Asszocialt Szénhidrat-koto Gyakran N-terminalis domén
BBB- vér-agy gat

cARLA- pCPT-cAMP + Ro-20-1724 + LiCl + A 83-01 kismolekula-kombinécio
CNS- kozponti idegrendszer

CSF- agy-gerincveldi folyadék

DMSO- dimetil szulfoxid

EB- Ernst- Bayeler fag (Escherichia phage vB_EcoP_ErnstBeyeler, Bas67)
FBS- fotalis borjuszérum

HGT- horizontalis géntranszfer

NVU- neurovaszkularis egység

PD- Parkinson-kor

PFU- plakk képzo egység

PKD- Policisztas Vesebetegség Domén

TEER- transzendotélialis elektromos ellenallas

TJ- szoros kapcsolatok

WHO- Egészségligyi Vilagszervezet



1. Bevezetés

1.1.Irodalmi attekintés
1.2.Az antibiotikum- rezisztencia jelentésége, kihivasai

A 21. szazad egyik legnagyobb egészségiigyi kihivasat az antimikrobialis rezisztencia
(antimicrobial resistance, AMR) terjedésére vald valaszadas jelenti. Az 1960-as és 1980-as
évek kozott a gyogyszeriparban szamos kiilonboz6é antibiotikum keriilt kifejlesztésre a
rezisztencia problémajanak megolddsara, ezt azonban az Ujonnan piacra bocsatott
antimikrobialis szerek szamanak visszaesése kovette (Ventola, 2015). Az Tujfajta
antibiotikumok eldallitasdnak lelassulasa mellett, méara az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO)
hivatalosan is elismerte, hogy az AMR az antibiotikumok €és mas antimikrobidlis szerek
hatékonysaganak jelentds csokkenéséhez vezetett, ami a fert6z6 betegségek kezelését rendkiviil
megneheziti, bizonyos esetekben pedig szinte lehetetlenné teszi (Murugaiyan és mtsai., 2022).
Az egyre nagyobb szamban megjelend ¢€s erds6dd rezisztencidval rendelkezd baktériumok
egyre tobb emberéletet kdvetelnek: vizsgalatok szerint 2050-re évente 10 milli6 ember halalaért
felelhetnek majd (Neill, 2014). Mindemellett, az antibiotikum-rezisztens torzsek altal okozott
fertdzések 2019-ben tobb mint 1,2 millid halalesetért voltak feleldsek, ezzel meghaladva az
AIDS ¢és a malaria egyiittes halalozasi mutatéit (Murray €s mtsai., 2022). Alternativ megoldast
jelenthetnek példaul az antimikrobialis szerekkel szemben ellenallé enzimek inhibitorokkal
valo megcélzasa (Ramsay & Tipton, 2017), az RNS- csendesités (AMR gének kiiitése) (Good
& Stach, 2011), nanorészecskék alkalmazdsa (a fém jellegli nanorészecske részt vesz a
baktérium novekedés gatlasaban €s a biofilmek kialakulasat is befolyasolja) (Wang és mtsai.,
2017), valamint mindezek mellett az antibiotikumok felfedezését megelézden kutatott

fagterapia is ujra az érdeklédés kozéppontjaba keriilt (Reuter & Kruger, 2020).

1.3.Fagterapia, mint alternativ terapias eljaras az AMR Kkezelésére

A fagterapia soran bakteriofagokat, avagy baktériumokat fert6zé virusokat alkalmaznak
bakterialis fert6zések lekiizdésére (Kasman & Porter, 2023). A fagok minden é¢lettérben
megtalalhatoak, a Foldon legnagyobb szamban el6forduld, ugyanakkor a legvaltozatosabb
biologiai entitdsok (Gordillo Altamirano & Barr, 2019; Taslem Mourosi és mtsai., 2022).
Altaldban kétféle életciklussal rendelkezhetnek: lizogén (temperalt), illetve litikus életciklus

(Makky és mtsai., 2021). A temperalt fagok a megcélzott baktériumsejt fertézését kdvetden



képesek beépiteni sajat DNS-liket a gazdasejt genomjaba, majd profagként nyugalmi allapotban
maradva atadédnak az utddsejteknek (Makky €s mtsai., 2021) (1. abra). Ezzel szemben, ha egy
fag litikus életciklust folytat, akkor a célsejt azonnali pusztuldsat tudja okozni (Makky €s mtsai.,
2021). A litikus ciklus soran a fag hozzatapad a baktériumsejt felszin¢hez (adszorpcio) ezt
kovetden bejuttatja orokitdanyagat (penetracio), atprogramozva a sejtet, hogy sajat eréforrasait
felhasznalva 1 virusrészecskék gyartdsaba kezdjen, ami végiil a sejt haldlat eredményezi
(Clokie ¢s mtsai., 2011) (2. dbra). Egyetlen fagfertdzés hatasara akar 100 0y virus partikulum is
felszabadulhat a lizalt sejtb6l (Orlova, 2009). Kovetkeztetésképp, ahhoz, hogy egy fag
terapeutikumként alkalmazhato legyen, litikus €letciklussal kell rendelkeznie (Schooley és

mtsai., 2017).
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mtsai., 2022 abraja alapjan)

A fagokat a hagyomanyos antibiotikumok igéretes alternativajaként tartjak szdmon, mivel
az antibiotikum terapidkhoz képest szamos eldnytiik van. Sziik gazdaspecifitassal rendelkeznek,
azaz egy adott fag egy baktériumfaj csak néhany torzsét képest fertdzni (Ross és mtsai., 2016).
A terapiasan alkalmazott fagok tehat azon baktériumokat, amelyek a normal mikrobiom részét
képezik, érintetleniil hagyjak (Khan és mtsai., 2022). A fagok tovabba ‘Gnadagolo’ terapias
agenseknek tekinthetok és mivel képtelenek gazdasejt nélkiil szaporodni, igy automatikus
feldasulasuk a bakteridlis fert6zés helyén fog bekovetkezni (Reuter & Kruger, 2020). Emellett
kevéss¢ immunogének, igy az emlitett tulajdonsagoknak koszonhetdéen nincs dokumentalt
mellékhatasuk (Khan ¢és mtsai.,, 2022). Mivel a fagok az antibiotikumoktol eltérd
mechanizmusok révén fertéznek ¢és pusztitanak, a specifikus antibiotikum-rezisztencia
mechanizmusok kisebb eséllyel vezetnek fag-rezisztencia mechanizmusokhoz, igy hatékony

alternativak az antibiotikum-rezisztens fertdzésekkel szemben (Lin és mtsai., 2017). Mindezek



mellett konnyen izolalhatok elérhetd kornyezetekbdl, legyen szo szennyvizekrdl vagy mas,
magas baktérium koncentraciot tartalmazo hulladékokrol. A fagokat kombindlva Gn. "fag-
koktélok" allithatok eld, amelyekben a tobb kiillonbozo fag egyiittes antibakterialis hatast
eredményez €s minimalizalja a rezisztencia kialakuldsanak esélyét (Loc-Carrillo & Abedon,
2011).

Potencidlis limitald tényezd lehet a fagfertzés kovetkeztében megemelkedett bakterialis
endotoxin szint, amely akar szeptikus (endotoxikus) sokk kialakuldsahoz is vezethet (Reuter &
Kruger, 2020). Ez abban az esetben jelenthet problémat, ha a fag készitmény nincs megfeleld
mértékben Kkitisztitva, vagyis a fagok eldallitdsa soran keletkezd endotoxinok nem keriiltek
eltavolitasra. A beadast kovetd, a terapids fagok altali antibakteridlis hatas eredményeként
ugyan megndvekedhet az endotoxin szint, de nincs dokumentalt eset arrdl, hogy ez veszélyes
mértéket tudna Olteni, mitdbb, az antibiotikumok hasznalata esetén nagyobb mértéka
endotoxin-felszabadulas figyelhetd meg (Hietala és mtsai., 2019).

