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Bevezeto

1. A gazda-mikrobiom-szuperorganizmus

Az utobbi években komoly eldrelépések torténtek a mikrobiomika, azaz a tobbsejti
gazdaszervezetekkel szimbidzisban €16 mikroorganizmusok kutatdsanak teriiletén. Az Gjgeneracios
szekvenalasi eljarasokon alapuldé modszerekkel a vizsgalt baktériumkozosségek nagy pontossagi
kompozicios és funkcionalis vizsgéalata vihetd végbe. A metagenom, azaz egy vizsgalt mikrobialis
kozosség teljes génallomanya marker gének vagy akéar a génexpresszid szintjén vizsgalhato a
korszerli technoldgiaknak koszonhetdéen. A mikrobiom-kutatas talan legjelentésebb eredményei
kozé tartoznak azon felfedezések, melyek az intesztindlis mikrobiom vagy bélflora human

egészsegligyi relevanciajat tarjak fel.

Sender és munkatarsai (2016) becslései nyoman egy atlagos, 70 kilogrammos felnétt ember
koriilbeliil 3,8%10"13 bakterialis sejtnek ad otthont, azaz a human és a vele egyiitt €16 prokaridta
sejtek szdma hasonld. A legtobb baktérium a vastagbélben taldlhato. Itt a béltartalom
milliliterenként akar 10”11 sejtet tartalmazhat, a vékonybél baktériumtartalma 10”3 - 10”8 sejt/ml
kozott valtozik disztalisan nagyobb bakterialis abundanciaval, a kolonizal6 mikrobakban relative
szegény gyomor pedig hozzéavetdleg 10”3 - 104 mikroorganizmusnak ad otthont (Sender és mtsai.
2016). A human bél mikrobiom megkozelitdleg 500-1000 fajt szdmlal, melyek korilbeliil
kilenctized része az Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes és Proteobacteria torzsek
valamelyikébe tartozik (Thursby, Juge 2017). Az emberrel kozosséget alkoté mikrobak kollektiv
genomja, metagenomja a human genom szézszorosat is kiteheti, hiszen egy-egy baktérium gének
ezreit hordozza, és a prokariotak kézott a fajon beliili genetikai valtozatossag (bakterialis strain, faj
alatti torzs szinten) igen nagy lehet. Li és Jia 2014-ben publikalt, kdzel 1300 human minta
vizsgélata alapjan Osszedllitott génkatalégusa a human metagenom majdnem tizmillié génjét

azonositotta.

A Human Microbiome Project szerz6i nyoman a mikrobiom mag és periférias (core €s accessory)
egységeit kiilonboztetjiik meg (Turnbaugh és mtsai. 2013). A mikrobiomra nagyfokt funkcionalis
redundancia jellemzd, azaz egy adott fiziologids - metabolikus funkcid betoltéséhez sziikséges
génkészlettel egy egészséges mikrobiom szamos tagja rendelkezik. Igy egy fontos funkciét betoltd
faj valamilyen hatdsra torténd eltiinése nem feltétleniil jar az adott funkcio kiesésével, hiszen azt
egy hasonld metabolikus Utvonalakkal, ¢letmiikodésekkel bird faj fogja ellatni a tovabbiakban. Az
egy adott mikrobiomra jellemz6é {6 funkciokat ellatni képes génkészletet, illetve a génkészletet

hordozd fajok Osszességét nevezzikk mag mikrobiomnak. A mag mikrobiom az id6 és mas



kornyezeti tényezOk valtozdsainak fényében nagyobb 4llanddsdgot mutat, mint a kevésbé

esszencialis, Osszetételét tekintve nagyobb mértékben fluktualod periférids mikrobiom.

A gasztrointesztinalis traktus rezidens mikrobai komoly szerepet jatszanak a gazda fizioldgias és
patoldgias miikodéseiben a bevitt tdpanyagok mddositasa, kiilonféle bioaktiv anyagok szintézise és
az immunrendszer folyamatos modulalasa folytan. Egy egészséges ¢€s reziliens mikrobiom kulcsa
lehet a gazdaszervezet jo allapotanak, ugyanakkor egyre tobb kronikus betegség hatterében sejlik
fel az intesztinalis diszbidzis mint potencialis kivaltdé ok, vagy kozvetitd tényezd a kedvezdtlen
kornyezeti hatasok és a nemkivant fizioldgias elvaltozasok, betegségek kozott (DeGruttola és mtsai.
2016, Wilkins, Monga, Miller 2019, Vilela de Oliviera 2019). A diszbiotikus, azaz a bélflora
egyensulyanak felborulasaval jard allapotokra jellemzO a bakteridlis kozosség diverzitasanak és
funkcionalis redundancidjanak csokkenése, a bélham fokozott ateresztéképessége, baktériumok és
egy¢eb, a bél lumenében taldlhatd anyagok transzlokacidja a bélbdl a szervezet belsé kornyezetébe,
az immunrendszer mikodésének megvaltozasa és gyulladasos folyamatok aktivalodasa (Vilela de

Oliviera 2019).

2. Az elhizas és a mikrobiom kapcsolatanak kutatasa

Az elhizdsban ¢és az ahhoz kapcsolodd szamos tarsbetegségben az alacsonyszintii krénikus
gyulladas és a diszbiotikus mikrobiom szerepe erdsen indikalt (Iacobini és mtsai. 2018,
Li¢bana-Garcia ¢és mtsai. 2018). A teriilet eredményeinek részletezése modszertani fokuszu
dolgozatom témdjan tulmutat, igy a kovetkezd sorokban kutatocsoportunk ide vonatkozo
célkitlizéseit mutatom be, melyek a mikrobiom elhizasban, inzulinrezisztencidban és kettes tipusu
diabéteszben betoltott szerepének, illetve a mikrobiom étrendi szénhidrattartalomtol valo
fiiggésének megértése. Munkank soran elhizésra, inzulinrezisztenciara és kettes tipust diabéteszre
eltérd egészségi mutatokkal bird, eltérd szénhidratbevitelt eldird diétas-és életmodprogramokat
kovetd human paciensek, illetve fajtatiszta, ismert rokonsagi viszonyu, a humén mikrobiom kivalo
modellorganizmusaul szolgald (Coelho és mtsai. 2018) pumikutydk székletmintainak longitudinalis
elemzését végezziik kiilonboz0 masodik és harmadik generacids szekvenalasi eljarasokkal. Az
alkalmazott szekvenaldsi eljarasokkal a mikrobiom metagenom és metatranszkriptom mellett a
viromot, illetve a gazdaszervezet epitélsejtjeinek metilomjat és RNS-profiljat is vizsgaljuk -
mindazonaltal kutatomunkank egyik kulcsfontossagu eljardsa a minta baktériumfajainak
azonositasara, igy asszociativ kapcsolatok megallapitasara alkalmas 16S rRNS gén amplikonjainak

szekvenalasa.



A prokaridta 16S riboszomalis RNS-t kodold gén (1. abra) specidlis felépitésébdl kifolyolag
nagyban alkalmas a gént hordozo mikroba taxondmiai azonositasara. A génben hiperkonzervativ,
tavoli rokon fajok kozott is hasonld szekvencidji régiok kozott hipervariabilis, kozeli rokon fajok
kozott is eltérd bazissorrendli régiok taldlhatdak. A gén Osszesen 9 hipervaridbilis régidt hordoz,
melyek jelolése VI-V9. A variabilis régiok az oOket kozrefogd konzervativ régidkra tervezett
univerzalis PCR-primerekkel amplifikalhatok, a 1étrehozott amplikonok pedig, méretiiktdl fiiggden
rovid vagy hosszu leolvasdsu modszerrel, megszekvendlhatok, a szekvencidk eredete pedig
bioinformatikai elemzés utjan, referencia adatbazisok segitségével megallapithaté. Magyaran, egy
baktériumokat ismeretlen Osszetételben tartalmazo minta kompozicios elemzése elvégezheté a 16S
rRNS gén tetszOleges V régidinak amplikon szekvenalasaval, és a moddszer a fellelt fajok
abundanciaértékét is jelzi. Ezéltal egy adott mintaad6 alany mikrobiom-6sszetételérél nyerhetiink
betekintést, és Osszefiiggéseket ismerhetiink fel a mikrobiom-0sszetétel €s az étrend, az egészségi

allapot vagy akér a gazda genetikdja kozott.

3. A 16S rRNS gén V régio amplikon szekvenalas kihivasai

Mivel Osszesen 9 vizsgalhatd, egymastol eltérdé V régiot ismeriink, a  régid valasztisa
befolyasolhatja a kapott eredményeket: eltéré V régié amplikon szekvencidk részben eltérd

Osszetételi adatokat mutathatnak a vizsgalt kozosség Osszetételérdl ¢és  diverzitasarol.
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1. dbra: A 16s rRNS gén régioi. Konzervativ regiok, variabilis régiok

A kiilonb6zé V régiok szekvenciadiverzitdsanak mértéke egymastol eltér, illetve a kiilonbozo
taxonok kiilonbozé mértékben halmoznak fel mutaciokat a gén egyes V régidiban (Chakravorty és
mtsai. 2007). Tobb tanulmany foglalkozott a kiilonb6z6 V régié markerek taxondémiai azonositasra
valé alkalmassaganak értékelésével (Chakravorty és mtsai. 2007, Bukin és mtsai. 2019, Zhang és
mtsai. 2018, Kerrigan és mtsai. 2019). Ezen tanulményok eredményei megerdsitik a feltételezést,
hogy a valasztott V régié befolyasolja a kapott eredményeket. A kiilonb6zd V régiok kiilonbozd
mértékben alkalmasak az egyes taxonok azonositasara, az egyik, 2007-es tanulmany (Chakravorty
és mtsai. 2007) szerint az is régiofiiggd, hogy milyen mélységig, azaz nemzetség vagy akar faj

szintig is lehetséges-e az azonositas.



