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Roviditések listaja

bp: bazispar

DNS: dezoxiribonukleinsav

Gbp: gigabazispar

GWAS: teljes genom asszociacios vizsgalat
indel: inzerci6 és delécid varians

PCR: polimeraz lancreakcid

RNS: ribonukleinsav

SNP: egyetlen nukleotidot érint polimorfizmus

WGS: teljes genom szekvenalas
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Osszefoglalo

Idés korban megnd egyes betegségek kockazata, melyek jelentdsen rontjdk az egyén
¢letmindségét. A vildgunkban megfigyelhetd tarsadalmi eloregedés miatt egyre nagyobb
hangsulyt kap az idOskori betegségek megeldzése, gyogyitasa ¢és az egészséges Oregedés
elésegitése. Az Oregedést kdrnyezeti és genetikai faktorok egyardnt befolyasoljak, igy
sziikséges az Oregedés genetikai hatterének tanulmanyozasa. Az extrém idés egyedek
feltehetden tobb olyan genetikai faktorral rendelkeznek, melyek lehetové teszik szamukra a
kivételesen magas ¢letkor elérését és védelmet nyujtanak a betegségekkel szemben. A
kutatasban tizenegy extrém idds (19-31 éves), kronikus betegséggel nem diagnosztizalt kutya
(Canis familiaris) teljes genom szekvenciajanak bioinformatikai elemzését végeztiik el, hogy
feltarjuk az egészséges Oregedéssel kapcsolatba hozhatd SNP és inzercid-delécio (indel)
varidnsokat. Osszesen 11.185.341 SNP és 5.921.131 indel muticiét talaltunk, melyekbdl
744.445 SNP ¢és 491.104 indel minden extrém i1dds kutydban jelen volt, valamint 2.747.639
SNP ¢s 1.558.625 indel a vizsgalt kutyak legalabb 70%-aban megtalalhaté volt. Az atlagos kort
kutydkban is jelenlévé variansok kiszlirése utan 129.167 SNP ¢s 51.431 indel maradt minden
extrém 1dés kutyaban, valamint 388.918 SNP és 120.665 indel legalabb 70%-ukban. A
variansok tobbsége introni vagy intragénikus régiokban helyezkedett el, a vartnak megfelelden.
A nem kodolo régiokat érintd varidnsok nem valtoztatjak meg kozvetlentil a fehérjék aminosav
sorrendjét. Az exoni szekvencidkat érintd varidnsokat tekintve az indel mutaciok az esetek 84%-
aban frameshift mutéaciot okoztak, illetve a vizsgalt SNP-k eredményeztek missense mutéciot,
mig az indelek nem. Meghataroztuk a varidnsok altal érintett gének szamat, valamint a gének
génontoldgiai elemzését is elvégeztik: erds feldtsulast talaltunk a DNS-javitds pozitiv
szabalyozasaban, a sejtvazzal, a vezikularis transzporttal és az idegrendszerrel kapcsolatos
cellularis komponensekben ¢és folyamatokban. Az idegrendszert érinté génontologiak
feldisulasa kapcsolatban lehet a neurodegenerativ betegségek kialakuldsdnak megel6zésével.
Tovabba a génontologiai elemzésben alulreprezentalt immunoldgiai folyamatok alatamasztjak,
hogy az egészséges dregedésben fontos szerepet jatszanak az immunrendszeri mechanizmusok,

melyek kulcsfontossaguak a betegségek hatékony megeldzésében ¢és lekiizdésében.



Bevezetés

Az dregedés egy fiziologiai, funkciondlis hanyatldssal jaré komplex biologiai folyamat (Wang
és mtsai, 2022; McKenzie ¢és mtsai, 2022; Ruple és mtsai, 2022), mely jelentds kockazati
tényezdje szamos betegségnek, mint példaul neurodegenerativ betegségeknek (pl. Alzheimer-
kor és Parkinson-kor), sziv- és érrendszeri betegségeknek, kronikus gyulladasos betegségeknek
(pl. rheumatoid arthritis), iziileti- és mozgasszervi betegségeknek (pl. osteoarthritis ¢és
szarkopénia), a kronikus obstruktiv tiidobetegségnek (COPD) és a raknak egyarant (Franceschi
¢és mtsai, 2018; Partridge ¢és mtsai, 2018). Az egész vilagunkra jellemzd el6regedés
kovetkezményeként megnovekedett az idéskori betegségek el6fordulasa, igy a tarsadalmi- €s
egészségiigyi kihivasok lekiizdése céljabol kiilondsen fontos, hogy az idés emberek
¢letmindségét javitsuk, €lettartamuk egészséges idOszakat meghosszabbitasuk az egészséges
oregedeésiik eldsegitésével, timogatasaval (Goldman és mtsai, 2013). Az egészséges Oregedés
magaba foglalja a fizikai és mentalis betegségek hidnyat, a normalis napi aktivitast, mobilitast,

kognitiv funkciokat, szocialis viselkedést, az altalanos jolét megdrzését (Ruple és mtsai, 2022).

