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Hiiremudeli kasutamine inimese soolestiku mikrobioomi uurimiseks

Inimese mikrobioomi anallilisimiseks kasutatakse tihti loommudeleid, millest levinuim on hiir.
Uheks uurimismeetodiks on fekaalne mikrobioota siirdamine, mille teel kantakse inimese
mikroobikooslus ule katselooma. Sellise meetodi kasutamine on mikrobioomi uuringutes
levinud, kuid vahe on analulsitud, kui informatiivne on katseloomana kasutatav hiir inimese
mikroobikoosluste uurimiseks. Bakalaureuset66 raames analtiisiti Eesti Mikrobioomi projekti
(EstMB) doonorite véljaheiteproove ja fekaalse transplantatsiooni Iabinud hiirte mikrobioomi
enne ja parast siirdamist. Analtisi kaigus leiti uurimisgruppide vahel markimisvéarseid
erinevusi nii bakteriperekondade kui ka mikroobikoosluse mitmekesisuse tasandil. Tdpsemate
jarelduste tegemiseks tuleks I&bi viia metagenoomne analliis, mis vdimaldaks kooslusest

tuvastada lisaks bakterittivedele viiruseid ja eukartioote ning muid mikrobioomi komponente.

Marksénad:  mikrobioom, loommudelid, 16S rRNA geeni  sekveneerimine,
fekaaltransplantatsioon
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Using mouse model to study the human gut microbiome

The human microbiome is frequently studied using animal models. The mouse is currently the
most commonly used animal model. Fecal microbiota transplantation, in which the human
microbiota is transferred to an experimental animal, is a common research method. Even though
this method is often used in microbiome studies, little research has been done to determine how
informative the mouse is for studying the human microbiome. The aim of this thesis was to
analyze the human stools collected as part of the Estonian Microbiome project and mice’s
microbiomes before and after fecal microbiota transplantation. Significant variations between
the analyzed groups were found, both in terms of microbial diversity measures and relative
abundances of bacterial genera. To draw more precise conclusions, it would be helpful to do

metagenome analysis that identifies viruses, eukaryotes, and other microbiome components.
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KASUTATUD LUHENDID

AB — antibiootikum (ingl antibiotic)

ASV — amplikonjérjestuste variandid (ingl amplicon sequence variant)
bp — aluspaar (ingl base pair)

EstMB — Eesti Mikrobioomi projekt (ingl Estonian Microbiome Project)
GF — mikroobivaba (ingl germ-free)

FMT — fekaaltransplantatsioon (ingl fecal microbiota transplantation)
OTU — operatiivne taksonoomiline tihik (ingl operational taxonomic unit)
PCA — peakomponentanaltius (ingl principal component analysis)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl polymerase chain reaction)

QC — kvaliteetkontroll (ingl quality control)

S — Svedbergi thik (ingl Svedberg unit)

SPF — kindla haigustekitaja vaba (ingl specific pathogen-free)

WT — metsiktidp (ingl wild-type)



SISSEJUHATUS

Inimese mikrobioomiks nimetatakse kindlas kehapiirkonnas olevaid mikroorganisme, mille
hulka kuuluvad pdhiliselt bakterid, viirused ja eukariioodid (Caporaso et al., 2011).
Mikrobioomi mdjutavad mitmed erinevad tegurid alustades elustiilist I6petades geneetikaga
(Round ja Mazmanian, 2009). Mikroobikooslusel on oluline roll ka inimese tervisele, mispérast
on mikrobioomi mdju valjaselgitamine vajalik. Naiteks on sellel sajandil olnud Kkiires
tdusutrendis haigused nagu diabeet ja rasvumine, mille puhul on leitud olulisi seoseid
mikrobioomiga (Cooper et al., 2019; Zhao, 2013).

Uheks mikroobikoosluste uurimismeetodiks on loommudelid, millest enim kasutatakse
hiiri (Hickman et al., 2017). Nende katseloomade pdhilisteks eelisteks on kiire sugukipsuse
saavutamine ja areng (Nguyen et al., 2015). Uhe meetodina on kasutusel inimese mikrobioota
fekaalne transplantatsioon (fecal microbiota transplantation — FMT) hiirde. Sellisel viisil on
uuritud mitmeid haigusi, millel arvatakse olevat seos mikrobioomiga (De Groot et al., 2017).
Ometi on véhe analliusitud, mil maaral saab hiirte peal ndhtud tulemusi tdlgendada inimese
tervise kontekstis (Park ja Im, 2020). Selline informatsioon on vajalik, et teadust6o saaks veel
enam l&htuda pGhimdtetest, milleks on loomkatsete vdhendamine, asendadamine ja taiustamine
(Russell ja Burch, 1959).

To6 eesmargiks on analliisida inimeste soolestiku mikroobikoosluse tlekandmise
edukust hiirtele, kasutades selleks Eesti Mikrobioomi projektis (EstMB) osalenud
geenidoonoritelt parit véljaheiteproove. Mikrobioomi kindlakstegemiseks kasutati 16S rRNA
geeni V3-V4 alade sekveneerimist. Kéesolev t66 on valminud geenitehnoloogia
bakalaureusedppekava raames Tartu Ulikooli loodus- ja tappisteaduste valdkonna genoomika
instituudi mikrobioomika uurimisgrupis. T66 metoodilise osa katsed viidi labi Umea tlikoolis
Rootsis. EstMB uuringule on antud luba TU inimuuringute eetikakomiteest (loa number
266/T10) ja Eesti bioeetika ja inimuuringute ndukogust (loa number 1.1-12/17) Lisaks sellele
on kdik uuringus osalejad andnud oma kirjaliku néusoleku ja uuringus osalevad geenidoonorid
on pseudoanoniimiseeritud. Hiirkatseteks on ndusolek saadud Umead Ulikooli eetikakomiteelt
(loa number Dnr A 14-2019).



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Inimese soolestiku mikrobioom

Inimese kehas ja selle pinnal leidub palju mitmesuguseid mikroorganisme, mille kooslust
kindlas kehapiirkonnas nimetatakse mikrobioomiks. Sinna hulka kuuluvad peamiselt bakterid,
eukaruoodid ja viirused (Caporaso et al., 2011). Teadaolevalt on inimesel enda geenide arvuga
vOrreldes lile saja korra rohkem geene parit bakteritelt (Shreiner et al., 2015; Ursell et al., 2012).
Igal inimesel on erinev mikrobioomikooslus, mis vdib ka igat indiviidi omamoodi mdjutada
(Cooper et al., 2019). Inimene saab oma esimese mikroobikoosluse ema siinniteedest voi
keisrildikega sunni puhul naha pinnalt ja imbritsevast keskkonnast (Dominguez-Bello et al.,
2010). Téiskasvanu seedekulglale sarnane mikrobioom kujuneb véikelapsel vélja umbes
kolmandaks eluaastaks (Barko et al., 2018; Fuentes ja de Vos, 2016; Ursell et al., 2012).
Mikrobioom muutub elu jooksul pidevalt. Seda mdjutavad muuhulgas toitumine, ravimite
kasutus, erinevad haigused, paritolu ja elustiil. Korduv antibiootikumide kasutus vdhendab
naiteks mikrobioomi mitmekesisust ja soodustab multiresistentsete haigustekitajatest bakterite
levikut (Aasmets et al., 2022; Mullen, 2014). Inimestel on eri kehapiirkondades erinev
mikroobikooslus. Oma mikrobioom on olemas nahal, Glemistel hingamisteedel, seedekulglal ja
suguorganitel (Lloyd-Price et al., 2016). Igal inimesel esineb mikrobioomis talle omaseid
variatsioone, kuid Gldjoontes koloniseerivad keha eri piirkondi kindlad hdimkonnad. Kdige
mitmekesisem on soolestiku mikrobioom, kus tervel inimesel domineerivad Bacillota (endise
nimega Firmicutes) ja Bacteroidota (endise nimega Bacteriodetes) hdimkonnad. Oma
osakaalult jargnevad neile Actinomycetota (endise nimega Actinobacteria) ja Pseudomonadota
(endise nimega Proteobacteria) hdimkonnad (Reiss et al., 2016). Immunoloogiliselt
kategoriseeritakse inimest koloniseerivad mikroobid kolme p6&higruppi — slimbiondid,
kommensaalid ja patobiondid. Siumbiondid on mikroorganismid, mis on inimesele kasulikud ja
saavad ka ise inimeselt kasu. Kommensaalid on neutraalsed organismid — ei too otsest kahju
ega kasu. Patobiontideks nimetatakse potentsiaalselt tervisele kahjulikke mikroobe. Kui
tasakaal erinevate bakterite vahel markimisvaarselt muutub, vGib see viia patobiontide
vohamiseni ja terviseprobleemide tekkeni ehk niinimetatud dusbioosini (O’Mahony et al.,
2009; Round ja Mazmanian, 2009).

Mikroorganismidel on inimese normaalse elukvaliteedi séilitamisel kanda oluline roll.
Kdige rohkem on mikroobe seedekulglas, kus toimub toitainete imendumine (Frank ja Pace,
2008; Ley et al., 2008). Seal olevad mikroobid on v@imelised stinteesima ensulime, mille geene

inimese genoomis pole. Nende abil lagundatakse mitmeid metabolismi jadke, nagu
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polusahhariide ja stinteesitakse vitamiine, nditeks K-vitamiini (Rowland et al., 2018). Lisaks
sellele reguleerivad mikroorganismid inimese immuunslsteemi ja aitavad Kaitsta
haigustekitajate eest (Bosco ja Noti, 2021; Schéren ja Hapfelmeier, 2021).

Mikrobioomi on seostatud erinevate haiguste tekkega nagu ainevahetushaigused (nt
teist tulpi diabeet), immuunsisteemiga seotud haigused (nt pdletikulised soolehaigused,
astma), narvisusteemiga seotud hdired (nt autism, skisofreenia) ja erinevad vahivormid
(Hartstra et al., 2015; Louis et al., 2014; Manichanh et al., 2012; Tremlett et al., 2017). Naiteks
puuduvad osadel inimestel taimedest parit polusahhariidide lagundamiseks vajalikud bakterid.
See on problemaatiline, kuna siis ei slinteesita neist lihikesi rasvhappeid, mis on olulised
inimese normaalse seedetegevuse toimimiseks (Aw ja Fukuda, 2018). Teades patsiendi
mikrobioomi, on ehk tulevikus v@imalik ennetada ja diagnoosida eelpool nimetatud haigusi
nende varajases staadiumis (Xu et al., 2015).