A fagterapianak azonban korlatai is vannak, amelyek limitalhatjdk a fagok alkalmazasat. A
korabban eldnyként emlitett sziik gazdaspecifitas egyben a fagterapia hatranya is. Az, hogy a
fagok a bakterialis korokozok csak egy sziik korét képesek célba venni, a fert6zo betegségeket
okoz6 baktériumfajok magas foku diverzitasa miatt komoly problémat jelent, amely
akadalyozza a fagok széleskorti alkalmazhatdsagat (Gordillo Altamirano & Barr, 2019).
Tovéabba, a fagok, mint biologiai entitasok, nem mindsiilnek innovativ taldlmanynak, nem
szabadalmaztathatoak (De Vos és mtsai., 2019). Ezen feliil fontos feltétel, hogy a fagok ne
hordozzanak antibiotikum-rezisztenciat-, virulenciat biztositd-, vagy egyéb nem kivéanatos
géneket, mivel a fagok vektorként jelentds szereppel birnak a horizontélis géntranszferben
(HGT), vagyis a genetikai informécio €l6lények kozotti aramlasaban (Makky és mtsai., 2021).
A fagterapia hatékonysdganak szempontjabol fontos, hogy az alkalmazott fagok képesek
legyenek elviselni az emberi szervezet nyujtotta belsd kdrnyezetet és el tudjanak jutni a fert6zés
helyére. A fagok jelentds része azonban immunvalaszt indukal, amely kovetkeztében hamar
eliminalodhatnak a szervezetbdl, még mielott kifejthetnék baktériumold hatdsukat (Dabrowska
& Abedon, 2019). Ezzel szemben a fagok jelenlétét az emberi szervezet szamos olyan teriiletén
kimutattdk, amelyek korabban nem szamitottak a fagterdpia célpontjainak, gyakorlatilag
minden szervben azonosithatok. Egyebek mellett képesek lehetnek atjutni kiilonféle szelektiv
barriereken, igy elérve olyan immunprivilegizalt szerveket is, mint a méhlepény vagy a
kozponti idegrendszer. Annak feltérképezésében ¢és megértésében, hogy melyek azok a
determindnsok, amelyek a fagok szervezettel vald egylittmikodését segitik, oriasi potencial

rejlik. A megfeleld determindnsok ismerete lehetdvé tenné a fagok és az immunrendszer kozotti



interakciok finomhangolésat, biztositva ezzel a fagok hosszl tavu stabilitasat a szervezetben,
valamint el0segitené a fagterapia célzott és hatékony alkalmazasat (Jedrusiak és mtsai., 2023;

Stupak és mtsai., 2024). Kutatasunk ezen determinansok felkutatasara fokuszal.

1.4.Bakteriofagok kapcsolata az emberi szervezettel

Az elmult évtized kutatdsai ramutattak, hogy a bakteriofagok jelenléte kimutathaté az
emberi test szdmos teriiletén, koztiik olyanokkal, amelyeket kordbban sterilnek tartottak,
példaul a véraramban, a nyirokrendszerben, valamint kiilonb6z6 belsé szervekben (tiidd,
hugyutak, maj, vese, 1ép, agy stb.) (Nguyen S és mtsai., 2017). Ezek koziil a bél-, illetve a
sz4jiiregi mikrobiota a legjobban jellemezett, amely els6sorban ezen helyek
hozzatérhetdségének, illetve a fagok magas koncentracioban vald eléfordulasanak
tulajdonithaté (Clokie és mtsai., 2011).

Az emberi szervezetben a fagok legnagyobb mennyiségben a bélrendszerben vannak jelen
(Minot ¢és mtsai., 2013). Innen a fagok folyamatosan felszivodnak az epitél sejtrétegen
keresztiil, hozzaférve igy a belsd szervezethez, ami akar napi 31 milliard fagrészecskét is
jelenthet. A fagok, belépve a keringési rendszerbe, az alabbi interakciokat valosithatjak meg:
(1) kozvetleniil kdlcsonhatasba 1éphetnek a human sejtekkel, szovetekkel vagy szervekkel; (2)
specifikus emldssejtekhez kotddhetnek €s endocitozis révén bejuthatnak azokba; (3) a veliik
egyiitt keringd bakteridlis gazdaszervezetekhez kapcsolddhatnak; (4) vagy a mononuklearis
fagocita rendszer eltavolithatja dket (Barr, 2017). A fagok napi szintii, jelentds mennyiségi
aramlasa az emberi szervezetben potencialis egészségiligyi hatassal birhat, valamint az
immunrendszer miikddését is befolyasolhatja (Nguyen S és mtsai., 2017).

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a bélmikrobiom 0Osszetétele kulcsszerepet tolt be a
kognitiv és neurodegenerativ folyamatokban a bél-agy tengelyen keresztiill. Egészen a
kozelmultig a legtobb kutatas a bakterialis komponensre fokuszalt, mara viszont nyilvanvalova
valt, hogy a szervezetben talalhat6 fagok is oOridsi hatdssal birnak a human szervezet
mechanizmusok altal képesek befolyasolni az emlésok viselkedését €s neuroldgiai miikodeését
(Barr, 2017). Embereken végzett tanulmanyok soran oOsszefiiggésbe hoztdk egyes fagok
szervezeten beliili megnovekedett szintjét olyan kognitiv funkcidk javuldsaval, mint az

emlékezet (memoria) (Mayneris-Perxachs és mtsai., 2022).



1.5.A vér- agy gat, mint nagy szelektivitasu barrier

A neurovaszkularis egység (neurovascular unit, NVU) a kdzponti idegrendszer (central
nervous system, CNS) morfoldgiai €s funkcionalis egysége, amely alapvetd szerepet jatszik az
idegsejtek normalis miikodésének fenntartdsdban. Az NVU egy komplex hélozat, amelyben
szoros szerkezeti €s funkciondlis kapcsolat 4ll fenn a kapillaris endotélsejtek, asztrociték,
pericitdk, mikrogliak és neuronok kozott (Erdo €s mtsai., 2016). Foként a vér- agy gat
kialakitdsaban, valamint a neurovaszkularis csatolasban (neurovascular coupling) t6lt be fontos
szerepet (a neurondlis aktivitds €s az agyi véraramlas kozotti szoros iddbeli és regionalis
kapcsolat) (Phillips és mtsai., 2015).

A vér-agy gat (Blood-Brain Barrier, BBB) egy nagy szelektivitdsu barrier, amely a
vérerek €s az agyszovet hataran talalhato, elvalasztva a keringd vért a CNS-t6l (Jedrusiak és
mtsai., 2023). Ezen alacsony permeabilitasu struktura felfedezése tobbek kozott Paul Ehrlich
nevéhez kotddik. A német orvos kutatd az 1880-as években megfigyelte, hogy intravénasan a
keringésbe juttatott anilinfesték az agyban nem diffundal, ellenben mas szovetekkel, ahol gyors
elszinezddés figyelhetd meg (Oldendorf, 1984). Ez a felfedezés ramutatott az agyszovet hataran
egy olyan szelektiv védvonal 1étezésére, amely gatolja bizonyos anyagok bejutdsat az agyba,
védelmet biztositva ezaltal a CNS-nek (Erdo és mtsai., 2016).

A BBB {6 feladata az agyi homeosztazis fenntartdsa, amelyet a rajta keresztiil zajlo
transzportfolyamatok szabdlyozasan at valdsit meg. Szerepének betdltését tobbféle sejtbdl alld
morfologiaja hatarozza meg (Alahmari, 2021). Anatomiai alapjat az agyi kapillarisok falat
alkotd endotélsejtek képezik, emellett asztrocita végtalpak (asztroglia), pericitak, bazalis

membran, szoros- illetve adherens kapcsolatok alkotjak (Wu és mtsai., 2023) (3. abra).

1.5.1. Agyi endotél sejtek, szoros- és adherens kapcsolatok

Az agyi kapillarisok falat alkotd endotélsejtek fontos szerepet jatszanak a kornyezd
sejtek kozotti kolesonhatasok kialakitdsaban. Mind morfologiailag mind pedig funkcidjukat
tekintve kiilonboznek a periféridsan elhelyezkedd endotélsejtektdl (Anderson & Van Itallie,
2009). Szerkezetiikben kiilonboz6 transzporterek azonosithatok, amelyek az anyagok be- és
kiaramlasat szabalyozzak (Erdo és mtsai.,, 2016). Emellett felsziniiket erés negativ toltés
jellemzi, gatolva az ezzel megegyezd toltéssel rendelkezd vegyiiletek atjutasat (Santa-Maria és
mtsai., 2021). Ezenkiviil megfigyelhetd az endotelidlis fenesztracio hidnya, vagyis felépitésiiket

tekintve nem rendelkeznek olyan apré nyildsokkal, amelyek eldsegiten¢k a szabad diffuziot és



a molekulak gyors cseréjét a vér €s az agyszovet kozott, ezzel jelentdsen korlatozva az anyagok
atjutasat (Alhadidi és mtsai., 2017).

