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1. Bevezeto

1.1. A mikrobiom-kutatas jelentésége

Az, hogy az egészséges bélrendszer a teljes szervezet egészsége szempontjabol kulcsfontossagu,
mar az oOkori orvoslas szamara is ismert volt. A belek egészsége és a szervezet egészsége kozotti
kapcsolat megértésében azonban Oridsi eldrelépést jelentett a 21. szdzadban elterjedt

mikrobiom-tudomany.

Szervezetlink szuperorganizmusnak tekinthetd, hiszen elképesztd mennyiségli mikrobéaval éliink
egyiitt, melyek gyakorlatilag minden testfeliiletiinkon megtalalhatok. Bar szdmos gomba, egysejtii
eukariota és virus is €l veliink, jelenleg a szimbidta mikroorganizmusok koziil a prokaridtaknak
tulajdonitja a legnagyobb jelentdséget a tudomany. A vellink egyiitt ¢l6 bakterialis és archea sejtek
szamat 3,8 * 10”13-ra becsiilik - ez a szdm a tulajdon emberi sejtjeink szamahoz hasonl6 (Sender és
mtsai. 2016). Ezek a mikrobdk a gazdaszervezet élettani folyamatait jelentésen képesek
befolyasolni, igy kiilonbozo fizioldgias allapotok, vagy akar betegségek kialakuldsdban és

fennallasaban lehet szerepiik.

A legtobb szimbidta mikroba a bélcsatorndban, elsdsorban a vastagbélben €l - itt akar 10*11 sejt/ml
koncentracioban (Sender és mtsai. 2016). A bélbaktériumoknak ismert bioldgiai szerepiik van a
bevitt tapanyagok feldolgozasaban és biokonverzidjaban (Braune, Blaut 2016), a tdpanyaggal bevitt
energia elérhet0ségének szabalyozasaban, bioaktiv anyagok, pl. rovid szénlancu zsirsavak és
vitaminok szintézisében (Indira és mtsai. 2019). A bélham integritdsdnak szabalyozasaval, illetve az
intesztinalis immunrendszer, a nyalkahartya-asszocialt limfoid szovet folyamatos stimulalasa révén
a szervezet védelmi funkcidit befolyasoljak (Chelakkot és mtsai. 2018, Venegas ¢és mtsai. 2019),
emellett az idegi és mikrobialis folyamatok szoros Osszefonddasdra is szdmos bizonyiték utal

(Appleton 2018)

AlapvetOen a fenti Gtvonalak valamelyikén keresztiil hatva képes az intesztinalis mikrobakdzosség
meghatarozo szerepet vallalni a gazda egészségi allapotaban, ezen utvonalak megértése pedig nem
egyszerlien 0j diagnosztikai és terdpids innovaciokhoz kovezi ki az utat, de a betegség és egészség,
teljesitmény ¢és allapot fogalmainak ujraértelmezésére is lehetéséget ad. Egy egészségtelen,
alacsony diverzitast, a kornyezeti behatasokra érzékenyebb, szisztemikus gyulladasra €s kronikus

betegségekre hajlamositdé mikrobiom diagndzisa, majd egy, a teljes kozosség stabilizalasat célzo



terapia alkalmazasa nagy prevencios értékkel birhat, illetve mar folyamatban 1€vd terdpiak sikerét
novelheti (Hitch és mtsai. 2022). Ha felismerjiik, milyen konkrét mikrobialis mintdzatok allhatnak
egyes kronikus betegségek, fogyasi nehézség, gyengiild sport-és mentalis teljesitmény vagy akar
pszichiatriai korképek mogott, a mikrobakdzosség precizios modositasa is lehetségesse valhat, akar
egy vagy néhany torzs feldusitasat vagy kiszoritasat célozva (Sorbara, Pamer 2022). Igy tehat a
mikrobiomot és annak a szervezettel valo kolcsonhatasait leir6 alapkutatas, illetve a mikrobiomban
rejlé diagnosztikai €s terdpias lehetdségeket vizsgalo alkalmazott kutatas eredményeire a kdvetkezd
évtizedekben olyan egészségligyli innovaciok épiilhetnek, melyek a Dbetegellatas 1j,
prevenciokdzpontu fejezetét tdmogatjak (Dietert RR, Dietert JM 2015). A mélyrehato €s korai
diagnosztika, illetve a rendszerbiologiai elvek integralasa &ltal nagyban csokkenthetdek az
egészségiigyi ellatorendszer kiadasai, a kordn megkezdett, személyre szabott és precizios terapiak

segitségeével pedig a kezelések lehetnek sokkal eredményesebbek (Weston, Hood 2004).

Emellett nem lehet elhanyagolni, hogy az emberi test mellett minden allati és ndvényi szervezet,
talaj, viz és légtér rendelkezik a rd jellemzé mikrobakozosséggel, beleértve a gazdasagi
jelentdséggel bird haszonallat-és ndvényfajokat, mezdgazdasagi miivelés alatt allo talajokat stb. A
mikrobiom-kutatds ismeretanyaga és modszertani tdrhaza igy szdmtalan, gyakran nagy gazdasagi
jelentdségli teriileten alkalmazhat6 a biotechnologiatdl a kdrnyezetvédelmen és a mezdgazdasagon
at akar a jarvanyligyig - példaul a szinyogok altal terjesztett humdénpatogén virusfertézések
biokontrolljanak egy Uj moddja a sziinyog mikrobiom dusitasa olyan baktériumokkal, amelyek

megnehezitik a virusok transzmisszidjat (Huang és mtsai. 2020).

1.2. A bél mikrobiom-kutatas jelenlegi Kihivasai

Ahhoz azonban, hogy a fenti alkalmazasokhoz eljusson a tudomény, még rengeteg munka all a
kutatok eldtt. A modern mikrobiomika fiatal tudomanyag, csak az elmult években jott igazan
lendiiletbe a molekularis bioldgiai és szekvenalasi technikdk fejlodésének koszonhetéen (NIH

Human Microbiome Portfolio Analysis Team, 2019) (1. abra).

A korabbi évek mikrobiom-kutatéi a klasszikus mikrobiologia modszereivel, tenyésztésen és
morfologiai jellemzék alapjan torténd osztalyozéssal dolgoztak, ez azonban korlatozott
lehetdségeket kinalt, mivel a bél mikrobiom legtobb tagja anaerob és nehezen tenyészthetd
(Andrade ¢és mtsai. 2020). Manapsag elsésorban massziv paralell szekvenalast hasznalunk a

kiilonféle mikrobiomok vizsgalatara; ezek a moddszerek a mikrobakbol izolalt nukleinsavakkal



dolgoznak, és molekuldris biologiai markerek alapjan végeznek taxondmiai és funkcionalis

osztalyozast.
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1. dbra: a “gut microbiome” kulcsszavakra kiadott PubMed-cikkek szama 2000 és 2023 kézott. Jol kiveheto,

hogy a tudomanyteriilet exponencialis névekedésnek indult a 2010-es évek kozepén

Szamos protokoll 1étezik a mikrobidlis szervezetek DNS-ének ¢és RNS-ének nagy tisztasagl
izolalasara, szekvenalasara, illetve a szekvencidk Dbioinformatikai elemzésére. Egy
mikrobiom-minta DNS- ¢és RNS-4lloméanyanak elemzésével a taxondmiai Osszetételtél a
transzkriptomikai és metabolikus folyamatokig szdmos adatra kovetkeztethetiink. Az adatokig
elvezetd munkafolyamat azonban szdmos molekularis biologiai és bioinformatikai 1épés sorozata,

melyek megkozelitése egyenként eltérd lehet.

Az eltérd megkozelitések eltérd eredményekhez is vezethetnek, a mikrobiomikai eredmények
alkalmazhatdsaganak pedig az a kulcsa, hogy olyan standard modszerekkel rendelkezziink, amelyek
egy adott célkitlizést nagy megbizhatdsaggal teljesitenek (Fiedorova és mtsai. 2019). Diagnosztikai
és terapias megkozelitéseket hiba lehet olyan munkafolyamatokra épiteni, amelyek a nem
megfelelden megvalasztott, vagy nem kelléen ismert modszerek révén torzitjadk az elvégzett
vizsgalatok eredményét, hiszen egy bizonytalan labakon all6 terdpia kisebb eséllyel lehet sikeres,
ugyanakkor nagyobb kockazatot rejt magéban. A terjedében 1évé Uj modszerek kezdeti sikerei
kiilondsen fontosak a kutatdi és orvosi kozosség, a tovabbi kutatasok potencidlis tamogatoi és a

leend6 paciensek bizalméanak elnyerésében, ami biztositja a dinamikus fejlodést.

Természetesen, mivel a mikrobidlis metagenomi mintdk eltérd feldolgozasi lehetéségei részben azt
a célt szolgaljak, hogy kiilonbozo jelleglhi adatokhoz juthassunk, nem elvarhatod egy olyan egységes

¢s validalt protokoll kidolgozasa, amely mintavételezéstdl diagndzisig 1€pésrol 1épésre kovethetden



leirja egy minta feldolgozasi utvonalat, és amely minden lehetséges helyzetben alkalmazhato,
kezdve egy elhizott péciens altalanos mikrobiom-osszetételének vizsgalatatol egy longitudinalis
egérkisérlet két modellallatinak metatranszkriptomikai elemzéséig. Elengedhetetlen azonban, hogy
az egyes modszerek buktatoi, esetleges torzitasai, adott helyzet fliggvényében valtozd elonyei €s
hatranyai alaposan fel legyenek térképezve és ezek az adatok elérhetéek legyenek a tudomanyos
kozosség szamara. Ez az alapja annak, hogy egy adott kisérleti, klinikai vagy ipari munkafolyamat
tervezésekor magas szinvonalu szakmai dontés alapjan lehessen megvalasztani a modszereket, és a

valosaghoz a lehetd legkozelebb allo eredményeket tudjunk nyerni (Galloway-Pena, Hanson 2020).