1.2 Inimese mikrobioomi varieeruvust mgjutavad faktorid

Mikrobioomi kooslus on varieeruv ja sdltub paljudest erinevatest teguritest, mis vGivad olla nii
biootilised kui abiootilised. See vdib oleneda nditeks elukeskkonnast, tarvitatud ravimitest,
labipdetud haigustest, elustiilist, vanusest, geneetikast, soost ja stindimise tlubist (Joonis 1).
Oluliselt mdjutavad selle mitmekesisust ka mitmesugused ravimid, enim nditeks
antibiootikumid  (Bouma ja Strober, 2003; Rakoff-Nahoum et al., 2004).

Joonis 1. Mikrobioomi p&hilised mdjutajad.



1.2.1 Antibiootikumid ja nende mdju mikrobioomile

Antibiootikumiks nimetatakse ainet, mis on toodetud kas mikroorganismide abil vOi
stnteetilisel teel ja parsib mikroobi kasvu (Zimdahl, 2015). Toimepdhimdtte jargi
klassifitseeritakse ravimit bakteritsiidseks ehk bakterit tapvaks ja bakteriostaatiliseks ehk
bakteri kasvu vOi paljunemist piiravaks. Ometi on piir nende kahe termini vahel ahmane, sest
ka bakteriostaatiline antibiootikum vaib baktereid tappa (Baquero ja Levin, 2021).

Esimesed kirjalikud allikad antibiootikumide kasutamisest ulatuvad 1550. aastasse enne
meie ajaarvamist. Ravimite hulka kuulusid toona hallitanud leib ja ravimmuld (Haas, 1999).
Esimeseks teadlikult kliinilisel eesmérgil kasutatavaks ja stnteetiliselt toodetud
antibiootikumiks oli salvarsaan. Sellega raviti 20. sajandi algul stfilist (Otten, 1986). Hiljem,
1928. aastal, avastas Soti péritolu bakterioloogia professor Alexander Fleming penitsilliini
(Fleming, 1929). Selle antibiootikumi laiem kasutuselevdtt hoidis &ra sddurite massilise surma
bakteriaalsetesse infektsioonidesse Il maailmasdja ajal (Kardos ja Demain, 2011).

Bakteritele mdjub antibiootikum marklauapdhiselt. Peamisteks sihtmarkideks on
rakuseina suntees (nditeks antibiootikumidel vankomdutsiin, penitsilliin, tsiukloseriin), DNA
slintees (nditeks rifampitsiinil, kinoloonidil, novobiotsiinil) ja valgusiintees (n&iteks
tetratstkliinil, kanamdatsiinil, puromdtsiinil). Lisaks vOivad maérklauaks olla ka
ainevahetusrajad nagu foolhappe metabolism vGi struktuursed Uksused nagu
tsutoplasmamembraan (Madigan ja Martinko, 2006). Mérklauad on olemas ka bakteritel, keda
ei peeta antibiootikumide votmisel sihtmargiks. Seega véhendab nende tarvitamine lisaks
patogeenile organismile omase mikrobioota mitmekesisust. On naidatud, et mida rohkem on
inimene tarvitanud viimase kiimne aasta jooksul antibiootikume, seda enam vaheneb soolestiku
mikroobide mitmekesisus (Aasmets et al., 2022). Problemaatiline on see just laia spektriga
antibiootikumide puhul (Dubourg et al., 2014).

Mitmekesisuse vahenedes kahaneb ka soolestiku loomulik vastupanuvdime tulevaste
patogeenide vastu, mis omakorda suurendab ravimitele resistentse tive teket ja kasvu
(Jakobsson et al., 2010). Sellist mdju on taheldatud nditeks soolestikus infektsiooni tektitava
bakteri Clostridioides difficile puhul (Abt et al.,, 2016). Sellest bakterist vabanetakse
antibiootikumide abil, kuid tdieliku resistentsuse tekkel kasutatakse ravimisel ka fekaalset
transplantatsiooni (Aslam et al., 2005; Rao ja Safdar, 2016). Juba lihiajaline antibiootikumi
tarvitamine vGib tugevalt muuta mikroobide kooslust soolestikus. Naiteks vahendab
klindamutsiini tarbimine (he n&dala jagu tugevalt Bacteroides’e ja enterokokkide hulka
soolestikus ning soodustab antibiootikumile resistentsete geenide ja tiivede teket (Jernberg et
al., 2007; Lindgren et al., 2009; Lofmark et al., 2006).
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1.2.2 Teised mikrobioomi mgjutavad faktorid

Mikrobioomi mdjutab oluliselt ka toitumine (Yatsunenko et al., 2012). Iga inimese toidulaud
on isendoline, mistdttu on sellest tulenevalt suuremal vdi vahemal maéral erinev ka tema
mikroobikooslus seedekulglas. Peamiselt on uuritud l4&nelike, vahemerelike ja taimsete
dieetide mOju. Laanelik dieet (ingl k Western-style diet) kujutab endast t66deldud, kdrge
loomarasva-, valgu-, soola- ja suhkrusisaldusega toitu, mis soodustab perekonna Bacteroides
kasvu (Agriculture, 2003). Vahemeremaade susivesikuterohke soogilaud loob soodsa
keskkonna perekond Prevotella levikuks (Wu et al., 2011). Taimetoitlased on oma dieedist
vélja jatnud liha (sh kala ja mereannid), mispérast voib nende mikroobikooslus olla selle vorra
erinev eelnevatest (Wong et al., 2018). S6ltuvalt domineerivast bakteriperekonnast eristatakse
inimesel kolme enterotitipi — Prevotella, Bacteroides ja Ruminococcus. Prevotella ndol on
tegemist kaitsva ja pOletikuvastase toimega bakteriperekonnaga, Bacteroides soodustab
poletikke ja on suure tdendosusega seotud ainevahetushaigustega, Ruminococcus on oluline
taimsete polisahhariidide seedeprotsessis (La Reau ja Suen, 2018; Roager et al., 2014).
Klasterdumist enterotliipideks seostatakse pikaajaliste toitumisharjumustega,
bakteriperekonna Prevotella kdrgemat esinemissagedust on seostatud taimsete Kiudainete
tarbimisega ja Bacteroides perekonda vastavalt suures hulgas loomset paritolu valkude ja
killastunud rasvhapete tarbimisega (Costea et al., 2018).

Lisaks toitumisele on oma roll vanusel, sool ja geneetikal (Round ja Mazmanian, 2009).
Inimese mikrobioom muutub elu jooksul pidevalt. Taiskasvanutele sarnane mikroobikoosluse
muster saavutatakse umbes 3-aastasena (Yatsunenko et al., 2012). Pidevat mikroobikoosluse
muutlikkust ajas ilmestab néiteks hdimkonna Pseudomonadota (endise nimega Proteobacteria)
esindatuse suurenemine inimese vananedes (Claesson et al., 2011). Veel saab mikrobioomi
nimetada endokriinseks organiks, sest toodab organismi toimimiseks vajalikke metaboliite,
neurotransmittereid ja hormoone (Clarke et al., 2014). Lisaks sellele on ka geneetikal teatud
mdju mikrobioomile. Katseliselt on néidatud, et Uhemunakaksikute mikroobikooslus on
omavahel sarnasem kui kahemunakaksikutel (Goodrich et al., 2014). Samas ei peeta parilikkust

nii suureks mdjutajaks, kui seda on keskkonnast parinevad faktorid (Kurilshikov et al., 2021).
1.3 Mikrobioomi analttsimeetodid

Mikroobide uurimiseks ja tuvastamiseks on aegade jooksul kasutatud erinevaid meetodeid. 17.
sajandil kirjeldas hollandi kaupmees ja loodusteadlane Antoni van Leeuwenhoek mikroobe (ise
nimetas neid animalkuliteks) thel&atselise mikroskoobiga (Lane, 2015). 19. sajandil kasvatati

ja uuriti mikroobe erinevate so6tmete abil (Prescott et al., 2018). Sellised uurimismeetodid on
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ajamahukad ega vdimalda tuvastada koiki organisme ja kuni siiani pole paljud mikroobid
laboris kasvatatavad (Srinivasan et al., 2015).

1.3.1 Mikroobse DNA analiiiis

PCRI ja erinevate sekveneerimise tehnikate kasutuselevdtt edendas mikrobioomi uuringuid,
sest sel moel saab analliisida mikroobide DNAd ja informatsiooni ka laboritingimustes
mittekasvavate liikide kohta (Ames et al.,, 2017). Peamiselt saadakse DNA tasemel
informatsioon 16S rRNA geeni vdi kogu genoomi ehk metagenoomi analtisil (Liu et al., 2021).

16S rRNA geenideks nimetatakse ribosomaalset alatihikut kodeerivaid geene, mis on
bakterites tugevalt konserveerunud. Konserveerunud alade vahel esineb hupervarieeruvaid
alasid, mis on unikaalsed igale bakteriliigile (Chen et al., 1989). Hipervarieeruvaid alasid on
kokku tiheksa (V1-V9) ja nende analttisimiseks disainitakse konserveerunud aladele praimerid
(Ghyselinck et al., 2013). Teadlased ei ole joudnud kokkuleppele, millised hiipervarieeruvad
regioonid on efektiivseimad erinevate mikrobioomide analiilisiks (Barb et al., 2016). Suu
mikrobioomi anallisimiseks kasutatakse tihti V1-V3 alasid (Zheng et al., 2015). Muude
piirkondade mikrobioomi analiiisimiseks soovitatakse sekveneerida mitmeid erinevaid
varieeruvaid alasid (Barb et al., 2016). Parast praimerite seondumist ja PCRi sekveneeritakse
lihikesed (tavaliselt 200-400 aluspaari) alad ja tulemused Kkirjeldatakse operatiivsete
taksonoomiliste Uksustena (operational taxonomic units — OTU), mis identifitseerib
mikroorganismi Uldiselt perekonna tasandil (Dickson et al., 2016; Ghyselinck et al., 2013).
Selle meetodi plussideks on anallitsi Kiirus, biomassi vahene vajadus ja mikroobide eristatavus
peremees DNAst. Samas on sellel ka omad puudused. Meetod s6ltub praimeritest ja PCRst,
annab informatsiooni peamiselt perekonna tasandil ja vdga vahese DNA korral v@ib anda
valepositiivse tulemuse (Liu et al., 2021). Alternatiivina kasutatakse mikroobide analtisimisel
jarjest enam amplikonjarjestuste variante (amplicon sequence variants — ASV). Erinevalt
OTUdest saab amplikonjarjestusi tapsemaks analliisiks kasutada, sest liigitamine erinevatesse
taksonitesse toimub otse, mitte jarjestuste omvahelise kauguse pdhjal (Callahan et al., 2016;
Nearing et al., 2018; Schloss, 2021).