Az 6regedést szamos faktort, koztiik kornyezeti, viselkedési és genetikai egyarant befolyasolja.
Az extrém id6s kort megélt egyedek feltehetden tobb olyan faktorral rendelkeznek, melyek
védenek az iddskori betegségekkel szemben (Erikson €s mtsai, 2016). Tobb tanulmény is
beszamolt mar modellallatokban sikeresen elért egészséges élettartam meghosszabbitasrol. Az
Oregedés lassitdsat megcélzd idealis terapidk egyik jellemzdje, hogy késoi életszakaszban
alkalmazva is kifejtik pozitiv hatdsukat. Egereken végzett rapamycin kezelés mind fiatal, mind
kozépkorban torténd alkalmazasa megndvelte az egerek €lethosszat és javitotta az egészségi
allapotukat (Bitto és mtsai, 2016; Shindyapina és mtsai, 2022; Herrera és mtsai, 2023). Daphnia
magna planktonikus radkok élettartamat is sikeriilt meghosszabbitani rapamycin kezeléssel,
mely a hatds mechanizmus feltételezett evolucidés konzervaltsiganak elméletét erdsiti
(Shindyapina és mtsai, 2022). A rapamycin mellett a metformin is széles korben kutatott
hatéanyag (Anisimov ¢€s mtsai, 2011; Chen és mtsai, 2021). A megfeleld potencialis
hatéanyagok kivélasztasdhoz sziikség van bioinformatikai — példaul teljes genom asszociacios
vizsgalat (GWAS) vagy teljes genom szekvenalds (WGS) — elemzésekbdl nyert adatokra:
oregedéssel kapcsolatba hozhatd variansokra, génekre, utvonalakra (/.kép), melyeket
transzlaciés modelléallatokbol is azonosithatunk, mivel bizonyos Oregedési folyamatok

evoluciosan konzervaltak.
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1. abra: A hatéanyagok, gyogyszerek kifejlesztésének vazlata a bioinformatikai

elemzésektol indulva: teljes genom asszociacios vizsgalat (GWAS), teljes exom

szekvenalas (WES) és teljes genom szekvenalas (WGS). Zhang és mtsai. (2020)
nyoman.

A hazi kutya (Canis familiaris) egy népszerli transzlacids modelljévé valt az emberi
oregedésnek. Szemben a laborban nevelt és tartott allatokkal, a kutya kozvetlen kapcsolatban
van az emberrel, ¢letmddjukat erdésen befolyasolhatja gazdajuk életmddja, kdrnyezete, anyagi
helyzete (Lee és mtsai, 2022; McCoy és mtsai, 2023). A kor elérehaladtaval a kutydban spontan
kialakulhatnak human betegségekkel analog betegségek, mint példaul iziileti- és mozgéasszervi
betegségek, neurodegeneracios betegségek — példaul a huméan Alzheimer kérhoz hasonld
kutyakognitiv diszfunkcid (canine cognitive dysfunction, CCD) -, szivelégtelenség,
szarkopénia vagy a rak (Taormina €s mtsai, 2019; Ruple és mtsai, 2022 Demirtas és mtsai,
2023). Igy egyes human betegségek és az Gregedés egyarant tanulmanyozhaté kutyaban.

Ellenben figyelembe kell venni, hogy a kutyak élethosszat tobb tényezd befolyasolja. Példaul



a kistestli kutydknak hosszabb az élettartama a nagytestli tarsaikhoz képest (Urfer és mtsai,
2020) és a keverék kutyak tovabb élnek a fajtiszta kutydkhoz képest (Yordy és mtsai, 2020). A
kutydk genomja 2,4 millidrd bazispar (bp) hosszu, koriilbeliil 77%-a a human genom méretének
(3,1 milliard bp). A kutya- és a humangenom citozin-guanin aranya hasonld, illetve a kutya
majdnem minden fehérjek6dolo génjének van huméan homoldgja (Lindblad-Toh és mtsai, 2005;

Taormina és mtsai, 2019).

Kutatdsom kdzéppontjdban az egészséges oregedés — azon beliil is az extrém ¢élettartam — mint
poligénes jelleg (Erikson és mtsai, 2016) genetikai hatterének feltarasa all. DNS variansokat
detektalva azonosithatdak meghatarozott fenotipusokat — mint az 6regedés — kialakito, elésegitd
gének ¢és alléljaik. A kdvetkezOkben bemutatott kutatéi munkdmban az egészséges oregedéssel
Osszefiiggd SNP (egyetlen nukleotidot érintd polimorfizmus) €s indel (inzercios €s delécids)
variansokat kerestem extrém id0s kutyakban, majd azonositottam az altaluk érintett géneket. A
detektalt variansok atlagos ¢€letkora kutyak variansaival is 6sszehasonlitasra kertiltek (Plassais

¢és mtsai, 2019).
Célkituzések

A kutatas célja olyan SNP és indel variansok azonositdsa, melyek kizarolag extrém idds
kutyakban talalhatoak meg, tovabba a mutaciok altal érintett gének azonositasa, azok bioldgiai

¢s molekularis funkcidjanak meghatarozasa.

Modszerek

A kutatasba bevont kutyak

A kutatasban tizenegy extrém id8s (=19 éves) kutya teljes genom szekvencidjanak
bioinformatikai elemzését végeztem el. A DNS mintakat az allatok szajliregének
nyalkahartyajarol vettiik. A kutydk alapadatai az /. tabldzatban olvashatoak, melybdl latszik,
hogy a vizsgalt mintaban volt fajtiszta és keverék kutya, szuka és kan, illetve kis- és nagyméretii

kutya egyarant.

A kornyezeti hatasokat illetden az 0Osszes extrém idds kutya étrendjében egyszerre volt
megtalalhat6 a nyers hus, kereskedelemben kaphato, feldolgozott élelmiszerek és a kutyaval

megosztott, eredetileg emberi fogyasztas céljabol elkészitett fott ételek. A kutyak tobbsége



szabadon tartva, vidéki kornyéken ¢élt, ahol szdmos lehetdség nyilt a mozgasra, kdborlasra,

tovabba a helybeli és idegen emberekkel és allatokkal interakcioba 1épni.