1.2.1. Mddszertani eredett adattorzitasok székletminta feldolgozasa soran

Kutatdcsoportunk munkéja a mikrobiom étrendi szénhidrattartalomtol valo fiiggése, elhizasban és
annak tarsbetegségeiben betdltott szerepe koriil Gsszpontosul. Szeretnénk hozzajarulni annak
megértéséhez, hogy a bélflora hogyan valtozik a kiilonbozd élettani allapotok és étrendek
fiiggvényében, ezért egészséges elhizott, inzulinrezisztens ¢és kettes tipusu diabéteszes betegek
székletében megtalalhato baktériumokat, gombakat és virusokat vizsgalunk genom és transzkriptom
szintjén, mialatt a betegek egységesen alacsony szénhidrattartalmu, vagy személyre szabottan
Osszeallitott diéta-€s mozgasprogramokat kovetnek. Ugyanakkor, mivel emberi paciensek esetén
jelentds eltérések meriilhetnek fel a genetikai hattér és az életmdd terén, illetve a diéta szigoru
tartasa sem garantalhaté minden esetben, indokolt olyan modellorganizmusok hasznélata, melyek
tartasi koriilményeit nagyobb mértékben Ilehet kontrollalni a fenti valtozokra nézve.
Laboratoriumunkban a huméan mikrobiom jelenleg ismert legjobb modellszervezetével (Coelho ¢és
mtsai. 2018), fajtatiszta, ismert rokonsagi viszonyu, kiilonb6z6 szénhidrattartalma tdpokon nevelt
kutyakkal, illetve mintaikkal végziink a human csoporttal parhuzamos vizsgalatokat. Emellett
anaerob tenyésztési koriilmények kozott lezajld baktérium-baktérium kolcsonhatasokat is kutatunk
transzkriptomikai, illetve epigenetikai alapi megkdzelitésekkel. Munkank hosszutava célja a
mikrobiom  miikddésének ¢és a metabolikus  szindromaval  Gsszefiiggd  betegségek
patomechanizmusanak jobb megértése, igy potencidlis diagnosztikai és terdpias alkalmazasok

megalapozasa.

A kutatds egyik legfontosabb eleme a vizsgalt mintdk taxondmiai Osszetételének megallapitasa
(Banerjee ¢és mtsai. 2018). A kiilonbozé paraméterekkel rendelkezd paciensek mintdinak
Osszetételét tudva Osszefiiggések ismerhetok fel egyes allapotok és egyes mikrobiom-mintazatok
kozott, ezekre pedig tovabbi kovetkeztetések ¢€s kisérletek alapozhatok a mintakban talalt

baktériumtdrzsek mar megismert jellemzdit, anyagceseréjét, biologiai szerepét figyelembe véve. Mar



a kutatés korai fazisdban ra kellett jonniink viszont, hogy nincsenek egységes ¢és kielégité szakmai
ajanlasok azokkal a munkafolyamatokkal kapcsolatban, amelyekre a kutatdsunk épiil. A mintdk
feldolgozasa soran minden 1épésnél kulcsfontossagu, hogy milyen modszert (melyik DNS-izolalo
kitet, szekvendladsi megkozelitést, célzott amplikon szekvendlas esetén melyik riboszomalis V
régiot, adatfeldolgozas soran melyik bioinformatikai programot stb.) valasztanak a kutatok, mert,
példaul, a helyteleniil megvalasztott izolalo kit a Gram-pozitiv és Gram-negativ fajok sejtfalat eltérd
hatékonysaggal lizalhatja (de Boer és mtsai. 2010), a nem megfelelden megvalasztott taxondomiai
marker génrégio pedig vezethet példdul ahhoz, hogy rokon, de nem azonos fajokat nem sikertl
megkiilonboztetni (Chakravorty ¢és mtsai. 2017). Bar ilyen és hasonld problémak a legtébb
kiilonb6z6 modszernél fennallhatnak, a jelenlegi ismereteink szerint bizonytalan, hogy melyek azok

a megkozelitések, amelyek csak a lehetd legkisebb torzitast adjak a mintak taxondsszetételében.

Ezzel a problémaval szembesiilve megterveztink egy kisérletsorozatot, amelyben a
rendelkezésiinkre allo legfontosabb DNS-izolalo protokollokat, szekvenalasi megkozelitéseket és

bioinformatikai eszkozoket futtattuk le ugyanazon a kutya székletmintan.

1.3. A bél mikrobiom-k as alkalmazott modszerei

1.3.1. DNS-izolalas székletmintdbdl

A mikrobiom-vizsgélati céllal gyiijtott székletminta Osszetételének csupan toredékét teszik ki a
keresett nukleinsavak. Ezek elvalasztdsa a minta és a bakterialis sejtek egyéb 0Osszetevoitol
bonyolult feladat, melynek sordn tobb Iépésben, fizikai és kémiai moddszerekkel tisztithatd a
vizsgélni kivant DNS. A bonyolult izolacids folyamatok elvégzésére ma els@sorban kereskedelmi
forgalomban kaphatd kiteket hasznalunk, melyek tartalmazzak a folyamat elvégzéséhez sziikséges

eszkozoket és reagenseket, valamint az azok hasznalatara vonatkoz6 protokollokat.

A kiilonbozd cégek altal fejlesztett kitek megkozelitése eltérd lehet, ez pedig befolyasolhatja a
kinyerendé6 DNS mennyiségét ¢s mindségét. Mivel a székletminta egy komplex bioldgiai matrix,
szamos tényezd van potencialis hatdssal a kivont DNS tovabbi analizise sordan elérhetd
eredményekre. A széklet jelentds mennyiségben tartalmaz a polimerdz lancreakciot gatlo un.
PCR-inhibitorokat, példaul epesavas sokat, hemoglobin-bomlastermékeket ¢és komplex
poliszacharidokat (Monteiro és mtsai. 1997, Flekna és mtsai. 2007, Nechvatal és mtsai. 2008).

Mivel a mikrobiom-vizsgalat DNS-izolalast kovetd 1épése gyakran, igy jelen kutatds sordn is -



elsdsorban - molekularis markergének PCR-amplifikacidja, a reakcidt negativ irdnyban befolyasolo
inhibitorokat a mintabdl el kell tavolitani.

A székletmintaban fellelhetd baktériumok valtozatos sejtfalszerkezettel rendelkeznek, a
Gram-pozitiv fajok sejtfalanak lizise nagyobb kihivast jelent. Amennyiben egy extrakcios protokoll
a Gram-pozitiv és Gram-negativ sejtek feltarasat eltéré hatékonysaggal végzi, az jelentdsen torzitja
a kapott adatokat (de Boer és mtsai. 2010, Santiago és mtsai 2014).

A kinyert DNS tisztasaga ¢€s taxonomiai eredete mellett a mennyisége és az integritasa is
befolyéasolja a downstream elemzést. Az alacsony kinyerés a hamis negativ eredmények aranyat
novelheti (Salonen és mtsai. 2010), azaz csokkenti a ritka taxonok detektdlasanak az esélyét,
valamint a PCR-amplifikécios hibak esélyét is noveli (Akbari és mtsai. 2005). Egy idedlis kit tehat
képes nagy mennyiségli és integritdsu, inhibitoroktdl mentes és a minta 9sszetételét jol reprezentalod

DNS-minta izolalasara.

Kutatasaink sordn négy eltérd DNS-izolald kitet teszteltik le, a Qiagen, az Invitrogen, a
Macherey-Nagel és a ZymoResearch gyartok termékeit. A protokollokban kozds, hogy a -80°C-on
tarolt mintakat olvasztast kovetden sejtlizis, fehérjebontas és centrifugalas modszerekkel kezelik,
feltarva a sejteket, és elvalasztva a DNS-t a sejtalkotoktol. Az egyes 1épések, reagensek, sejtfeltarasi

¢s DNS-elvalasztasi modszerek terén azonban a kitek kiilonboznek egymastol.

A Qiagen QIAmp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Németorszag) egy komponense, az
InhibitEx puffer alkalmas arra, hogy a mintdkbdl eltavolitsa a PCR-inhibitorokat. A DNS
tisztitdsara a Qiagen kit Spin Column oszlopot hasznél, amely a centrifugdlds soran koti a
nukleinsavakat, mikozben a szennyezddések atdramolnak rajta. A folyamat végén a DNS az

oszloprol elualhato.

Az Invitrogen PureLinkTM Microbiome DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) a sejtfeltdras sordn gyongyoket alkalmaz, melyek a fizikai sejtfeltarast nagymértékben
segitik. A pufferes lizis ugyanis nem feltétleniil képes ugyanolyan hatékonysaggal feltarni a
Gram-pozitiv sejtek sejtfalat, mint a Gram-negativokét (de Boer és mtsai. 2010). A DNS tisztitdsa

soran az Invitrogen kit is alkalmaz Spin Column oszlopot.

A Macherey-Nagel NucleoSpin DNA Stool Mini Kit (Macherey-Nagel, Németorszag) szintén
alkalmaz gyongyoket a fizikai sejtfeltards megkonnyitésére. A lizist kovetden a minta Inhibitor

Removal Column-ra keriil, amely a Qiagen InhibitEx pufferhez hasonléan a PCR-inhibitorok



eltdvolitasara szolgal. A DNS tisztitasa itt is oszlopos megoldassal torténik, a NucleoSpin DNA

crer

A ZymoResearch Quick-DNA™ HMW MagBead Kit (Zymo Research, USA) a mintat a gyarto
altal fejlesztett DNA/RNA Shield-ben szuszpendalja, amely a nukleinsavak integritasat biztosito
folyadék. A protokoll kezdeti centrifugalasi 1épései soran keletkezd pelletbdl tobbszori
reszuszpendalas és centrifugalds soran igyeksziink kinyerni a lehetd legtobb DNS-t, a Gram-pozitiv
sejtek feltdrasat pedig lizozim enzimmel segitjik. A DNS-t MagBinding Beads magneses
gyongyokkel kotjiik, amelyek a hozzajuk kotott DNS-sel egyiitt magnes segitségével konnyen
eltdvolithatok az oldatbol. Az izolalas végén a DNS-t a magneses gyongyokrol eludljuk.

1.3.2. Szekvenaldsi megkozelitések
1.3.2.1. 16S rRNS V régio amplikonok

A prokariétak molekularis biologia alapt taxondmiai azonositasanak f6 modszere a 16S rRNS gén
szekvenciajan alapul6 azonositas. A koriilbeliil 1600 bazispar hosszl gént evolucidésan konzervalt és
hipervariabilis, kozeli rokon fajok esetén is eltérd szekvencidju szakaszok épitik fel (2. abra). Az
azonositasi modszer alapja, hogy a konzervativ régidkat univerzalis PCR-primerekkel megcélozva a
koztiik 1évo, tetszdleges szdmu variabilis (V) régiok felsokszorozhatok, megszekvenalhatok, majd a

szekvenciak egy adatbazis alapjan rendelhetdek adott fajokhoz.

v v- B v 0 v Bl Bl

2. dbra: a 16s rRNS V régisi. KONZCIValV 1egiok, Variabilis 1egiok

Ugyanakkor az 6sszesen 9, V1-V9-ként jelolt varidbilis régid eltérd helyen talalhatd és eltérd

funkcioval bir a riboszomalis kis alegység RNS-komponensében, ezért a mutacids gyakorisaguk,
variabilitdsuk sem teljesen azonos (Bukin és mtsai. 2019, Schuwirth és mtsai. 2005, Schluenzen és
mtsai. 2000). A kulcsfontossdgi bioldgiai szerepet betdltd, a tRNS-ekkel és a 23S rRNS-sel
interaktald V4, V5 €és V6 régiok a szerepiikbdl adédoan kevésbé mutalédhatnak. Ezzel szemben a
strukturalis szerepi V2 és V8 régiok mutacidés hajlandosdga igen magas, mivel ezeknek a
szekvencidja nincs kozvetlen Osszefiiggésben biologiai feladatukkal. A ma még kevésbé ismert

funkcidju V3 és V7 régiok kozepes mutacios hajlandosagot mutatnak.