A BBB 0 funkciondlis 6sszetevdi kozé tartoznak a szoros kapcsolatok (tight junctions,
TJ) és az adherens kapcsolatok (adherens junction, AJ). Ezen funkcionalis alkotdéelemek
biztositjak a BBB szerkezeti integritasat és limitalt ateresztoképességét (Wu és mtsai., 2023).
A TJ-k korlatozzak a hidrofil molekulak ¢és a makromolekuldk atjutasat. Ezek az agyi
endotélsejtekben 50-100-szor kozelebb helyezkednek el egymashoz, mint a periférias
kapillarisok esetében. Ez a jellegzetes morfoldgiai sajatossag korlatozza a molekulak passziv
athaladasat, és magas transzendotélidlis elektromos ellenallast (TEER) eredményez az érfalon
(Alahmari, 2021), ami csokkenti a transzcellularis Giton athalad6 vezikuldk szamat (Tietz &

Engelhardt, 2015).

1.5.2. Asztrocitak, pericitak

Az asztrocitak a gerincesek CNS-ében legnagyobb mennyiségben eléfordulo, csillag
alakt, polarizalt gliasejtjei. Ezek a sejtek specidlis végtalapkkal rendelkeznek, amelyek
beboritjak az agyi kapillarisok feliiletét (Alahmari, 2021). Az asztrocitak pontos szerepe a BBB
miikddésében még nem teljesen tisztazott, viszont bizonyitott, hogy jelentds funkciot toltenek
be a dinamikus jelatvitelben (Wu és mtsai., 2023).

A pericitak az agyi kapillaris erek fala mentén helyezkednek el, az endotélsejtek €s az
asztrocita végtalpak kozott (Daneman €s mtsai., 2010). Ezek befolyasoljak az endotélsejtek
miikodését olyan jelatviteli faktorok felszabaditasaval, amelyek meghatarozzak a TJ-k szamat.
A pericitak szamanak csokkenése magaval vonja TJ-k mennyiségbeli csokkenését is (Daneman
¢s mtsai., 2010). A BBB modulalasan és fenntartasan tl a pericitdknak szerepiik van az agyi
véraramlas szabalyozésaban, valamint a neuroinflammacioés folyamatokban is, magas

fagocitikus aktivitassal rendelkezve (Daneman ¢és mtsai., 2010).
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3. Abra | A vér-agy gat morfologiai felépitése

1.6.Bakteriofagok és a kozponti idegrendszer

Az utobbi évtizedben végzett kutatdsok egyik meglepd eredménye, hogy fagokat észleltek
a human szervezet olyan részein, ahol kordbban nem feltételezték ezek jelenlétét. Egy ilyen
teriiletet képvisel az agy-gerincveldi folyadék (cerebrospinal fluid, liquor, CSF), amelyet
mindaddig sterilnek tekintettek, mignem 2019-ben felfedezést tettek virus részecskék
jelenlétérdl a CSF-ben. Ezt kovetden, szekvenalds altal elemezték a liquor Osszetételét
bakteridlis gazdaszervezetek utdn kutatva, amelyek a virusok észlelésének lehetséges
magyarazataul szolgalhattak volna. Meglepd modon az eredmények alapjan a CSF
baktériummentesnek bizonyult, amelybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a fagok bakterialis
gazdaszervezetek hianyaban is megjelenhetnek ebben a kdzegben (Ghose €s mtsai., 2019).
Tobb elmélet 1étezik annak magyardzatira, hogy a fagok miért vannak jelen a CNS-ben,
amennyiben feltételezziik, hogy ott funkcionalis szerepet tdltenek be, s nem véletlenszertien
keriiltek a CSF-be. A fagok lehetséges kolcsonhatasait az idegrendszerrel a 4. dbra foglalja

0ssze (Jedrusiak és mtsai., 2023).
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Mint ahogy fentebb emlitésre kertilt, a fagok a bélrendszerbdl a human szervezet szamos
részébe eljuthatnak. Mar a 20. szazad elején tettek megfigyeléseket arrol, hogy bizonyos fagok
atjuthatnak a vér-agy gaton, igy elérve a CNS-t (Dubos €és mtsai., 1943). A mechanizmusok,
amelyek révén ezek a virusok az epitélialis sejtrétegen athatolnak, mai napig kutatasok targyat
képezik. Lehetséges utvonalként emlithetjiik a sejtréteg sériilése altal biztositott belépési
lehetdségeket, valamint a "Trdjai falo" stratégiat. Ez utobbi sordn a fagok baktériumsejtek altal
bekebelezve juthatnak at a sejtrétegen (Barr, 2017). Egy masik vizsgalt mechanizmus az
eukariota sejtek altali endocitézis, amely a fagrészecskék szabad felvételét teszi lehetdvé
kimutattak, hogy a CNS-be valo bejutdsukat kovetéen a fagok az agyszovetben axonalis
transzport révén terjednek (Ksendzovsky és mtsai., 2012). Mostanaig a kovetkezd fagokrol

bizonyitottak, hogy képesek atjutni a BBB-en: T4, Ff és M13 fagok (Malarik és mtsai., 2024).



1.7. Bakteriofagok terapias alkalmazasa a kozponti idegrendszerben

A BBB nagy szelektivitasdnak tulajdonithatéan nem csak a potencidlisan karos anyagok
bejutasa, hanem az agyi betegségek kezelésére alkalmazott gyogyszerek 99,9% is gatolt (Gao
¢s mtsai., 2024). A fagok CNS-be valo behatoldsanak képessége, valamint az, hogy bejutva
lokalis antimikrobialis védOhatasokat kozvetitenek, lehetdvé teheti alkalmazasukat az agyat
érint6 kiilonbozo betegségek kezelésére (Barr, 2017).

A CNS-t ¢érintd bakteridlis fertdzéseket kivaltd leggyakoribb, ismert korokozok lehetnek:
Mycobacterium spp., Brucella spp., Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Borrelia burgdorferi, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli és Acinetobacter baumannii fajok. A baktériumok kiillonb6zo
forrasokbdl szdrmazhatnak, terjedhetnek hematogén uton a szervezet mas teriileteirdl, illetve
bejuthatnak a szervezetbe a felsé 1égutakbol, sériilések révén vagy sebészeti beavatkozasok
soran is (Jedrusiak és mtsai., 2023). Az agyi teriileteken a baktériumok okozta fertdzések olyan
sulyos betegségek kialakulasdhoz vezethetnek, mint az agytalyog, agyveldgyulladas vagy akar
bakteridlis agyhartyagyulladas (Geyer és mtsai., 2019). Ez utobbi szamos kiilonféle patogén
baktérium fertdzése esetén bekovetkezhet. Ennek sordn a korokozok bejutnak a
szubarachnoidalis térbe, ahol els0sorban az agyat és a gerincvel6t koriilvevd harom hartya
koziil az arachnoidea ¢€s a pia mater gyulladasat idézik el (Archibald & Quisling, 2013). Az
eddigi gyakorlatban a betegség sulyossaganak mérséklésére antibiotikumos kezelést
alkalmaztak. Azonban a multidrog-rezisztens baktériumtorzsek egyre szélesebb kort
elterjedése kovetkeztében ennek hatékonysaga folyamatosan csokken. Ez a helyzet 0j terapias
megkozelitések kidolgozasanak és alkalmazasanak sziikségességét veti fel (Nau és mtsai.,

2015).

2. Ceélkituzések

A bakteriofagok terdpids alkalmazasadnak lehetdsége a CNS-t érinté fertézések
kezelésére igéretes lehetdséget kindl, mivel ezek a bakteridlis virusok képesek hatékonyan
pusztitani még a legerdsebb antibiotikumokkal szemben ellenalld korokozokat is. Ezen feliil
bizonyos fagok képesek athatolni a BBB-en, hozzaférve ezéltal az agyi teriiletekhez. Azonban
a fagok BBB-en valo atjutasat biztositd genetikai determinansok jelenleg nem ismertek.