1. tablazat: A kutatasba bevont extrém idés kutyak adatai.

Azonositok | Név  Eletkor (év) Fajta lvar Testméret
old_dogl Buksi 27 Keverék Kan Kozepes
old_dog2 | Kedves 22 Keverék Szuka Kozepes
old_dog3 | Morzsi 19 Tacsko Szuka Kicsi
old_dog4 Razi 25 Keverék Szuka Kozepes
old_dog5 Bobi 31 Alentejo masztiff Kan Kozepes
old_dog6 Lujzi 20 Havannai pincs Szuka Kicsi
old _dog7 | Frakk 21 Ro6vidszOri magyar Kan Kozepes

vizsla
old_dog8 Bumi 22 Keverék Kan Kozepes
old_dog9 Pici 21 Keverék Szuka Kicsi
old_dogl0 | Augie 21 Golden retriver Szuka Nagy
old_dogll | Robert 21 Torpe pinscher Kan Kicsi

Teljes senom szekvenalas

A DNS mintagy(jtés 10 minta esetében citologiai mintavevdvel tortént az allatok szdjiiregének
nyalkaharty4jarol, egy minta esetében (old dog8) éllatorvos altal levett vérbol. A DNS
izolalasat, a konyvtarkészitést (konyvtarkészitdé kit: KAPA HyperPlus kit) és a mintak
szekvenalasat az Omega Biosciences (Norcross, GA, Amerikai Egyesiilt Allamok) végezte. A
paros végli (paired-end) szekvenalds egy Illumina HiSeq X Ten gépen tortént, melyrdl
mintanként ~840 millié par rovid szekvenciat vartunk. A szekvenciak hossza 150 bp. A 11
mintabol kettdt (old dogl, old dog2) 2017-ban egy korabbi kutatashoz (Jonas és mtsai, 2020)
szekvenaltak, mig a fennmarado kilencet (old dog3-11) 2023-ban.

Referencia genom

Az elemzésben haszndlt referencia genom, a ROS Cfam_ 1.0 (Harrison és mtsai, 2024) ¢és a
hozza tartoz6 annotacié az Ensembl adatbazisbol (Harrison és mtsai, 2024) lett letdltve. A
szekvencia egy négy éves labrador retriever kutya genomjabol lett rekonstrualva, tartalmazza
mind a 38 autoszoéma €s mindkét ivari kromoszoma (X és Y) szekvenciait, valamint 376 db

scaffoldot, mely szekvencidkat még nem sikertiilt elhelyezni a kromoszomakon.
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Teljes genom szekvencia elemzés

Az elemzésem soran igyekeztem a hasznalt programok javasolt alapbeallitasait alkalmazni, igy
ezeket a beallitdsokat az egyes szoftverek emlitésekor nem emelem ki. Amennyiben ezektdl el

kellett térnem, azt révid indoklassal jelzem.

Az elemzés a nyers adatok ellendrzésével kezdddott, melyet a FastQC szoftver (Bittencourt,
2010) alkalmazésaval végeztem el, a leolvasasokon esetlegesen el6forduld adapter szekvenciak

a Cutadapt szoftver (Martin, 2011) segitségével kertiltek eltavolitasra.

A leolvasasok illesztését a referencia genomra a BWA szoftver BWA-MEM algoritmusaval (Li
¢s Durbin, 2009) végeztem el. Az ,,-R” opcidval rendeltem leolvasasi csoportokat (read group)
a fastq fajlokhoz és az ,,-M” opciot beallitva az output fajl kompatibilissé valt a kovetkezo

Iépésekben hasznalt Picard szoftver (Ltip./broadinstitute.github.io/picard/) széméra. Az

illesztések kromoszomak szerinti szétvalogatasat a Samtools szoftver (Danecek és mtsai, 2021)
sort eszkozével, a polimeraz lancreakcidé (PCR) soran esetlegesen keletkezé6 miitermék

duplikdtumainak megjeldlését pedig a Picard MarkDuplicates eszkozével végeztem el.

Az illesztés mindségérdl a Picard CollectWgsMetrics és a Samtools flagstat eszkdzével
allitottam el 0sszefoglaldt. A variansok helyes detektalasahoz sziikséges megfelelé mindségi
pontszamok (Phred pontszdmok) Gjraszémitasa a GATK (Van der Auwera €s O'Connor, 2020)

BaseRecalibrator és ApplyBOSR eszkdzokkel tortént.

A varidnsok hivasat a GATK szoftver HaplotypeCaller eszkozével végeztem. A variansokbdl a
GATK SelectVariants eszkdzzel valogattam ki a variansokat, majd a GATK VariantFiltration
eszkozt alkalmazva a kdvetkezd, ajanlott kritériumértékeket hasznaltam. SNP-re: QD < 2,0; FS
> 60,0; SOR > 3,0; MQ < 40,0; MQRankSum < -12,5; ReadPosRankSum < -8,0. Indelekre az
alabbi értékeket hasznaltam: QD < 2.0; FS > 200.0; ReadPosRankSum < -20.0; SOR > 10.0. A
kisziirt varidnsokat a GATK SelectVariants parancs --exclude-non-variants és --exclude-filtered

beallitasaival tavolitottam el.

Az illesztett leolvasasokat €s a variansokat véletlenszertien kivalasztott genomszakaszokkal

vizualisan is leellendriztem az IGV genom bongészdben (Robinson és mtsai, 2023).