A kilenc hipervaridbilis régio a 16S rRNS haromdimenzids szerkezetében eltérd helyet foglal el és
eltérd szerepet tolt be, melynek kovetkeztében mutacids hajlandosaguk is eltér (Bukin és mtsai.
2019, Schuwirth és mtsai. 2005, Schluenzen és mtsai. 2000). A V4, V5 és V6 a tRNS-ekkel és a
23S rRNS-sel val6 interakcidban vesznek részt, ennek kovetkeztében nagyobb strukturalis stabilitas
jellemzo6 rajuk. A legvariabilisabb V régidk a 16S rRNS strukturalis integritdsanak biztositasaban
részt vevé V2 és V8; a jelenleg kevésbé ismert szerepekkel bird V3 és V7 régidk nukleotidjainak
mutacids gyakorisaga a tobbi régidhoz viszonyitva kdzepes. Minél konzervativabb egy V régio,
anndl inkdbb igaz rd, hogy a kozeli rokon fajok kozott hasonld a szekvencidja, és alapvetden a
magasabb foku taxondmiai azonositasra alkalmas. Ezen ismeretek alapjan feltételezhetd, hogy a V4
amplikon inkabb torzs és osztily, a V2 ¢és V3 régiokat tartalmazd V1-V3 amplikon ennél

alacsonyabb szinteken torténd taxondmiai azonositasra idedlis.

Lathato, hogy egy kutatas soran alkalmazott V régio megfeleld koriiltekintéssel torténd kivalasztasa
kulcsfontossagu a kutatds eredményeinek szempontjabol, azonban az altalunk attekintett referencia
szakirodalom alapjan nincs egyértelmlii tudomanyos konszenzus a bakteridlis kozosségek

kompozicios vizsgélatara legalkalmasabbnak tartott V régidval kapcsolatban.

Kutatocsoportunk a V1-V3 régio (pozicio: 69-497 nukleotid) és a V4 régid (pozicid: 576-682
nukleotid) amplikonjat vizsgélta, ezen amplikonok szekvenciai alapjan igyekeztliink megallapitani,
hogy melyik régié milyen képet ad a vizsgalt mikrobiom-mintékrol, illetve, hogy a két modszer

koziil potencidlisan melyik fedi le jobban a vizsgalt mikrobiomok valds dsszetételét.

4. A metagenomika bevett vizsgalati megkozelitései és munkafolyamatai

A fent részletezett  precizios  szekvenaldsi  eljardsok  kivitelezhetOsége ¢és a
mikrobiom-kutatasfellendiilése a molekularis bioldgiai, elsésorban szekvenaldsi technikdk 21.
szazadban tapasztalt drasztikus fejlédésének koszonhetd. Az Gjgenerdcios szekvendlasi modszerek
megjelenése és gazdasagossa valasa elott a bélflora dsszetételét vizsgalni nehézkes volt: a korabbi
évtizedek kutatoi szinte kizarolag kulturomikai technikdkra tamaszkodhattak. Azonban a bélfléra
tagjai, kiilonosen a vastagbél-baktériumok, nagy szézalékban anaerob vagy mikroaerofil
anyagcserét folytatnak, igy sztenderd laboratoriumi koriilmények kdzott nagy résziik nem vagy csak

koriilményesen tenyésztheto.

Kortars modszerekkel viszont nagy tisztasagh DNS ¢és RNS izolalhatd széklet-vagy
kimuszmintabol, a nukleinsavak szekvencidja pedig kdnnyen ¢és viszonylag olcson meghatarozhato

ujgeneracidos vagy massziv paralell szekvendlasi eljarasokkal. Ez széles tavlatokat nyit meg a



kutatds szdmara: nagy fajok kozotti variabilitdst prezentdld genomi régidk vizsgalataval nagy
pontossaggal azonosithatok a vizsgalt mintdban taldlhatd taxonok, genomikai markerek alapjan
megkiilonboztethetok a metagenom prokaridta, eukaridta, virus és gazda eredetii szekvenciai, atfedo
szekvencidk egymasra illesztésével kiterjedt genomi régiok és teljes genomok allithatok 0Ossze,
RNS-szekvencidk vizsgalataval transzkriptomikai elemzés végezhetd, mely metabolomikai és
funkcionalis kovetkeztetéseknek ad teret, metilom-szekvenaldssal pedig még bizonyos epigenetikai
mintazatok is azonosithatok. Ilyen modszertani arzenallal felfegyverkezve a kortars mikrobiomikai

kutatas nem csupan kompozicids, de igen komplex funkcionalis elemzések elvégzésére is képes.

A tovéabbiakban bemutatom a metagenom-szekvenalas jelen projektben alkalmazott mddszereinek

elméleti hatterét.

4.1 Az Gjgeneracios szekvenalas

Az Ujgeneracios szekvenalasi eljarasokat massziv parallel szekvendldsnak is nevezik, mert a
korabban elterjedt Sanger-szekvenalassal szemben igen nagyszamu minta parhuzamos leolvasasat
teszik lehetévé. Ezen platformok nagy része, igy a csoportunk altal alkalmazott Illumina MiSeq
(Ravi, Walton, Khosroheidari 2018) szekvenator a Sanger-szekvendldshoz hasonloan
szintézisalapon szekvenal, melynek soran a szekvenalt nukleinsav egyik szala templatként szolgal a
komplementer szal in vitro szintéziséhez. A szintézis fluoreszcensen jelolt nukleotidokkal torténik,
az egyes nukleotidok beépiilési helyén egyedi szinjelenség detektalhatd, a detektalt szinjelenségek
alapjan pedig megéallapithat6 a szekvenalt molekula bazissorrendje. Az ijgeneracids szekvenatorok
esetében a fluoreszcens felvillanasok felfogdsa minden egyes szintetikus 1épés utan megtorténik, igy
a Sanger-szekvenalassal szemben egyszerre igen nagyszamu DNS-molekula szekvenalhat6 meg az
ujgeneracios  platformokon. Ezen késziilékek emellett gyorsabban is dolgoznak a
Sanger-szekvenatoroknal, mivel a potencidlisan beépiild 4 nukleotid egyszerre adhaté a mintdhoz, a
munkafolyamatot az egyes nukleotidok felvitele kozt mosasi 1épések nem lassitjak. A szintézisalapt
szekvenatorok altal generalt leolvasdsok hossza azonban csupdn néhany szaz bazispar. Ennél
hosszabb, akar tizezer bazispar nagysagrendi readek hosszii leolvasdsu szekvenalassal

generalhatok, a modszer azonban nem képezi jelen palyamunka targyat.

4.2 Rovid leolvaséasu szekvenalas [llumina MiSeq késziilékkel

Az Illumina MiSeq rovid leolvasdsu, szintézisalapu massziv parallel szekvenator. Az eszkoz

alapegysége az akrilamiddal burkolt tiveg flow cell, a szekvendlasra el6készitett DNS-mintat ide



kell felvinni. A flow cell feliiletén nanométeres mélyedésekben szintetikus oligonukleotid probak

rogziilnek, melyek a szekvenalasi konyvtar elemeit a flow cellhez képesek horgonyozni.

A szekvendldsi kOnyvtdr, azaz a leolvasasra megfeleléen eldkészitett DNS-molekuldk
Osszességének elemei kettds szaluak €s egységesen néhany 10, legfeljebb néhany 100 bazispar
hosszuak. Végeikhez ugynevezett adapter van ligdlva: ez egy harom funkciondlis régiobol allo
szintetikus oligonukleotid, mely tartalmaz egy, a flow cellre rogzitett probak valamelyikével
komplementer szekvenciat, egy egyedi azonositdt vagy barcode-ot, valamint a szekvenalast végzo

polimerdz enzim primerjének bekotését segitd szekvencia is az adapter részét képzi.

A konyvtar elemei a flow cellre keriilve egy-egy oligonukleotid probahoz horgonyzodnak, ezt
kovetéen lezajlik egy in situ polimerdz lancreakcid, melyet klasztergeneracionak (2. dabra)
neveziink. A klasztergeneracié soran minden egyes felvitt DNS-molekuléarol koriilbeliil ezer masolat
képzddik, igy minden eltér6 DNS-molekula megszekvendldsa koriilbeliil ezerszeres mennyiségben
torténik. A kiilonbozd klaszterek térben elkiiloniilten helyezkednek el a flow cell feliiletén. Ez a
szekvenalas soran jelentkezd fényjelek detektalasanal jelentds, hiszen egy klaszter altal generalt
fényjelzés joval erdsebb, mint egy egyedi molekulabol érkezd felvillands. Az elv emellett noveli a
szekvenalas statisztikai bizonyossagat: ha egy klaszter egy elemében beépiil egy hibas nukleotid, a
hibas beépiilés fényjelét elnyomja a klaszter tobbi elemébdl szarmazd helyes felvillands, a

szekvenator kamerdja pedig ezt azonositja majd.
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2. abra: A rovid leolvasasu Illumina szekvendtor mitkodési elve

A klasztergeneraciot a szekvendlas koveti. A flow cellre primereket, DNS-polimerdz enzimet,
illetve modositott dezoxiribonukleotid-trifoszfatokat (AINTP-k) visziink fel. A modositott ANTP-k
beépiilése fluoreszcens fényfelvillanassal jar, mely a négy kiillonbozd nukleotid esetén eltérd szind.
A szekvenatorban kamera talalhato, mely minden beépiilési esemény alatt lefényképezi a flow cellt.
Az egyes klaszterek helyén tapasztalt szinjelenség alapjan a szekvenator beépitett szamitogép
segitségével azonositja az egyes molekuldkba az egyes szintetikus események soran beépiilt
nukleotidokat, a vizsgalt nukleinsavak szekvenciaja pedig igy megallapithatd. Ez a folyamat a
bazishivas vagy basecalling. A bazishivas outputja a betiikkel jelolt nukleotidsorrend fastq

fajlformatumban.