Metagenoomi (ingl shotgun metagenomics) analliis kujutab endast proovi kogu
genoomse materjali sekveneerimist (Sudarikov et al., 2017). Meetodi eelisteks on, et selle abil
saab tuvastada baktereid liigi v0i isegi tuve tasandil ja kirjeldada saab kogu mikroobikooslust,
kus lisaks bakteritele on ka viiruse, alglooma vo6i seene DNA. Samuti v6imaldab meetod

tuvastada, milliseid funktsioone mikroobne kooslus suudab labi viia. Puuduseks on meetodi
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kdrge hind, pérastine ajamahukas analtis ja peremehe enda DNA saastuse oht (Liu et al.,
2021).

1.3.2 Loommudelid

Inimese mikrobioomi olulisuse mdistmiseks kasutatakse palju ka loommudeleid. Vastavalt
National Human Genome Research Institute’ile mdistetakse loommudeli all loomaliike (v.a
inimene), keda kasutatakse biomeditsiinilistel eesmarkidel inimese uurimiseks. Selleks et
katsed loommudelitega oleksid vorreldavad inimesega, peavad loommudelid oma ehituselt ja
omaduselt olema inimesele sarnased (Franklin ja Ericsson, 2017; Knight et al., 2017).

Esimesed teadaolevad allikad loommudeli kasutamisest ulatuvad Vana-Kreekasse,
naiteks uuriti koerte abil 6. sajandil eKr aju ja selle t&htsust organismis. Erasistratus, kes oli
oma elukutselt arst, kasutas veresoonkonna kirjeldamiseks esimest korda ajaloos katsealustena
elusaid loomi. Euroopasse joudis teadmine loommudelite kasutamisest kaubateid pidi. Mida
tavapérasemaks muutusid loomkatsed, seda rohkem saadi teada inimese anatoomia, fsioloogia
ja tervise kohta. Nii lukati 14.-16. sajandil mber mitmed Vana-Kreeka teooriad (Ericsson et
al., 2013).

Teadaolevalt kasutas 16. ja 17. sajandi fusioloog William Harvey oma uuringutes
erinevaid loomaliike, mille hulka kuulusid kalad, kanad ja tuvid. Loomade omavahelisel
vordlemisel Kkirjeldas ta védga detailselt erinevaid fisioloogilisi slsteeme, sealhulgas
kardiovaskulaarset slisteemi (Ericsson et al., 2013). Flsioloogia ja meditsiini Nobeli preemia
voitnud August Krogh iitles 1929. aastal jargmist: “Paljude probleemide jaoks on olemas

sobilikud loomad, kelle peal saab seda koige mugavamalt uurida.” (Krogh, 1929).
1.3.2.1 Hiiremudelid ja nende voimalused mikrobioomi uurimiseks

Teaduses suurenes huppeliselt loommudelite kasutuselevott 20. sajandi algul. Geneetik
Clarence Cook Little sugulusaretas hiiri, et nad oleksid omavahel geneetiliselt vdimalikult
identsed (Ericsson et al., 2013). Enim kasutatakse teadust6ds nériliste seltsi kuuluvat koduhiirt,
Id Mus musculus. Tema eeliseks on véiksus, kiire suguklpsuse saavutamine, lihike tiinus ja
eluiga ning rahulik iseloom. Veel on rohkelt informatsiooni Mus musculus’e anatoomia,
geneetika ja fusioloogia kohta. Hiire elundkonnad sarnanevad nii struktuurselt kui ka
fusioloogiliselt inimese omadele, mistdttu kasutatakse teda enim inimese haiguste uurimisel ja
ravimite testimisel (Hickman et al., 2017).

Uheks loodud hiiremudeliks mdistmaks mikrobioomi ja peremehe vahelisi seoseid on

mikroobivabad hiired (germ-free — GF) (Manca et al., 2020). Esimesed mikroobivabad nériliste
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kolooniad aretati vélja 1940. aastatel (Yi ja Li, 2012). GF hiirtel puudub igasugune kokkupuude
mikroobidega. Neid hoitakse terve elu steriilsetes tingimustes — isoleeritud vivaariumid,
steriliseeritud toit ja jook, pidev kontaminatsioonikontroll jms (Kennedy et al., 2018). Selliste
hiirte soetamine ja pidamine on &irmiselt kulukas ning kindla véljadppega t06tajaid vajav
(Lundberg et al., 2016). Seeparast pole GF katseloomad paljudele teadlastele k&ttesaadavad.
Samuti sobivad mikroobivabad tingimused vaid kindla genotitibiga hiireliinidele, mis seab
katsetele omad piirangud (Kennedy et al., 2018).

Alternatiivina mikroobivabale GF mudelile on vélja to6tatud ka teine mikroobivaba
hiiremudel ehk antibiootikumidega t66deldud hiiremudel. Sellised hiired ei pea terve elu
kasvama steriilsetes tingimustes (Ellekilde et al., 2014). Nad on tavaliselt metsiktutpi (wild
type — WT) v0i kindlate patogeenide vaba (specific pathogen-free — SPF) mikroobikooslusega
hiired. SPF hiired erinevad metsiktldpi hiirtest selle poolest, et neil puuduvad teatud tidpi
patogeenid (viirused, bakterid ja parasiidid) (Foster, 1959). Neid hoitakse mikroisoleeritud voi
individuaalselt Ghutatud puurides. Hiirtega kokkupuutuv, nt toit, vesi ja muu tehnika
desinfitseeritakse vOi steriliseeritakse vastavalt katsenduetele (Masopust et al., 2017).
Mikroobivabaks tehakse hiired laia spektri antibiootikumide abil, mida manustatakse kas
joogivee kaudu, suukaudselt vdi kombinatsioonina kahest eelmisest (Reikvam et al., 2011).
Enim kasutatakse antibiootikumide segusid, mis vahendavad grampositiivsete,
gramnegatiivsete ja anaeroobsete batkerite hulka (Grasa et al., 2015; Reikvam et al., 2011;
Zakostelska et al., 2016). Joogivees jaab séltuvalt antibiootikumist kontsentratsioon 0,15-2 g/l
vahemikku ja kuur kestab nédal kuni kiimme nadalat (Kennedy et al., 2018). Sellisel teel
tarbivad hiired seda ad libitum, mistGttu varieerub doosi kogus (Reikvam et al., 2011). Sageli
segatakse vee hulka suhkrut, et varjata ravimi mdru maitset (Abt et al., 2012; Baldridge et al.,
2015; Emal et al., 2017). Sellele vaatamata voivad hiired selle joomist endiselt valtida (Hill et
al., 2010; Reikvam et al., 2011; Zakostelska et al., 2016). Vedelikupuuduse véltimiseks ja doosi
kontrollimiseks kasutatakse rohkem suukaudset v6i kombineeritud manustamist (Kuss et al.,
2011; Reikvam et al., 2011). Esimesel juhul on kuuri kestus keskmiselt 3—10 péeva ja teisel 7—
21 pédeva (Kennedy et al., 2018). Osad teadlased lisavad ravikuuri ka seeninfektsioonide
vastased ravimid, et valtida nende teket (Grasa et al., 2015; Reikvam et al., 2011; Zakostelska
et al., 2016).

Mdlemale mudelile — GF ja antibiootikumidega t66deldud hiirtele — saab tle kanda
huvipakkuva kooslusega mikrobiootat (Lundberg et al., 2016). Uhesuguse mikrobioota ile
kandmisel vdivad tulemused siiski varieeruda, sest nii mikroobivaba kui ka antibiootikumidega

toodeldud hiire flsioloogia ja mikrobioota on Uksteisest ja metsiktdtpi hiirtest erinev (Kennedy
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et al., 2018). Seedeprotsessi kiirus antibiootikumidega to6deldud hiire ja GF-i peensooles on
madalam kui WT hiirel, prolifereeruvate rakkude arv vaiksem, soolehatud peenemad ja T-rakke
esineb véhem (Bayer et al., 2019; Ekmekciu et al., 2017; Reikvam et al., 2011). WT ja
antibiootikumiga toddeldud hiire umbsool on tavapérasest suurem, limaskesta péariskiht on
ohem, hatud pikemad ja paksemad ning liihikeste rasvhapete hulk on véiksem (Corbitt et al.,
2013; Hill et al., 2010; Kelly et al., 2015; Park et al., 2016; Yan et al., 2016). Miroobivabal
esineb vahem pdletikke vorreldes antibiootikumidega to6deldud hiirega (Bayer et al., 2019).
Samuti on maksas sapi tootmine ja molekulaarsed signaalirajad mdjutatud ning rakkude
regeneratsioon aeglasem (Sayin et al., 2013; Xu et al., 2015; Zhang et al., 2014). Veel
mdjutavad antibiootikumid ja mikroobide puudumine vereloomet. Mdlemal juhul langeb
granulotsuitide ja monotslitide tase ning tduseb T-rakkude hulk. Antibiootikumidega
to0deldud hiirel langeb ning GF-il tduseb B-rakkude tase kehas (Bayer et al., 2019).

GF Antibiootikumidega toodeldud hiir
EELISED: EELISED:
¢ Iga kude mikroobivaba * Soodne
* Koloniseerimisel teada hiire kogu mikrobioota * Pole vajaspetsiaalset varustust

* Sobilikiga genotiitibijaoks

PUUDUSED: * Kindlate bakterite eemaldamine véimalik
* Kulukas + Viljaarenenud immuunsiisteem
* Vajaspetsiaalset varustust ja véljadppega to6tajaid
* Sobilikkindlatele genotiitpidele PUUDUSED:
* Pole koigiks katseteks kattesaadav * Osad mikroobidjdavadalles
* Hiirtel arenguhaired * Moju eukartootsetele rakkudele

* Soodustab resistentsete bakterite ja
seenifektsioonide teket

Joonis 2. Mikroobivaba (germ-free — GF) ja antibiootikumidega t6ddeldud hiirte kasutamise
eelised ja puudused mikrobioomi uuringutes.