Mivel a kiilonb6zd V régiok nem ugyanazzal az evolucids sebességgel halmoznak fel mutaciokat,

kérdés, hogy a taxonomiai azonositdsra mindegyikiilk ugyanannyira alkalmas-e. Ezzel a



problémaval tobb tanulmany is foglalkozott (Chakravorty és mtsai. 2007, Bukin és mtsai. 2019,
Zhang ¢és mtsai. 2018, Kerrigan és mtsai. 2019), a tanulmanyok eredményei pedig arra mutatnak,
hogy az azonositasra valasztott V régio befolydsolja a vizsgalt mintdk taxondsszetételérdl kapott
eredményeket. Chakravorty és mtsai. (2007) eredményei alapjan régiofiiggd, hogy a taxondmiai
azonositas milyen mélységig sikeres. Minél konzervativabb egy V régio (V4, V5, V6), annal
hasonlobb a kozeli rokon fajok esetében, ezért inkdbb a magasabb, térzs és osztaly szintii
azonositasra alkalmas. A nagyobb mutdcios hajlandésagu (V2, V8) régiok szekvencidja alapjan
biztosabban kiilonboztethetbek meg a kozeli rokon fajok. Egyértelmli tudomanyos konszenzus
nincs arra vonatkozdan, hogy melyik V régid a legidedlisabb egy baktériumkozosség taxonomiai
feltérképezésére, bar Zhang és mtsai. 2018-ban hangsulyoztak, hogy a kozeljovdében a teljes 16S
rRNS gén hosszi leolvasasu szekvenalasa kell, hogy a preferalt modszer legyen. Ugyanakkor -
jelenleg - a hosszu leolvasdsu szekvenaldsok koltsége lényegesen nagyobb, és a modszerek
pontossaga is kevésbé megbizhatd (Amarasinghe ¢s mtsai. 2020). Ennek megfeleléen jelen
kutatdsban - a hosszli leolvasasok mellett természetesen - tobb V régidé amplikont vizsgaltunk,
melyek jellemzden 2 varidbilis régiot tartalmaznak. Rovid leolvasasti Illumina szekvendlassal a
16S rRNS gén V1-V2, V1-V3, V3-V4 (illetve kordbbi munkak soran a V4) régiok amplikonjait
szekvenaltuk, a teljes génrdl késziilt amplikonok leolvasasat Oxford Nanopore Technologies (ONT)

MinlON ¢és Pacific Biosciences (PacBio) Sequel Ile long-read platformokkal végeztiik.

A VI1-V2 amplikonok koriilbeliil 300 béazispar hosszuak, és tartalmazzdk a V1, illetve a magas

variabilitdsu V2 régidkat.

A VI1-V3 amplikon hossza 600 bazispar koriili, és 3 variabilis régiot tartalmaz. Ezek koziil a V2
variabilitdsa kimondottan nagy, a V3-¢ kozepes, ami elméletileg idedlis jeloltté teszi a nagyobb
felbontasu taxondémiai azonositasi alkalmazasokra. Ugyanakkor a V1-V3-r6l fontos kiemelni, hogy
a hossza az Illumina szekvenatorok leolvasasi kapacitasanak felsé hataran mozog; munkank soran
jellemzden azt tapasztaltuk, hogy a paired-end szekvenalds és az ezt kovetd bioinformatikai szlirés
soran a régio kozépso, alapvetden a V2 régi6 termindlis €s az azt kdvetd konzervativ régid inicialis
szakaszara kiterjedd része elvész vagy alacsony mindségben keriil leolvasasra. Bar a proximalis V1
és V3 szakaszok épsége megfeleld alapot biztosithat a taxondmiai azonositasra, a V2 szekvencia

technikai eredetli mindségcsokkenése befolyasolhatja az eredményeket.

A 400 bazispar koriili, egy magasabb és egy kozepes konzervaltsaghh V régiot tartalmazo V3-V4
amplikon feltehetéen megbizhatdan szerepel a magasabb rendszertani kategoridk azonositasaban, de

az alacsonyabb taxonomiai szintekre nem idealis. Korabbi, TDK-palyamunkaként is publikalt



kutatisaink szerint, melyben a V1-V3 és V4 régiokat hasonlitottuk 0ssze a jelenlegitdl eltérd
kisérleti felallasban, azt talaltuk, hogy a V4 régié amplikonokkal tobb torzset és osztalyt, am
kevesebb csaladot és nemzetséget tudtunk azonositani, mint V1-V3 szekvenaldssal (Henkrich,
Jaray, SZTE TTIK 2022). Az Illumina altal 16S amplikon szekvendlasra hivatalosan is ajanlott
génrégio a V3-V4 szakasz, igy szamos publikacié alapul erre a megkozelitésre. Ugyanakkor egy
japan populacion végzett 2021-es vizsgalat (Kameoka és mtsai. 2021), amely a V1-V2 és a V3-V4
régiok alapjan megallapitott mikrobiom-Gsszetétel adatokat hasonlitotta Ossze, azt taladlta, hogy a
gPCR-essz€ék alapjan valdsnak megallapitott adatokhoz képest a V3-V4 amplikon szekvenalas
hajlamos a Bifidobacterium-abundancidk alul-¢s az Akkermansia-adatok tulbecslésére. A
diabétesz-asszocidlt Akkermansia (Hasani és mtsai. 2021) pontos felmérése ilyen irdnyultsdgu

kutatdsainkban kiilondsen fontos.

1.3.2.2. Szekvendlasi platformok és leolvasdsi hossz

Jelen projektben a VI1-V2, V1-V3, V3-V4 régidkat tartalmazé amplikonokat révid leolvasasu
Illumina szekvenaldssal, a V1-V9 régidkat tartalmazo teljes gén hosszu leolvasasat pedig ONT

Minlon €s PacBio Sequel Ile platformon parhuzamosan végeztiik.
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3. abra: az lllumina rovid leolvasasu szekvenatorok mitkodeési elve

A rovid leolvasasu szekvenalas, igy az Illumina szekvenatorok (Ravi, Walton, Khosroheidari
2018) miikddési elve szerint a szekvenalni kivant nukleinsav-szallal komplementer szal szintézise
zajlik fluoreszcensen jelolt nukleotidokkal, egy akrilamiddal burkolt tiveg flow cell feliilet¢hez
rogzitetten (3. abra). Az egyes nukleotidok beépiilését szines fényjelenség kiséri, melyet a

szekvenator kamerdja detektal, és mivel a flow cell egy adott pontjan nem csupan egy DNS-szal,



hanem egy kiinduldsi molekulabol in situ PCR éltal 1étrehozott klaszter taldlhatd, a fényjelenség
amplifikaltan jelentkezik, csokkentve a hibas beépiilések detektalasanak esélyét. Az Illumina
szekvenatorok nagy pontossagu, ugyanakkor rovid, két oldalrol torténd (paired-end) szekvenalés
esetén is legfeljebb 600 bazispar koriili szekvenciak leolvasasara képesek. igy a 16S rRNS gén
teljes hosszaban nem, csak egyes V régiok szintjén olvashato le ezzel a megkozelitéssel. A jelenlegi
ismereteink szerint azonban, mivel a kiilonbozé 16S génrégiok eltérd taxondmiai besorolast
eredményezhetnek, idedlis lenne hossza leolvaséssal, a teljes génrégid vizsgalataval végezni az

azonositast (Zhang és mtsai. 2018).

A 16S V régidé amplikon szekvenalas mellett ugyanakkor shotgun metagenomi szekvenalas is
végezhetd rovid leolvasasu megkozelitéssel, melynek soran a célzott amplikonok helyett a teljes
izolalt DNS-pool fragmentalasa és a fragmentek szekvenaldsa zajlik. Ez a megkdzelités szamos
taxondmiai azonositasra alkalmas génhez és génszakaszhoz enged hozzaférést, emellett a
vizsgald shotgun soran leolvasott egyedi szekvencidk szama nagysagrendekkel nagyobb, mint
amplikon szekvenalds esetén, igy a modszer erdforrdsigénye az anyagiak €és a szdmitasi kapacitas

terén is jelentdsebb.

A hosszu leolvasasi (long-read) szekvenalas lehetévé teszi akar tobb tizezer nukleotid, igy

természetesen a teljes 16S rRNS génszakasz célzott és egyben torténd leolvasasat.

Az ONT MinlON hosszi leolvasasi szekvenatoranak flow celljében nanoporusos membran
talalhatd: a porusok olyan fehérjestruktirdk, melyeken a szekvenalt DNS-molekula - egyszala
alakban - képes athaladni (Jain és mtsai. 2016) (4.A. abra). Az egyes bazisok athaladdsa a
membranon fesziiltségvaltozast generdl a membran két oldaldn, amelynek mértéke
nukleinsav-bazisonként eltér, és a fesziiltségvaltozdsok mérésével meghatarozhatd a membranon
athalad6 nukleinsav-szal szekvencidja. A nanopore szekvenalds soran klasztergeneraci6 nem
torténik, igy legfeljebb annyi leolvasas keletkezik, ahdny nukleinsav-molekula a flow cellre
felkeriilt. Bar a mddszer altal generélt leolvasasok hossza az egyéb megkozelitésekhez képest
dramaian nagyobb, ¢és a metilacidos mintazat detektdlasara is alkalmas, a megkozelités a short-read

szekvenalasnal kevésbé pontos (Zhang és mtsai. 2020).

Az Illumina szekvenaldshoz hasonléan szintézisalapi megkdzelitést alkalmaznak a Pacific
Biosciences szekvenatorok, melyek képesek az akar 25 kilobazis hosszu leolvasasok generalasara

(Rhoads, Au 2015) (4.B. abra).
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4. abra: a hosszu leolvasasu szekvenatorok miikodesi elve. A: ONT nanopore szekvendlas, B: PacBio SMRT

szekvenalas

A PacBio szekvenatorok flow cellje, a SMRT Cell mélyedéseiben (zero-mode waveguides, ZMW)
rogzitett DNS-polimerdz cirkularizalt egyszali DNS-molekulakhoz szintetizal komplementer szalat
fluoreszcensen jelolt nukleotidokbol. Egy templatrdl tobb ciklusban irhatd at komplementer szal,
igy szamos ciklus lefutdsat kdvetden nagy bizonyossaggal allapithaté meg a vizsgalt nukleinsav
szekvencidja. A PacBio Sequel Ile emellett a DNS-bazisok epigenetikai moddositasainak, pl.
metilaciok detektalasara is alkalmas. Ugyanakkor a magas koltség, illetve az [llumindnal tovébbra is
alacsonyabb pontossag (Zhang ¢és mtsai. 2020) nem feltétlentil teszik a legideélisabb szekvenatorra.
Egy kutatds, mely a PacBio és Illumina szekvenatorokat kombinaltan alkalmazta, a modszert
kimondottan hatékony megkozelitésnek itélte metagenomi adatok kinyerésében (Xu és mitsai.