A nukleotidok modositdsai miatt a polimerdz egyszerre csak egy nukleotidot képes a szintetizal6do
szalba épiteni, a modositast a nukleotidbeépiilés utan kémiai Gton tavolitja el a rendszer. Ezutan a be
nem ¢épiilt ANTP-k lemosodnak a flow cellrdl, és Gjak érkeznek, azaz 0j beépiilési ciklus zajlik le. A
beépiilési €és lemosasi lépések ciklusai a flow cellhez rogzitve szekvenalt DNS-molekulak

komplementer szalainak teljes megszintetizalasaig zajlanak.



A szintetikus szekvendlasi események a Sanger-szekvendldssal szemben parhuzamosan torténnek:
egy flow cellen akdr 96 minta leolvasdsa torténhet egyszerre. Széklet metagenom szekvenalas
esetében ez azt jelenti, hogy egy szekvenalas soran legfeljebb 96 kiilonb6zo alanytdl és/vagy eltérd
idépontban vett minta teljes DNS-tartalma szekvenalhatd. Az elsé mintahoz a DNS-izolacié soran
az 1. adaptert ligaljuk, a masodikhoz a 2. adaptert, és igy tovabb, akar 96 kiilonbozd széklet
izolatum eredetli metagenom kiilonboztetheté meg. Az egyes mintadkban taldlhatdé DNS-molekuldk
nagy szamat, illetve az azokbol generalt klasztereket véve, egy szekvenalas soran akar tizmillié

egyedi szekvencialeolvasas is torténhet az [llumina MiSeq szekvenatoron.

A szekvenalas lehet paired-end (3. dbra) és single-end. A single-end leolvasasok a szekvenalt
fragmentum egy oldalardl torténnek, paired-end leolvasasok esetében viszont mindkét oldalrol. A
hosszabb szekvencidk leolvasasara a paired-end megkozelités kedvezdbb, mivel a két végérdl
leolvasott szekvencia alapjan létrejott readek bioinformatikai modszerekkel Osszeilleszthetd és a
teljes szekvencia visszakaphat6 abban az esetben is, ha annak hossza meghaladja a szekvenator

leolvasasi kapacitasat.
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3. abra: Paired-end szekvenalas

4.3 Célzott amplikon szekvendlés és a riboszomalis V régidk

Amplikon szekvenalassal célzott génrégiokat vizsgalunk. A teljes DNS-t az izolaciot kovetden nem
fragmentaljuk hasonld méretli darabokra szonikélassal vagy transzpozaz enzim segitségével, hanem
abbol célzott PCR-amplifikéacioval felsokszorozunk egy kivant szakaszt, a szekvenalasi kdnyvtarat

pedig a létrejott amplikonokbol készitjiik.

A prokariota riboszoma kis alegység 16S rRNS-ének génje hiperkonzervativ és hipervaridbilis
szakaszokat is tartalmaz, utobbiak taxondémiai markerekként hasznalhatok. A hiperkonzervativ
régiokra tervezett univerzalis primerekkel tetszéleges varidbilis, azaz V régiok amplifikalhatok,

ezek bazissorrendje szekvenalast kovetden bioinformatikai modszerekkel elemezhetd.



crer

amplikonjait elemezte. A V1-V3 amplikonok teljes hossza koriilbeliil 600 bazispar. Az alkalmazott
Illumina MiSeq szekvenator rovid leolvasasokat generdl, igy egy 600 bazispar hosszl szakasz
terminalis bézisainak mindsége paired-end megkozelitéssel is alacsony lehet. Ezen technikai
limitacido kovetkeztében a V1-V3 amplikonok kozépsd szakasza - azaz feltehetéen a V2 régio
terminalis és az azt kovetd konzervativ régid inicidlis szegmense - kis megbizhatosaggal lett
leolvasva, illetve késébb, a bioinformatikai elemzés soran, eltavolitasra keriilt. Ezek ellenére a
szekvencia primerekhez proximalis, nagy hiliséggel leolvasott V1 ¢és V3 régioi elméletileg
megteremtik a taxonomiai azonositashoz sziikséges kovetelményeket. Az 6sszesen koriilbeliil 120

bazispar hosszii V4 amplikonok esetében ez a probléma nem allt fent.

4.4 A 16S rRNS amplikon szekvendldsi adatok kiértékelése bioinformatikai modszerekkel

Az Illumina MiSeq szekvenatorba beépitett szamitdgép sajat programja segitségével forditja le az
egyes dANTP-k beépiilésekor tapasztalt felvillanasokat a megfeleld bazist jelzd betlire. Az output az
egyes leolvasasok szekvencidjat egylitt tartalmaz6 fastq f4jl, ezen adatokat szamitdgépes programok
segitségevel tudjuk sziirni €s taxonomiai abundanciaértékek vagy mas vizsgalni kivant jellemzok
tekintetében elemezni. A szekvenalt mintdk a bioinformatikai elemzés soran a mintdk egyedi

azonosito barcode-ja alapjan kiilonboztethetdek meg egymastol.

Munkacsoportunk a DADA2 R alapu programcsomagot (Callahan, McMurdie, Holmes 2017)
alkalmazta a szekvencidk elemzésére, mely az RStudio fejlesztdi kornyezetben fut. A DADA2 mas,
korabbi fejlesztésli taxonOmiai azonositdst végzo programokhoz képest komoly modszertani

elénnyel bir.

A kordbbi szoftverek az operacidés taxondmiai egységek, azaz OTU-k megkiilonboztetésén
alapulnak. Az OTU a taxon fogalmanak megfeleld jelentéssel bir a molekularis taxonémiaban: a
kifejezés egy valasztott marker gén szekvencidja alapjdn egymdshoz rendelt organizmusok
csoportjat jeloli. Az OTU-k megallapitdsara kétféle mod van. A de novo OTU-k esetében egy
bizonyos, altaldban 97%-o0s konszenzus szekvencia egyezési limitnél nagyobb egyezést mutatod
szekvenciadk alkotnak egy OTU-t, a closed reference OTU-k megallapitdsdhoz pedig a vizsgalt
szekvencidkat egy referencia adatbdzishoz hasonlitjuk. Ha az adatbézis egy elemének a vizsgalt
szekvencia megfeleltethetd, akkor azt az adott referencia taxontdl szdrmazonak tudjuk be, és
minden ezzel egyezd szekvenciat ugyanabba az OTU-ba sorolunk. Osszegezve tehat, ha két

szekvencia egymassal megfeleld6 mértékli egyezést mutat, vagy megfelel egy referencia adatbazis



egy elemének, akkor ugyanabba az operacids taxonomiai egységbe keriil. Az OTU alapt modszerek

tehat tobb egyedi szekvenciabol 4ll6 klasztereken végeznek miiveleteket.

A DADA2 nem OTU-kat, hanem ASV-ket, azaz amplikon szekvencia varidnsokat alkalmaz
(Callahan, McMurdie, Holmes 2017). Az ASV-k a célzott amplikon szekvenalds soran létrejott
egyedi leolvasasok: a program felismer minden egyes megszekvenalt 16S rRNS gén amplikont, és
megallapitja, hogy a mintdban hanyszor fordulnak elé az egyes leolvasasok. Ez elengedhetetlen a

jelenlévo taxonok abundanciaértékének megallapitasahoz.

Az ASV-k azonositdsdnak kezdeti 1épéseként a program egy hibamodellt futtat a szekvenalasi
adatsoron, mellyel megéllapitja, hogy a nagy hasonldsagli leolvasasok kiilonbségei biologiai
jellemzok vagy szekvenalasi hiba folytan jelentek meg. A hibamodell-futtatist kdvetden nagy
bizonyossaggal allithatd, hogy az akar igen kismértékii kiilonbségeket prezentdld szekvencidk
egymastol valdoban eltérnek, midltal nagy pontossaghi fajszintli vagy akar faj alatti
(baktériumtorzsek, strain-ek) taxondémiai azonositds lehetséges. Az OTU alapu moddszereknél
gyakori hiba, hogy a kozeli rokon fajokat a program nem kiilonbozteti meg, az ASV-alapu
programokra ez azonban nem jellemzd. A hibamodellnek héla a fals pozitiv eredmények aranya is

kisebb.

FastQC: Mean Quality Scores
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4. abra: A leolvasott bazisok minéség vagy quality értékének vizualis reprezentacioja. A quality értékek
a 250. leolvasott bazis kérnyékén csokkennek



A hibamodell lefuttatdsat egy sziirési 1épés koveti. Az Illumina szekvendlds rovid leolvasdsu
szekvenalas, egy bizonyos leolvasasi hossz utdn a leolvasott bazisok megbizhatosaganak
nagymértékli csokkenése tapasztalhatd (4. dabra). A sziirés sordn a szekvenciavaridnsok egy
megadott alacsonyabb mindségi értéket mutatd termindlis szakasza, illetve az adapter szekvencia
kiselejtezésre keriil, aminek kovetkeztében a tovabbiakban vizsgalt, szirt ASV-k szekvenciaja

ismert ¢és definidlt statisztikai bizonyossagot mutat.

A szlirési vagy filtering 1épés utdn merge, azaz egyesitési 1épés torténik. A paired-end leolvasassal
ugyanazon amplikonrdl késziilt ellentétes lefutdsu readeket az adapteriik szekvencidja alapjan

illeszti 6ssze a program.

Az egyesitést kdvetden az ASV-k taxondmiai azonositdsa referencia adatbazis segitségével zajlik.
Kutatocsoportunk a SILVA (Quast és mtsai. 2012) 16S rRNS online génbankot alkalmazta
referenciaként. A DADA2 program nagy elénye, hogy a beazonositatlan leolvasdsok ugyanugy
megmaradnak az outputban, mely lehetdséget ad a vizsgalt kozosségek korabban le nem irt

tagjainak azonositasara.