Nii mikroobivabal kui antibiootikumikuuri labinud mudelil on oma eelised ja puudused
(Joonis 2). GF-i puhul on eeliseks, et hiir on igas koes mikroobivaba (Kennedy et al., 2018).
Seega teab teadlane terve katse valtel kogu hiire mikrobioota koostist. Samas on sellised
mudelid kallid ja spetsiaalset késitlust ja valjadpet vajavad, sest steriilne keskkond peab olema
tagatud terve hiire elu (Fontaine et al., 2015; Nicklas et al., 2015). Veel esineb sellistel hiirtel
vaararenguid ja kbik eksperimendid pole v@imalikud (Kennedy et al., 2018). GF hiirtel pole

naiteks korralikult valja arenenud immuunsilisteem ja nende soole peristaltika on vorreldes WT
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hiirtega aeglasem ja katkendlikum (Lundberg, 2019; Vincent et al., 2018). Antibiootikumikuuri
labinud hiir on oma odavuse ja kasitlemise lihtsuse poolest teadlastele palju kéattesaadavam
(Kennedy et al., 2018). Iga genotiilibiga saab teha katseid ja eemaldada antibiootikumide abil
teatud tlupi voi enamik baktereid (Hansen et al., 2012). Siiski pole selline mudel tdiesti
mikroobivaba, sest antibiootikumid ei mdju viirustele, seentele ega resistentsetele bakteritele
(Norman et al., 2014). Vastupidiselt vdib see hoopis soodustada resistentsete bakterite ja
seeninfektsioonide teket (Noverr et al., 2004; Ubeda et al., 2010). Tulemused sama kuuri
ldbinud ja sama mudelite vahel vGivad erineda, sest mikroobikooslus varieerub hiireti
(Macpherson ja McCoy, 2015; Tremaroli ja Backhed, 2012). Inimese proovi
fekaaltransplantatsiooni edukus hiirde on erinev. Mikroobivabadel hiirtel toimub
koloniseerimine 44-70% ulatuses ja antibiootikumidega t66deldud hiirte puhul on FMTi
efektiivsus 57-68% ja soltub ulekantavast mikroobikooslusest (Chung et al., 2012; Hintze et
al., 2014; Wos-Oxley et al., 2012; L. Zhang et al., 2017).

1.3.2.2 Hiire ja inimese vahelised erinevused soolestiku mikrobioomi uurimiseks

Hiiremudelit on inimese mikrobioomi uuringuteks palju kasutatud, et aru saada mikrobioomi
olulisusest ja funktsioonidest. Samuti on sellel roll erinevate haiguste uurimise jaoks.
Hiiremudelites inimese mikroobikoosluse uurimisel on leitud seoseid mikrobioomi ja mitmete
haiguste vahel nagu Ulekaal, teist tliupi diabeet, pdletikuline soolehaigus ja allergiad.
Hiiremudel annab eelise uurida soolestikus toimuvat invasiivsemalt ja kontrollitumalt vorreldes
uuringutega inimestel (Nguyen et al., 2015). Samas tuleb seejuures arvesse votta inimese ja
hiire erinevusi anatoomilisel, fusioloogilisel, geneetilisel, toitumise ja mitmetel muudel
tasanditel.

Hiire ja inimese seedekulgla péhikomponendid on samad (Joonis 3). Selle moodustab
suu, sdogitoru, magu, peensool, jamesool ja parak (Hugenholtz ja de Vos, 2018). Samuti on
sarnane peen- ja jamesoole koe ehitus, koosnedes pinnaepiteelist, lihaskestast, submukoosast,
narvipdimikust ning serooskestast. Rakutasandil on sarnasuseks enterotsiditide, karikrakkude,
endokriinrakkude ja M-rakkude olemasolu peen- ja jamesooles (Treuting et al., 2017).

Samas leidub Gle 90 miljoni aasta tagasi lahknenud liikide vahel ka mitmeid erinevusi
(Joonis 3) (Ernst ja Carvunis, 2018). Hiire magu on jagatud jargmisteks kaheks osaks: eesmaoks
ja mao naarmeliseks osaks, mis on omavahel eraldatud. Eesmaos toimub maohappe eraldumine
jasealne pH vaartus on 3—4 (McConnell et al., 2008). Mao naarmelises osas ajutiselt sdilitatakse
ja seeditakse toitu (Ghoshal ja Bal, 1989). Inimese magu koosneb tihest ruumist, milles eraldab

maohapet nddrmeline limaskest ja pH véartus on keskmiselt 1. Kui lahtuda kehakaalust, siis on
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hiire peensool 150 korda pikem kui inimese oma, vastavalt 1500 cm/kg ja 10 cm/kg
(Hugenholtz ja de Vos, 2018). Ka mikrohatud hiire peensooles on pikemad kui inimesel. See
pikkus suurendab peensoole eripinda, sest hiirel puuduvad erinevalt inimesest limaskestas
kurrud (Treuting et al., 2017). Kui inimese ussripik on lithike, u 6 cm ja elutéhtsat funktsiooni
ei oma, siis hiirel see seotud umbsoolega. Umbsool on pikk, u 3—4 cm ja oluline, sest seal
paikneb osa mikrobiootat, mis k&aritab taimset toitu ja stinteesib K- ja B-vitamiini (Hugenholtz
jade Vos, 2018; Nguyen et al., 2015). Kadritamine, vitamiinide ja lihikeste rasvhapete stintees
toimub inimesel segmenteerunud jdmesooles (Macfarlane ja Macfarlane, 2012). Erinevalt
inimesest on hiire jamesool sile ja parasoolest véljuv valjaheide korrapérase struktuuriga
(Sakaguchi, 2003).

Peensool: pikkuseks 1500 cm/kg kehakaalu kohta,
soolehatud pikad, pH=4,7-5,2

Peensool: pikkuseks 10 cm/kg
kehakaalu kohta, soolehatud liihikesed,
pH=6-7,4

Umbsool: osa jamesoolest, pH=5,7 k
Ussripik: pole elutéhtis, jamesoolest

eraldi 203,
Jamesool: pikkuseks 1,5 cm/kg

pH=1 ¢ osast, pH=3-4
kehakaalu kohta, segmenteerunud,

Umbsool: jamesoolest eraldi, fermentatsiooni
koht, mikrobioota hoidla, pH=4,5
Ussripik: umbsoolega seotud

Jamesool: pikkuseks 700 cm/kg
kehakaalu kohta, sile, pH=4,4-5,0

INIMENE HIIR
Magu: iiks nddrmeline ja kurruline ruum, /'\J Magu: sile, koosneb eesmaost ja nddarmelisest

pH=5,4-6,9 O
Prevotella (] ‘ Clostridium Lactobacillus
Faecalibacterium Bacteroides Turicibacter
Ruminococcus Blautia Alistipes

Joonis 3. Hiire ja inimese seedekulgla vordlus. Kolm kdige enam levinud bakterite perekonda
hiire soolestikus on Lactobacillus, Turicibacter ja Alistipes. Inimesel on nendeks Prevotella,
Faecalibacterium ja Ruminococcus. Hiirel ja inimesel on omavahel sarnaselt domineerival
tasemel perekondi Clostridium, Bacteroides ja Blautia. Joonisel kujutatud seedeelundkonna
ehitus on omasem inimesele, hiire seedeelundkonnal on teistsugune valimus.

Hiire ja inimese soolestikus domineerivad kaks hGimkonda — Bacillota (endise nimega
Firmicutes) ja Bacteroidota (endise nimega Bacteriodetes) (Eckburg et al., 2005). Omavahel
DNA jarjestuselt identseid mikroobseid geene jagavad hiir ja inimene vaid 4% ulatuses. Sellele
vaatamata on sarnased 80% funktsioonidest (Hugenholtz ja de VVos, 2018). Peamised muutused
tulenevad fusioloogia, dieedi ja patogeenide erinevusest, mis m@jutavad suuresti kahe liigi

mikroobikooslust. Inimeselt on eraldatud kuskil 1500 liiki, millest pooli on suudetud ka laboris
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kasvatada (Lagier et al., 2016; Rajili¢-Stojanovi¢ ja De Vos, 2014). Hiirtel on suurusjark umbes
sama. Perekonniti domineerivad hiire soolestikus Lactobacillus, Alistipes ja Turicibacter.
Inimesel on nendeks Prevotella, Faecalibacterium ja Ruminococcus. Nii inimese kui ka hiire
soolestikus domineerivad umbkaudu samal maaral perekonnad Clostridium, Bacteroides ja
Blautia (Nguyen et al., 2015). Samas vOib samast liigist périt elusorganismide vahel olla
mikrobioom maérkimisvééarselt erinev. Erineva mikroobikoosluse jargi soolestikus jaotatakse
nad vastavateks enterotulipideks. Nagu eespool kirjeldati, vdib inimese soolestiku mikrobioomi
kooslust jagada kolmeks enterotutibiks — Bacteroides, Prevotella ja Ruminococcus. Ka hiirel
on olemas enterotulibid. Omavahel on sarnane inimese Bacteroides ja hiire
Bacteroidaceae/Enterobacteriaceae ning inimese Ruminococcus ja hiire
Lachnospiraceae/Ruminococcaceae enterotutibid (Arumugam et al., 2011).

Vabalt elav koduhiir on omnivoor. Tema toidulaud koosneb peamiselt erinevatest
seemnetest, taimedest ja védiksematest loomsetest osadest (National Research Council et al.,
1995). Laborihiiri toidetakse enamjaolt taimse kuivséddaga. Samas inimeste dieet on véga
varieeruv. Leidub herbi-, omni-, karnivoore ja ka vahepeale ja&vaid toitujaid (Nguyen et al.,
2015). Seetdttu on hiirtega stabiilsem teha katseid, sest terve katse valtel on laboritingimustes
nende toit sama ja sellest tulenevalt toidust tingitud mikroobsed muutused minimaalsed. Lisaks
toidule mdjutab mikroobikooslust ka 60pédevaritm. Kui inimesed toituvad tavaliselt péevasel
ajal, siis hiired on dised toitujad (Hugenholtz ja de Vos, 2018). Veel on véikestel loomadel sh
hiirtel vOrreldes suuremate loomadega kiirem ainevahetus. Kui inimesel votab terve seedimise
protsess s6Omisest valjutamiseni aega 14-76 h, siis hiirel 6-7 h (Cummings et al., 1996;
Hugenholtz ja de Vos, 2018). Erinevalt inimesest sodvad hiired enda ja/v0i puurikaaslaste
valjaheiteid (koprofaagid) ning viivad sel teel oma kehasse kas uuesti enda voi kaaslaste
mikroobe (Sakaguchi, 2003). Selline eluviis rikastab nende mikrobioomi ja vdimaldab katte
saada toitaineid (K-, B-vitamiinid ja luhikesed rasvhapped), mida muul viisil on raske
omandada (Lewin, 2009; Nguyen et al., 2015).

1.3.2.3 Inimese fekaalse mikrobioota siirdamine hiirde

Fekaalseks mikrobioota siirdamiseks nimetatakse protseduuri, mille kéigus doonorilt (nditeks
inimeselt) vdetud fekaalne lahus sisestatakse retsipienti (naiteks hiirde). Selle kaigus
muudetakse osaliselt voi taielikult retsipiendi mikrobiootat (Bakken et al., 2011; Smits et al.,
2013). Labi ajaloo on seda p&hiliselt kasutatud inimese ravimisel ja mikrobioota uurimisel (De
Groot et al., 2017). Esimeste kirjalike allikate kohaselt kasutati sarnast meetodit esimest korda

Hiina klassikalises meditsiinis 4. sajandil. Toona raviti suukaudselt manustatud vérske,
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kuivatatud voi k&éaritatud véljaheite abil kdhulahtisust ja toidumdirgitust (Ali et al., 2013; Gerke,
2014). 16. sajandil viis kirurg Acquapendente labi esimese loomadevahelise transplantatsiooni,
mida hakati edaspidiselt kasutama veterinaarmedistsiinis (Tetro ja Allen-Vercoe, 2016).