2022).

Osszefoglalva tehat, a 16S rRNS gént t6bb szekvendldsi megkozelitéssel is vizsgalhatjuk. A gén
egyes hipervariabilis szakaszairdl Illumina révid leolvasast amplikon szekvendlassal nyerhetiink
informaciot. Itt a szekvencidk nagy pontossaggal - platform-fiiggden, de jellemzden joval 1%-os
hibaarany alatt - és koltséghatékonyan olvashatoak le, mivel azonban nem a teljes génszakasszal
dolgozunk, az ezek alapjan végzett taxonomiai azonositds kevésbé megbizhatd, a modszerek a
pontos fajszintli azonositasra nem idedlisak. A teljes 16S rRNS gén szekvencidja alapjan
megbizhatobb azonositast végezhetiink, €s a szakértdi vélemények is ennek a moddszernek az
alkalmazésat vetitik eld és hangsulyozzdk a kozeljovére nézve. A long-read alapi modszerek

képesek a teljes gén egyben torténd leolvasasara, igy a megbizhatobb azonositasra, ugyanakkor akar



10-15%-o0s is lehet a hibaardny (Zhang és mtsai. 2020; bar megjegyzendd, hogy a PacBio Un.
circular consensus, azaz egy cirkularis konyvtarrol tobbszor leolvasott és egymasra illesztett
szekvenciai végiil az Illuminaval kozel megegyezé mindséget eredményeznek), és a modszerek
koltsége is magasabb. Shotgun metagenomi szekvenaldssal szdmos kiilonbozé taxondmiai
azonositasra hasznalhatdo genomi régidhoz, tovabba virusok, gombak elemzéséhez férhetiink hozza,
a modszer viszont anyagi ¢s adatfeldolgozasi raforditds szempontjabol is megterhelébb a 16S
amplikon szekvenalasnal. A felsorolt, egymassal tobb paraméter tekintetében is eltérd szekvenalasi
platformok mikrobiom-0sszetételi vizsgalatokra vald alkalmassagat, az egyes alkalmazéasok

helyzettdl és kutatasi céloktol fliggd indokoltsagat ezek dsszehasonlitasa segithet jobban megérteni.

1.3.3. Bioinformatika

A szekvenalasok eredményeként kinyert szekvencidk tovabbi elemzésre szorulnak ahhoz, hogy
biologiailag relevans adatokként lehessen értelmezni Oket. Egyes esetekben, pl. az ONT
szekvenalasok esetén el kell végezni a bazishivast, azaz a mért leolvasasi adatok szoveges fastq
fajlla konvertalasat. A szovegként tarolt szekvencidkat mindségiik szerint szlirni kell, a rossz
mindségli szakaszokat és az adapterszekvencidkat ki kell vagni. [llumina paired-end szekvenalasnal
sziilkséges az Osszetartozd szekvencidk egymashoz illesztése. A megfeleléen feldolgozott
szekvencidkat hozza kell rendelni a megfeleld taxonhoz, referencia adatbazisok adatai alapjan.
Végiil pedig vizualisan értelmezhetdvé kell tenni a jellemzden szoveges vagy tablazatos formatumu
eredményeket, hogy értelmezni tudjuk azokat. Mindezekhez a munkafolyamatokhoz sziikség van a
megfeleld bioinformatikai szoftverekre. Szamos szoftver elérhetd metagenomi szekvencidk
elemzésére, melyek a tudomény ¢és technologia eldrehaladtaval felmeriild kiilonb6zd problémakra

kinalnak megoldast.

1 1. DADA2

A DADAZ2 (Callahan, McMurdie, Holmes 2017) egy innovativ megkdzelitésii, R alapu szoftver az
[llumina amplikon szekvenaldsok kiértékelésére. A program ujszeri megkozelitése abban rejlik,
hogy ujraértelmezi a molekularis rendszertan alapfogalmait. A kordbban alkalmazott modszerek
miveleti alapegysége az OTU, azaz az operacios taxondémiai egység volt. Az OTU-k egymassal,
vagy egy referencia adatbazis egy elemével megfelelé6 mértékii - altalaban 97% folotti - egyezést
mutatd szekvencidk klaszterei. Az OTU-alapu programok tehat elészor csoportositjak a mintdban
talalt hasonld szekvencidkat, majd a csoportokon végzik a tovabbi miuveleteket. Ennek a

megkdzelitésnek az a hatranya, hogy az egymassal nagy hasonldsagot mutatd, de nem teljesen



azonos szekvencidk, példaul két kozeli rokon faj marker génszekvencidi konnyen keriilhetnek

azonos OTU-ba, igy a kdzeli rokon fajok nehezen megkiilonboztethetdk.

A DADA?2 ugyanakkor ASV-kkel, azaz amplikon szekvencia variansokkal dolgozik, azaz minden
egyes egyedi leolvasast 0sszevet a hasznalt referencia adatbazissal: a kozeli rokon fajokat nem veszi
egy kalap ald, a be nem azonositott taxonokat pedig meghagyja az outputban, lehetéséget adva azok
program, az egyes leolvasdsok szamabol jol kirajzolodik azok abundanciaértéke. A DADA?2
emellett hibamodellt futtat a leolvasott szekvencidkon, amelynek célja a nagyon hasonlo
szekvenciakban talalhato kiilonbségek okdnak a megallapitdsa. A hibamodell felismeri, hogy egy
kismértékli eltérés szekvenalasi hibanak tudhatd be, vagy valodi bioldgiai jelnek tekinthetd, igy a

fals pozitiv eredmények aranya is kisebb az outputban.

Kutatocsoportunk a DADA2-t a SILVA 16S rRNS génbankkal hasznalta referenciaként. A DADA?2
altal generalt output fajlok tablazatos formaban tartalmazzak a szekvenalési adatokat, a konnyebb

értelmezhetdség kedveéert fontos ezek vizualizacidja. Erre a Phyloseq programot hasznaltuk.

1.3.3.2. Emu

Az Emu (Curry és mtsai. 2022) a magas hibaaranyu hosszu leolvasasok fajszintii azonositasara lett
kifejlesztve. A program két 1épésben dolgozik; a leolvasasokat eldszor referencia adatbazishoz
hasonlitja, majd egy varhato érték-maximalizalo (EM) algoritmuson alapul6d hibakorrekcid soran
finomitja a kalkulalt fajszintii relativ abundanciaértékeket. Az Emu a hasonl6 programokhoz képest
joval kisebb ardnyban ad fals pozitiv eredményeket, és kivald a kozeli rokon taxonok
megkiilonboztetésében. Ugyanakkor az algoritmus miikodési elveinek kovetkeztében az elfogadott
abundanciaérték also hatara 1000-bdl 1, 1000 f6lott 10 read egy fajtdl, igy az Emu a nagyon kis
abundanciaju taxonok detektalasara alkalmatlan. A program tovabbi hatrdnya a magas szamitasi-€s
iddigény, illetve a zart referencia: az Emu, szemben példaul a DADA2-vel, csak a hasznalt
referencia adatbazisban mar szerepld taxonok azonositasara képes. Ez bizonyos tekintetben limitalja
az alkalmazhatosagi korét, bar az uj fejlesztésti program jovobeli fejlesztései atléphetik a jelenlegi
korlatokat.

Csoportunk az Emu-t a shotgun leolvasasok kivételével minden szekvenalas elemzésére hasznalta.



1.3.3.3. EPI2ME

Az EPI2ME (Oxford Nanopore Technologies) egy felhdalapt, integralt és konnyen kezelhetd
platform long-read szekvencidk elemzésére. A szoftver az NCBI BLAST adatbézist hasznalja a 16S
rRNS szekvencidk referencidjaként, amely egy tobb, mint 22 ezer szekvenciat tartalmazo,
folyamatosan fejlodé adatbazis. Az EPI2ME outputja vizualis, tovabbi bioinformatikai feldolgozast

nem igényel. A programot az ONT MinION 16S hosszu leolvasasok azonositasara hasznaltuk.

1.3.3.4. Kaiju

A Kaiju (Menzel 2016) shotgun metagenomi szekvencidkon alapuld taxonomiai azonositasra lett
kidolgozva. A fejlesztok célja egy olyan program irdsa volt, amely a nagy ateresztoképességii
metagenomi mintak feldolgozasat a korabban elérhetd programoknal gyorsabban és hatékonyabban
végzi, ¢s emellett a kevésbé ismert vagy ismeretlen szekvencidk azonositdsaban is hatékony. A
korabbi metagenom-elemzd szoftverek esetében ugyanis jellemzden fennallt egy tradeoff a
gyorsasag ¢és pontossag tekintetében. A helyi illesztésen alapulé modszerek pontosan, de lassan, a
k-mer alapti megkozelitések gyorsan, de kevésbé pontosan dolgoznak. A Kaiju k-merek, azaz fix &
hosszusagu rovid szekvencidk pontos illesztésén alapul, igy gyors, illetve nem nukleotid-, hanem

aminosav-szekvenciakkal dolgozik, ami a pontossagot fokozza.

Mivel a bakterialis, illetve virdlis genomokban siiriin helyezkednek el fehérjekddold gének, az
aminosavsorrend szintjén pedig kisebb evolucids sebességgel halmozodnak fel mutacidk, mint az
orokitdanyagban, a Kaiju aminosavszekvencidra alapozza a taxondmiai azonositast. A leolvasott
szekvencidkat a hat lehetséges leolvasasi keret szerint aminosavsorrendre fordijta, és ezeket a
szekvenciakat hasonlitja referencia adatbazisokhoz. A nukleinsavaknal kisebb mutacios gyakorisag
miatt a beazonositatlan szekvencidk is konnyebben azonosithatoak egy fajnal magasabb taxondémiai

szinten.