A DADA2-vel azonositott taxonok abundanciaértékeit, a kiilonboz6 egyedektdl kiilonbozo
idépontokban gyiijtott mintak hasonlosagait €s kiilonbségeit, illetve egyéb mutatdok vizualis
megjelenitésére tovabbi programok - példaul a csoportunk altal hasznalt Phyloseq (McMurdie,
Holmes 2013) - sziikségesek, a kutatasi eredmények értékelése soran sziikség van az ilyen jellegii
adat-interpretaciokra. Jelen kutatas soran is nagyban tdmaszkodtunk ezekre, amint igyekeztiink
megallapitani, hogy a vizsgalt 16S rRNS gén V régi6 amplikon szekvenalasi modszerek koziil

melyik alkalmasabb intesztinalis mikrobak6zosségek vizsgalatara.



Célkitizes
Jelen palyamunka célja 6sszehasonlitani két metagenom kompozicids elemzési modszert 20 kutya
sz€kletminta metagenomikai elemzése alapjan. Az alkalmazott modszerek a prokaridta 16S rRNS
gén V1-V3 és V4 hipervariabilis régiok amplikonjainak szekvendldsa, €s a szekvencidk azonositasa
a DADA?2 program és a SILVA 16S rRNS adatbazis alapjan. A kiemelten vizsgalt mintak 6 allattol,
allatonként 3 vagy 4, 6sszesen 7 mintavételi idépontbol szarmaznak. A mintazott allatok egy felnott
him, egy felndtt ndstény €és a ndstény négy kolyke. A felndtt egyedektdl a kdlykok sziiletése eldtt és

utan is gyiijtottiink mintat, a kolykok mintait az elsd fél életév soran gyiijtottik.

Az elemzés soran mindkét modszerrel elvégeztiik a kolyok és felndtt allatok mikrobiomjanak
longitudinalis elemzését, kiilonos tekintettel a kdlyok mikrobiomok korai fejlddésének jelenségeire.
A két modszerrel kapott eredményeket célunk volt 6sszehasonlitani, megallapitani az eredmények
metszeteit és kiilonbségeit, végsd soron pedig azt, hogy a két alkalmazott mddszer koziil melyik ad

részletesebb, nagyobb felbontasu képet a vizsgalt mikrobiomokrol.

Mivel tovabbi kutatdsaink soran nagyszamu kutya és humén eredetli minta feldolgozasat tervezziik,
fontosnak tartjuk a munkafolyamatok korai szakaszdban értékelni az alkalmazandé modszereket. A
sz¢éklet metagenomi DNS vizsgalata soran a kivalasztott modszer, példaul a szekvenaldsra valasztott
riboszomalis V régid, komolyan befolydsolhatja a kapott eredményeket, a nem megfeleld modszer

jelentette torzulas pedig kedvezdtleniil befolyasolhatja a kutatasok értékét.

Mikrobiomikai kutatomunkénk tavlati céljai kozé tartozik koriilbelil 200, elhizasra és
tarsbetegségeire nézve eltérd mutatokkal bird, kiillonbozd diétds-€s életmddprogramokat kdvetd
human paciens bélflordjanak kovetéses vizsgalata, illetve 100-120, kiillonb6zd szénhidrattartalmu
tapon nevelt, tobbségében fiatal kutya modellallat mikrobiomjdnak longitudinalis elemzése.
Vizsgalataink soran tobbféle mikrobiom, virom és gazda genom szekvenalasi eljarast alkalmazva
igyeksziink feltarni az étrend, a mikrobiom ¢és az egészség komplex kapcsolatat. Eredményeink 1j
diagnosztikai és terdpias eljarasok alapjait fektethetik le, kutya mikrobiomikai eredményeink

kisallat-egészségligyi jelentdséggel is birhatnak.



Anyagok és modszerek

1. Modellallatok és mintagyiijtés

Meérlegelve a mikrobiomikai kutatds soran alkalmazott egyes modellszervezetek elonyeit és
hatranyait, kutatocsoportunk valasztasa a kutyara (Canis Ilupus familiaris) esett, melynek
mikrobiomja a human bélfloraval nagy hasonldosdgot mutat (Coelho és mtsai. 2018). Fajtatiszta és
ismert taplalasu kutydkat mintdzunk, a Magyar Pumi Klub tenyésztdivel egyiittmiikddve szamos
magyarorszagi kennel pumikutydjatél kapunk nukleinsav-izoldlasra alkalmas székletmintat. A
sziiletésiiktol fogva mintazott kutydk esetén a mintak gytjtése, illetve a taplalék dokumentacioja az
Uj gazdahoz keriilés utdn is zajlik. Ezaltal szdmos kiilonb6z6 korua, rokonsagi viszonyu és étrendii
allat longitudinalis mikrobiom-elemzését végezziik, mely alapjan a mikrobiom és az étrend, illetve a

genetika kapcsolatarol értékes adatok gytjthetok.

1.1 Vizsgéalati alanyok és étrendjiik

A Duna-menti Dumés Kennel egyike tenyésztd partnereinknek. Jelen palyamunkdban a DMD
2020/B alménak 4 kolyokkutydjatol, a kolykok anyjatdl és a tenyészethez tartozd, de a vizsgalt
egyedekkel kozvetlen rokonsdgban nem all6 kontroll him egyedtdl gylijtottiink mintat fél éven

keresztiil, 6sszesen 7, egyedenként 3 vagy 4 mintavételi idépontban.

A vizsgalat idétartama alatt a felndtt egyedek (Suba' anyakutya, a tovabbiakban A; Lidérc kontroll
him, tovabbiakban Fk) ugyanazon tapot* kaptak (Brit Care Dog Show Champion Salmon and Rice),
a kolykok étrendje a kennelben tartdzkodas ideje alatt volt egységes (Brit Care Grain Free Puppy
Salmon and Potato), az 0j gazdédhoz keriilést kdvetéen valtozott. A kolykok a 4. héttol kaptak
eldszor tapot, a hozzataplalas a teljes atallasig novekvo gyakorisdggal és mennyiségben zajlott. Az
egyes allatok esetében az emlitett tdpok tették ki az egyedek kaldriabevitelének zomét, am kis
mennyiségben a jelzett taptol eltérd tapanyagok bevitele is eléfordulhatott, példaul a tréningezés
soran adott jutalomfalatoké. A tapok részletes Osszetétele az 1. fliggelékben taldlhato. A kolykok

étrendjére és 1j €lohelyére vonatkozé infromaciokat a kovetkezOkben részletezziik:

' Az dllatokra a torzskonyvezett neviik helyett egyedi koddal fogok hivatkozni
2 A tapok analitikai 6sszetétele a fliggelékben talalhato



° Boszi (K1) a vizsgalat sordn végig a tenyésztonél maradt, a hozzataplalas kezdetétdl (4. hét)

a vizsgalat végéig a fent emlitett lazacos-burgonyds tapot kapta.

° Bloff (K2) a hozzatéplalas kezdetétdl (4. hét) a vizsgéalat végéig a fent emlitett
lazacos-burgonyds tapot kapta. 2 honaposan (2021 januér 3-an) 0j gazdéhoz keriilt egy Pest megyei

kertes hazba, els6sorban benti kutyaként.

° Borcsa (K3) a hozzataplalas kezdetétdl (4. hét) 2 honapos koraig (2021 januar 3-ig) a fent
emlitett lazacos-burgonyas tapot kapta; 2021 januar 3-a4n Uj gazdahoz keriilt egy fovarosi lakasba,
ahol a Brit Care marka egy eltérd Osszetételii kolyokkutya-tapjaval (Brit Care Puppy All Breed

Lamb and Rice) etették a vizsgalat végéig.

° Brids (K4) a hozzataplalas kezdetétdl (4. hét) 2,5 honapos koraig (2021 januar 20-ig) a
kordbban emlitett lazacos-burgonyas tapot kapta; 2021 januar 20-an, négy nappal a 10. heti
mintavételt kovetden 1) gazdahoz keriilt egy svéjci lakasba, ahol a BARF protokoll szerint etették a
vizsgalat végéig. A BARF (Bones and Raw Food/Biologically Appropriate Raw Food) étrend a
kutyadk természetes taplalkozasat imitald nyers étrend. A K4 kolyok étrendje a vizsgalat idotartama
alatt 75%-ban nyers husbol és 25%-ban nyers zoldségbdl és gyiimolcsbdl (1d. 1. fiiggelék) allt. A
BAREF diéta alacsony szénhidrattartalmt vagy low-carb diétanak szamit, a napi bevitt kaloridk 3-6

szazaléka szénhidrat.

1.2 Mintavételezési iddpontok. mintak kezelése

A vizsgalt allatoktol tenyésztdik vagy gazdaik elére egyeztetett idOpontokban gytijtottek
sz€kletmintat. A mintak gylijtése az iiritéstdl szamitott 15 percen beliil megtortént, majd atadasig
-20, laboratoriumunkba keriilve -80 Celsius fokon voltak tarolva. Kiilonleges esetekben, mint a
kiilfoldi gazddhoz keriilt K4 egyed esetében a mintdk szobahdmérsékleten, specialis tarolokban, a
nukleinsavak integritasat biztositd folyadékban (ZymoResearch DNA/RNA Shield) érkeztek

laboratoriumunkba.

Az egyes egyedekre vonatkoz6 mintavételi idopontokat a kdvetkezdkben listazzuk (1. tablazat). A
szamok a kiskutyak sziiletése ota eltelt id6t jelentik napban, a feln6tt egyedeknél lathatd -7 a sziilés

elott 7 nappal tortént mintavételre utal.

A kolykoktdl az els6 hetekben nehézkes a mintavétel, ugyanis az anyaallat a fiatal utédok tirtilékét

gyakran elfogyasztja. Jelen palyamunkdban 5 hetesnél kordbbi minta nem kertiilt feldolgozasra, a



késdbbi kutatis soran viszont hangsulyt kap a korai mintdk elemzése, ugyanis a bélflora legkorabbi

Osszetétel-adatainak figyelmen kiviil hagyasa a kutatas értékét csokkentené.