Kutatasunk elsddleges cé€lja, hogy azonositsuk a CNS-be jutd fagok azon genetikai jellemzdit,



amelyek hozzajarulhatnak e képességiik megvaldsulasahoz. Ezek feltdrdsa hozzdjarulhat a
BBB-en torténd athatolds mechanizmusdnak mélyebb megértéséhez ¢s alapul szolgélhat
késdbbi terapias alkalmazasok kidolgozasahoz.

Kisérleteink soran a BBB atjarhatdsaganak vizsgalatdra human endotélsejtekbdl €s borju agyi
pericitakbol késziilt ko-kultira BBB modellt alkalmaztunk. Els6 1épésben székletmintakbol
eldallitott virdlis sziirletet teszteltiik a modellen a BBB-en valo atjutds megfigyelésére. A
modell vér- illetve agy feldli kompartmentet képviseld részeibdl is fag DNS-t izolaltunk, majd
a kapott mintakat Gjgeneracios szekvendldsnak vetettiik ala. A szekvenalas eredményei alapjan
molekuléris analizisek segitségével dsszehasonlitottuk az athatolasra képtelen fagok genomjat
a BBB-en athaladé fagok génallomanyaval. Az Osszehasonlitas célja azoknak a genetikai
determinansoknak az azonositdsa volt, amelyek a BBB-en atjutdé fagokra voltak jellemzok.
Ennek eredményeképpen nyolc domént azonositottuk, amelyek tobbségiikben Ig-szerii PKD ¢és
BACON domének voltak. Fagok esetében ezen doméneknek a fag- humén interakciok
kialakitdsaban feltételeznek szerepet (Barr és mtsai., 2013). Kovetkezd 1épésben a BASEL
fagkollekciot helyeztik a BBB modellre, majd kivalasztottunk egy olyan fagot, amely nem
képes athatolni a modellen, annak érdekében, hogy ez a fag (Escherichia phage
vB_EcoP ErnstBeyeler, MZ501064.1) genetikai modositasaink alapjaul szolgaljon a
tovabbiakban. A meghatarozott domének mindegyikét pSBC3 donor plazmidba illesztettiik,
majd elektroporalds altal Escherichia coli BW25113 sejtekbe juttattuk. A sejtekbe juttatast
kovetden fagfertdzés soran homoldg rekombinaciéo 4altal az Ernst-Beyeler fagot (EB)
felruhaztuk a jelolt doménekkel, vizsgalva, hogy mely szekvencia/szekvencidk birtokaban
kapja meg a barrieren valo athatolas képességét.

Kutatasunk f6 motivacioja a jovore nézve, hogy a BBB atjutisaban szerepet jatszo genetikai
determindnsok azonositasaval lehetdséget biztositsunk a fagok olyasfajta modositasara, amely
altal képesek lehetnek bejutni a CNS-be, atlépve a BBB-et. Ennek révén olyan rekombinans
fagokat hozhatunk I1étre, amelyek képesek célba venni az agyi fertézéseket okozo
baktériumokat, haté¢kony agyi terapeutikumma alakitva igy az egyébként nativ formdjukban a
BBB athatolasara képtelen fagokat. Mindez lehetdvé tenné az agyi bakterialis fertdzeések

sz¢lesebb spektrumu targetalasat.



3. Anyagok és modszerek

3.1.Viralis sziirletek elokészitése

A vér- agy gaton vald atjutas tesztelésére felhasznalt fagokat 11 kiilonbozd forrasbol
szarmaz6 human székletmintabdl izolaltuk. A szilirletek eldallitasa korabban leirtak alapjan
tortént (Shkoporov és mtsai., 2018), amelynek soran 0,5 g sz€kletmintat 10 ml SM pufferbe (50
mM Tris-HCL; 100 mM NaCl; 8,5 mM MgSO4; pH 7,5) felszuszpendaltuk, majd 5 percig
vortexeltiik. Ezt kdvetden a mintakat 5 percre jégre helyeztiik, majd 5000 rpm-en, 10 percig, 4
°C-on centrifugéltuk, hogy eltavolitsuk a sejtes komponenseket. Kovetkezd Iépésként a
feliiluszot steril 50 ml-es centrifugacsdvekbe mértiik at és a centrifugélast az el6z6 paraméterek
szerint megismételtiikk. Végiil a fagokat tartalmazé feliiluszot 0,45 um porusa PES szlirdn

atszurtiik és a kapott filtratumokat 4 °C-on taroltuk.

3.2.A vér- agy gat modell sejtjeinek tenyésztése

A BBB modellt Dr. Deli Maria Kutatocsoportja, a Bioldgiai Barrierek Kutatocsoport
biztositotta szamunkra (5. dbra). A BBB modell huméan koldokzsinorbol izolalt dssejtekbdl
differencialt endotélsejteket és borju agyi pericitakbdl épiilt fel, amelyeket Prof. Fabien
Gosselet (Université d’Artois, Franciaorszag) biztositott. Az endotélsejtek tenyésztéséhez
olyan tapfolyadékot hasznaltak, amely 5% borji szérumot (FBS, Sigma-Aldrich), 1%
endotélsejt-ndvekedést serkentd oldatot (ECGS, ScienCell) és 50 pg/ml gentamicint (Sigma-
Aldrich) tartalmazott. A BBB modell létrehozasahoz az endotélsejtek, amelyeket korabban 6-7
alkalommal passzaltak, borju agyi pericitakkal ko-kultrdban keriiltek tenyésztésre. A
kultarédkat CO: inkubatorban, 37 °C-on, 5% CO: tartalom mellett novesztették. A pericitakat
elsd lépésben 0,2%-0s zselatinnal bevont 100 mm-es Petri-csészékben tenyésztették,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) tapfolyadékban, amelyhez 20% FBS-t
(Sigma-Aldrich), 1% GlutaM A X-ot (Gibco) és 50 pg/ml gentamicint (Sigma-Aldrich) adtak. A
pericitdkat IV. tipust kollagénnel (Sigma-Aldrich, 100 pg/mL) bevont Transwell
tenyésztobetétek (Corning, 12 mm atmérd, polikarbonidt membran) alsé oldalara passzaltak
1,8x104 sejt/cm2 stirliségben. Ezt kdvetden a sejteket 3 oran at 37 °C-on inkubaltdk, hogy
megfelelden kitapadjanak a membran als6 oldalara. A kitapadast kovetden a tenyésztobetéteket
12-lyukt tenyésztdlemezbe helyezték, amely mindegyik lyukban 1,5 ml endotélsejt-

tapfolyadékot tartalmazott. Az endotélsejteket ezutdn 7x10* sejt/cm? sirtiségben, 0,5 ml



endotélsejt-tapfolyadékban a membran felsé oldalara passzaltak, amely IV. tipusu kollagénnel
¢s fibronektinnel (Sigma-Aldrich, 25 pg/ml) volt bevonva.

A tenyésztObetétek transwell tenyésztéedényekbe helyezésével két elkiiloniilt térrész jott 1étre:
egy felso (luminalis, vér feldli) és egy also (abluminalis, agy feldli) kompartment, ami lehetévé
tette a permeabilitasi kisérletek kivitelezését. Mindkét kompartmentben a tapfolyadékot 48
oranként frissitették. A ko-kultura 0sszeallitasat kovetd negyedik napon az alsé kompartment
tapfolyadékat lecserélték, mig a felsd részben a sejteket 48 6ran keresztiil cARLA-val (pCPT-
cAMP + Ro0-20-1724 + LiCl + A 83-01 kismolekula-kombinacio) kezelték. A kisérleteket a ko-

kultara létrehozasat kovetd hatodik napon €s 48 oraval a kezelést kovetden végeztiik el.
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3.3. Viralis sziirletek tesztelése a BBB modellen, fag DNS izolalas, szekvenalas

Az eldkészitett fag sziirleteket a BBB modell luminélis kompartmentjébe helyeztiik (6.
abra), amelyet 2-3 6ra varakozasi 1d6 kovetett. Az 1d0 leteltével a modell rendszer felso- €s also
térfél médiumabol kisziirtiik 0,45 um porust PES sziird segitségével a fag partikulumokat, majd
fag DNS-t izolaltunk a két kompartment fag elegyébdl, valamint az eredeti, a BBB modellre
helyezett viralis sziirletbdl is. A fdg DNS izolalast a “Norgen Phage DNS Isolation Kit”
felhasznalasaval végeztiik, a gyartd protokolljat kovetve. Kezdetben 5 ml-es mikrocentrifuga

csObe 1 ml-t helyeztlink a fag lizdtumbol. Ehhez 7,5 pul DNazt és 50 pl rDNaz puffert adtunk,