A leolvasasok hossza - ami a DNS-izolalas, a konyvtarkészités és a szekvenalds mindségétdl mind
fiigg - erdsen befolyasolja a Kaiju-elemzések sikerét: a rovid nukleinsav-leolvasasok nagyon rovid
proteinszekvencidkat adnak, melyek ndvelik a hamis pozitiv eredmények aranyat azzal, hogy az
adatbdazis joval tobb elemére felilleszthetdk, mint egy hosszabb szekvencia. A hosszabb paired-end
readek esetén a Kaiju szignifikansan jobban teljesit, mint a rovidebb single-end leolvasasokon.
Emellett a Kaiju nem tud a fehérjét nem kodold szekvencidk, igy a 16S rRNS gén szekvencidja

alapjan dolgozni, tehat a V régid alapt bioinformatikai programoktdl eltéré taxondomiai markereket



hasznal azonositasra. A kiilonb6zé munkafolyamatokbol szdrmazd eredmények Osszevetése esetén

ez eltérések forrasa lehet.

1.3.3.5. Minitax

A csoportunkon beliil fejlesztett Minitax a minimap2 (Li 2018) output adatainak feldolgozaséara
szolgélo bévitmény. A minimap?2 egy térképezd szoftver, amely kérdéses szekvencidkat referencia
genomokra illeszt, azonban nem kimondottan metagenomikai elemzésekre lett kifejlesztve. A
Minitax a minimap2-vel nyert térképezési adatokat dolgozza fel ugy, hogy a tobb referencia
genomra is feltérképezett kérdés szekvencidk kozott a térképezés mindsége alapjan rangsort allit,
illetve ha ezek mindsége azonos, akkor a térképezések legkozelebbi kozos dséhez rendeli a kérdés
szekvenciat. A Minitax munkafolyamat soran a proGenomes adatbazist hasznaltuk és az Illumina

shotgun szekvenalasok térképezését végeztiik el.



2. Célkitiizés

A székletmintabdl izolalt nukleinsavak szekvendldsan és bioinformatikai elemzéseken alapulo
mikrobiom-analizis szamos ¢lettudomanyi teriileten keriilt a figyelem kozéppontjaba, ugyanakkor
az alkalmazott munkafolyamatok szdmos szlik keresztmetszetet mutatnak, melyek egy vizsgalat
eredményeit jelentdsen befolyasolhatjadk. A mintafeldolgozaskor alkalmazott DNS-izolalo kit, a
szekvenalasi megkozelités és a megszekvenalt genomi régio, illetve a bioinformatikai elemzés soran
alkalmazott programok, eltérd megkozelitésiikbol adoddan, kiilonbozd biolodgiai €s technikai

eredetli adattorzitdsokat eredményezhetnek.

Kutatocsoportunk azzal a céllal, hogy az egyes modszerek altal generalt torzitdsokat jobban
megismerje ¢s hozzdjaruljon a mikrobiom-kutatdsi metddusok optimalizacidjadhoz, egy kutya
sz€kletminta - elssorban - prokaridta metagenomjat tobb modszerrel zajloé parhuzamos elemzésnek
vetette ald. Ugyanazon mintan leteszteltiink négy kiilonb6z6 DNS-izolald kitet, hat kiilonb6z6
rovid-és hosszu leolvasasu, 16S rRNS amplikon és shotgun metagenom szekvenalasi konyvtarat,
két hosszi-és egy rovid leolvasasu szekvenald platformot, Illumina szekvenalas esetén kétféle
reagenssel, valamint 6t bioinformatikai adatfeldolgozd programot. A kapott eredményeket
Osszevetettiik egymadssal, illetve egy ismert Osszetételli kontroll mikroba mix feldolgozasaval nyert

adatokkal.

Az Osszehasonlitdsok alapjan célunk volt azonositani a munkafolyamat egyes 1épéseinél hasznalt
alternativak elOnyeit, hatranyait, esetleges adattorzité hatdsait. Kutatdsunk célja a jelenleg a
mikrobiom-kutatasban alkalmazott eszkozok és modszerek értékelése, reményeink szerint
hozzéjarulva a pontos, reprezentativ modszereken alapuld mikrobiomikai kutatas és - elsdsorban

human diagnosztikai és terapias - alkalmazasok fejlesztéséhez.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Feldolgozott mintak

3.1.1. Kutya székletminta
A metodikai elemzés soran feldolgozott minta egy 13 éves egészséges kutyatdl (him pumi)

szarmazott. A kutya bélflora a human mikrobiom kivalé modellje, a nagy hasonlésag feltehetden az
evoluciods szempontbdl is jelentds hosszusadglh szoros egyiittélés kovetkezménye (Coelho €s mtsai.
2018). Kutatoécsoportunk, mint azt az 1.2.1. alfejezetben emlitettem, human és kutya eredetii mintak
feldolgozasan keresztiil keres Osszefiiggéseket az étrend Osszetétele, a mikrobiom mintazatai €s a
metabolikus szindroma egyes tiinetei kozott, ennek megfelelden kutya és human székletmintdkhoz
1s van hozzaférésiink. A mintdk természetét figyelembe véve a modszertani tesztelési folyamatokat
kutya mintdkon végeztiik: a donor allat étrendje 1ényegesen szabalyozottabb, az egyazon egyedtdl
vald 1jboli mintavétel pedig sziikség esetén konnyebben kivitelezhetd, mint emberi donorok esetén.
Emellett, mivel a széklet metagenomi szekvenalas gyakran detektal gazda eredetii DNS-t, a human
genomi szekvencidk esetén sziikséges bonyolult adatvédelmi és etikai intézkedések megeldzhetdek
kutya mintak hasznélataval.

A hasznalt minta begy(ijtése az iiritéstdl szamitott fél percen beliil megtortént. A gylijtés sordn a
mintat a nukleinsavak integritasat megdrzé6 DNA/RNA Shield-be (ZymoResearch) helyeztiik, majd

a laboratoriumban -80°C-on taroltuk.

A begytijtott liriilékbodl 4 izolald kittel, minden esetben 4 parhuzamossal tisztitottunk DNS-t. A
kisérletek ismert Osszetételii kontrolljaként a ZymoBIOMICS Microbial Community Standard

mikroba mixet (ZymoResearch) hasznaltuk.

3.1.2. Kontroll mikroba mix

A vizsgalatok pozitiv kontrolljaként ismert Osszetételii standard mikroba mixet alkalmaztunk
(ZymoBIOMICS Microbial Community Standard, ZymoResearch). Az 5. abran a mix pontos
Osszetétele lathatd, az egyes baktérium fajok Gram-festddését is jeldlve. A mixben taldlhato két
gombafajt nem detektaltuk, mivel a mixekbdl izolalt DNS-t csak a bakteridlis 16S rRNS génre
dusitottuk. A mix feldolgozéasaval elsddleges célunk az izolalald kitek Gram-szelektivitasanak
feltérképezése volt, azaz annak, hogy az egyes kitek mutatnak-e eltérést a Gram-pozitiv sejtfal
feltarasanak hatékonysagaban. Amennyiben ez felmeriilne, az komoly torzitast eredményezne az

adott kittel kinyerhetd adatokon.
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5. abra: a pozitiv kontroll mikroba mix dsszetétele

3.2. A mintafeldolgozas dsszefoglalasa

A 6. abran a kutatds munkafolyamatainak Osszefoglaldsa lathat6. A Qiagen, Macherey-Nagel,
Invitrogen és ZymoResearch kitekkel 4-4 parhuzamos izolalast végeztiink egyenként 0,2 vagy 0,1
gramm mintabol (az adott kit protokolljanak megfeleléen). A DNS mennyiségét és mindségét
ellendriztiik. A Macherey-Nagel, Invitrogen és ZymoResearch kitekkel izolalt DNS-b6l Illumina
VI1-V2, V3-V4 és V1-V3 amplikon és shotgun, illetve ONT ¢és PacBio hosszl leolvasastt V1-V9
amplikon konyvtarakat készitettiink. A Qiagen kittel izolalt DNS-bdl (az alacsonyabb mindségbdl
¢és mennyiségbdl kifolyolag) csak Illumina V1-V3, shotgun ¢és ONT VI1-V9 konyvtarakat

készitettiink. A DNS-konyvtarakat mindségi és mennyiségi ellendrzésnek vetettiik ala.

Az [llumina V1-V2, illetve V3-V4 konyvtarakat [llumina MiSeq-kel, 500 cikluson szekvenaltuk. A
V1-V3, illetve shotgun konyvtarak szekvenaldsat 300 és 500 ciklussal is elvégeztiik. Az ONT ¢és
PacBio VI-V9 konyvtarakat a megfelelé szekvenatoron futtattuk. A leolvasasok szamat és

mindségét ellendriztiik.

A DADA2 programmal az Illumina szekvenalasokat, Kaijuval a shotgun metagenomi
eredményeket, Emuval minden amplikon szekvendalast, Minitax-szal az 500 ciklusos Illumina
V1-V3 és shotgun eredményeket, EPI2ME-vel az ONT V1-V9 adatokat dolgoztuk fel.

Osszehasonlité elemzéseket végeztiink a kdvetkezd szempontokra nézve: a DADA2 és az Emu
programok teljesitménye az Illumina amplikon readeken, az Emu és az EPI2ME teljesitménye az
ONT readeken, a Kaiju és a Minitax teljesitménye az Illumina shotgun és V1-V3 readeken, a 300

¢s 500 ciklusos Illumina szekvendldsok teljesitménykiilonbsége shotgun és V1-V3 readeken, a



V1-V2, VI1I-V3, V3-V4 ¢és VI1-V9 amplikon szekvendlasok, illetve az ONT ¢és PacBio

szekvenatorok egymashoz viszonyitott teljesitménye.
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6. dbra: a mintafeldolgozas lépései és eszkizei



3.3. DNS-izolalas és mingségellendrzés

A -80°C-on tarolt, majd szobahdmérsékleten elszivofiilke alatt 30-40 percig olvasztott mintabdl a
Qiagen QIAamp Fast Stool DNA Mini Kit (50) - Pathogen Protocol, a Macherey — Nagel
Nucleospin Stool Mini Kit Genomic DNA, az Invitrogen PureLink Microbiome DNA Purification
Kit és a ZymoResearch Quick-DNA HMW MagBead Kit DNS-izolél6 kitek protokolljai szerint 4
technikai parhuzamosban, egyenként 0,2, a ZymoResearch kit esetén 0,1 gramm minta
felhasznalasaval izolaltunk DNS-t. A protokollok lényeges technikai eltéréseit az 1.3.1. alfejezet

targyalja.

Az izolalt DNS mennyiségét és mindségét minden izolalas esetében elvégeztiik.

Mennyiségi vizsgalatot Qubit 4.0 flurométerrel (Termo Fisher Scientific), Qubit HS DNA Assay Kit
hasznalataval végeztiink. Az izolalt gDNS mindségét, a fragmensek méretét Agilent TapeStation
4150 késziiléken a Genomic DNA Screen Tape assay-vel vizsgaltuk. A TapeStation gyors és
megbizhatd elektroforetikus elvalasztast tesz lehetové, a méréssel a DNS integritasi érték (DIN)

meghatarozhato.