Bizonyos allatoktol a vartndl tobb alkalommal kaptunk mintat. Minden mintat feldolgoztunk és
részletesen kielemeztiink, 4m az eredmények értékelése soran azonos mintavételi iddpontokra
igyekeztiink fokuszalni, igy palyamunkdnk soran kizardlag a Kkitlintetett idopontokban vett

mintakrol értekeziink. A kitiintetett idopontok félkovérrel vannak jeldlve.

1-V3 amplikon szekvenalas 4 amplikon szekvenalas
- -7, 1,180 - -7,1, 180
<:-7,1, 180 c: -7, 1,180
1: 37,70, 180 1: 37,70, 180
2: 37,39, 70, 180 2:37, 39,70, 180
3: 37,70, 180 3:37,70, 180
4:37, 51, 70, 180 4: 37,51, 70, 180
1. tablazat: Mintavételi idépontok

A felndtt egyedektdl a kolykok sziiletése eldtt 7, illetve utdna 1 nappal és 180 nappal (6 honappal)
keriilt elemzésre minta, a kolykoktél 37 napos (5 hetes), 70 napos (10 hetes) és 180 napos (6
hoénapos) mintakat dolgoztunk fel, kivéve K2 esetében. Itt a 37. napi mintat nem dolgoztuk fel V4
amplikon szekvenalassal. A 39. napi minta mindkét szekvenalasi eljarassal feldolgozasra keriilt, igy

K2 korai mint4jat ebben az idépontban vizsgaljuk.

A kolykok 5 hetes korukban anyatejet, illetve hozzataplalt kolyok tapot kaptak. 10 hetesen és 6

hoénaposan étrend;jiik a fentebb részletezettek szerint divergalt.

2. DNS izolalas, konyvtarkészités és szekvenalas

2.1 DNS-izolélés kutya székletmintdbdl

A 16S rRNS gén V1-V3 és V4 régioira célzott amplikon szekvenalds konyvtarat a vellink
egylttmiikddd tenyésztOk és gazdak altal gyiijtott, laboratoriumunkban -80 Celsius fokon tarolt
pumi székletmintakbdl izolalt DNS-bol készitettiik el. A konyvtarkészités soran teljes széklet
metagenombdl kell a kivant V régidkat amplifikalni, az amplikonokat pedig el kell latni a megfeleld
szekvenalasi adapterekkel. Ezen munkafolyamatokat kereskedelmi forgalomban kaphato kitekkel

végeztik.



A -80 Celsius fokrol kivett mintakbol harminc perces, szobahOmérsékleten, elszivofiilke alatt
torténd melegités utan 0,32-0,38 grammos darabokat vagtunk le, a darabokbdl a QIAAmp Fast
Stool DNA Mini Kit (50) - Pathogen Protocol kit protokollja szerint 100 mikroliteres

végtérfogatban izolaltunk teljes metagenomi DNS-t.

2.2 Amplikon szekvenalasi konyvtarkészités

A 100 mikroliteres mintakbol a NEXTflex 16S V1-V3 Amplicon-Seq Kit és a NEXTflex 16S V4
Amplicon-Seq Kit kitekkel készitettiink V1-V3, illetve V4 amplikon szekvenalasi konyvtarakat 16

mikroliter végtérfogatban.

Az amplikon szekvendlasi konyvtar-készitési protokollok soran két egymast kovetod
PCR-amplifikécio zajlik. Az elsé PCR sordn torténik a széklet metagenomi DNS-bdl a megfeleld
konzervativ régiokra specifikus univerzalis primerek segitségével a V1-V3, illetve V4 régiok
felsokszorozasa, a masodik PCR soran pedig az el6z6 1épés amplikonjait amplifikaljuk olyan
primerekkel, melyek tartalmazzak a megfeleld Illumina szekvenalasi adaptereket. A masodik PCR
Iépés eredménye a MiSeq-kel megszekvenalhato 16S rRNS VI1-V3, illetve V4 konyvtar,

konyvtaranként 16 mikroliter végtérfogatban.
2.3 16S rRNS V1-V3 és V4 amplikon konyvtarak szekvenaldsa

A konyvtarak szekvendlasat az Illumina MiSeq platform protokollja szerint végeztiik. Mind a
V1-V3, mind a V4 amplikonok szekvenalasakor a MiSeq Reagent Kit v2-t hasznaltuk, a ciklusszam
500 volt.

3. A szekvenalasi adatok bioinformatikai és manualis elemzése

3.1 Amplikon szekvencia variansok taxonoémiai azonositdsa, az adatok vizualizacidja

A bazishivast (basecalling, a szekvenator altal detektalt egyedi fényjelenségek nukleinsav-bazisokra
forditasa) az Illumina MiSeq sajat szoftvere végezte. A keletkezett fastq formatumu féjlokat az
amplikon szekvencia varians, azaz ASV-alapu DADA?2 1.20.0 verziojaval, RStudioban dolgoztuk
fe. A DADA2 munkafolyamat 1épései a hasonldo szekvencidk kiilonbségeit elemzd
hibamodell-futtatds, az alacsony quality értékii bazisok és az adapterszekvencidk eltavolitasat
jelentd sziirés, €s a paired-end szekvenalas soran keletkezd komplementer leolvasdsok egyesitése,

azaz merge.



A vizsgalt amplikon szekvencidk sziirése sordn 245 bazisparos szlirési értékkel dolgoztunk. A
V1-V3 amplikonok teljes hossza korilbeliil 600 bazispar, megszekvenaldsuk paired-end
leolvasassal tortént. A beallitott szlirési érték miatt az egyesitett amplikon szekvencia kozépséd
szakaszarol egy kortilbeliil 100 bazisparnyi szakasz elvész. Az elvesztett szakasz feltehetden a V2
variabilis régio terminalis és az azt kovetd konzervativ régid inicialis része, mindazonaltal a teljes
kiterjedésében ismert V1 és V3, illetve a részlegesen ismert V2 szekvencidk alapjan fennallnak az
ASV-k azonositasdhoz sziikséges kovetelmények. Az ennél révidebb V4 amplikonok esetében ez a

probléma nem Iépett fel. A V1-V3 merge-ek hossza 490, a V4 merge-eké koriilbeliil 250 bazispar.

A folyamat végére a programmal nagy bizonyossaggal megkiilonboztetett ASV-ket a 16S rRNS
referencia adatbazishoz (SILVA version 138) hasonlitva azonositottuk taxondmiailag. A
szekvencidk taxondmiai azonositdsa nemzetség szintig volt pontos és megbizhatd. A nehezen
végeztiik, szintén RStudio fejleszt6i kornyezetben. A DADA2-vel feldolgozott és Phyloseq-kel
vizualizalt adatokat HTML-f4jlként mentettiik. A fajlok tartalmazzdk az egyes mintak 20
legabundansabb taxonjat bemutatd oszlopdiagramokat torzs, osztaly, rend, csaldd, nemzetség és -
adott esetben - faj szinteken, az egyes mintdk Shannon €s Simpson index szerinti diverzitdsat, a
mintak hasonldsagait bemutatd klaszter dendrogramot, a mintdk fékomponens-analizisét és
nonmetrikus tobbdimenzios skaldjat. A fenti paramétereket igy mind a V1-V3, mind a V4 amplikon

szekvenalassal feldolgozott mintdkra megkaptuk.

3.2 Manudlis adatelemzés

A manualis elemzés soran megvizsgaltuk, hogy az egyes mddszerekkel az 0sszes mintara vetitve
hany ASV-t sikeriilt azonositani, illetve minden faj feletti taxonémiai szinten megallapitottuk, hogy
az adott szinten vizsgalt 20 leggyakoribb taxon koziil hanyat sikeriilt mindkét moddszerrel
azonositani. Azért fokuszaltunk a leggyakoribb taxonokra, mivel a ritkdbbak abundancidja igen
kicsi, szereplik a gyakori taxonoknal feltehetden joval kevésbé jelentds, emellett a modszerek

o0sszehasonlitasahoz ezek az adatok mérvaddak.

Minden mintaban és minden taxondmiai szinten megallapitottuk az egyes mintdkban és egyes
rendszertani szinteken fellelhetd taxonokat, és igyekeztiik a vizsgalt mintdk Osszetételében

mintazatokat felismerni. Az elemzés soran a mintak osszetételérol részletes attekintést kaptunk.

Minden faj feletti taxondmiai szinten megallapitottuk, hogy az adott szinten vizsgalt 20

leggyakoribb taxon koziil hanyat sikeriilt mindkét modszerrel azonositani.



Elvégeztik a mintdk részletes Osszehasonlitdsat, elsdésorban torzs és nemzetség szinten. Egy
bakterialis phylum igen eltéré funkcioji tagokat szdmlalhat, &m a torzsek vizsgalata altalanos
tendencidk felismerését lehetdvé teszi. Adott torzsek jelenléte és relativ gyakorisdga durvan utalhat
bizonyos metabolikus funkciokra, egyes torzsek és egyes folyamatok kozott kimutathato
asszociacio. A nemzetségek szintjén torténd elemzés azonban nagyobb felbontasa betekintést nyujt
a bélben zajlo folyamatokra. Habar genuson beliill is igen eltéré életmiikodésii mikrobak
fordulhatnak eld, az egy nemzetség altal betoltott okologiai és metabolikus funkciok joval
behatarolhatobbak. A  mintakban fellelhetd torzsek ¢€s nemzetségek szintjén elvégzett
Osszehasonlitasa utdn magyarazatokat kerestiink a lathat6 hasonlésagokra és kiilonbségekre. Ennek
soran a mintavételezési idéponthoz kothetd adatokra (kutya kora, taplaléka, lakohelye), valamint
irodalmi referencidkra tdmaszkodtunk. Ezen adatokat kiterjedésiiknél fogva részletesen nem
kozoljik jelen palyamunkaban, azonban bemutatunk bizonyos eseteket, melyekben a két modszerrel

kapott adatok kiemelkedé mértékben eltérnek.