Az 1d6s kutyak eredményeit 638, feltehetden atlagos koru kutyak adataival (Plassais és mtsai,
2019) hasonlitottam 6ssze. Az Gsszes publikalt varians koziil az alpozitiv hivasokat a vcftools
(Danecek ¢és mtsai, 2011) --remove-filtered-all opcidjaval zartam ki, megtartva kizarolag a

,»PASS” flaggel rendelkezd varidnsokat. Az atlagos kora kutyak kozos VCF fajljat szétszedve a
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megtartott 638 kutyéra, a hidnyz6 genotipusokkal (./.) vagy a homozigdta referencia alléllel
(0/0) rendelkez6 variansokat a beftools view eszkoz -1 *GT[*]="alt”” parancséaval tavolitottam
el a VCF fajlbol. Az atlagos kora kutyak varidnsai a CanFam3.1. referencia genomon
(Hoeppner ¢és mtsai, 2014) lettek meghatarozva, igy sziikséges volt atemelniink ezeket a
varidnsokat az 4ltalunk is hasznalt, jelenleg hivatalos kutya referencia genomra
(ROS_Cfam_1.0). Az atemelést a bceftools +liftover eszkozzel (Genovese és mtsai, 2024)

végeztiik el, melyhez sziikség volt egy chain fajlra, melyet a t¢émavezetom készitett el.

Az extrém id6és kutydk SNP variansai esetében a bedtools multilntersectBed (Quinlan, 2014)
eszkozzel hatdroztam meg, hogy a detektalt varidnsok dsszesen hany kutyaban vannak jelen. A
fejléc megjelenitéséhez a ,,-header” opcid keriilt beéllitasra. Az eredményekbdl kisziirtiik
azokat a variansokat, melyek mindegyik kutydban jelen voltak, illetve azokat, melyek legalabb
hét kutyaban. Az atlagos kort kutydkban detektalt variansok ezutan keriiltek kiszlirésre a
bedtools (Quinlan, 2014) substractBed eszkdzét alkalmazva. A génontoldgiai elemzéshez
sziikséges a génlistat a bedtools intersectbBed (Quinlan, 2014) programot lefuttatva készitettiik
el, melyben a kovetkezé paraméterek keriiltek bedéllitasra: -a referenciagenom génlistaja, -b

detektalt variansok és -wa.

Az indelek detektdldsara mas folyamatot alkalmaztunk, mint az SNP-k esetében, mivel a
multiintersectBed feldarabolna az indeleket kisebb darabokra, att6l fiiggéen, hogy az egyes
alszekvenciai az indel mutacidknak hany egyedben voltak megtalalhatéak. El0szor a varians
hivas eredményeként kapott vcf fajlok alapjan készitettiink egy konszenzus indel listat a
bedtools (Quinlan, 2014) mergeBed programjat hasznalva. Ezt kovetden intersectbBed
(Quinlan, 2014) eszkdzzel minden kutyara egyénileg kiszlirtiik azokat a konszenzusos indel
variansokat, melyek melyekkel legalabb 30%-ban atfedtek az adott kutyaban detektalt indelek
legalabb egyike. A paraméterek a kovetkezoképp keriiltek megadasra: -a konszenzus indelek, -
b kutydk variansai, -wa €s a sziiréshez -F 0.30. Ezutan a multiintersectBed-et futtattam le az
output fajlokra, hogy meghatirozzam egy indel varians hany kutyéban van jelen. Ezt kdvetden
az SNP mutaciokhoz hasonldan szintén kiszilirtem azokat a varidnsokat, melyek minden
kutydban megvoltak vagy legalabb a kutydk 70%-aban. Az atlagos koru kutyakban detektalt
varidnsokat a bedtools substractBed programjaval szlirtiik ki az extrém idds kutyakban detektalt
variansok listajabol.

(McLaren és mtsai, 2016) online programmal nyertem ki. A program inputjahoz meghataroztam
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azokat a megmaradt variansokat, melyek hosszdnak 30%-a atfed az eredeti indel variansok
egyikével. Ezt a 1épést az intersectBed programmal (-a eredeti indel lista, -b megmaradt indelek,

-wa, -F 0.30) végeztem el.

A mutaciok altal érintett gének bioldgiai, molekularis funkcidjara és sejten beliili
lokalizaciojara génontologiai elemzést a PANTHER (Thomas ¢és mtsai, 2003) online
programmal futtattam le. Az intersectBed eszkdzzel (-a referencia genom génjei, -b kutydkban
detektalt indelek, -wao, -F 0.30) Osszegylijtottem azokat a géneket, melyeket érintenek a

variansok.

Eredmények

Kutyak adatainak minosége

A legtdbb leolvasas az old dogl (946,5 millié) és old dog2 (962,7 millid) egyedektdl
szarmazik, mig az old dog8 kutyatol volt a legkevesebb elérhetd adat, ettél az egyedtdl
minddssze 414,6 millio leolvaséassal rendelkeziink. Az old dogl és old dog2 egyedek
leolvasésai 150 bp hosszuak voltak, adapter szennyezddés nélkiil, igy ez a leolvasasi hossz nem
valtozott az illesztés eldtt. Az eredmények alapjan a 2023-ban megszekvendlt mintak
(old dog3-11) adapter szennyezettek voltak, igy adapter levagast kellett alkalmazni rajtuk. Az
adapter levagason atesett leolvasasok atlagos hossza 137,53 bp lett. Az old dog2, old dog3
leolvasésai keriiltek a legnagyobb ardnyban illesztésre (99,72% ¢és 99,81%). Minden kutyanal
az olvasasok legalabb 75%-a illesztésre kertilt, kivéve az old_dog8 egyednél, ahol ez az arany

csak 45,7% volt (2. tabldzat).