1990. aastatel vottis professor Jeffrey Gordon esimest korda inimese tervise ja
mikrobioomivahelisi seoste uurimiseks kasutusele GF hiired (Béckhed et al., 2007). Inimese
fekaalse mikrobioota siirdamist hiirtele on labi viidud ka antibiootikumi teel mikroobivabaks
tehtud ja metsiktiupi hiirte peal (Barcena et al., 2019; Shang et al., 2022). Inimese valjaheite
mikroobikoosluse siirdamine antibiootikumivabale hiirele toimub pdhiliselt kahes osas:
véljaheiteproovi ettevalmistamine ja retsipiendi ettevalmistamine. Esimese osa ettapideks on
inimeselt proovi kogumine, selle lahjendamine anaeroobses keskkonnas (nt PBS puhvri abil),
homogeniseerimine, filtreerimine, tsentrifuugimine ja sdilitamine. Teine osa jaguneb kaheks:
esmalt labib retsipient antibiootikumikuuri ja pérast seda viiakse labi fekaalne transplantatsioon
(fecal microbiota transplantation — FMT) (Bokoliya et al., 2021). Sellise FMTi abil on uuritud
inimese mikrobioomi ja seelébi leitud seoseid mikroobikoosluste ja erinevate haiguste vahel
(De Groot et al., 2017).

Sellel meetodil on ka mitmeid puuduseid, sest mikroobikooslus on mdjutatud vaga
paljude faktorite poolt. Vaatamata sellele, et inimesel ja hiirel on omavahel sarnaseid
hdimkondi 90%-i ja perekondi 89%-i ulatuses, esineb mikroobe, mis on omased vaid Uhele
neist, mis seab FMTIle omad piirid (Chung et al., 2012; Krych et al., 2013). Tulemusi m&jutab
ulekandmise viis, uurimisobjektide arv ja ka véljaheite kasitlemise viis (Park ja Im, 2020). Kui
varskelt voetud proovi hoida iile 24 tunni 37°C juures, viheneb perckondade Ruminococcus 1,
Faecalibacterium ja suureneb Lactobacillus, Enterococcus, Ruminococcus 2 ja Eubacterium
hulk. KGige arvukamaks jaab mikroobikooslus, kui FMTil kasutada varsket v6i maltodekstriini-
trehaloosi lahuses -80°C juures kiilmutatud proovi (Burz et al., 2019). Suureks mdjutajaks on
ka toitumine. Kdige sarnasema tulemuse saamiseks tuleks hiire dieet muuta doonorile
voimalikult sarnaseks (Jensen ja Ritskes-Hoitinga, 2007; Turnbaugh et al., 2009). Enamasti
toidetakse hiiri standardse kuivsdddaga, mis valmistatakse tootlemata koostisosadest ja on
unikaalne. Ometi on neist leitud mitmeid saasteaineid, mis véivad mdjutada mikroobikooslust
(nt raskemetallid) (Hrncir et al., 2008; Jensen ja Ritskes-Hoitinga, 2007; Kozul et al., 2008;
Pellizzon ja Ricci, 2018). Veel on mitmed uuringud naitanud, et standardne kuivtoit pole
toitainete osas Uihesuguse koostisega (Lee et al., 2023).

Sellele vaatamata on hiirte abil leitud seoseid mitmete ainevahetushaigustega, kuid
mitte ainult. Lisaks on hiiremudelid aidanud leida seoseid mikrobioomi ja Ulekaalu,

ateroskleroosi, vahi ja mitmete muude haiguste vahel (Badran et al., 2023; Chen et al., 2019;
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Lee et al., 2019). Naib, et inimese mikrobioomi uurimiseks kasutatakse hiiremudelit
kullaldaselt, kuid vdhe on uuringuid selle kohta, kui informatiivsed need tulemused on
tegelikkuses (Park ja Im, 2020). Uuritud on, milline efekt on erinevatel antibiootikumisegudel
hiire mikroobivabaks tegemisel ja seda, kuidas erinevad mikroobikooslused hiire soolestikus
hakkama saavad (Tan et al., 2022; Zhou et al., 2019). Samas on sellise sisuga artikleid pigem
vdhem ja tegelikkuses oleks oluline teada, millises ulatuses saame hiiremudelites n&htud
tulemusi Gle kanda inimesele. Sellise teabe saamine oleks vajalik, et paremini planeerida,

milline uurimismeetod on labiviidava katse jaoks kdige sobivam.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T60 eesmargid

ToO eksperimentaalse osa eesmark on analliisida inimeste soolestiku mikroobikoosluse
ulekandmise edukust hiirtele, kasutades selleks Eesti geenivaramu geenidoonoritelt périt
véljaheiteproove.
T60 alameesmargid on jargnevad:
1. Maéérata hiire ja inimese véljaheiteproovidest soolestiku mikroobide kooslus 16S rRNA
geeni VV3—V4 piirkondade sekveneerimise abil;
2. Vorrelda omavahel hiire ja inimese soolestiku mikroobikooslusi;
3. Hinnata inimese soole mikroobikoosluse sarnasust hiirtega, kes on saanud fekaalse
mikrobioota siirdamise inimeselt.
Bakalaureusetd6 hiipoteesiks on, et inimese soole mikroobikoosluse tile kandmine hiirtele labi
fekaaltransplantatsiooni (fecal microbiota transplantation — FMT) muudab hiirte esialgse soole

mikroobikooslust sarnasemaks inimese mikroobikooslusele.
2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Proovide kogumine ja hoiustamine
2.2.1.1 Inimeste véaljaheiteproovide kogumine ja hoiustamine

Bakalaureuseto6 aluseks oleva hiirkatse jaoks vajalikud inimese valjaheiteproovid koguti
geenidoonoritelt vabatahtlikkuse alusel Eesti Mikrobioomi projekti (EstMB) raames aastatel
2017-2019 (Aasmets et al., 2022). Vabatahtlikud doonorid olid vanuses 23-89, kellest 1765
olid naised ja 745 mehed. Doonorid kogusid varske véljaheiteproovi Pasteuri pipetiga ning
panid selle 15 ml polUpropuleeni tuubidesse, mille tdid dppehoonesse, kus see jargnevalt -80°C
juures kilmutati. Hiirkatse jaoks kasutati kokku kaheksat EstMB doonori véljaheiteproovi.
Katsesse valiti valjaheiteproovi tlekandmiseks hiirtele jargmised doonorid,

1. kes olid normaalkaalus (kehamassiindeks vahemikus 18,525 kg/m?),

2. kellel ei esinenud raskeid haigusi, mis mdjutavad alfa ja beeta mitmekesisust (nt I ja Il
tudpi diabeeti, Crohni tdbe, pdletikulise soole siindroomi jm) (Aasmets et al., 2022
analtiside alusel),

3. kes ei votnud mikrobioomi mitmekesisust (alfa ja beeta) mdjutavaid ravimeid (nt
antidepressante, metformiini, simvastatiini) (Aasmets et al., 2022 analiitside alusel),

4. kellel puudusid hooajalised allergiad,
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5. Kkes ei olnud pddenud tsoliaakiat ega Clostridium difficile infektsiooni,
6. kes ei tarvitanud antibiootikume kuus kuud enne valjaheiteproovi votmist,

7. kes polnud taimetoitlased ega veganid.

Eelnevatele kriteeriumitele vastavate doonorite hulgast valiti jargnevalt valja inimesed, kes
olid viimase viie aasta jooksul teinud labi vahemalt viis antibiootikumikuuri (n=4). Neile valiti
kehamassiindeksi, bioloogilise soo, vanuse, toitumisstiili ja valjaheitetliibi alusel terved
kontrollid, kes polnud viimase 10 aasta jooksul antibiootikume tarbinud (n=4). Keskmise
doonori vanus kontrollgrupis oli 45+12,44 ja antibiootikumikuuri labinutel 40,5+£12,42 aastat.
Seejarel valmistati valitud doonorite valjaheiteproovidest kaks segu (FMT1 ja FMT2), mida
kasutati inimese mikrobioota valjaheite fekaalseks transplantatsiooniks C57BI/6J
hiiremudelisse. Esimese fekaalse transplantatsiooni segu (FMT1) moodustasid nelja kontrolli
véljaheiteproovid ja teise segu moodustasid nelja antibiootikume tarvitanud inimeste proovid
(FMT?2). Inimeste proovide segud valmistati anaeroobsetes tingimustes ja selleks kasutati 100
mg inimese valjaheiteproovi 1 mi steriliseeritud PBSi kohta, millele oli lisatud 0,1% L-tsusteiini
ja 15% gliitserooli. Segu inkubeeriti 10 minutit. Katseplaani koostas TU doktorant Kertu Liis
Krigul ja hiirkatse eksperimentaalosa viisid labi Kertu Liis Krigul, Rachel Feeney ja Supapit
Wongkuna Umed (likoolis Rootsis. EstMB uuringule on antud ndusolek TU inimuuringute
eetikakomiteest (loa number 266/T10) ja Eesti bioeetika ja inimuuringute ndukogu (loa number
1.1-12/17) ning kdik uuringus osalejad on andnud oma Kkirjaliku ndusoleku ning on
pseudoanontimiseeritud. Hiirkatse luba on saadud Umead tlikooli eetikakomiteelt (loa number
Dnr A 14-2019).

2.2.1.2 Hiirte valjaheiteproovide kogumine ja hoiustamine

Hiirkatseks kasutati C57BI/6J liini emaseid (n=8) ja isaseid (n=8) hiiri, kes olid katse alguses
10 nadala vanused. Neid hoiti patogeenivabades tingimustes, mis tahendab, et igal vivaariumil
oli oma isiklik tuulutussiisteem. Uhes vivaariumis elas korraga neli hiirt. Hiirte hoiuruumi
temperatuur jai vahemikku 21-23 °C ja 66pdevas oli neil 12 tundi valget ja 12 tundi pimedat
aega. Hiired said tarbida autoklaavitud vett ja standardset kuivtoitu (ingl standard chow diet)

ad libitum. Hiirkatse plaan on valja toodud Joonisel 4.
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HIIRE MIKROBIOOTA EEMALDAMINE AB TEEL KOLONISEERIMINE INIMESE MIKROBIOOTAGA KOGUMINE
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Joonis 4. Kogu eksperimendi ajatelg koos proovide nimedega. Bakalaureusetoos analutisitakse
hiireproovidest punasega margitud proove — tootlemata hiiri ehk hiir_alg (n=16), hiir_FMT1
(n=8) ja hiir_FMT2 (n=8). Anallilisitakse ka inimeste fekaaltransplantatsioonisegusid — FMT1
ja FMT2. Esimese inimese fekaaltransplantatsioonisegu (FMT1) kanti Gle hiir_FMT1 ja teine
(FMT2) hiir_FMT2 proovidele.