A két amplikon szekvenaldsi analizis altal kiadott klaszter dendrogamokat, azaz a mintdk
egymashoz vald hasonldsagat reprezentald dbrakat, dsszehasonlitottuk. Megvizsgaltuk, hogy a két
modszer milyen eltéréseket prezentdl a mintdk hasonlosagi viszonyait tekintve. A mintdk

diverzitasértékeit is 6sszehasonlitottuk a két modszer szerint.
Ertékeltik a két amplikon szekvenalasi megkozelités elSnyeit és hatranyait, megallapitottuk

munkank lehetséges limitacioit €s tovabbi rovitava kutatdsi célokat fogalmaztunk meg.

4. A munkafolyamat lépései dsszefoglalva

Mintédk gyljtése (tenyésztd vagy gazda), mintak beérkezése a laboratoriumba
tarolas hiitve vagy ZymoResearch DNA/RNA Shield-ben
DNS izolalas - QIAamp Fast Stool DNA Mini Kit (50) - Pathogen Protocol
Amplikon szekvenalési konyvtar készités
Perkin Elmer NEXTflex 16S V1-V3 Amplicon-Seq Kit 12
16S rRNS gén V1-V3 régié PCR amplifikacidja
adapterek ligalasa az amplikonokra PCR segitségével

Perkin Elmer NEXTflex 16S V4 Amplicon-Seq Kit 12



16S rRNS gén V4 régio PCR amplifikacioja
adapterek ligalasa az amplikonokra PCR segitségével
Rovid leolvasasu paired-end amplikon szekvenalas - [1lumina MiSeq

a V1-V3 és V4 amplikon szekvenalasok soran alkalmazott szekvenalasi kémia:

MiSeq Reagent Kit v2

a V1-V3 és V4 amplikon szekvenalasi ciklusok szama: 500
Bioinformatikai adatelemzés - DADA2 v.12.20.0

Hibamodell futtatasa

Szekvencidk sziirése

Szekvencidk egyesitése

ASV-k SILVA v.138 referencia adatbazishoz hasonlitasa
Adatok vizualis megjelenitése - Phyloseq v.1.36.0

Adatok manualis elemzése



Eredmények és értékelésiik

Munkank sordn a human mikrobiom modellorganizmusaként alkalmazott fajtatiszta pumikutyak
mikrobiomjat vizsgaltuk két 16S rRNS gén V régi6 amplikon szekvenalasi megkozelitéssel. 6 allat
kitlintetett mintavételi iddpontokban gylijtott székletmintdjabol izoldlt metagenomi DNS-sel

dolgoztunk.
1. Azonositott ASV-k

Eredményeink elemzése sordn bizonyos eltéréseket tapasztaltunk a V1-V3 és a V4 amplikon
szekvenalassal azonositott taxonok kozott. Szamos taxont mindkét moddszerrel kimutattuk a
mintdkban, am egyes ASV-k rendre csak a V1-V3 vagy csak a V4 megkdzelitést alkalmazva

jelentek meg.

V1-V3 amplikon szekvenalassal Osszesen 20, V4 amplikon szekvenalassal 6sszesen 19 mintat
vizsgaltunk. Az egy adott moddszerrel vizsgéalt Osszes mintat tekintve, a VI1-V3 amplikon
szekvenciak alapjan dsszesen 2210 amplikon szekvencia varianst, ASV-t azonositottunk. Az 9sszes
ASV azonositasa utdan a 0,05%-ndl nagyobb abundancidju ASV-kre szirtiink: a V1-V3
megkdzelités alapjan 195 ASV volt jelen fél ezreléknél nagyobb gyakorisaggal az 6sszesen vizsgalt
20 mintaban. V4 amplikon szekvenaldssal 19 mintabdl dsszesen 1235 ASV-t tudtunk azonositani,

melyek koziil 235 ASV gyakorisaga volt 0,05% folotti.

Minden faj feletti taxondémiai szinten megallapitottuk, hogy az adott szinten vizsgalt 20
leggyakoribb taxon koziil hanyat sikeriilt mindkét modszerrel azonositani (2. tablazat). Azért
fokuszaltunk a leggyakoribb taxonokra, mivel a ritkabbak abundancidja igen kicsi, szerepiik a
gyakori taxonoknal feltehetden joval kevésbé jelentds. Eredményeink alapjan 11 torzset, 14
osztalyt, 20 rendet, 17 csaladot és 10 nemzetséget mind a V1-V3, mind a V4 amplikonok

szekvenalasa alapjan ki tudtunk mutatni a vizsgalt mintakbol.

A felsorolt taxonok mellett mindkét mddszerrel sikeriilt olyan taxonokat azonositanunk, melyeket a
masik megkozelités nem mutatott ki: V1-V3 szekvenalassal tovabbi 1 torzset, 3 osztalyt, 2 rendet, 3
csaladot és 8 nemzetséget, V4 megkdzelitéssel tovabbi 5 torzset, 6 osztalyt, 2 rendet, 1 csaladot és 6
nemzetséget azonositottunk az egyes szinteken leggyakoribb 20 taxon koziil - azaz a V4 a rend
feletti, a V1-V3 modszer pedig a rend alatti taxondmiai szinteken azonositott tobb csoportot, a
referencia irodalom adataival egyetértésben (Bukin ¢€s mtsai. 2019). Ezek mellett egyes taxonomiai
szinteken beazonositatlan taxonokat is detektaltunk, mivel a DADA2 program a referencia

adatbazis alapjan nem azonositott ASV-ket is megtartja az outputban. igy V1-V3 szekvenalassal



osztaly és nemzetség, V4 szekvenalassal csalad és nemzetség szinteken be nem azonositott
taxonokat detektaltunk. Ezen ASV-k esetében a taxondmiai azonositds csupdn magasabb

rendszertani kategoriak szintjén volt sikeres.

'onositott taxonok 1-V3 amplikon-seq @ amplikon-seq indkét modszer

rzs ]

ztaly ) !

nd )

alad ] [

mzetség b
2. tablazat: Az egyes amplikon szekvendldsi modszerrel azonositott taxonok szama az egyes faj feletti

taxonomiai szinteken, a mintak 20 leggyakoribb taxonjain beliil

A V1-V3 és V4 megkozelitésekkel kiilon-kiilon, illetve atfedésben azonositott taxonok listdjat a

Fiiggel¢k tartalmazza.

A fajszintli azonositas mindkét modszerrel korlatozott eredménnyel jart: V1-V3 szekvenalassal
Osszesen 7, V4 szekvenalassal Gsszesen 5 faj jelenlétét sikeriilt nagy bizonyossaggal megallapitani,

igy a fajszintii elemzést jelen munkankban nem részletezziik.
2. Diverzitasindexek

A két vizsgalati modszer eltérd eredményeket hozott a vizsgalt mintdk diverzitési értékeit tekintve.
A mintak alfa diverzitdsat Shannon és Simpson indexek szerint is vizsgaltuk. A diverzitasértékeket

a kitlintetett id6pontotkban vett dsszesen 18 mintara vetitettiik.
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5. abra: VI1-V3 diverzitasi indexek

A VI1-V3 szekvendlassal vizsgalt 18 minta (5. abra) koziil 15 mutatott legaldbb 3-as értéket a
Shannon indexen, 11 minta értéke 4 feletti. 2 minta diverzitasa 2 és 3 feletti, egyé 1 alatti. A
Simpson index szerint 18-bol 16 minta 0,9 feletti diverzitasértéket mutat. A két tovabbi minta

egyike megkozeliti a 0,9-es értéket, a masik alacsony, 0,3 kozeli diverzitast mutat.



Shannon Simpson
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6. abra: V4 diverzitasi indexek

A V4 amplikon szekvenalassal feldolgozott 18 kitiintetett idépontban vett minta (6. abra) kozil a
Shannon diverzitasindex szerint 7 mutat 5-nél nagyobb alfa diverzitast, 9 minta diverzitasa 4 és 5
kozotti értéket vesz fel, 2 minta diverzitasértéke 3,5 és 4 kozotti. A Simpson index szerint 12 minta

diverzitasa 0,98 feletti, illetve 6 minta vesz fel 0,96 és 0,98 kozotti értékeket.

Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy a V4 amplikon szekvenalasi metodussal vizsgalt
mintadk jelentésen magasabb alfa diverzitdsi értékeket mutatnak a V1-V3 régiok azonositasaval
vizsgalt mintdkndl. Mindazondaltal az alfa diverzitds - mely a minta fajgazdagsdganak ¢s a
fajeloszlas egyenletességének fliggvénye - értéke fligg a vizsgalati modszer altal detektéalt taxonok
szamatol, a mddszer érzékenységétol, igy az alfa diverzitasi értékek dnmagukban nem nyujtanak

kellden megbizhatd informaciot egy adott vizsgalati mddszer mindségérol.