20 percig 37 °C-on inkubaltuk a mintat, majd 75 °C-on melegitéssel inaktivaltuk a DNazt.
Hozzaadtunk 500 pl-t a Lizis B Pufferbdl (Lysis Buffer B), az elegyet 10 masodpercen keresztiil
Osszekevertiik a mikrocentrifuga cs6 enyhe razogatasaval. Ezt kovette egy 15 perces, 65 °C-on
torténd inkubalas, amely alatt 2-3 alkalommal a lizdtumot homogenizaltuk a fentebb emlitett
modszerrel. Az inkubdlast kovetéen 320 pl izopropanolt adagoltunk az elegyhez, majd a
vortexelés utdn, megkezdtik a minta hozzakotését az anion cseréld oszlophoz. Ehhez
gyljtdcsdbe helyezve az oszlopot, 650 pl-t mértiink ra a lizatumbol €s ezt 1 percig 8.000 rpm-
en centrifugaltuk. Ezt kovetden atmostuk az oszlopokat 400 pl mosdoldat (Wash Solution A)
hasznalatdval, haromszori ismétléssel. A mosasok utan, egy végso alapos szaritast végeztiink 2
perces 14.000 rpm-en val6 centrifugalassal. Az utolso 1épés a DNS eluciodja volt, amely 1épésnél
eltériink a gyarto altal megadott protokolltol, a 75 ul elucios B puffer (Elution Buffer B) helyett
Milli-Q, ultratiszta vizet hasznaltunk, majd 1 percig 8.000 rpm-en centrifugéltunk. Ezt kvetden
szekvenalasra az Accel-NGS™ 1S Plus DNA Library Kit (Swift Biosciences; 10096)
felhasznalasaval, a gyartd utasitasait kovetve készitettiik eld. A mintak indexeléséhez xGen™

CDI Primers (Swift Biosciences; 10009794) primer-csomagot hasznaltunk
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3.4. BASEL fagkollekcio tesztelése a BBB modellen, fag DNS izolalas, szekvenalas

A BASEL fagkollekciot az el6z6 ,,Viralis sziirletek tesztelése a BBB modellen, fag DNS
izolalas, szekvenalds™ fejezetben részletesen leirt eljarasnak megfelelden rahelyeztiik a BBB
modellre. Szintén az el6z6 fejezetben ismertetett moédon a modell felsé kompartmentjébol
mintat véve, fag DNS-t izolaltunk majd jgeneracids szekvenalasra kiildtiik a mintat. Mindez
azért volt fontos, hogy azonositsunk egy olyan fagot, amely nem képes athatolni a BBB altal

képviselt barrieren, ezaltal pedig a génmodositasi eljarasaink alapjaul tud szolgalni.

3.5. A szekvenalasi eredmények kiértékelése, bioinformatikai analizise az atjutas

hatterében allé genetikai elemek azonositasara

A virdlis szlrlet BBB modellen végzett tesztelésébdl szarmazod mintdk szekvenalasi
eredményei alapjan, kiilonb6z06 statisztikai modszerek alkalmazasaval meghataroztuk azokat a
doméneket, amelyek szignifikdns jelenlétet mutatnak a BBB modellen keresztiil atjuto fagok
korében.

Az olvasatok trimmelését €s mindség-ellendrzését a Trimmomatic szoftverrel (v0.39)

végeztiik a kovetkezd parancssor hasznélataval:
TrimmomaticPE -threads X [reads Fw].fastq.gz [reads R].fastq.gz
[Fw] paired_output.fastq.gz [Rev] unpaired output.fastq.gz [Fw].fastq.gz
[R]_unpaired output.fastq.gz ~ ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE-2.fa:2:30:10  LEADING:3
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:32

A sziirt olvasatok 0sszeszereléséhez a metaSPAdes szoftvert alkalmaztuk a kovetkezd
parancssor hasznalataval (Nurk és mtsai., 2017):
spades --meta -t X -1 [paired] R1 output.fastq.gz -2 [paired] R2 output.fastq.gz -o
[]_metaspades output
Az Osszeszerelt kontigok tovabbi analizise a MetaPhage szoftver segitségével tortént
(Pandolfo és mtsai., 2022).
A magas mindségli fag kontigokat a CheckV szoftver alkalmazasaval azonositottuk
(Nayfach és mtsai., 2021).
A génpredikcio sajat szkript futtatasaval tortént.
A domének predikciojat az InterPro bioinformatikai online eszkoz segitségével végeztiik el

(Blum és mtsai., 2021).



A mintdkban talalhat6 fag szekvencidk alapjan domén-repertoar feltérképezést végeztiink,
¢s amely domén kapcsan a Fisher-teszt alkalmazésa szignifikans jelenlétre utalt, azt a domént
jelolként soroltuk be.

Arra, hogy az azonositott doménszekvencidk mely fehérjeszekvencidkkal mutatnak a
legnagyobb hasonlésagot, az NCBI BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool for Proteins)
adatbazist hasznaltuk fel.

A jelolt doméneket tartalmaz6 leolvasasi kereteket kivalasztva, a tovabbiakban klonozasra
hasznaltuk fel ezeket.

A BASEL fagkollekcioval végzett kisérlet mintdibol szarmazod szekvenaldsi eredmények
Osszeszerelését a metaSPAdes szoftvert segitségével hajtottuk végre, a fent emlitett parancssort

hasznéalva.

3.6. Génmodositott fagok eléallitasa

A tovabbiakban a jelolt domén szekvencidkat Phusion PCR altal felamplifikéltuk a gyartéd
altal javasolt protokoll és reakciokeverékek Osszedllitasa alapjan
(https://www.fishersci.at/shop/products/phusion-high-fidelity-pcr-kit/p-9026018), a viralis
szlirleteket hasznalva templatként. A PCR program a kovetkez paraméterekbdl allt: eld
denaturacio 98 °C, 30 masodperc; denaturacié 98 °C, 10 masodperc; primerek megtapadasa
(annealing) kisebb primer Tm+ 3°C; 30 masodperc; polimerizacidé (elongacio) 72 °C, 30
masodperc/kb, mindez 35 cikluson keresztiil ismételve.

Ezt kovette a felamplifikalt domének vektorba inszertalasa, amelyhez els6 1épésként fel kellett
sokszorositanunk a vektorként szolgaldé pSBC3 plazmidot. Ezt szintén Phusion PCR altal

valositottuk meg, a korabban emlitett protokollnak megfelelden.

3.6.1. Donor plazmidok eléallitaisa Golden Gate klonozasi technolégiaval

Azt kovetden, hogy a jelolt doméneket, illetve a kivalasztott vektort felsokszoroztuk,
Golden Gate klonozasi technoldgiat alkalmaztunk GOI-t tartalmaz6é donor plazmidok
eldallitasara. A protokollnak megfelelden elsd 1épésben elkészitettiiket a reakcidelegyet, amely
0,5 ul T4 DNS ligazt, 2 ul 10X T4 DNS ligaz puffert, 0.5 ul Aarl restrikcios enzimet, 100 ng
donor plazmidot és ekvimolaris mennyiségli inszerteket (GOI, jobb- és bal homoldg karok)
tartalmazott, mindezt Milli-Q vizzel kiegészitve 20 ul végtérfogatra. A mintat PCR késziilékbe

helyezve a protokollnak megfeleld beallitasok mellett



(https://benchling.com/protocols/y 1aCD7Q8/golden-gate-assembly-protocol-dueber)

megvalosult az elegybe mért fragmensek 6sszekapcsolasa.

3.7. A doménekkel rendelkezé plazmidokat tartalmazo E. coli BW25113 sejtek

eléallitasa

Az 6sszeszerelt, 8 kiilonb6zé doménnel rendelkezd plazmidokat Escherichia coli BW25113
sejtekbe juttattunk elektroporalés altal. Ehhez 40 ul elektrokompetens E. coli BW25113 sejtet
Osszekeverve 10 ng plazmiddal elvégeztiik az elektroporacidt. Kovetkezd 1épésként a kapott
elegyet 1 ml elére felmelegitett LB-hez mértiink és 1 ordra inkubatorba helyeztiik. Az i1d6
leteltével a sejteket megfeleld antibiotikumokkal (ampicillin) ellatott agar lemezekre kentiik ki,
kiilonboz6 higitasokban (1x, 10x, 100x), majd a lemezeket O/N 37 °C-on inkubatorba helyezve
hagytuk a sejteket felndni. A lemezekre ki nem ontott sejteket tovabbi 1 ml LB tapfolyadékkal
¢s 2 ul ampicilinnel lattuk el, majd O/N inkubaltuk. Kovetkezd nap ezeket a sejteket is
sz¢lesztettilk ampicillines agar lemezekre, 1x, 10.000x, 100.000x higitdsokban ¢s O/N
inkubaltuk.