2. tablazat: A leolvasasok szamainak, atlagos hosszainak és illesztésének adatai.

o, Elsddleges leolvasasok szama Atlagos Illesztett Illesztett
Azonosito . . P
Adapter Adapter levagas leolvasas  leolvasisok leolvasisok

levagas elott utan hossz szama (%)
old_dogl 946 527 082 946 527 082 150 743 359 785 78,03
old_dog2 962 650 390 962 650 390 150 967 687 196 99,72
old_dog3 866 862 144 840 123 212 139,2 849 336 233 99,81
old_dog4 876 444 760 842 334 164 139,2 776 005 602 90,73
old_dog5 886 816 384 861 684 510 136,9 778 166 774 89,45
old_dog6 856 710 548 827 734 618 138,5 653 285 797 78,16
old_dog7 853 259 970 826 650 622 138,8 737 875737 88,34
old_dog8 432 049 566 414 569 754 139,5 189 860 339 45,73
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old_dog9 861 008 764 834 798 642 134,5 686 246 369 81,61

old_dog10 870 093 542 842 564 406 136,3 638 109 087 75,38

old_dog11 880 952 894 851941 168 134,9 802 945 913 93,15
Atlag 870 093 542 793 600 121,78 139,80 711170 802,91 84

A genom atlagos lefedettsége az old dogl és az old dog2 kutydkban volt a legnagyobb (34,1x
¢és 45,5x), mig az old dog8 egyedben a legkisebb (0,66x). A kiemelkedden alacsony genom

lefedettsége ¢€s illesztés utani adatmindsége miatt az old dog8 egyedet kizartam az elemzésbol.

Azonositott variansok az extrém idos kutvakban

Osszesen 11.185.341 SNP és 5.921.131 indel mutaciot talaltunk, melyekbdl 744.445 SNP és
469.864 indel minden extrém idds kutyaban (10/10) jelen volt, valamint 2.747.639 SNP ¢s
1.307.459 indel a vizsgalt kutydk legalabb 70%-aban (7/10) megtalalhatdo volt. A
varakozéasoknak megfeleléen az autoszomakon volt a legtobb detektalt mutacid, mivel ezek
teszik ki a kutya genomjanak ~94,5%-at (3. tabldzat). A legtobb SNP-t és indelt az els6
kromoszéman, a kutydk legnagyobb kromoszoémajan talaltam. A legkevesebb SNP-t a 36-0s
kromoszdéman, a legkevesebb indelt az Y kromoszoéméan azonositottam. A legtobb varianst az

old dog4, egy szuka, 25 ¢éves keverék kutydban azonositottam (nsnp=4.944.516,
Nindel1=2. 1 27.622).

3. tablazat: Autoszomakon, X és Y kromoszomakon és
scaffoldokon talalt SNP-k és indelek szama

Kromoszomak SNP (db) Indel (db)
Autoszomak 17.872.325 9.432.613
X kromoszoma 315.272 194.875
Y kromoszoma 15.951 5.315
Scaffold 183.692 63.838

Atlagos koru kutyak

Osszesen 20.269.614 SNP varidnst emeltiink 4t 4 a ROS_Cfam 1.0 referencia genomra,
337.643 varianst nem tudtunk elhelyezni az 0ij referencia genomon. Osszesen 12.300.815 indel
varians keriilt atemelésre (245.390-et nem sikeriilt atemelni). Az SNP-k esetében a referencia
és az alternativ allél 2.660.671 esetben keriilt felcserélésre, tovabba 39.150 varians referencia
allélja kiilon hozza lett adva a genomhoz. Indelek esetében a referencia allél 1.037.351 esetben
cserélddott fel az alternativ alléllal, és 1.000.501 varians referencia allélja lett hozz4 adva a

referencia genomhoz.
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Az extrém idos kutyak sziirt variansai

Az atlagos kort kutyak varidnsainak kisziirése és az adatfeldolgozasok utan az extrém idds
kutyakban azonositott variansok koziil 129.167 SNP és 51.431 indel maradt, mely mind a tiz
idds kutyaban megvolt. A legalabb hét extrém idds kutyaban jelenlévd 2.747.639 SNP-bol
388.918 maradt, mig az indelek 1.307.459-es szama 120.665 darabra csokkent. Az Osszes
kutyaban azonositott SNP-k 7.650 gént, az indelek 30.748 gént értintettek, mig a kutydk 70%-
aban jelenlévd SNP-k 13.627 gént, az indelek 30.748 gént (4. tablazat).

4. tablazat: Az extrém idos kutydk variansai a sziirés utdn. Az uj variansok azon
varidnsokat jelenti, melyeket korabban nem publikaltak.

. . Uj variansok  érintett gének missense
Variansok Szamuk (db) (db) széma (db) mutaciok
szama (db)
SNP 1,0/10 129.167 73.736 7.650 925
kutyaban
SNP,7/]0 388.918 188.725 13.627 2.845
kutyaban
Indel 10/10
kuutydban 51.431 50.599 30.748 0
I]’:del 710 120.665 114.419 30.748 0
utyaban

A Variant effect predictor eredménye alapjan a minden extrém idds kutyaban jelenlévé SNP-k
koziil 6sszesen 925 db okoz missense mutacidt — mely soran funkcionalisan eltérdé aminosav
keriil a kodolt fehérjébe —, a kutyak legalabb 70%-aban 1évé SNP-k koziil pedig 2.845 db. Ezek
rendre 302 és 900 gént érintenek

Az SNP-k ¢és az indelek esetében is a detektalt varidnsok tobbsége introni (>50%-a) €s
intragénikus régiokban (26-30%-a) helyezkedik el (2. 4bra). A 10/10 kutyaban az exoni
szekvenciakat érinté SNP-k 54%-a missense mutaciot, 43%-a szinonim mutaciét okoz, mig a

7/10 kutyaban 52%-uk missense mutaciot, 45%-uk szinonim mutaciot okoz.
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SNP-k altal érintett genomi régiok annotacioja

3'UTR-varians
1% 1% 204 6%

7% = Nem kodolo transzkriptum varians
m Downstream varians
Upstream varians
® Intragénikus varians
® [ntron varians

= Egyéb

megoszlasarol (McLaren és mtsai, 2016).