3. Klaszter dendrogramok

A klaszter dendrogramok az egyes mintak egymashoz val6 hasonlosagat jelenitik meg vizualisan. A
két szekvenalasi megkozelitésre alapuld adatok klaszter dendrogramja eltérd képet mutat a mintak

hasonléséagi viszonyairdl.
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7. dbra: V4 dendrogram

A V4 szekvenalas dendrogramjan (7. dbra) az Othetes kolyok mintdk egy, a tobbi mintatol
nagymértékben eltérd klasztert alkotnak. A tiz hetes mintdkat tartalmazo6 klaszterben 2 kolyok 180
napos mintaja is megjelenik - ez arra utalhat, hogy az allatok mikrobiomja a 10. héten mar
viszonylag stabil, kompozicioja hasonlit a felndttkori allapotokra. A 10 hetes, illetve a K2 180 ¢és
K3 180 mintdkkal az anya sziilés el6tti, illetve a két felndtt allat sziilés utani mintdja mutat nagy
hasonlésagot. Az A 1 és Fk 1 mintdk hasonlosaga, valamint az A -7 mintdhoz valo kozelségiik
arra enged kovetkeztetni, hogy a sziilés nem befolyasolja nagy mértékben az anyai mikrobiomot. A

két felndtt allat hatodik havi (A 180, Fk 180), illetve a kontroll him -7. napi (Fk -7) mintéi



alkotnak egy ujabb szoros klasztert, melyen beliil a Fk -7 és Fk 180 mintadk mutatjdk a legnagyobb
hasonlésagot. A K4 180 minta a hatodik honapban mar BARF taplalassal etetett kolyoktol
szarmazik, és bar a tobbi mintatol elkiiloniilten helyezkedik el a dendrogramon, a legnagyobb
hasonlosagot a feln6tt mikrobiomokkal mutatja. A t6bbi mintatol a legtavolabb a K1 180 all, ami
meglepd, hiszen az allat a hozzataplalastol fogva ugyanazt a tapot kapta €s a tenyésztdi kennelben
maradt A és Fk egyedekkel. A tap-és kornyezeti eredetli hatasok A, Fk és K2 egyedek

mikrobiomjaval mutatott nagyobb hasonl6sagot indokolnénak.
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8. abra: VI1-V3 dendrogram

A V1-V3 szekvenalas dendrogramja (8. abra) szerint az 6thetes mintak (9-10. abrak) koziil K2 39
¢s K4 37 nagy hasonlésdgot mutat. K1 37 és K3 37 mintdkhoz is relative kozel allnak, dm a
V1-V3 szekvendlds nagyobb eltéréseket mutatott ki az Othetes mintadk kozott, mint a V4 alapu

megkdzelités. Az irodalmi adatok alapjan a fiatal allatok bélflordja nagymértékben valtozékony és



instabil lehet, a k6zosség diverzitdsa és kolonizacios ellenallasa fiatal korban jellemzden alacsony
(Haller, Hornef 2018, Brugiroux és mtsai. 2016, Stetcher és mtsai. 2013). Ezen ismeretek alapjan a
kolyok mikrobiomok kozott fiziologias allapotban inkabb az eltérések, mint a nagy hasonlosag

feltételezheto.

A dendrogram jobb szélén a négy 70. napi minta a K2 180 és K3 180 mintakkal kiegésziilve alkot
egy jol elkiilonithetd klasztert. E tekintetben a V1-V3 a V4 szekvenalassal atfedd eredményeket
hozott. A feln6tt mintak koziil ezen megkdzelités szerint is nagy hasonldsagot mutatnak az A 180,
Fk -7 és Fk 180 mintak, illetve a Fk 1 és A 1 mikrobiomok. Az A -7 azaz az anya sziilés el6tti
mintdja a tobbitdl ugyanakkor eltér, és a K1 180 mintaval kozvetleniil nagyobb hasonldsagot mutat,
mint a tobbi feln6tt mikrobiommal. A K1 180 minta jol dgyazddik be a tobbi koz¢ hasonlosag
terén, és a V1-V3 szekvencidk alapjan a K4 180 minta mutatja a tobbi érett mikrobiomtol vald
legnagyobb eltérést. A fentebb emlitett taplalasbeli és kornyezetbeli tényezOk ismeretében ez

indokolt.

Kutatasunk soran mindkét megkozelités alapjan elvégeztiik a mintdk részletes longitudinalis
elemzését torzs €s nemzetség taxondmiai szinteken; a V1-V3 amplikon szekvenaldson alapulo
elemzést TDK-palyamunka formajaban publikaltuk (Henkrich, Jaray 2022, SZTE SZAOK).
Megfigyeltiink bizonyos markans kiillonbségeket a két modszerrel végzett longitudinalis mikrobiom
kompozicios elemzés eredményei kozott, melyek kozott kiemelkedd volt az 5. heti kolyok
mikrobiomok Gsszetételére vonatkozd eredmények nagyfoku eltérése. A V1-V3 szekvenalas alapjan
ezen mintdk koziil kett6t viszonylag egyenletes eloszlasban épitettek fel a Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria torzsek kisebb mennyiségli Actinobacteriaval és Proteobacteriaval, a két
masik allat koziil az egyiknek a Firmicutes, masiknak a Fusobacteria dominalta a bélflorajat. Ezzel
szemben a V4 amplikon szekvenciak alapjan a kolyok mikrobiomok szinte egészét a Proteobacteria
torzs tette ki az 6tddik héten. A V1-V3 maddszerrel szemben V4 szekvenalassal emellett sikertelen

volt ezen mintak tobb abundans nemzetségének az azonositasa.
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9. dbra: Az 5. heti mintakban V1-V3 szekvenaldssal detektalt torzsek (jobbra) és nemzetségek (balra). Ahol
az oszlopdiagramok nem érik el az x tengely maximum értéket, ott a 20 legabundansabb taxon nem teszi ki a

mintaban fellelhetd taxonok egészét.
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10. abra: Az 5. heti mintakban V4 szekvendlassal detektdlt térzsek (jobbra) és nemzetségek (balra). Ahol az

oszlopdiagramok nem érik el az x tengely maximum értékét, ott a 20 legabunddnsabb taxon nem teszi ki a

mintaban fellelhetd taxonok egészét.



Az egyes mintdk Osszehasonlitd elemzése soran tovabbi jelentdsnek mondhat6 eltéréseket talaltunk
a két modszer adatai kozt, azonban ezen elemzések nagy kiterjedésiik miatt jelen palyamunka részét

nem képezik.

4. Eredményeink osszefoglalasa

Osszegezve, a két 16S rRNS gén amplikon szekvenaldsi megkozelités koziil a V1-V3 modszerrel
joval tobb ASV-t azonositottunk, elsdsorban az igen kis abundanciaval jelenlévé taxonok koziil, a
V4 szekvenalas viszont tobb V1-V3 altal ki nem mutatott taxont detektalt, mint forditva. Emellett a
V4 szekvenciak alapjan vizsgalt mintdk joval nagyobb alfa diverzitdst mutattak mind a Shannon,
mind a Simpson-index szerint. A V4 szekvendlasi adatok klaszter dendrogramja és egyes mintak
Osszetétele mutatott bizonyos anomalidkat (K4 180 minta elhelyezkedése a dendrogramon, 5 hetes
mintdk homogén Osszetétele), melyeket a vizsgalati koriilmények nem indokolnak. Ezen esetekrdl a
V1-V3 szekvendlds olyan eredményeket hozott, amely a kornyezeti valtozok ismeretében

indokoltabbak, realisabbak, mint a V4-es adatok.

A V1-V3 amplikonokro6l fontos kiemelni, hogy metodikai limitdcidk miatt a teljes régi6 rovid
leolvasasti szekvenalasa nem lehetséges; a génszakaszban taldlhatdé V2 régido egy része a
szekvenalas és bioinformatikai szlirés soran elveszett. Az azonositas igy tulajdonképpen nem
harom, hanem kettd és fél variabilis régio szekvencidja alapjan tortént. A V4 régio teljes egészében

megszekvendlhat6 volt.

Mivel a két génszakasz vizsgéalata bizonyos mértékben eltérd eredményeket hozott,
kutatdcsoportunk jelenleg a V1-V9 régiok egyben torténd hosszu leolvasasu szekvenalasara alapuld
taxonomiai elemzési modszerekre iranyulod kisérleteket végez. Ezen megkozelités mikrobiomikai
alkalmazasat a referencia szakirodalom is indokolja (Zhang és mtsai. 2018). Emellett az
alkalmazott DNS-izolalasi protokoll optimalizacidjara is végziink kisérleteket. A négy izolalasi és
harom amplikon szekvenalasi médszer természetes, egy allattdl szarmazé székletmintakon és ismert
Osszetételli mock mintakon torténd alkalmazasat és az eredmények részletes kiértékelését kovetden

alkotjuk meg azt a végleges protokollt, melyre a tovabbi mikrobiomikai kutatasainkat alapozzuk.

Osszefoglalas

Kutatocsoportunk az intesztinalis mikrobiom elhizdsban és tarsbetegségeiben betoltott szerepét,

illetve a mikrobiom taplalkozasban beallt valtozasokra adott valaszait vizsgalja.



Munkéank soran kiilonb6zd egészségi allapotl, eltérd diétas-és életmddprogramokat kdvetd human
paciensek  mikrobiomjat, emellett nagyszamu fajtatiszta, eltér6  tapokkal etetett,
modellorganizmusként alkalmazott pumi kutya mikrobiomjat vizsgaljuk ujgeneracids szekvenalasi

eljarasokkal, székletmintabol izolalt DNS alapjan.

A bélflora prokariota tagjainak azonositasara alkalmazott sztenderd modszer a prokaridta 16S rRNS
gén varidbilis régiok szekvencigjanak, mint molekuldris taxondémiai markereknek a hasznalata.
Mindazonaltal a 9 varidbilis régio kiterjedése, biologiai funckidja €s mutacios rataja egymastol eltér,
igy a kiilonb6z6 V régid szekvencidk kiilonbozd taxondsszetételi adatokat mutathatnak egy

mintaro6l.

Jelen munkank soran a 16S rRNS gén V1-t6l V3-ig tart6 szakaszanak, illetve a V4 régionak
amplikonjait szekvenaltuk Illumina MiSeq platformon. Az amplikonok izolalasa 6 kutya (2 felnott
¢és 4 kolyok) 6 honapon at gyiijtott 6sszesen 20 mintajabol tortént. V1-V3 szekvendlassal 20, V4
szekvenalassal 19 mintat elemeztink. Az amplikon szekvencidkat a DADA2 programmal
dolgoztuk fel, mely egyedi amplikon szekvencia variansként (ASV) kezeli a fellelt szekvencidkat. A

szekvenciak taxonomiai azonositasara a SILVA 16S rRNS referencia adatbazist hasznaltuk.