4. Konyvtarkészité
A kiilonbozé kitekkel izolalt DNS-bOl hosszu és rovid leolvasast amplikon, illetve shotgun
szekvenalasi konyvtarakat készitettiink kereskedelmi forgalomban kaphaté kitek segitségével, azok
protokolljat kovetve. A szekvenalasi konyvtarak az adott szekvenalasi platformmal kompatibilis
modon modositott DNS-t eredményeznek. Az amplikon konyvtarkészitd kitek a 16S rRNS gén
hiperkonzervativ régioira specifikus primerek és PCR-reakcio segitségével sokszorozzak fel a
szekvenalas soran megcélzott génszakaszt (rovid leolvasasu Illumina amplikon szekvenalas esetén a
V1-V2, V1-V3 vagy V3-V4 régiok, hosszl leolvasast szekvenalas esetén a teljes 16S rRNS gén a
VI1-VO régiokat beleértve), emellett az amplikonokra felkeriilnek a szekvenaldshoz és a mintak
késObbi azonositdsahoz sziikséges Illumina, SMRTbell (PacBio), és ONT adapterek. Az altalunk
alkalmazott shotgun konyvtarkészitd kit (Illumina DNA Prep Kit) ‘tagmentaciot’ alkalmaz, ahol a
DNS fragmentalasa és a fragmensek adapterligéldsa (tagging) egy l€pésben, egy specialis un.

bead-linked transposome complex feliiletén zajlik.

A VI1-V2, illetve V3-V4 amplikon konyvtarak elkészitésére a Quick-16S NGS Library Prep Kit-et
(ZymoResearch), a V1-V3 konyvtarakhoz a NEXTFLEX® 16S V1-V3 Amplicon-Seq Kit-et



(PerkinElmer) hasznaltuk. A ZymoResearch kit a V1-V3 régi6 targetalasdra nem alkalmas, ezért

alkalmaztuk két eltérd gyarto termékét.

A teljes gént lefedé V1-V9 amplikon szekvenalasi konyvtarakat a 16S Barcoding Kit (ONT) és a
SMRTbell Express Template Prep Kit 2.0 (PacBio) kitekkel készitettiink. A shotgun konyvtarak
esetén a DNA Prep Kitet (Illumina) alkalmaztuk.

A Macherey-Nagel, Invitrogen és ZymoResearch kitek megfelelé mennyiségli €s mindségli DNS-t
izolaltak, melybdl az 6sszes kivant szekvenalasi konyvtarat el tudtuk késziteni. A Qiagen kittel kis
mennyiségli és alacsony mindségli DNS-t nyertiink ki, melyet csak 16S V1-V3 Illumina, valamint
shotgun szekvenalasi konyvtarak elkészitésére tudtunk alkalmazni. Mivel ez utobbi kit igen kis
mennyiségli DNS-t nyert ki, a 0,2 gramm iriilékbdl kinyert 6sszes DNS nem volt elegendd
mindegyik konyvtar elkészitésére, tovabba, az alacsony DIN értékek alapjan a teljes V1-V9 régid
megszekvenalasa is kérdésesnek bizonyult a Qiagen DNS mintdkbol. Ezekbdl végiil V1-V9 ONT

konyvtarat készitettiink, melybdl csupan néhany leolvasast nyertiink.

A konyvtarak mindségét TapeStation 4150-en, D1000 ScreenTape Assay-vel ellendriztiik.

3.5. Szekvenalas

3.5.1. Rovid leolvasasu Illumina szekvenalas

A 16S rRNS V régid és shotgun konyvtarakat Illumina MiSeq-kel szekvenaltuk 500 cikluson. A
V1-V3 és a shotgun konyvtarakat emellett 300 ciklus bedllitassal is megszekvenaltuk. A nagyobb
ciklusszdm akdar 100 bazisparral is ndvelheti a leolvasdsok hosszat - 500 cikluson 2*250, 300
cikluson 2*150 bazisparos leolvasasi kerettel szdmolhatunk - ugyanakkor a magasabb ciklusszamu
szekvenalas iddtartama, koltsége és a feldolgozandd adat mennyisége is nagyobb. Illumina
szekvenalas esetén tehat indokolt esetben érdemes optimalizalni a ciklusszdmot; ha egy
alacsonyabb ciklusszam is megfeleld mindségii adatot generdl, akkor ennek a haszndlata anyagi
szempontbol indokolt. A szekvenalasokhoz a MiSeq Reagent Nano Kit v2-t hasznaltuk 300, illetve
500 cikluson.

3.5.2. Hosszu leolvasasu ONT és PacBio szekvenalas

A long-read szekvenalasokat az ONT MinlON platformon MinlON Flow Cell-el és PacBio Sequel
ITe platformon PacBio SMRT Cell 8M-el végeztiik.



3.6. Bioinformatikai analizis

Az Illumina V régidé szekvenaldsokat DADA2 és Emu, az Illumina shotgun szekvenalasokat Kaiju
és Minitax, az ONT V1-V9 szekvenalasokat EPI2ME és Emu, a PacBio V1-V9 szekvenalasokat
Emu programokkal dolgoztuk fel. Az ONT szekvencidk bazishivasara Guppy-t hasznaltunk. Az

adatok vizualizaciojahoz a Phyloseqet alkalmaztuk.
A hasznalt programok verzioszama: Guppy v6.3.8, DADA2 v.12.20.0, Kaiju v.1.9.0, Emu v3.4.4,
EPI2ME Desktop Agent v3.5.7, Phyloseq v.1.36.0.
A kovetkezO adatbazisokat hasznaltuk referenciaként: SILVA v.138 (DADA?2), proGenomes v.3

(Kaiju, Minitax), az NCBI BLAST adatbazisa (EPI2ME). Az Emu sajat adatbazist hasznal, mely az
DB v5.6 és az NCBI 16S RefSeq génbankokon alapul.

4. Eredmények és értékelésiik

4.1. DNS-izolalas mingsége
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7. Gbra: az egyes kitekkel izoldlt DNS TapeStation elemzése
A 7. &bra a TapeStation 4150-en végzett Genomic DNA ScreenTape Assay elemzést mutatja,
melyen lathatd, hogy a négybdl harom kit nagy mennyiségli genomi DNS-t tudott izolalni a
7000-15 000 bazisparos mérettartomanyban mind a négy technikai parhuzamos esetében. Az izolalt
fragmensek hossza a marker sav alapjan, a mennyisége a futott sdvok intenzitdsa alapjan
kovetkeztethetd ki: ezek szerint a Macherey-Nagel kit tudott a legnagyobb mennyiségben, a
ZymoResearch kit pedig a legnagyobb mérettartomanyban izoldlni (a ZymoResearch kit
ugyanakkor a tobbihez képest fele mennyiségii DNS-bOl indul ki). Az Invitrogen kit esetében a



négy technikai parhuzamosban izoladlt DNS mennyisége valtozd. A Qiagen kit egyik parhuzamos
esetében sem izolalt megfeleld mennyiségli és méreti DNS-t. A Qiagen izolatumok alacsony
mindsége nem minden esetben tette ezeket alkalmassa tovabbi elemzésre, konyvtarkészitésre, igy a
Qiagen kittel izolalt DNS-b6l csak Illumina V1-V3, Illumina shotgun és ONT V1-V9 konyvtarakat
készitettiink.

cyey

tudtunk az egyes kitekkel atlagosan (4 parhuzamos alapjan) izolalni.

Qiagen Macherey- Invitrogen ZymoResearch
Nagel
Kiindulési minta 02¢g 02¢g 02¢g 0,1g

tomege (g)

Kinyert DNS 1,815+ 0,655 24 + 7 ng/ul 14,6 + 6,2 ng/ul | 12,4 + 1,5 ng/ul

koncentracioja ng/ul
(ng/pl)
1. tablazat: az egyes kitekkel adott mennyiségii székletmintabol izoldlt DNS koncentracidja 4 parhuzamos dtlaga

alapjan

4.2. Szekvenalasi konyvtarak minésége

A 8. édbra az Invitrogen, Macherey-Nagel €s ZymoResearch kitekkel izolalt DNS-bdl készitett V
régi6 amplikon konyvtarak mindségét mutatja TapeStation-6n, D1000 ScreenTape Assay-vel
ellendrizve, minden izolalasbol két parhuzamosban. A ZymoResearch konyvtarkészitd kitjei
mindharom izolalds termékén jol teljesitettek, a konyvtarak megfeleld koncentracioban késziiltek el,
bar a V1-V2 konyvtarak koncentracidja 1ényegesen magasabb. Ugyanakkor a PerkinElmer kit csak
a ZymoResearch izolalo kittel izolalt DNS-bdl tudott j6 mindségli konyvtarakat késziteni, a
Macherey-Nagel ¢és Invitrogen izolalasokbdl tobb esetben aspecifikus termékek képzddtek, a

Qiagen izolalasbol készitett konyvtar pedig alacsony koncentracidoban tartalmaz DNS-t.
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8. abra: a V régio amplikon konyvtarak TapeStation elemzése

A shotgun, illetve long-read konyvtarakat egy-egy kittel készitettiilk, melyeket az Illumina, ONT
illetve PacBio gyartok termékei voltak. A long-read konyvtarak mérete megkozelitdleg 1700, a
shotgun konyvtarak hossza megkozelitdleg 650 bazispar volt. A konyvtarak tovabbi

Osszehasonlitdsara ez esetekben a palyamunkaban nem térek ki.

4.3. Szekvenalasi eredmények, a minta osszetétele

4.3.1. Shotgun metagenomi szekvenalés

A 9. 4dbran az Illumina shotgun szekvenalasok eredményei lathatok mind a négy izolalo kit alapjan.
A szekvencidk azonositasa Kaijuval és Minitax-szal a proGenomes adatbazis alapjan tortént. Az
oszlopdiagramok a 20 leggyakoribb fellelt nemzetséget jelolik, a sotétsziirke szinkéd be nem
azonositott taxonra utal. A mininap2 alapu Minitax a Kaiju-ndl joval kisebb aranyban mutat
beazonositatlan leolvasdsokat. Ennek lehet az az oka, hogy a minimap2 Aaltal térképezett
szekvenciak effektive hosszabbak, mivel a nukleotidszekvencia nem forditodik at
aminosavszekvencidra; emellett minimap2-vel a fehéjét nem kodold régiodk is elemezhetok. A Kaiju
elénye ugyanakkor, hogy az aminosav-szinten kevesebb muticié miatt az illesztések pontosabbak
lehetnek. Mindazonaltal a két program nemzetség szinten jelentds hatékonyséagbeli kiilonbségének

oka tovabbi kutatasra szorul.