Enne fekaalse mikrobioota transplantatsiooni muudeti hiired mikroobivabaks joogivette
lisatud antibiootikumide teel, mida annustati kahe perioodi véltel. Esimese kuuri segu sisaldas
kergesti imenduvat ampitsilliini (1 mg/l), klindamatsiini (1 mg/l) ja tsefoperasooni (0,5 mg/l),
mida manustati neile viis péeva. Sellele jargnes kahe péeva pikkune vaheperiood, Kkus
autoklaavitud joogivesi oli antibiootikumivaba. Teise kuuri segu koosnes sooles
mitteimenduvatest antibiootikumidest, milleks olid streptomutsiin (1 mg/ml), neomtsiin (1
mg/ml) ja vankomutsiin (0,5 mg/ml), mida manustati kokku viis paeva. Sellele jargnes taas
kahepéaevane vaheperiood.

Parast viimast vaheperioodi viidi labi inimese mikrobioota fekaaltransplantatsioon
hiirtesse. Hiirtele manustati inimeste véljaheiteproovi segu suukaudse sondi abil. Pooltele
katseloomadest ehk kaheksale kanti 200 ul FMT1 mikrobiootakooslust ja tlejadnud pooltele
200 pl FMT2 mikrobiootakooslust. FMTi korrati kahes osas ja kordustes kasutati esimeseks
ulekandeks valmistatud segu. Esimene kordus toimus neli péeva parast esimest FMTi ning teine
kordus kolm péeva parast teist FMTi. Seega kokku kanti hiirtele sama segu kolm korda.

Hiired ohverdati kaela dislokatsiooni meetodil kimme péaeva parast esimest FMTI.
Ohverdusel koguti hiirte jamesoole I6puosast valjaheiteproovid. Kahel hiirel (iks hiir FMT1
grupist ja teine FMT2 grupist) oli terminatsiooni jarel sool tihi ja nende puhul voeti katsesse

proovid, mis olid kogutud p&ev enne ohverdamist (EnneOhv). Valjaheiteproove voeti ka
22



jooksvalt, pérast olulisemaid etappe, mida on ndha Joonisel 4. Selles t06s analtitsitakse vaid
joonisel punaselt margitud proove ja lisaks ka inimeselt parit fekaaltransplantatsiooniks ette

valmistatud segusid (Joonis 4).
2.2.2 DNA eraldamine ja 16S rRNA geeni sekveneerimine

Antud bakalaureuset6é raames analtisiti 34-st véljaheiteproovist eraldatud bakteriaalset
DNAd. Proovidest eraldati DNA, kasutades selleks DNA eralduskomplekti DNeasy PowerSoil
Pro (Qiagen, Venlo, Madalmaad). Eraldamisel jérgiti tootja juhiseid. Lihidalt vbeti protsessi
esimeses etapis igast tuubist 200 mg véljaheiteproovi. Proovidele segati juurde CD1 llisilahus
ja seejarel inkubeeriti neid 65°C juures 10 minutit. Seejarel I6hustati rakud Precellys 24 (Bertin
Instruments, Montigny-le-Bretinneux, Prantsusmaa) koepurustiga. Seade t6dtas 2500 rpm
poorete juures 2 x 30 sekundit, mille vahel olid 30-sekundilised pausid. Seejérel jatkati DNA
eraldamist kitis olnud juhendi jargi. Komplektiga eraldati DNA ja RNA, mille
kontsentratsioone hinnati 1 pl koguses NanoDrop™ 2000 spektrofotomeetriga (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). Seejarel hoiustati DNA proove edaspidiseks kasutamiseks -20°C
juures. DNA eraldamine tehti ka negatiivselt kontrollilt, mille kontsentratsioon oli 0 ja mida
seepérast edasisse analiilisi ei vBetud. DNA proovide eralduse viis ldbi Tartu Ulikooli
biomeditsiini magistrant Linda Sootak. Bakalaureusetdds kasitletakse ainult DNA proove, mille
kontsentratsioonid on valja toodud Lisas 1.

DNA sekveneerimine ja selleks vajaliku raamatukogu tegemine teostati Tartu Ulikooli
genoomika instituudi tuumiklaboris. Amplifikatsiooniks kasutati praimereid 337F ehk 16S_F
(5 - TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG -
3’) ja 805R ehk 16S R (3° GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAC
TACHVGGGTATCTAATCC - 5°), mille abil sekveneeriti prokariiootse 16S rRNA geeni V3—
V4 ala. Kogu sekveneerimise protsess teostati standardse protokolli jargi. Raamatukogu
koostati mdlemasuunalistest jérjestustest (2 x 301 bp), mis sekveneeriti Illumina teise
pdlvkonna (Illumina, San Diego, USA) MiSeq stisteemi koos MiSeq reagentide komplektiga
(MiSeq Reagent Kit versioon v3). Samaaegselt sekveneeriti kdik 34 proovi (multiplex-
reziimis), mis olid varustatud spetsiaalsete ribakoodidega. Kasutades Illumina bcl2fastq2
Conversion tarkvara (versioon 2.20) viidi toorandmete jérjestused vastavusse Kkindlate

proovidega.
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2.2.3 Mikroobikoosluse maaramine

Bioinformaatiline analliis teostati programmiga QIIME2 (versioon 2021.11). Enne QIIME2
programmi kasutamist koondati sekveneerimisandmed manifest dokumenti. Seejarel kasutati
skripti qgiime tools import skripti sisendvormingus PairedEndFastgManifestPhred33.
Kvaliteedikontrollis (quality control — QC) filtreeriti QIIME2 programmis DADAZ2 tarkvara
abil valja mirarikkad piirkonnad. Selles etapis hendati ka pari- ja vastassuunalised lugemid.
Lugemite kvaliteediskoori jargi kérbiti vélja ebasobivad lugemite piirkonnad. Périsuunalised
lugemid kérbiti 29. ja 228. positsioonist. Vastasuunaliste lugemite kvaliteediskoor oli madal,
mistdttu jaeti need analtlisist valja. Konsensusfiltrit kasutades eemaldati osaliselt thinenud ehk
kimaérlugemid. Programmi MAFFT abil hendati lugemid amplikonijérjestuste variantideks
(amplicon sequence variant — ASV), misjarel jooksutati QIIME2 programmi skript giime
feature-classifier koos Bayes’i klassifitseerijaga. See tootas referentsjarjestuse jargi SILVA 16S
V3-V4 v132_99 andmebaasidest 99% sarnasusléavendiga. Koostati ka flilogeneetilised puud,
milleks kaivitati FASTTREE skript. Mikroobikoosluse maaras Tartu Ulikooli biomeditsiini

magistrant Linda Sootak.
2.2.4 Statistiline analtiis

Statistilised analulsid tehti programmides R (versioon 4.2.3) ja RStudio (versioon
2023.3.0.386). Lisapakettideks olid dplyr (versioon 1.1.1), phyloseq (versioon 1.42.0),
microbiome (versioon 1.20.0), vegan (versioon 2.6.4), ggsci (versioon 3.0.0) ja ggpubr
(versioon 0.6.0). Jooniste tegemiseks kasutati paketti ggplot2 (versioon 3.4.1). Kokku
analidsiti 32 hiire proovi, millest 16 voeti hiirtelt enne ABde ja FMTi kuure ning 16 proovi 14
parast kdiki kuure ja hiirte ohverdamist.

Valjaheiteproovide taksonoomilise mitmekesisuse kujutamiseks kasutati alfa- ja
beetamitmekesisust. Esimene neist Kirjeldab mikrobioota proovisisest taksonoomilist
mitmekesisust, teine naitab proovidevahelisi erinevusi. Alfamitmekesisust méddeti kasutades
Shannoni mitmekesisuse indeksit ja vaadeldud perekondade arvu. Omavahel vorreldi WT hiirte
(hiir_alg) ja FMTi (hiir FMT1 ja hiir FMT2) labinud hiirte véljaheidetest saadud
mikroobikooslust ja statistiliselt olulised erinevused hiiregruppide vahel leiti kasutades t-testi.
Mdlemad graafikud on koostatud bakteriperekondade tasemel ning kasutatud phyloseq
(versioon 1.42.0) programmi. Beetamitmekesisuse arvutamiseks kasutati tsentreeritud log-
suhte (Centred Log-Ratio — CLR) transformeeritud andmetele peakomponentanalliisi

(principal component analysis — PCA).
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2.3 Tulemused

Uuringus analtdsiti kokku 34 véaljaheiteproovi, millest 32 kuulusid hiirtele ja kaks proovisegu
olid parit inimestelt (Joonis 5). Hiireproovid jagunesid omakorda kaheks: 16 proovi voeti 10-
nadalastelt hiirtelt enne igasugust t66tlemist ja 16 proovi 13-né&dalastelt hiirtelt, kes olid labinud
kdik tootlemise etapid (sh antibiootikumikuuri ja fekaaltransplantatsiooni) ja olid
termineeritud. DNA keskmine kontsentratsioon hiir_alg proovides on 101,5+49,08 ng/ul
(vahemik 40,6-219,4 ng/ul), hiir_FMT1 proovides on selleks 190,9+132,39 ng/ul (vahemik
58,5-437,4 ng/ul), hiir_FMT2 proovides 135,3+40,99 ng/ul (vahemik 47,3-179,5 ng/ul) ja
inimese proovisegudes 27,4+4,67 ng/ul. Uuringus analudsitud 34 véljaheiteproovi DNA
lugemite hulk oli kokku 3 364 067. Lugemitest moodustasid 1 492 363 to6tlemata hiired, 1 679
730 ABi ja FMTi kuuri labinud hiired ja 191 974 inimese proovisegud. Keskmine lugemite arv
tootlemata hiirtel (hiir_alg) oli 93 273+23 448,27; ABi ja FMTi kuuri labinud hiirtel
(hiir_FMT1 ja hiir_FMT2) 104 983+12 484,62 ja 95 987+5744,54 inimese proovisegudes
(FMT1 ja FMT2). DNA kontsentratsioonid ja lugemite hulk on proovide kaupa valja toodud

Lisas 1.