Az exoni szekvenciakat érintd variansok esetében a 10/10 kutydban jelenlévo indelek 84%-a
(115 db, 64 gént érintd) frameshift mutaciot, 5%-a inframe inzercié mutaciot, 3%-a értelmetlen
(korai STOP) mutéciot okoz, 3%-anak egyéb fehérje valtoztatd hatdsa van, 5%-a pedig olyan
kodolo szekvencia varians, mely nem valtoztatja meg a kodolt fehérjét (3. dbra). A kutyak 70%-
aban jelenlévd indelek 69%-a (195 db, 133 gént érintd) frameshift mutaciot, 13% inframe
inzercid6 mutaciot okoz, 3%-anak az elobbiektdl eltérd fehérje valtoztatdo hatasa van, 14%-a

pedig egyéb kodolo szekvencia varians.

Kodolo genomi régiokat érinté indelek
hatasai

3%
° 3%, = Korai STOP varians

5%
® Fehérje valtoztato varians

® [nframe inzercio varians

m K6dolo szekvencia varians

® Frameshift varians

3. abra: Kordiagramm a tiz kutyaban jelenlévo indel variansok hatasairol

(McLaren és mtsai, 2016).
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A génontologiai elemzés szdmos szignifikans eredményt adott mind az SNP-k, mind az indelek
esetében. Az 0Osszes kutyaban jelenlévé SNP-k altal érintett gének elemzésében a
legerdteljesebb feldusulds a DNS-javitas pozitiv szabdlyozasaban volt. Tovabbi feldusulést
talaltunk a transzmembran transzporter ¢€s jelatviteli receptor aktivitdsaban, a hiszton
acetiltranszferaz aktivitasaban, a fehérje foszforilacioban, a kalcium- és kloridion transzportban
(példaul kdlcium csatorna aktivitas €s klorid csatorna aktivitas), az ATP hidrolizisben, tobb
idegrendszeri folyamatban, cellularis komponensben (példaul szinaptikus atvitel pozitiv
szabalyozasa és posztszinaptikus membran) és a sejtvazzal kapcsolatos folyamatokban (példaul
mikrofilamentum motoros aktivitdas). Ellenben néhany ATP szintézissel kapcsolatos ¢és az
immunoldgiai folyamatok — mint példaul az antigén kétodeés, a baktérium ellen kialakulo

védelmi valasz vagy az antimikrobidlis humordlis valasz — alul voltak reprezentélva (4. ébra).

citoszolikus kis riboszomalis alegység
kortikalis aktin citoszkeleton
preszinaptikus aktiv zona
posztszinaptikus membran

axonalis novekedési kup

cilidris atmeneti rost

proton-transzport ATP szintaz aktivitas
antigén kotédés

ATP hidrolizis aktivitas
kalciumcsatorna aktivitas

hiszton acetiltranszferaz aktivitas

lipid transzporter aktivitas

glutamat receptor aktivités
immunglobulin kdzvetitett immunvalasz
leukocita migracio

antimikrobidlis humoralis valasz
proton vezérelt ATP-szintézis

aktin filamentum polimerizacio
szinaptikus atvitel pozitiv szabalyozasa
glutamat receptor jelatviteli ttvonal
DNS-javitas pozitiv szabalyozasa

o

1 2 3 4
Feldusulas mértéke

4. abra: Az 6sszes kutyaban jelenlévé SNP variansok altal érintett génekre lefuttatott
génontologiai elemzés néhany eredménye. A narancssarga szinkod a cellularis
komponens, a vilagos kék szin a molekularis funkcio, a zold szin a biolégiai

folyamatok elemzés eredményét jeloli.
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A legalabb hét kutyaban jelenlévé SNP-k altal érintett gének tobb metabolikus folyamatban
(példaul nitrogénvegyiiletek anyagcsere-folyamatai, szerves anyagcsere-folyamatok,

foszfattartalmu vegyiiletek anyagcsere-folyamatai) is részt vesznek.

A 10/10 kutyaban 1év6 indelek esetében is a vartnal kevésbé voltak érintettek az immunolégiai
folyamatokban (példaul immunglobulin kozvetitett immunvalasz) részt vevo gének. Feldusulast
talaltunk tobbek kozott az RNS transzport €s processzalasban (példaul tRNS processzalas, rRNS
processzaldas, RNS 3'-vég processzalas és mRNS splicing), a transzkripcio aktivalasban,
kalcium- és kloridion csatorna aktivitasokban, az ATP hidrolizisében, a nukleotid k6t6désben
(példaul egyszdlu RNS-kotés és mRNA 3'-UTR kotés), a lipid transzport és processzalas
folyamatokban, valamint a vakuoldris transzportban és az azzal kapcsolatos folyamatokban
(példaul makroautofagia és vezikulafuzio). A vérnyomds negativ szabdlyozasa, a szisztémds
artérias vérnyomas szabalyozdsa és a széveti homeosztdzis bioldgiai folyamatok erdsen alul

voltak reprezentdlva az indelek génontoldgiai elemzésében.