Az Invitrogen ¢és Macherey-Nagel kitek mindkét bioinformatikai pipeline szerint hasonld
eredményeket hoztak. A ZymoResearch kit eredményei elsdsorban a Fusobacterium, Bacteroides ¢€s
Peptacetobacter-abundancidk terén mutatnak eltéréseket az Invitrogen és Macherey-Nagel kitektdl;

emellett kevesebb ismeretlen faj és nagyobb egyenletesség tapasztalhato a Zymo mintakon. A



Qiagen kit a tobbihez képest nagymértékben feliilreprezentalja a Phoaceicola taxont. A technikai

parhuzamosok dsszetétele az Invitrogen kit esetén hasonlit legjobban egymasra.
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9. abra: A shotgun metagenomi szekvendaldssal azonositott 20 leggyakoribb nemzetség a 4 kiilonbozo kittel izolalt DNS,

illetve a Kaiju és Minitax programok alapjan

4.3.3. 16S rDNS hosszu leolvasdsu szekvenalas
A 10.A és 10.B abrakon a 20 leggyakoribb nemzetség relativ abundancija lathatdo a MinlON (A) és

PacBio (B) szekvenaldsokat 6sszehasonlitva. A bioinformatikai elemzéshez az Emut hasznaltuk. Az
Invitrogen és Macherey-Nagel-izolatum alapu konyvtarak mindkét szekvenalas szerint hasonld
Osszetételliek, bar egyes alacsony abundancidju taxonok esetén tapasztalhatd jelentds eltérés
kozottik. A Qiagen izolalds mindsége alacsony volt, ez alapjan csak nanopore szekvenalassal

tudtunk néhany, biologiailag értékelhetetlen leolvasast kinyerni.

Az Invitrogen és Macherey-Nagel mintdk az ONT szekvendlds szerint elsdsorban Blautia,
Peptacetobacter, Mediterraneibacter és Faecalimonas nemzetségekbdl alltak. Ezekben a mintakban
a PacBio-szekvenalas is jelentds Blautia, Peptacetobacter és Faecalimonas-abundanciat detektalt,

emellett kimutatott bizonyos, az ONT-vel nem fellelt genusokat, pl. Allobaculum, Bifidobacterium.

A Zymo  mintak  kozil kettd a  tobbinél  jelentdsen  nagyobb  Blautia-és

Mediterraneibacter-abundanciat mutatott, amit mind a két hosszi leolvasasi megkozelitéssel

Faecalibacterium

Mediterraneibacter



kimutathato volt. Az ONT-hez képest a PacBio kevesebb Peptacetobactert, de tobb Phoaceicolat

detektalt.
0.005-nél nagyobb abundanciaértékl nemzetséaek izolalé kit szerint csoportositva
A. MinlON adatok B. PacBio adatok
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10. abra: az ONT (A) és PacBio (B) 16S VI-V9 amplikon szekvendlassal azonositott leggyakoribb nemzetségek

Az Invitrogen ¢és Macherey-Nagel izolaldsok hasonldsdgara a hosszli leolvasasu szekvenalds
tovabbi bizonyitékot szolgaltat. A két megkozelitést 6sszehasonlitva bizonyos kiillonbségek lathatok
a mintak Osszetételében, a PacBio szekvenalas jellemzden tobb taxont tudott azonositani. Ennek
allhat a hatterében a két technologia kiilonbsége, ugyanis PacBio szekvenalassal egy cirkularizalt
konyvtarrdl tobb, egymasra illeszthetd, igy nagyobb megbizhatdsagt leolvasas keletkezhet, mig a
nanopore szekvenalas esetén az egyes bazisok csak egyszer leolvashatok. Mivel a két szekvenalas
eredményei nem mutatnak drasztikus eltérést, a PacBio Sequel Ile-nél Iényegesen
koltséghatékonyabb ONT MinlON is idedlisnak mutatkozik a mikrobiom Osszetételének
megallapitdsara a teljes 16S rRNS gén amplikonjainak szekvenciéja alapjan.

A 11. abra az ONT long-read szekvenalasok EPI2ME elemzését mutatja be a 3 izolalo kit szerint (a
Qiagen kittel kinyert kis mennyiségli DNS-r6l minddssze néhany leolvasast kaptunk, igy az onnan

szarmazo adatok nem reprezentativak). Az Invitrogen és Macherey-Nagel izolaldsok eredményei



egymasra jobban hasonlitanak, mint a ZymoResearch kit adataira, viszont minden kit szerint

egységes, hogy a mintak legabundansabb nemzetsége a Blautia.
B. Macherey-MNagel

A Invitrogen

Lachnoclostridium

Caollinzella

1xa = Mot Class

1axa - Llassied

Lineage
Taxa - Not Classified

Taxa - Classified

C. ZvmoResearch

11. abra: az egyes kitek izolalasa alapjan EPI2ME-vel azonositott nemzetségek 1-1 mintan

A Blautia az egyéb megkozelitések dontd része szerint is jelentds mennyiségben taldlhaté meg a
mintdkban, ugyanakkor nem mutat abszolit dominanciat. Az ONT szekvenalasi adatokat Emu
programmal elemezve a leggyakoribb nemzetség jellemzden a Peptacetobacter, amelyet a Blautia
(Lachnospiraceae) kovet. A Peptacetobacter nemzetséget az EPI2ME nem detektalta, bar annak

jelenlétét a shotgun elemzés is kimutatta. A V régié amplikonok alapjan a Peptoclostridium



mutathatd ki nagyobb mennyiségben, amely a Peptacetobacterrel egyiitt a Peptostreptococcaceae
csaladhoz tartozik, tehat rokon genusokrél beszélhetiink. Ezek elkiilonitésére a lényegesen tobb
szekvenciaadatot integrald long-read és shotgun modszerek alkalmasabbak a V régio amplikon
szekvenalasnal (Zhang ¢és mtsai. 2018); igy a V régid6 amplikon szekvenalassal detektalt
Peptoclostridium valdjaban akar Peptacetobacter is lehet. Ez utobbi taxon detektaldsaban mutatott
sikertelenség ¢€s a Blautia jelentds feliilreprezentacidja az EPI2ME program lehetséges hibajara utal.
A Blautia feliilreprezentacidja mogott elképzelhetd, mint ok, hogy a szintén a Lachnospiraceae
csaladba tartozd ¢és az egyéb megkozelitések szerint 10% koriili abundancidt mutato

Mediterraneibacter genust Blautiaként azonositotta az EPI2ZME.

4.3.4. 16S tDNS V régidk amplikon szekvenaldsa

A V1-V2 amplikon szekvenaldst az Invitrogen, Macherey-Nagel és ZymoResearch kitek alapjan
végeztik. Az Invitrogen és Macherey Nagel-eredmények nagyon hasonldak az Osszetételek és a
parhuzamosok kozotti variabilitas tekintetében. A ZymoResearch kit alapjan ezekkel szemben tobb
Bacteroides ¢és Fusobacterium, de kevesebb Peptoclostridium lett azonositva. A V régid
szekvenalasokkal azonositott Peptoclostridium-szekvencidk, ahogy azt az EPI2ME adatok
kiértékelésénél részleteztem, szarmazhatnak a shotgun szekvenalassal és V1-V9 szekvenalassal
(Emu bioinformatikai elemzés szerint) nagyobb mennyiségben azonositott Peptacetobacter-fajoktol

1is.

Az Invitrogen- és Macherey-Nagel-eredmények a V1-V3 amplikonok esetén is hasonlitanak, a
legjelentésebb nemzetség a Peptoclostridium, melynek detektildsaban a Qiagen és a Zymo kitek is
alulteljesitettek. A V1-V2-szekvenalassal jelentds mennyiségli Fusobacteriumok azonositasaban
ugyanakkor ez utobbi kitek teljesitettek jobban, az Invitrogen-¢s Macherey-Nagel izolalasokbdl a

V1-V3 szekvenalés csupan kis mértékben detektalt Fusobacteriat.

A V3-V4 szekvenciak alapjan is megallapithatd az Invitrogen- és Macherey-Nagel-izolalasok
hasonlosaga, taxonosszetétel terén itt jelentds mennyiségli Peptoclostridium, am kevés
Fusobacterium talalhat6. A V3-V4 szekvencidk bioinformatikai elemzése a dolgozat lead4dsanak
idépontjaban is folyik, melynek kovetkeztében jelen palyamunkdban nem tudunk teljes értéki

V3-V4 adatokat kzolni.

A V1-V2, V1-V3, V3-V4 amplikon szekvenalassal azonositott leggyakoribb nemzetségek relativ

abundanciajat a 12. dbra mutatja be.
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12 dbrar a 168 Vedgia amplifon szekvendlisok alapjan azonositont 20 leggvakoribh nemzetség



A teljesen kiértékelt V1-V2 ¢és VI1-V3-adatok, illetve a jelenleg elérhetd Invitrogen és
Macherey-Nagel V3-V4 adatok arra mutatnak rd, hogy a V1-V3 és a V3-V4 adatok egymasra,
illetve a shotgun-és long-read adatokra is jobban hasonlitanak, mint a V1-V2 szekvencidkon alapulo
adatokra; habar a Qiagen-és ZymoResearch V1-V3 adatai nagyobb hasonlosagot mutatnak a V1-V2
adatokkal. A V1-V2 szekvendldssal minden esetben, V1-V3 szekvendldssal pedig a Qiagen-és
Zymo-izolalasokbdl jelentdsebb mennyiségben azonositott Fusobacteiumok az Emuval kiértékelt
long-read, illetve a shotgun szekvencidk alapjan ennél 1ényegesen kisebb abundanciaval vannak
jelen a vizsgalt mintdban; ez utalhat arra, hogy a V1-V2 régié - melyet a V1-V3 amplikon is
tartalmaz - alapjan a taxondsszetételi adatok torzulnak. Feltind, hogy a V1-V3 szekvenalasok koziil
a Fusobacterium csak a Qiagen-és Zymo-izolalasokban feliilreprezentalt. A Fusobacterium egy
Gram-negativ taxon; a két utdbbi kit a Gram-pozitiv sejtfalak lizisében kevésbé bizonyult
hatékonynak, mint az Invitrogen-és Macherey-Nagel-protokollok (lasd a 4.3.6. és 4.3.7.
alfejezeteket). A shotgun és long-read (Emu) modszerek szerint is jelentds, 10% folotti abundanciat
mutaté Mediterraneneibacter nemzetséget (Lachnospiraceae) egyik V régio alapjan sem detektaltuk.
A felsorolt torzitasok, mintdk kozotti eltérések alapjan gyanitjuk, hogy a V régié amplikon

szekvenalas nem kellden pontos egy széklet mikrobiom pontos Gsszetételének meghatdrozésara.