Adataink manudlis elemzése sordn célunk volt megallapitani, hogy a két amplikon szekvenalasi
modszer altal szolgaltatott adatok hogyan €s milyen mértékben térnek el egymastol, illetve, hogy a
két modszer koziil melyik lehet idedlisabb a hossz tavu kutatasi alkalmazasra. Eredményeink
alapjan a V1-V3 szekvendlassal sikeriilt tobb taxont azonositani, &m a V4 szekvenalds a vizsgalt
mikrobiomok nagyobb diverzitdsat mutatta. Kutatocsoportunk a tovabbiakban a V1-V9 régio teljes

amplikonjanak hosszl leolvasast szekvenaldsat is teszteli metodikai szempontbol.
Mikrobiomikai kutatdomunkénk hosszi tavii eredményei a taplalkozastudomany és az elhizas

crer

stratégiak alapjat képezhetik, €s allategészségiigyi relevanciaval is birhatnak.
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Fiiggelék
1. fiiggelék: a vizsgalt allatok altal fogyasztott kutyatapok analitikai Gsszetétele
a. Feln6tt tap (A és Fk altal fogyasztva): Brit Care Dog Show Champion Salmon & Rice

i.0sszetevok: Szaritott lazac (35%), rizs (32%), széritott hering (10%), csirkezsir (tokoferolokkal

tartositva), lazacfehérje (5%), lazacolaj (4%), szaritott alma, természetes aromak, soréleszto,
ligetszépe olaj (1%), meszes héju allatok hidrolizalt héja (glilkkézamin-forras, 320 mg/kg),
porckivonat  (kondroitin-forras, 190 mg/kg), mannan-oligo-szacharidok (180 mg/kg),
gyogynovények ¢és gylimolcsok (rozmaring, szegfiiszeg, citrus, kurkuma, 180 mg/kg),
frukto-oligo-szacharidok (120 mg/kg), yucca schidigera (120 mg/kg), inulin (110 mg/kg),
mariatovis (90 mg/kg).

b. Kolyok tap 1 (a hozzataplalast kovetden az Osszes kolyok altal, K1-K2 esetén a vizsgalat
teljes idotartama alatt fogyasztva): Brit Care Grain Free Puppy Salmon & Potato

i.0sszetevék: Szaritott lazac (35%), burgonyafélék (28%), lazacprotein (15%), csirkezsir
(tokoferolokkal tartdsitva), szaritott alma, természetes izesitdk, lazacolaj (3%), soréleszto,
hidrolizalt rakhé¢j (gliikozamin-szulfat forras, 320 mg/kg), porckivonat (kondroitin-szulfat forras,
190 mg/kg), mannan-oligoszacharidok (180 mg/kg), fliszerndvények és gyiimdlcsok (rozmaring,
szegfliszeg, citrusfélék, kurkuma, 180 mg/kg), frukto-oligoszacharidok (120 mg/kg), yucca
schidigera kivonat (120 mg/kg), inulin (110 mg/kg), mariatdvis (90 mg/kg).

C. Kolyok tap 2 (K3 éltal 2 honapos kortdl fogyasztva) Brit Care Puppy All Breed Lamb &
Rice

i.0sszetevok: Baranyhusliszt (45%), rizs (30%), csirkezsir (tokoferolokkal tartdsitva), szaritott alma,
lazacolaj (3%), természetes aromak, sorélesztd, meszes héja allatok hidrolizalt héja
(gliikézamin-forras, 320 mg/kg), porckivonat (kondroitin-forras, 190 mg/kg),
mannan-oligo-szacharidok (180 mg/kg), gyogyndvények és gyiimolcsok (rozmaring, szegfiiszeg,
citrus, kurkuma, 180 mg/kg), frukto-oligo-szacharidok (120 mg/kg), yucca schidigera (120 mg/kg),
inulin (110 mg/kg), mariatdvis (90 mg/kg).

d. BARF étrend (K4 altal 2,5 honapos kortdl fogyasztva)



1.75% nyers has (pulyka, csirke, nyul, barany, 10, belsdségek), 25% nyers zoldség €s gyiimdlcs
(cukkini, tok, uborka, répa, brokkoli, 4fonya, alma)

2. fiiggelék: a V1-V4 amplikon szekvenalassal is detektalt taxonok: az Actinobacteria,
Bacteroidetes, Campylobacterota, Cyanobacteria, Deferribacteroita, Desulfobacterota, Firmicutes,
Fusobacteria, Patesibacteria, Planctomycetota, Proteobacteria torzsek, az Actinobacteria,
Alphaproteobacteria,  Bacillii, Bacteroidia, ~Campylobacteria, Clostridia, Coriobacteria,
Cyanobacteria,  Deferribacteres,  Desulfovibrionia, = Fusobacteria, =~ Gammaproteobacteria,
Negativicutes,  Vampirivibrionia  osztalyok, az  Acholeplasmatales, Acidaminococcales,
Bacteroidales,  Burkholderiales, Campylobacterales, Clostridia UCG-014, Clostridiales,
Coriobacterales, Enterobacterales, Erysipelotrichales, Fusobacteriales, Gastranaerophilales,

Lachnospirales, Lactobacillales, Oscillospirales, Peptococcales,
Peptostreptococcales-Tissierelales, Propionibacterales, Rhodospirillales,
Veilonellales-Selenomonadales rendek, az Acidaminococcaceae, Bacteroidaceae,
Campylobacteraceae, Coriobacteraceae, Enterobacteriaceae, Erysipelotrichaceae,

Fusobacteriaceae, Helicobacteraceae, Lachnospiraceae, Muribaculaceae, Oscillospiraceae,
Peptostreptococcaceae, Prevotellaceae, Ruminococcaceae, Selenomonadaceae, Sutterellaceae,
Tannerellaceae csaladok €és a Ruminococcus gnavus group, Alloprevotella, Bacteroidetes, Blautia,
Faecalibacterium, Fusobacterium, Megamonas, Phascolarctobacterium, Prevotella, Sutterella
nemzetségek.

3. fiiggelék: a kizardlag V1-V3 amplikon szekvendlassal detektalt taxonok: az Amatimonadota
torzs, az Amatimonadia, Parcubacteria, Phycisphaerae és tovabbi beazonositatlan osztalyok, a
Peptococcales és Propionibacteriales rendek, a Clostridiaceae, Erisypelatoclostridiaceae,
Lactobacillaceae csaladok, a Campylobacter, Catenibacterium, Clostridium sensu stricto,
Colinsella, Lachnoclostridium, Ligl%iactobacillus,, Parabacteroides, Rombutsia ¢és tovabbi
beazonositatlan nemzetségek.

4. fiiggelék: a kizardlag V4 amplikon szekvenalassal detektalt taxonok: a Chloroflexi,
Dependentiae, Desulfobacterota, Euryarchaeota, Verrucomicrobiota torzsek, az Anaerolineae,
Baeliae, Methanobacteria, Planctomycetes, Saccharimonadia, Verrucomicrobiae osztalyok, a
Corneybacterales, Desulfovibrionales, rendek, a Succinivibrionaceae és tovabbi beazonositatlan
csaladok, az Anaerobispirillum, Cetobacterium, Enterobacter, Escherichia-Shigella, Kleibsella,
Prevotellaceae Ga6Al group és tovabbi beazonositatlan nemzetségek.



Koszonetnyilvanitas

A palyamunka végére érve szeretném megkOszonni Jaray Tamasnak a wet lab munkafolyamatok
elvégzését, Gulyas Gabornak és Kakuk Baladzsnak a szekvenciaadatok bioinformatikai elemzését,
dr. Tombacz Dordnak a kutatds koordinalasat és prof. Boldogkdi Zsoltnak az intézeti hattér
biztositasat. Szeretném megkdszonni a Duna-menti Dumdas Kennel tenyésztdinek ¢€s a kiskutyak uj

gazdainak a kutatasban val6 részvételt és a mintagytijtésben torténd egyiittmiikddést.

Témavezetdimnek és a projekten dolgozdé munkatarsaknak nagyon halds vagyok minden

segitségért, konzultacioért, a munkam figyelemmel kiséréséért €s a részvételi lehetdségért.

A projekt a Magyar Tudoményos Akadémia Lendiilet Program LP2020/8 (Tombacz Dora)

tamogatasaval jott létre.

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS*

Alulirott Henkrich Miksa és Jaray Tamas nyilatkozunk, hogy az SZTE 2022 tavaszi
helyi TDK-ra benyujtott ‘Mikrobiom elemzés soran alkalmazott 16S rRNS gén V1-V3
és V4 amplikon szekvenalasi médszerek dsszehasonlitasa’ cimili dolgozatunkban
leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettlink részt:

Rész/feladat’ Felkészités utan onalléan| Folyamatos segitséggel
végeztem a dolgozathoz | végeztem a dolgozathoz
szilkkséges mennyiségben| sziikséges mennyiségben
(%-ban megadva) (%-ban megadva)
Kutya szekletmintak begydjtése 0 100
A mintak elbkészitése es 100 (J.T)) 0
feldolgozasa, DNS izolacio
PCR amplifikaciok, 100 (J. T.) 0
kbnyvtarkeészités, szekvenalas




kidolgozasa

Bioinformatikai elemzések 0 100
(DADAZ2, Phyloseq)
Manuélis adatelemzés, adatok 100 (H. M.) 0
kiertékelése
Referencia irodalom attekintése 100 (H. M.) 0
Palyamunka és el6adas 100 (H.M.) 0




'A szerz6-hallgato tarsaval egyiitt végezte a terepi munkat, melynek soran a dolgozat
alapjat képezé fajokra vonatkozé anyagok begydlijtését a teriilet/vizsgalati idészak egyik
felében teljes mértékben 6 végezte énalléan. A fennmaradé részében az anyaggydjtést
mas végezte.

2A felhasznalt 5 primer koziil a szerzé-hallgatd 3-at maga tervezett, a tobbit készen
kapta. °A western-blot reakcick tervezését (pl.: minta sorrend+mennyiség), elvi
Osszedllitasat a szerzd hallgaté maga végezte, ugyanakkor a munka ,wet” részét
Jjorészt a laborhoz tartozé asszisztens

végezte
" Az alabbi lista mintéul szolgal, szabadon médositandé/bévitendd
Kelt: Szeged, 2022 aprilis 11

(Kérjik a ddlttel jeldlt részek értelemszerii megadasat. A tablazat sziikség szerint
értelemszerlien médosithatd).
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