Uuritavad proovid
(n=34)

/ \

Proovisegud

Hiireproovid imieccit
(n=32) (n=2)
Enne AB ja FMT Parast AB ja FMT
kuuri kuuri
(n=16) (n=16)

Joonis 5. Uuringute kéigus anallitsitud véljaheiteproovid. Inimese proovisegu koosnes
mdlemal juhul nelja inimese proovist.

2.3.1 Mikrobioomi mitmekesisuse vordlus erinevate uurimisgruppide vahel

Kéesolevas bakalaureusetods hinnati alfamitmekesisust ehk grupisisest mitmekesisust
uuritavate gruppide kaupa, kus seda kirjeldati nii vaadeldud perekondade arvu kui ka Shannoni
mitmekesisuse indeksi abil. Lisaks analtisiti beetamitmekesisust ehk gruppide omavahelisi
mikroobikoosluste erinevusi.

25



Kdikide vaadeldud hiirte véljaheiteproovide perekondade keskvaartus oli 68,5+11,34
(vahemik 47—88) ja Shannoni mitmekesisuse keskvaartus 2,34+0,19 (vahemik 2— 2,77) (Joonis
6). Inimese proovide perekondade keskvéartus oli 148+19,80 ja Shannoni mitmekesisuse
keskvaartus 3,47+0,46. Grupiti jagunes perekondade keskvaartus jargmiselt: hiir_alg oli
59,8+5,52 (vahemik 47-67); hiir_FMT1 oli 80+7,39 (vahemik 64-88) ja hiir_FMT2 oli
74,3%9,39 (vahemik 60—88). Shannoni mitmekesisuse keskvaartused grupi kaupa on jargmised:
hiir_alg on 2,25+0,14 (vahemik 2,03-2,54); hiir_FMT1 on 2,57+0,14 (vahemik 2,36-2,77) ja
hiir_FMT2 on 2,29+0,14 (vahemik 2-2,45).
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Joonis 6. Alfamitmekesisuse vaartused hiirtes, keda pole téddeldud ehk hiir_alg (n=16) ja kaks
gruppi hiirtest, keda on t6ddeldud antibiootikumide ja FMTga ehk hiir FMT1 (n=8) ja
hiir FMT2 (n=8). A — vaadeldud perekondade arv hiireproovis grupi kaupa; B — Shannoni
mitmekesisuse indeksi vaartus hiireproovis grupi kaupa

Alfamitmekesisuse puhul erinevad oluliselt vaadeldud perekonna ja Shannoni
mitmekesisuse indeksi jargi hiir_alg ja hiir_FMT1 (vaadeldud perekondade arvukus, p-véartus
= 2,8 - 10°%; Shannoni mitmekesisus p-vaartus = 7,8 - 10°°). Lisaks sellele on statistiliselt oluline
vaadeldud perekondade arv hiir_alg ja hiir_FMT2 vahel (p-vaartus = 0,0027), Shannoni
mitmekesisuse indeksi véartused statistiliselt oluliselt ei erine (p-vaartus = 0,57). Kill aga on
oluliselt erinev Shannoni indeksi vaartus hiir_ FMT1 ja hiir_FMT2 proovide vahel (p-vaartus =
0,00089). Samas vaadeldud perekondade vahel statistilist olulisust ei olnud (p-vaéartus = 0,2).

Lisaks analulsiti ka beetamitmekesisust, et hinnata mikrobioomi koosluste sarnasust
proovide gruppide vahel. Selle kujutamiseks kasutati peakomponentanaltitisi (PCA). Joonisel 7

on naha, et sama grupi proovid klasterduvad kokku. Nii on ndha, et hiir_alg grupid paiknevad
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koos ning sarnaselt esinevad omavahel lahestikku ka koik hiir_FMT1 ja vastavalt ka hiir_FMT?2

proovid.
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Joonis 7. Mikrobioomi beetamitmekesisuse peakomponentanalliis valjaheiteproovides.
Tootlemata hiired — hiir_alg; antibiootikumi ja fekaaltransplantatsiooni labinud hiired —
hiir_FMT1 ja hiir_FMT2. FMTL1 ja FMT2 proovid périnevad inimestelt.

Peale selle on néha, et FMTI labinud hiirte proovid (hiir_FMTL1 ja hiir_FMT2) on
rohkem sarnased inimeste proovidele kui algsetele WT hiirte proovidele (hiir_alg). Seda néitab
FMTL1/FMT2 grupi suur kaugus hiir_alg grupist x-teljel, mis kirjeldab pd&hilisi erinevusi
gruppide vahel (PCl 42,62%). Inimese proovisegude ja FMTi l&binud hiirte vahelised
erinevused ilmnevad peamiselt y-telje vaartuste suhtes ja selle olulisus vorreldes x-telje
erinevustega on sekundaarne (PC2 11,4%). Omavahel klasterduvad FMT1 ja hiir FMT1. Ka
proovid hiir FMT2 ja FMT2 on sarnased, kuid vaiksemal maaral, kui seda on FMT1 ja
hiir_FMT1. Samuti paiknevad inimese proovide segud selgelt hiire algproovidest lahus (Joonis

7).
2.3.2 Mikroobikooslus eri uurimisgruppide vahel

Olles kirjeldanud Uldisi koosluste mitmekesisuse naitajaid, vaadeldi proovigruppide

bakterikooslusi tapsemalt ka hdimkonna (Joonis 8) ja perekonna (Joonis 9) tasemel. Joonisel 8

on valja toodud proovigruppide hdimkonnad, millest domineerivamad olid Bacillota (endise

nimega Firmicutes) ja Bacteroidota (endise nimega Bacteriodetes). WT hiirtel oli

hdimkondadest arvukuselt kolmanda ja neljandana esindatud Pseudomonadota (endise nimega
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Proteobacteria) ja Deferribacteres. Inimese proovisegus FMT1 oli veel Pseudomonadota ja
Actinomycetota (endise nimega Actinobacteria) héimkonna esindajaid, mis olid sarnaselt
esindatud ka hiir_FMT1 proovis. Teisest inimese proovisegust nimega FMT2 leiti
hdimkondadest samuti Actinomycetota ja neljas enim esindatud oli Verrucomicrobia. Ka need

hdimkonnad olid esindatud hiir_FMT2 proovis, ent Verrucomicrobia maar oli suurem kui

Pseudomonadota.
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Joonis 8. Enimlevinud bakterihdimkondade suhtelised sagedused erinevates valjaheiteproovide
tldpides. Proove oli grupiti jargnevalt: Hiir_alg - 16, FMTL1 - 1, hiir_FMT1 - 8, FMT2 - 1,
hiir_FMT2 - 8 (joonise autor: Kertu Liis Krigul).

Vorreldes omavahel kdikide gruppide bakteriperekondade suhtelisi sagedusi, on néha,
et WT hiire ehk hiir_alg proovide segus olid kolm kdige levinumat bakteriperekonda
mittekultiveeritud Muribaculaceae sugukonda kuuluv perekond (36,35%), perekond
Lactobacillus (20,92%) ja teine tdpsemalt madramata perekond Muribaculaceae sugukonnast
(7,68%). Inimese proovisegus FMT1-s oli kolmeks enim esinenud perekonnaks Escherichia-
Shigella  (8,67%), Prevotella (8,19%) ja Blautia (7,71%). FMT1 prooviga
fekaaltransplantatsiooni labinud hiir FMT1 proovidest leiti enim Bacteroides (35,19%),
Turicibacter (10,01%) ja Parabacteroides (8,22%) perekondi. FMT2-s oli kolmeks valdavaks
perekonnaks Bacteroides (29,62%), Blautia (10,10%) ja Faecalibacterium (5,68%). FMT2
segu saanud hiir FMT2 proovidest nahti kdige rohkem perekondi Bacteroides (43,26%),
Akkermansia (10,66%) ja Parabacteroides (9,25%) (Joonis 9). H6imkondade ja levinumate

perekondade suhtelised sagedused on tapsemalt kirjas Lisas 2.

28



) _
? _
X
ol (—
e
3
el
S
4 D
& 50
: —_— =
£
5 T
£ 25 e —
3 —
@ —— . —————
_—— —_—— ==_=_—_—
0! e emem— e
o) — -
= = - [ e
=) = = = =
= w L w w
=] o !
£ £
B sacteroides Parasutterella B Ruminococcaceae UCG-014 Mucispirilum B Lachnociostridium " [setegiac
Blautia B (Eubacterium] hali group Anaerostipes Ruminiclostridium 9 Ruminococcaceae UCG-004 Dl
B Lactobacillus B subdoligranulum B catenibacterium B Ruminococcaceae UCG-013 B Prevoteliaceae NK3831 group
{1 Parabacteroides B Lachnospiraceae NK4A136 group Ruminococcus 2 I [Clostridium] innocuum group B uncultured Muribaculaceae
W Akkermansia W Fusicatenivacter W Ruminococcus 1 Megasphaera B Ruminococcaceae UCG-005
Turicibacter B Bilophila B sutterella Christensenellaceae R-7 group [ll Senegalimassilia
M Faecalibacterium Lachnospiraceae A2 B Erysipelotrichaceae UCG-003 Methanobrevibacter W oscilibacter
Perekond Alistipes I Agathobacter B Coprobacter Muribaculum I Lachnospiraceae ASF356
B Buyricimonas B Colinselia B Desulfovibrio Lachnospiraceae ND3007 group [l  Rhodospirillales gut metagenome
B Escherichia-Shigelia B Butyricicoccus Marvinbryantia B Muribaculaceae CAG-873 B Enterorhabdus
B sificobacterium B Rikenellaceae RC9 gut group B Aoprevotelia B (Ruminococcus] torques group [l Muribaculaceae mouse gut metagenome
B Holdemanella Faecalibaculum | | group uncultured Muribaculaceae
uncultured Bacteroidales bacterium [l Dorea B Ruminococcaceae UCG-002 Shuttleworthia B Coprococeus 1
B Prevotella 9 Clostridium sensu stricto 1 Il Lachnospiraceae UCG-001 B Prevoteila 2 [ [Eubacterium] ruminantium group
I Phascolarctobacterium Ruminococcaceae CAG-352 I Erysipelatoclostridium B Ruminiclostridium 5 Adlercreutzia

Barnesiella Dialister Roseburia Paraprevotella B (Eubacterium) eligens group

Joonis 9. Enamlevinud bakteriperekondade suhtelised sagedused erinevates valjaheiteproovide
tldpides. Proove oli grupiti jargnevalt: Hiir_alg - 16, FMTL1 - 1, hiir_FMT1 - 8, FMT2 - 1,
hiir_FMT2 - 8 (joonise autor: Kertu Liis Krigul).