4.3.6. A kontroll mikroba mix szekvenalasa

Control Invitrogen Macherey Nagel Qiagen Zymo
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13. dbra: a kontroll mikroba mixbdl az egyes kitekkel izolalt DNS alapjan azonositott fajok
A ZymoResearch Microbial Community Standard mikrobamixbdl 6t parhuzamosban végeztiink
DNS-izolalast az egyes kitekkel. A 13. dbran a vart értékek mellett az Emu-val kielemzett ONT

long-read szekvenalasok adatait latjuk. Eredményeink szerint a Pseudomonas aeruginosa (Gram-)



kismeértékli alulreprezentacidjatol eltekintve az Invitrogen kit adta vissza legnagyobb pontossaggal a
vart adatokat, illetve a technikai parhuzamosok hasonldséaga is itt volt a legnagyobb. A tobbi kitrdl
altalanosan megallapithat6 a S. enterica és az E. coli Gram-negativ fajok erds feliilreprezentacidja,
illetve a Gram-pozitiv L. fermentum, L. monocytogenes és S. aureus baktériumok jelentdsen
csokkent detekcidja. A Macherey-Nagel kittel végzett pArhuzamos izolalasok eredménye egymastol
a tobbi kittel 6sszevetve nagyobb mértékben tér el, az egyik parhuzamos soran csak a S. enterica (-)
fajt sikeriilt kimutatni (ebben a parhuzamosban a szekvenalas dsszesen 3 leolvasast ért el, igy ez az
adat biologiailag valojaban nem relevans). A Qiagen-izolatumokban a B. subtilis (+), E. coli (-) és
S. enterica (-) jelentdsen tulreprezentalt, a S. aureus (+) detekcidja minden esetben sikertelen, a
parhuzamosok hasonlosiga nagy. A ZymoResearch parhuzamosok egymastdl kozepes mértékben

térnek el.

A 14. 4dbra a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok aranyat mutatja a kontroll mixben, illetve
az egyes kitekkel nyert izolatumokban, ONT V1-V9 szekvendlds és Emu analizis alapjan. Az
Invitrogen kit megfeleld mértékben lizdlja a Gram-pozitivok sejtfalat, hatékonysagban a
ZymoResearch protokollja kdveti, &m a vart eredménytdl valo eltérése ennek a kitnek mar jelentds.
A Macherey-Nagel és Qiagen kitek kevésbé mutatkoztak hatékonynak a Gram-pozitiv baktériumok
DNS-ének kinyerésében.
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14. abra: a kontroll mixbdl az egyes kitekkel izolalt Gram-pozitiv és Gram-negativ fajok aranya



A vizsgalt kitek koziil a legnagyobb hatékonysagu Invitrogen termék gyongyoket hasznal a fizikai
sejtfeltaras soran. A Gram-pozitivok kimutatisaban és és a vart abundancidk visszaadasaban
masodik leghatékonyabb ZymoResearch kit a gyongyok helyett lizozimet haszndl. A gydngyok
nagyobb hatékonysaganak kulcsa, hogy a sejtfalat fizikailag roncsoljak. Ugyanakkor a behatas az
izoldland6 DNS-ben is kart tehet, és amennyiben 0Osszehasonlitjuk a DNS-izoldtumok
TapeStation-értékeléseit (4.1. alfejezet), lathatjuk, hogy a ZymoResearch kittel izolalt DNS
nagyobb mérettartomanyba esik, illetve az Invitrogen-izoldtumok mennyisége az egyes technikai

parhuzamosok kozott eltéro.

4.3.7. Gram-pozitiv kinyerés székletmintabol

A standardizélt mikrobamixek eredményeirdl a széklet metagenomi izolalasban valé alkalmazasra
kovetkeztve figyelembe kell venni a mintdk eltérd természetét, illetve a kinyert DNS downstream
feldolgozasanak szempontjait. A standard mixszel szemben a széklet nagy mennyiségben tartalmaz
természetes PCR-inhibitorokat, a kitek értékelésénél az ezek eltavolitasaban elért hatékonysag,
illetve a kinyert DNS tisztasaga ¢és integritasa is fontos tényezd a bakteridlis sejtfalak egységes lizise
mellett. Igy az egyes kitekkel izolalt Gram-pozitiv DNS aranyét érdemes a valds székletmintan is
értekelni. A 15. abra az egyes kitekkel nyert DNS-bol azonositott nemzetségek szédzalékos
gyakorisagat mutatja hétérképen, kiemelve az egyes taxonok Gram-festédését is. Az adatok V1-V3

amplikon szekvenalason €¢s DADA?2 analizisen alapulnak.

A tobbi elemzés soran tapasztalt jellegzetes mintazat, azaz az Invitrogen és Macherey-Nagel kitek
jelentés hasonlésaga, a Qiagen-alapu eredmények nagyfoku eltérése €s a Zymo adatok atmeneti
jellege itt is tapasztalhatd. Az Invitrogen és Macherey-Nagel kitek alapjan az 5 leggyakoribb taxon
Gram-pozitiv. A Qiagen-izolalasok szerint a Gram-negativ Fusobacterium ¢€s Bacteroides a két
leggyakoribb nemzetség. A ZymoResearch protokolljaval hasonld aranyban azonositottunk
Gram-pozitiv és Gram-negativ nemzetségeket a leggyakoribbak kozott. A péarhuzamosok kozti

variabilitds az Invitrogen kit esetében volt a legkisebb.

Ezen adatok alapjan megéllapithatjuk, hogy bar ismert Osszetételli mikroba mix esetén a
Macherey-Nagel protokollhoz képest a ZymoResearch kit adatai hasonlitottak jobban a vart, illetve
Invitrogen eredetli adatokra, székletmintaval dolgozva a Macherey-Nagel terméke nyer ki az

Invitrogenhez jobban hasonlité adatokat. A kontroll, illetve természetes mintak feldolgozasa, illetve



ezen eredmények Osszevetése arra utalnak, hogy az Invitrogen kit adhatja vissza leghiiségesebben a

Gram-pozitiv és Gram-negativ taxonok aranyat.

Genus 11 12 MNI1 | MN2 1 2 Zl Z2
Parasutterella (-) 0,04% | 0,08% | 0,02%| 0,08% ( 0,29%
Megamonas (-) 0,08% | 0,38%| 0,18%| 0,63% 0,52%
Sutterella (-) 0.11%| 031%| 0.06%| 0.25% 0.70%
Faecalitalea (+) 021%| 0,10%| 0.41%| 037% 1% 0 0.15%
Clostridium sensu stricto 1 (+) | 0.24%| 0.27% %| 0, 0.29%| 0.20% '
[Ruminococcus] gauvreauii N

group (+) 0,59% | 0,38% 0,02%| 0,01%

Lachnospiraceae NK4A136 - ;”_E-

group (+) - 0,64% | 0,60% , 0,18%| 0,28%

[Ruminococcus] torques group —_—

(+) 0.74%| 0,02%| 0,03%| 0,18%| 0.24%
Candidatus Stoquefichus (+) 42%| 0,70%| 0.52%] 0.02%| 0,01%| 0,44%| 0.48%
Allobaculum (+) 0,38% % | 0,00%| 0,01%| 0,08% | 0.06%
Erysipelatoclostridium (+) 49% 0,03% | 0,08% 0,35%
Faecalibacterium (+)

Fusobacterium (-)

Bacteroides (-)

NA 0,12%| 0,16%

[Ruminococcus] gnavus group

) 0% | 0.35%

Collinsella (+)

Catenibacterium (+)

Blautia (+) 0,17%| 0,14%

Peptoclostridium (+) 0,39%| 0,21%

15. abra: a valos székletmintabol az egyes kitekkel kimutatott leggyakoribb nemzetségek a Gram-festodést megjelélve.

I=Invitrogen, MN=Macherey-Nagel, Q=Qiagen, Z=ZymoResearch DNS-izolalo kitek.



5. Osszefoglalas

Az intesztinalis mikrobiom komplex, kiterjedt mechanizmusok Utjan hatast gyakorol a
gazdaszervezet egészségi allapotdra. Szamos, elsOsorban ¢életmodalapu betegség esetén
feltételezziik, hogy a bélflora fontos szerepet jatszik a koros folyamatok kialakuldsaban. A
mikrobiom jobb megismerése 1j diagnosztikai és terdpias eljarasok kidolgozasahoz és
finomitasahoz jarulhat hozza, azonban a kutatémunka soran alkalmazott médszerek kidolgozottsaga

jelenleg még nem kielégito.

A bél mikrobiom vizsgélata elsdsorban a székletmintabol izolalt DNS-és RNS-allomany alapjan
zajlik, hiszen ezek szekvencidja szdmos értékes informaciot tartalmaz. Probléma ugyanakkor, hogy
a mintagyijtéstdl a szekvenciaelemzésig tartdé munka sordn hasznéalhatd kiilonb6z6 modszerek
megkozelitése eltérd, igy fennall a kockazata annak, hogy ugyanarrdl a mikrobiomrdl eltérd
informaciodkat nyerjen két eltérd metodikaval dolgoz6 kutatocsoport. Ez a tudomanyos kutatasi
folyamatok ¢€s a klinikai alkalmazhatosag soran sziikséges sztenderdizacid utjaban all, hiszen nem

garantalt, hogy a kiilonb6z6 modszerrel nyert adatokat egymassal 6sszevethetéként lehet kezelni.

Hogy az egyes modszerek eseteges torzitasait jobban megértsiik, kutatdcsoportunk megvizsgalta
egy kutya székletminta metagenomjat Osszesen négy DNS-izolald, hat konyvtar-készitd, négy
szekvenalo és Ot bioinformatikai modszer hasznalataval, ismert Osszetételi kontroll mikroba mix
feldolgozasa mellett. Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az alkalmazott DNS-izolalé kitek
minden kit alkalmas hosszl leolvasassal megszekvenalhaté DNS kinyerésére. Az egyes kitek a
Gram-pozitiv mikrobak sejtfalanak lizisében is eltérd hatékonysagot mutatnak, ez pedig dontéen
befolyéasolja a kapott eredményeket. A 16S rRNS taxondémiai markergén azonositasra hasznalt
régidja, a szekvenalas soran alkalmazott platform, megkozelités és leolvasasi hossz, valamint az
alkalmazott bioinformatikai elemzd szoftver mind befolydsolta a vizsgalt minta taxonomiai

Osszetétel-adatait.

Eredményeink hangstlyozzak annak fontossagat, hogy a mikrobiom-kutatds soran nagy
kortltekintéssel kell megvalasztani a hasznalt modszereket, figyelembe véve az egyes valtozok
eredményekre gyakorolt hatdsat. A modszertanilag tudatos kutatomunka a mikrobiom-kutatas
tovabbi nagy fellendiiléséhez vezethet, €s nagyban segitheti a teriilet ismereteinek gyogyaszati

alkalmazasat.
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