3.8. Az Escherichia coli Ernst-Beyeler (EB) fag mddositasa in vivo rekombinacioval

A rekombinacid kivitelezéséhez az elézdekben leirt, az O/N felndtt sejt- koldonidkbol
pipettaheggyel mintat vettiink €s a mintadkat 2 ml LB médiumba helyezve O/N inkubaltuk 37
°C-on. A sejteket masnap 1:50 aranyban felhigitottuk LB-ben, majd raz6 inkubatorban 37 °C-
on, ~220 rpm-en novesztettilk, amig el nem érte az OD600 ~ 0,7 értéket. Ezt kovetden a
baktérium sejteket dsszekevertiik 10° plakk képzd egység (PFU) mennyiségli EB faggal. 2-3
ora elteltével, amint a kultara feltisztult, 10 perces centrifugalasnak vetjiik ala (4 °C, 4500 rpm).
A feliiluszot 0,45 um-es PES sziirdn atszirtiik ahhoz, hogy sejt- és tormelékmentes lizatumot
kapjunk. Végiil, a nyert lizdtumban 1évd rekombinans fagok jelenlétét a lizdtum 1000-szeres

higitasabol végzett Phusion PCR altal igazoltuk (1asd: ,,Génmodositott fagok eldallitasa” rész).

3.9.A rekombinans fagok azonositasa, feldusitasa

Els6 1épésként meghataroztuk plakk esszék segitségével a fagokat tartalmazo lizdtumokra
jellemzd plakk képzd egységet 1 ml (PFU/ml) mennyiségre nézve. A plakk esszék

elkészitéséhez a lizdtumokat 96- lyuka mikrolemezben 1077 mennyiségre higitottuk. Ezutan



kémcsovekbe 400 ul O/N ndvesztett E. coli BW25113 sejtet mértiink ki, majd ezekhez
felolvasztott és kézmelegre visszahiitott 4 ml Top agart (0,7 agar feloldva 100 ml LB
médiumban) adtunk. Az agar keveréket steril lemezekre kiontottilk, majd hagytuk
megszilardulni (1-2 perc). Ezt kovetden a lizdtum higitasokbol 10 ul-t cseppentettiink a
lemezekre, minden higitasbol 2 cseppet téve. Az igy elkésziilt lemezeket 37°C-on inkubaltuk
addig, amig plakkok megjelenését észleltiik. A kapott plakk essz€k alapjan kiszamoltuk a fagok
kovetkezo 1épésekben.

A lizatumokban talalhaté rekombinans fagok azonositasahoz plakk esszéket készitettiink, a
fentebb leirt folyamat alapjan. A lemezek ontéséhez az optimalis higitas elérése érdekében
plakk essz€kbdl 15-20 plakkbdl pipettahegy segitségével mintat vettiink, majd ezeket 40 ul 10x
steril IDTE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA) pufferbe oldottuk. Ezek a mintak szolgéltak a kolonia
Phusion PCR reakci6 (lasd: ,,Génmodositott fagok eloallitisa” fejezetben) soran templatként,
ahol a rekombinaci6é megtorténtét ellendrizziik, egy specifikus primert hasznalva a fag genomra
¢és egyet a kivant génre (gene of interest, GOI).

Azokbdl a plakkokbol, amelyek a PCR reakcid soran megfeleld amplikont eredményeztek,
pipettaheggyel mintat vettiink és a rekombinéacio folyamata soran leirt disitdsi modszerrel
szaporitottuk E. coli BW25113 sejteken. A kapott dusitasi elegyet 5 percre jégre helyeztiik,
majd atmérve steril 50 ml-es centrifugacsovekbe, 5000 rpm-en, 10 percig, 4 °C-on
centrifugaltuk. Az igy nyert feliiluszot 0j, steril 50 ml-es centrifugacsdvekbe mértiik at, és a
centrifugalast az el6z0 paraméterek szerint megismételtiik. Végiil a fagokat tartalmazo
feltiluszot 0,45 pm porust PES sziirdn sziirtiik at majd a kapott filtratumokat 4 °C-os hiitében
taroltuk.

Az eldallitott lizatumok felhasznaldsaval wjabb plakk esszéket készitettiink, a képzddott
plakkokbdl ijabb mintdkat vettiink és a kolonia Phusion PCR (lasd: ,,Génmodositott fagok
eloallitasa” cimi részt) eredménye alapjan a megfeleld plakkokkal ijabb dusitast végeztiink.
Mindezt azért, hogy a viralis szlirletek végeredményként megfelelden nagy koncentracioban

tartalmazzanak rekombinans fagokat.

3.10. A megfelelo doménekkel modositott fagok DNS izolalasa, szekvenalasa

Az eldallitott rekombinans fagokbol DNS-t izolaltunk a Norgen Phage DNA Isolation Kit

felhasznalasaval, kovetve a gyart6 altal megadott utasitasokat (lasd: “Virdlis sziirletek tesztelése



a BBB modellen, fag DNS izolalas, szekvenalas™ részt). A bakteriofag DNS izolalasat kovetden
a DNS-koncentraci6 meghatarozasa NanoDrop segitségével tortént. Az izolalt fag-DNS
mintakat ezt kovetéen Ujgeneracids szekvenalasra tovabbitottuk, a GOI beillesztésének
igazolasa céljabol, a ,Virdalis sziirletek tesztelése a BBB modellen, fag DNS izoldlas,
szekvendlas™ fejezetben ismertetett elokészitést kovetden.

A részletezett munkafolyamat egyes 1épéseit a 7. dbra illusztralja.
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7. Abra | A rekombinans Ernst-Beyeler fagok létrehozasanak folyamata

4. Eredmények

4.1. A vér-agy gat modellen athatolé fagok korében dominans genetikai elemek

A vér-agy gaton atjutni képes €s arra nem képes fagok genomjanak elemzése ramutatott,
hogy az atjutott fagok jelentés hanyada immunglobulin (Ig)-szerli domént tartalmazé
strukturalis fehérjével rendelkezik, szemben azokkal a fagokkal, amelyek a kapillarisok, avagy
a fels6 kompartment szintjén maradtak.

Szignifikdnsan magas szdmban jelent meg az un. Policisztds Vesebetegség Domén (Polycystic

Kidney Disease, PKD) és a Bacteroidetes- Asszocialt Szénhidrat-kotd Gyakran N-terminalis



domén (Bacteroidetes-Associates Carbohydrate-binding Often N-terminal domain, BACON)).
Tovabba, megfigyelhetd volt bizonyos fagok esetében a transzglikozildz SLT domén 1,
valamint peptidoglikdn lizozim-szer(i domének. A szignifikdnsan feldisult doméneket a 8. dbra

foglalja Ossze.
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8. Abra | Az InterPro altal prediktalt domének a vér-agy gaton athatolé fagok genomjaban