Tovabba a cellularis komponens elemzésben a mind a tiz kutydban jelenlévé SNP-k tobbek
kozott a csillok, a citoszkeleton, a citoplazma, a sejtkapcsolatok, a riboszoma kis és nagy
alegységének felépitésében vesznek részt (4. abra), az indelek altal érintett gének példaul az

intracellularis organellumok, a sejtmag, a plazmamembran és a mitokondrium felépitésében.

Diszkusszio

Az extrém 1d6s kutydk adatainak egy része 2017-ben, masik része 2023-ban keriilt
megszekvenalasra. Mindkét szekvenalast ugyanaz a cég végezte. Célunk ezzel az is volt, hogy
a cég valtasaval bekdvetkezd esetleges valtozasokat kisziirjiik. A 2023-ban szekvenalt teljes
genom adatok (old dog3-11) mindsége jelentdsen alacsonyabb volt a 2017-ben szekvenalt
adatokhoz (old_dogl-2) képest. Kevesebb leolvasassal rendelkeziink ezektdl a kutyaktol és az
adapter szennyezés miatt a leolvasasokrdl le kellett vagnunk az adaptereket. A levagas utan az
old dog3-11 leolvasésai bar rovidebbek lettek, atlagos hossztisaguk (137,53 bp) elég hosszu
maradt ahhoz, hogy az illesztd programok megtalaljak az illesztési helyiiket a genomon, igy
nem befolyésolta szignifikansan, negativ irdnyba az illesztés pontossagat, viszont csokkentette
a lefedettséget. A kisebb lefedettséghez hozzajarulhatott a szekvenalas sordn bekovetkezett
DNS mintak talzott feldaraboldsa is, igy sok leolvasas azonos informaciot hordozott a
genomrol, melyek atfednek az illesztésnél. Az elemzés sordn megjeloltik a PCR soran

esetlegesen bekdvetkezd duplikacidkat (ugyanazon leolvasés sokszoros eléforduldsa), melyek
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enélkiil a 1épés nélkiil befolyasolhatjak a valodi lefedettség mértékét. A megfeleld lefedettség a
varians hivasnal valik fontossa. A nagyobb genom lefedettség noveli a varidnsok
azonositasanak érzékenységét (Sun és mtsai, 2021). Ezutan fontos volt sziirni a kimutatott

variansokat, hogy elkertiljiik a téves azonositast és az alpozitiv talalatokat.

Jonas és mtsai. (2020) korabbi tanulmanyahoz képest sokkal tobb mutaciot talaltam (11,2 milli6
SNP a korabbi 6.532.384 mutacioval szemben, illetve 5,9 millidé indel a korabbi 836.296
indellel szemben). Az atfedéseket tekintve 2,7 millié SNP ¢és 1,5 millio indel megvolt az extrém
idds kutydk legalabb 70%-ban szemben a korabbi ~3 milli6 SNP-vel és ~0,3 milli6 indellel
(Jonas et al., 2020, 2. tablazat). Ez mindkettd egyértelmiien a sokkal nagyobb elemszamnak

tudhato be. Hasonl6 trend volt megfigyelhetd a kordbban nem publikalt mutaciok esetében is.

A kiilonb6z6 autoszémakon és az ivari kromoszémakon kimutatott varidnsok szama a vartnak
megfelel. A legtobb varidnst az elsé kromoszéma hordozta, mely a kutydk legnagyobb
kromoszdmaja, a legkevesebb varidnst pedig a sokkal kisebb 36-0s és Y kromoszémakon

talaltam.

Az atlagos kora kutyadk adatainak atemelése a ROS Cfam 1.0 referencia genomra sikeres volt,
mindossze az SNP-k ~1,6%-at (337.643 db) és az indelek ~2%-at (245.390 db) nem tudtunk
dtemelni. Osszesen 638 4tlagos koru kutya adatai alltak rendelkezésre, igy az atemelés utan is
nagyon sok varidns maradt. A bcftools +liftover volt a legalkalmasabb eszkoz az atemelésre,
mivel a chain f4jl és a genom nem teljes kompatibilitdsa esetén a program nem dobja el
automatikusan a nem illeszkedd varidnsokat, hanem képes kicserélni a referencia allélt és az
alternativ allélt, ha a két referencia genom genotipusa az adott varidns helyén kiilonbozik,
illetve hozza tudja adni a referencia allélt, ha a chain fajlon az adott helyen ,,gap” taldlhato
(Genovese és mtsai, 2024). Fontos megjegyezni, hogy az atlagos kora kutyak adatai kozott nem
szerepelt az Y kromoszéma, mivel a CanFam 3.1-es (tehat a kordbbi) referencia genomban az
nem volt meg (az egy szuka kutyabol késziilt), ezért az Y kromoszémadra esd varidnsokat nem

tudtam szurni.

A szlirés utdn a csak az extrém id6s kutydkban el6forduld varidnsok aranyai szintén
megfelelnek a vartnak. SNP-bol tobb varianst kaptunk, mint indelbdl, ami annak tudhato be,
hogy egy inzercid vagy delécio jelentdsebb hatassal bir, mint egy minddssze egy nukleotidot
érintd SNP mutécio. A missense mutaciok szdma szintén jelentésen magasabb volt a jelen

tanulmanyban (n=925), mint a korabban publikélt munkaban (n=67; Jonas és mtsai, 2020). Ez
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részben annak tudhatd be, hogy a kordbbi tanulményban nem csak az altalam is hasznalt

mutacidkat, hanem két masik adatbazisban szereplé mutaciokat is kisziirték.