4.1.1. Ig-szeri domének (IPR013783)

Az Ig-szerli domének jelenlétét a fagokban eldszor 1996-ban irtak le, amikor is ezeket a T4
fag Hoc fehérjéjében azonositottak (Bateman ¢és mtsai.,, 1997). Nagy gyakorisaggal
figyelhetdek meg a farokkal rendelkezé dsDNS fagok (Caudovirales) felszinén, amely esetben
az osztaly tagjainak mintegy 25%-4anal kimutathato a jelenlétiik. Ezzel szemben mads fag
osztalyokndl eddig nem azonositottdk Oket (Almeida és mtsai., 2019). Funkci6juk még nem
bizonyitott, szdmos bizonyiték viszont arra utal, hogy ezek a domének kdlcsonhatasba 1épnek
a célsejt felszinén 1évo szénhidratokkal és ezaltal szerepet jatszanak a fagfertézésben. Ez a
fagfertdzésben betoltott szerep valdsziniileg kiegészitd jelleggel bir és tigy nyilvanulhat meg,

hogy segitenek a fagot a sejtfelszin kozelében tartani azaltal, hogy nem specifikus

kolcsonhatasokat kozvetitenek a sejtfelszinen 1év0 szénhidratokkal, amig a fag kapcsolatban



nem Iép a megfeleld receptorral. Egyes hipotézisek szerint ezek a domének horizontalisan
keriilnek &t egyik virusbol a masikba. Ezt aldtdmasztja az a tény, hogy hasonlo Ig-szera
domének talalhatok olyan fehérjékben, amelyek az Ig-szerli doménen kiviil nem rokonok ¢és
amelyek egymastol teljesen fiiggetlen fagokbdl szarmaznak. Ebbdl kifolyolag ezen domének
megjelenési mintdzatat csak a horizontalis géntranszfer altali terjedéssel lehet megmagyarazni
(Fraser és mtsai., 2007). Az Ig-szeri domének tovabbi feltételezett és részben bizonyitott
funkcidja az emberi sejtekkel valo kapcsolat biztositadsa. Az epitelidlis bélsejtek mukuszanak
kiemelkedd szerepe van a patogénekkel szembeni védelemben. A fagok képesek a mukuszhoz
kapcsolodni a fagkapszid Ig-szerti doménjei és a mukuszt alkoté mucin glikoproteinek kézotti

kolcsonhatés révén (Barr és mtsai., 2013).

4.1.1.1. PKD-domén (IPR000601)

A PKD domént el6szor egy policisztas vesebetegség fehérjében (polycystic kidney disease
protein), a human PKD1 gén altal kodolt policisztin-1-ben (polycystin-1, PC-1) azonositottak.
Szerkezetét tekintve rendelkezik immunoglobulin (Ig)- szerli foldinggal, amely strukturalis
motivumrol kimutattdk, hogy szerepet jatszik a sejtfelszini fehérjék ligandkotd helyeinek
kialakitdsaban, igy feltételezhetd, hogy maga a PKD domén fontos szerepet tolt be
intercellularis adhézios folyamatokban (Bycroft €s mtsai., 1999). Tovabba, kisérletek soran
ramutattak, hogy a PKD doménekkel szembeni antitestek megzavarjdk a sejt- sejt kapcsolatokat
(Zhang és mtsai., 2020). Mindezek mellett feltételezik, hogy a PKD doménnek szerepe van egy
epitélsejtekben megtalalhatd transzmembran protedz, a matriptdz stabilizaldsaban,

aktivalasaban, illetve lokalizacidjaban is (Yamashita és mtsai., 2022).

4.1.1.2.BACON (IPR024361)

Korabbi tanulmanyok metagenomikai elemzések segitségével azonositottak a BACON
domént, amelyrdl feltételezik, hogy szerepet jatszik a bélbaktériumok mucin glikoproteinekhez
torténd kotddésében (Mello és mtsai., 2010). Hasonlo szerepet feltételeznek neki a fagok
esetében is, vagyis segiti a fag- nyalkaréteg interakcid 1étrejottét (Rothschild-Rodriguez és
mtsai., 2023). Fontos kiemelni, hogy feltehetéleg nem minden BACON domén vesz részt a
mucinréteghez vald kotddés kozvetitésében (Rothschild-Rodriguez €s mtsai., 2023). Ezt a
BoGH5a endo-xilogliikanazzal végzett kisérletek is alatdmasztjak, mivel ebben az enzimben
jelen 1évé BACON domén egyetlen vizsgalt szubsztratot sem volt képes megkotni (Larsbrink

¢és mtsai., 2014).



A BACON leggyakrabban a Bacteroidetes baktériumok szénhidrat-koto fehérjéiben fordul eld.
Ellenben az elnevezésével, direkt szerepe a sz€nhidrat-kdtésben nem bizonyitott (Larsbrink és
mtsai., 2014). Az eddigi publikacidk azt feltételezik, hogy segiti a kiilonb6z6 szénhidrat-kotd
domének kozotti kapcsolat kialakuldsat, viszont maganak a doménnek nincsen szénhidrat-koto
1s szerepet jatszhat. A crAss-fagok szamos €él6helyen el6fordulnak, de kiilondsen nagy aranyban
vannak jelen az emberi ¢és foemldsok mikrobiomjaban, ahol a teljes viralis DNS-tartalom akéar
99%-at, illetve a székletben talalhatd Gsszes DNS-tartalom mintegy 20%-at is alkothatjak
(Dutilh és mtsai., 2014a). Evolucios kapcsolat mutathato ki a crAss-fagok és a BACON domén
kozott azaltal, hogy egy jellegzetes crAss-fag fehérje a BACON domén tandem ismétlodését
kodolja, és tudjuk azt, hogy a fehérjedomének tandem ismétlodési gyakran az evolicid

fokuszpontjai (Dutilh és mtsai., 2014b).

4.1.2.Lizozim- szerii domén (IPR013783)

Korabban Mycobacterium gazdasejttel rendelkezd fagokkal (D29) végeztek
kisérleteket, amelyek soran foként a gazdasejt lizise mogott all6 mechanizmusokat vizsgaltak.
A kisérletek ramutattak arra, hogy a célsejtek lizisét a fagok altal kodolt LysA endolizin
katalizalja, amely a peptidkoglikan gyors hidrolizisét biztositja. A LysA szerkezetében
azonositott domének koziil kiemelt figyelmet kapott a lizozim-szerli domén (lysozyme-like
domain, LD), amelyet magas katalitikus aktivitasa, peptidoglikan hidrolitikus képességgel

rendelkezd szerkezeti egységként azonositottak (Joshi és mtsai., 2019).

4.2.A BASEL fagkollekciobdl szirmazd, a genetikai modositasok alapjaul szolgalé fag

Kutatasunk soran, annak céljabol, hogy az azonositott doméneknek a BBB-en keresztiili
atjutasban betoltott feltételezett szerepét tesztelhessiik, sziikséglink volt egy olyan fag jeloltre,
amely nem képes atjutni a gatrendszeren. Ennek kivalasztdsara a BBB modellen a BASEL
fagkollekci6 athatolasi képességét vizsgaltuk. Ez a faggytjtemény 68 kiilonbozo, E. coli
baktériumok széles korét fertdzni képes fagot foglal magaba (Maffei és mtsai., 2021).
Eredményként az EB fagot azonositottuk, mint podovirus morfoldgiaval rendelkezd, a BBB-en

atjutni nem képes fagot.



5. Diszkusszio

Az AMR terjedése napjainkban jelentdsen megneheziti a fert6z6 betegségek kezelését,

bizonyos esetekben akar teljesen ellehetetleniti azt. Az AMR krizishelyzete a human szervezet
szamos részét érintd betegség tekintetében problémat jelent. Egy kritikus pontot képvisel az
idegrendszer, melynek megkdzelitése a gyogyszermolekuldk fejlesztésében is alapvetd
nehézséget jelent a vérerek és az agyszovet kozott elhelyezkedd nagy szelektivitasu barriernek,
a BBB-nek tulajdonithatdéan (Gao és mtsai., 2024).
Erre a problémara megoldast jelenthetnek a bakteriofagok (fagok), azaz a baktériumokat fert6zo
virusok, amelyek képesek célzottan megtamadni €s elpusztitani a baktériumsejteket. A fagok
alkalmazasa mellett szdmos érv szol, f6 elonyiik mas terapids modszerekkel szemben, hogy
szlik gazdaspecifitassal rendelkeznek és kimondottan a fert6zés helyén dasulnak fel, mivel
szaporodasukhoz nélkiilozhetetlen a gazdasejt jelenléte (Gao és mtsai., 2024). Tovabba, a fagok
konnyen i1zolalhatok kornyezeti forrasokbol, példaul szennyvizekbdl, és kombinalt, un. "fag-
koktélok" formajaban széles antibakteridlis hatdsspektrum érhetd el altaluk, csdkkentve a
rezisztencia kialakulasanak esélyét is (Loc-Carrillo & Abedon, 2011). A szamos elony ellenére
a fagterapia bizonyos korlatokkal is rendelkezik, amelyek limitalhatjdk a fagok terapias
alkalmazasanak hatékonysagat. A legnagyobb eldnyként emlithetd sziik gazdaspecifitas
valojaban kétéli kard, hiszen az, hogy a bakterialis koérokozok csak egy sziik korét tudjak
megcélozni, korlatozza alkalmazhatosagukat a patogén baktériumok nagyfoku diverzitasaval
szemben (Gordillo Altamirano & Barr, 2019). Emellett bizonyos fagok jelenléte nem toleralt a
human szervezetben, ami immunvalasz kialakulasahoz vezethet (Dabrowska & Abedon, 2019).
Szabalyozasbeli korlatként emlithetjiik a szabadalmaztathatosdguk kapcsan felmeriild
problémaékat, mivel biologiai entitasokrol beszéliink (De Vos és mtsai., 2019).

A fagok részét képezik a normal huméan mikrobiomnak, jelenlétiik a szervezet szamos
részén kimutathatd. Legnagyobb gyakorisaggal a bélrendszerben fordulnak eld, viszont
jelenlétiik olyan immunprivilegizalt teriileteken is megfigyelhetd, mint a kozponti idegrendszer
(Gao ¢és mtsai., 2024). Megjelenésiik a fokozott védelemmel rendelkezd kozponti
idegrendszerben arra enged kovetkeztetni, hogy a fagok némelyike képes atjutni a nagy
szelektivitaisi BBB-en. Ezen képességiik feltérképezése 11j lehetdségeket kinalhat a terapids
alkalmazasukban, hiszen a BBB jelenleg jelentds akadalyt képez a gydgyszermolekulak 99,9%-
nak a kozponti idegrendszerbe vald bejutasban (Gao és mtsai., 2024). Bar e teriilet ezidaig

kevésbé kutatott, nagy potencidl rejlik a CSF-ben detektalhato fagok részletes



tanulmanyozasaban. Kihasznalva a fagok baktériumolé tulajdonsagat és a BBB-en torténd
atjutasi képességiiket, igéretes alternativat jelenthetnek a jovoben az agyat érintd fertdzések
kezelésére (Gao €és mtsai., 2024).

Kutatasunk {6 célja az volt, hogy azonositsuk azokat a genetikai determinansokat,
amelyek szerepet jatszhatnak a fagok szelektiv barrieren keresztiili penetralasaban. Ahhoz,
hogy a genetikai hatteret azonosithassuk, humén endotélsejt €s borju agyi pericita ko-kulturabol
felépiild vér-agy gat modellen in vitro teszteltiikk, hogy a székletmintakbol eldallitott viralis
szlirletekbdl melyek azok a fagok, amelyek képesek atjutni a barrierrendszeren. Ezt kovetden,
molekuléris analizisek soran Osszehasonlitottuk a vér- agy gaton athatolni képes fagok
genomjat a vérerek szintjén maradé fagok génallomanyaval. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a legnagyobb kiilonbség az atjutott fagokra jellemzo Ig-szerit PKD- és BACON doménekban
rejlik. Szakirodalom alapjan feltételezhetd, hogy ezek a domének a sejtek kozotti kapcsolatok,
adhézids folyamatok kialakulasat segithetik. A penetrdldo fagok korében nagy prevalenciat
mutatdé domének azonositasat kovetden, azokat homoldg rekombinaci6 altal az EB fag kapszid
soran kimutattuk, hogy ez a fag képtelen atjutni a BBB-en.

Tovabbi célkitizéseink kozé tartozik, hogy a nagy gyakorisdgot mutatd domének
mindegyikével sikeres rekombindns EB fagokat hozzunk 1étre, majd BBB modell segitségével
leteszteljiik, hogy az inszertalt domének valoban hozzéjarulnak-e az atjutdsi mechanizmushoz.
Ezen tulmenden célunk a fagok széles korének olyan szintii genetikai modositasa az azonositott
doménekkel, amely alkalmassd teszi ket a BBB atlépésére, lehetdvé téve ezaltal széles
spektrumt bakteridlis fertdzések kezelését a kozponti idegrendszerben. Viszont a fagok
nemcsak bakterialis eredeti agyi megbetegedések kezelésére lehetnek alkalmasak, hanem
modositott formdik nanohordozoként is (fag-alapi vektorok) szolgalva igéretesnek
bizonyulnak, lehetévé téve a BBB altal korlatozott hatoanyagok célzott szallitasat, példaul
agydaganatok kezelésében (Jedrusiak ¢s mtsai., 2023).

A glioblasztomat, mint a leggyakoribb és legagresszivebb agydaganatot tartjadk szamon.
Egy ilyen betegség mellett a varhato élettartam igencsak csekély, minddssze 14-15 honap, csak
a betegek 5%-a ¢€li tul a diagnozist kovetd 5 évet (Lai és mtsai., 2014). A glioblasztoma jelenlegi
standard kezelési protokollja a sebészi beavatkozast kovetden kemoterapiaval kiegészitett
sugarkezelés. Az elmult években végzett kisérletek ezen daganat gyogyszeres kezelésére
korlatozottak voltak a daganat komplexitdsa, a glioma &ssejtek kemoterapiaval és
sugarkezeléssel szembeni rezisztencidja, valamint a BBB jelentette akadalyok miatt (Le Rhun

¢s mtsai.,, 2019). Mindez innovativ terapias megoldasok sziikségességét veti fel, amelyek



képesek athidalni a BBB nytjtotta korlatokat és hatékony gydgyszeres kezelést tudnak
biztositani. Ilyen innovativ terapias eljarast jelenthetnek a genetikailag gy modositott fagok,
amelyek képesek specifikus hatdanyagok vagy terapias agensek szallitasara (Jedrusiak és
mtsai., 2023). Ezen feliil a fagmegjelenitési (phage display) technika alkalmazédsaval olyan
modositasok végezhetdk rajtuk, amelyek lehetdvé teszik, hogy a kapszidjaik felszinén
specifikus receptorokat mutassanak be, amelyek nagy affinitassal kotddnek a célmolekulakhoz
(jelen esetben glioblasztoma sejtekhez) (Petrov és mtsai., 2022).

A gyakori neurodegenerativ betegségek koz¢ tartozik az Alzheimer-koér (AD), valamint
a Parkinson-kor (PD). A tobbek k6zott demencia kialakuldsdhoz vezetd AD betegség hatterében
az agy bizonyos teriiletein felhalmozodo fehérje-, in. amiloid plakkok 4llnak (Messing, 2016).
A PD esetén is megfigyelhetdek aggregalt fehérje felhalmozodasok, amelyeket Lewy-testeknek
neveznek. A Lewy-testek legnagyobb részét alfa-szinuklein alkotja. A PD els6sorban a motoros
funkciokat befolyasolja ¢és a tiinetek akkor jelentkeznek, amikor az agy mozgast szabalyozo
teriiletén, a bazalis ganglionokban taldlhato idegsejtek karosodnak vagy elhalnak (Poewe és
mtsai., 2017). Jelenleg az emlitett neurodegenerativ betegségekre nincs hatékony gyodgyszeres
kezelés, azonban a fagokkal végzett kisérletek igéretes eredményeket mutatnak. Az M 13 faggal
kapcsolatos kutatasok alapjan feltételezhetd, hogy a G3P fehérje (kis burokfehérje) képes
eldidézni az amiloid plakkok és az alfa-szinuklein lebomlasat. (Messing, 2016).

Kovetkeztetésképpen, a BBB és a human szervezetben eléforduld fagok kozotti
kapcsolat egy 1j, feltaratlan kutatasi teriiletet képvisel. A fagok potencialis alkalmazasai koziil
igéretesnek bizonyul az agyi bakteridlis fertdzések kezelése. Ez kiilondsen olyan esetekre nézve
biztatd, amikor az antibiotikumok nem hatékonyak, feltéve, hogy a fagok természetiiktol fogva
képesek athatolni a BBB-en vagy ha genetikai modositassal ezen képességgel felruhazzuk oket.
Ezenkiviil a fagok nanotechnologiai eszkozként is alkalmazhatok, példaul fag-alapa vektorok
kifejlesztésére, amelyek lehetdveé teszik gydgyszerek szallitasat az agyba. A fagok modositasa
révén olyan szallitorendszerek alakithatok ki, amelyek képesek atlépni a BBB-t és célzottan
tamadni a specifikus agyi célpontokat, lehetévé téve ezzel olyan betegségek, mint példaul a
glioblasztoma- vagy akar neurodegenerativ betegségek (AD, PD) kezelését (Jedrusiak €s mtsai.,

2023).
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