A variansok altal érintett gének szamanak meghatarozasahoz hasznalt génlista a fehérjekodold
géneken kiviil az RNS-eket kodolod géneket is tartalmazta. Az indelek altal érintett gének szdma
kiemelkedden magas, a ROS Cfam_1.0 referencia genom Osszes génjét (30.748 db) érintik. Ez
a szam egy technikai hiba eredménye lehet, igy az indelek elemzését ujra le kell ellendrizniink

¢s sziikség esetén kijavitanunk.

A variansok tobbsége introni vagy intragénikus régiokban helyezkedett el. Ez a varakozasoknak
megfeleld, hiszen ezeket jobban tudjdk tolerdlni a genomok a kddolo régiokat érintd
mutacioknal, igy pedig konnyebben felhalmozdédnak az evolucid soran. Ettdl fiiggetleniil,
ezeknek a mutacioknak hatdsa lehet a gén kifejezodésére, ha példaul szabalyozd régiot
¢érintenek. Ezzel ellentétben az exoni szekvencidkban keletkezd mutacidok konnyebben vezetnek
nem kivant negativ hatashoz, példaul funkciovesztéshez. Ha a kodolasban kovetkezett be
valtozas egy SNP miatt, akkor az esetek 54%-aban funkcionalisan eltéré aminosav épiilt be,
43%-aban pedig szinonim a mutaci6 hatasa. A kddold szekvencidkat érintd indelek az esetek
legnagyobb szdzalékaban (84%) egy nagyon komoly mutaciot, frameshift mutaciot

eredményeztek, mely soran elcstszik az adott gén olvasasi kerete (Jonds és mtsai, 2020).

A génontologiai elemzés a vartnak megfeleléen szamos bioldgiai folyamatnal, molekularis
funkcional és cellularis komponensnél detektalt szignifikans eredményt. Erdemes megemliteni,
hogy az elemzés nem szolgaltat informacidt arrdl, hogy az érintett gének az adott folyamatban
milyen szerepet toltenek be: serkentenek vagy géatolnak. Az egyik legjelentdsebb feldusulast a
DNS javitassal kapcsolatos folyamatban talaltuk. Az eukariota sejtekben fejlett DNS hibajavito
rendszer miikodik a genom eredeti informacid-tartalmanak megtartasa érdekében. Az dregedés
soran mutaciok halmozodnak fel a genomban, mely feltételezhetden részben a DNS hibajavitas
hanyatlasanak a kdvetkezménye (Lopez-Otin és mtsai, 2013; Niedernhofer és mtsai, 2018). Az
SNP ¢és indel variansok kevesebb immunologidval kapcsolatos gént érintettek, mint ahogy a
referencia génlista alapjan vartuk. Ezzel szemben az idegrendszer er0sen érintett a biologiai
folyamatokat, a molekuléris funkciot és a cellularis komponens elemzést tekintve is. A kor
elérehaladtaval gyakran alakulnak ki idegrendszerrel kapcsolatos betegségek mind emberben,
mind kutyaban: példaul a human Alzheimer-kor €s az azzal hasonlo6 kutya kognitiv diszfunkcid

a kutydkban (Ruple és mtsai, 2022).
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A kutatas folytatasként tervezziik az atlagos kort kutydk adatbazisat kiterjeszteni mindhadrom
masik adatbazisra a Jonas et al. (2020) cikk alapjan, illetve kiilon elemezni fogjuk azokat az
SNP és indel mutéciokat is, melyek az extrém 1dds kutyédk legalabb 70%-aban megtalalhatoak
voltak. Végezetiil, kopiaszdm variaciokat is terveziink keresni a teljes genom szekvenciak
alapjan és azokat Gsszevetjiik a most leirt SNP ¢s indel mutaciokkal, valamint az altaluk érintett

géneket kiilon is vizsgalni fogjuk.

Korlatok

A kutatds legfobb limitacidja az, hogy a letdltott 638 atlagos koru kutya kozott lehet olyan
egyed, amelyik extrém sokaig ¢élt. Ezt nem allt mo6dunkban leellendrizni, ugyanakkor ennek

rendkiviil kicsi az esélye.

Fontos megemliteni, hogy a kutatast modellallaton végeztiik, nem pedig emberen. Bar nagyon
sok elonyds ¢és kozos tulajdonsaga van a kutydnak az emberrel, befolyasoljak olyan tényezék
az élettartamat, melyek az emberek élethosszat nem bizonyitottan befolyasoljak (példaul a
testméret). Az emberi 6regedést rendkiviil ritka egyének tanulmanyozéséaval lehetne kivitelezni,
akik egészségesek ¢és 100 évig vagy anndl tovabb élnek (Zhang és mtsai, 2020). Tovabbé az
egészséges Oregedést nagyon nehéz mérni (a betegségeket tudjdk azonositani, nem az
egeészséget), melyhez sziikség van egy konkrét definicidra is. Példaul az egészséges dregedés
mast jelent a kutatok szamara, mint az id6s embereknek: tobb idds ember gondolja magarol,
hogy egészséges Oregedést tapasztal, mint amennyit a tudésok megallapitanak (Behr €s mtsai,

2023).
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Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Jonas Davidnak, hogy kutatasi lehetoséget
biztositott szamomra és akihez barmikor fordulhattam, ha kérdésem volt és aki fontos
tandcsokkal latott el az adatelemzések soran és értelmezésiikkel kapcsolatban. Tovabba

szeretném megk0szonni a csaladdomnak, hogy tdmogattak a dolgozat megirasaban.
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