Vorreldes WT hiire proovi (hiir_alg) FMTi l&binud hiireproovidega (hiir_ FMT1 ja
hiir_FMT2), on naha, et sarnasus nende vahel on minimaalne (Joonis 9). Hiir_alg proovis
levinumate bakteriperekondade hulk hiir_ FMT1 ja hiir_FMT2 proovides on véike. Ndaitena
vOib tuua hiir_alg proovides domineerinud mittekultiveeritud Muribaculaceae sugukonda
kuuluva perekonna, mille osakaal on I6puks hiir_ FMT1 ja hiir_ FMT2 proovides vastavalt
0,31% ja 2,35%. Sarnaselt eelmisele néitele, on langenud ka perekonna Lactobacillus ja teise
Muribaculaceae sugukonda kuuluva perekonna huk. Neid leidub suuremal hulgal ainult
hiir_FMT2 proovis suhtelise sagedusega 0,01%. Hiir_alg proovis oli perekonna Muribaculum
suhteline osakaal 1,45%, kuid puudus téielikult FMTi labinud hiirtest. Kui inimese
proovisegudest leiti Agathobacter perekond (FMT1 suhteline osakaal 1,31%; FMT2 suhteline
osakaal 2,72%), siis mitte Uhestki hiireproovist ei leitud. Inimese proovisegudest puudus
Lachnospiraceae sugukonda kuuluv perekond, mis oli aga esindatud WT hiirtes ja FMTi
labinud hiirtes (suhtelised sagedused: hiir_alg 2,87%; hiir FMT1 1,54% ja hiir_ FMT2 0,43%).
FMTi labinud hiirtel oli algse hiirega vorreldes téushud perekond Blautia, Bacteroides ja
Parabacteroides suhteline sagedus, mille osakaalud olid suuremad ka inimese proovisegudes.
Ule kandus inimese proovidest ka perekond Phascolarctobacterium, mis puudus hiir_alg
proovidest.

Ometi ei saa vaita, et fekaaltransplantatsioon oli ideaalne. Inimese proovisegus FMT1
enim levinud perekonna Escherichia-Shigella suhteline osakaal hiir FMT1-s oli 0,18%.

Perekonnad Prevotella ja Faecalibacterium, mille suhtelised osakaalud FMT1-s on vastavalt
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8,19% ja 4,47%, puudusid hiir_FMT1 proovist taielikult. Ka teises inimese proovisegus
(FMT2) esinenud perekonnad Faecalibacterium ja Holdemanella, suhtelised osakaalud
vastavalt 5,72% ja 3,78%, polnud esindatud hiir_FMT2-s. Ebadnnestus ka perekonna
Fusicatenibacter tlekanne hiir_FMTL1 ja hiir_FMT2 hiirtele, mille suhtelised sagedused olid
FMT1 segus 1,21% ja FMT2 segus 3,32%. Esimesest inimese proovisegust tuvastati 79
bakteriperekonda, millest 51 leiti ka hiir_FMT1 proovidest (Ulekande edukus 64,6 %) ja teisest
inimese proovisegust leiti vastavalt 69 bakteriperekonda, millest 42 olid olemas ka hiir_FMT2
segudes (llekande edukus 60,9 %).

2.4 Arutelu

To6 eesmarkideks oli vorrelda omavahel hiire ja inimese soolestiku mikroobikooslusi ja hinnata
inimese soole mikroobikoosluse sarnasust hiirtega, kes on saanud fekaalse mikrobioota
siirdamise inimeselt. Selleks analisiti hiirte ja inimeste valjaheidetest saadud mikrobioomi
kooslusi ning vorreldi omavahel WT hiirte, antibiootikumikuuri ja FMTi l&binud hiirte ning
inimeste proovide mitmekesisust ja perekondlikku koosseisu.

Valjaheiteproovides tuvastatud perekondade arvu ja Shannoni mitmekesisuse indeksi
keskvaartused nditavad inimeste proovides suuremat mikroobset mitmekesisust vorreldes
hiirtega. Madalaim keskvééartus on to6tlemata hiirtel (hiir_alg), to6deldud hiirtel (hiir FMT1 ja
hiir_FMT2) on see kdrgem. Statistiliselt oluliselt madalam on nii vaadeldud perekondade arv
kui ka Shannoni mitmekesisuse indeks hiir_alg proovides vorreldes hiir_ FMT1 proovidega.
Oluliselt kérgem oli ka hiir_FMT2 proovidest tuvastatud perekondade arv vorreldes hiir_alg
proovidega. Mitmekesisuse kasv pérast inimese mikrobioota (lekannet vihjab hiire
bakterikoosluse sarnasemaks muutumist inimesega vorreldes hiire algproovidega. Siiski ei jdua
uhestki hiir_FMT proovist kummagi mitmekesisuse vaartus inimese mitmekesisuse vaartuste
tasemele, mis annab vihje, et kdiki inimese bakteririthmi ei saa hiirde Ule kanda.
Oluliselt erinevad Shannoni mitmekesisuse alusel hiir_ FMT1 ja hiir_FMT2 proovid. Selline
erinevus vais tuleneda sellest, et FMT2 proovid parinesid antibiootikume tarvitanud inimestelt
ja antibiootikumid vahendavad mikroobikoosluse mitmekesisust (Aasmets et al., 2022).

Beetamitmekesisuse peakomponentanallidsilt on néha, et kokku klasterduvad kdik thte
gruppi kuuluvad proovid. Leiti, et esimene peakomponent Kirjeldab &ra 42,62%-i kogu
varieeruvusest ja teine peakomponent 11,42%-i. PCA joonisel olid koos kdik toé6tlemata hiired
(hiir_alg), kdik FMT1 inimese proovisegu saanud hiired (hiir_FMT1) ja kdik FMT2 proovisegu
saanud hiired (hiir_FMT2). See tdhendab, et nende gruppide bakterikooslus on omavahel

sarnane. Mdlemad FMTi l&binud hiirte grupid olid t66tlemata hiirtest esimese péhikomponendi
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suhtes eemal, mis néitab, et nendevaheline koosluse erinevus on suur. Inimeste proovisegud
(FMT1 ja FMT2) erinevad FMTi l&binud hiirtest peamiselt teise pdhikomponendi suhtes.
FMT1 sarnaneb hiir_FMTL1 grupile nii esimese kui ka teise p6hikomponendi osas. See nditab,
et nende kahe grupi vahel esinenud varieeruvus ei olnud margatavalt suur. FMT?2 ja hiir_FMT?2
paiknevad uUksteisest y-teljel rohkem eraldi, mis viitab sellele, et fekaalse mikrobioota
siirdamisel esines korvalekaldeid FMT2 ja hiir_FMT2 proovide vahel rohkem kui FMTL1 ja
hiir_FMT1 vahel. Ka inimeste grupid erinevad suuresti to6tlemata hiirte proovidest. Antud
analtiisidega pole voimalik Gelda, et FMT2-e ja hiir_FMT2-e omavahelisel vordlusel on FMT2
rohkem sarnasem FMT1-le kui hiir_ FMT2-le. Kull aga saab vdita, et mikroobikoosluse
varieeruvus esimese FMT1-e ja hiir_FMT1-e vahel on (ldiselt vdaiksem kui FMT2-e ja
hiir_FMT2-e vahel.

WT hiirte (hiir_alg) proovides esines enim Bacteroidota (endise nimega Bacteroidetes),
Bacillota (endise nimega Firmicutes), Pseudomonadota (endise nimega Proteobacteria) ja
Deferribacteres hdimkondi. Selline hdimkondade jagunemine on ootuspérane kuivtoidulistele
hiirtele, mida analtiisiti selles bakalaureusetdds (Kapoor et al., 2022). Inimese proovisegudes
olid samadeks enim levinud hdimkondadeks Bacteroidota, Bacillota ja Actinomycetota (endise
nimega Actinobacteria). Esimeses inimese proovisegus oli veel hdimkond Pseudomonadota,
mille kdrget taset seostatakse inimese kdrgema vanusega ja teises proovisegus hdimkond
Verrucomicrobia, mille olemasolu on seletatav antibiootikumide kasutamisega (Claesson et al.,
2011; Dubourg et al., 2013). Inimese proovisegusid saanud hiirtel olid enim levinud samad
hdimkonnad, mis vastavates proovides. Seega oli hiire ja inimese vahel suur hdimkondlik
sarnasus, mistdttu on keeruline FMTi edukust sellelt tasandilt hinnata (Krych et al., 2013; Li et
al., 2022).

Perekondlikul tasemel olid to6tlemata hiirtel levinuimateks Muribaculaceae sugukonda
kuuluv perekond, Lactobacillus ja veel liks perekond Muribaculaceae sugukonnast. Selline
tulemus on ootuspérane, sest Lactobacillus on hiirte sooles tiks enim esinevatest perekondadest
ning Muribaculaceae uks kdige arvukamalt esindatud sugukond (Lagkouvardos et al., 2019;
Nguyen et al., 2015; Salzman et al., 2002). Esimeses inimese grupis (FMT1) oli enim néha
Escherichia-Shigella, Blautia ja Prevotella perekondi. Prevotella ja Blautia on inimese
normaalses soolestikus (hed enim esindatud, Escherichia-Shigella tavajuhtudel heks
levinumaks pole (Nguyen et al., 2015). Esimese inimese proovisegu (FMT1) saanud hiir_ FMT1
proovis olid enim levinumateks bakteriperekondadeks Bacteroides, Turicibacter ja
Parabacteroides. Kui perekond Bacteroides esineb samal méaaral nii inimeses kui ka hiires, siis

Turicibacter on omasem hiire soole mikrobioomile. Parabacteroides on keskmiselt rohkem
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levinud inimesel kui hiirel, mis naitab, et see perekond hiire sooles vdis parineda inimeselt.
Teises inimese proovisegus esines perekondadest enim Bacteroides, Blautia ja
Faecalibacterium. Need tulemused on ootuspérased, sest kdik need perekonnad on inimese
soolestikus sageli esinevad (Nguyen et al., 2015). Antibiootikumikuuri labinud inimese
proovisegu (FMT2) sai grupp hiir_ FMT2, kus perekonna tasandil paistsid enim valja
Bacteroides, Akkermansia ja Parabacteroides. Tavaliselt on perekond Akkermansia hulk
suurem inimestel ja selle perekonna hulgas on leitud soole limaskesta degradeeriv liik
A.muciniphila ning inimesel on limaskesta paksus ja sunteesikiirus suurem kui hiirel
(Gustafsson et al., 2012; Wacklin et al., 2014).

Madistmaks antibiootikumikuuri méju vorreldi omavahel enne antibiootikumikuuri
saanud hiirte ja antibiootikumikuuri ning fekaalse transplantatsiooni labinud hiiri. Tavapéaraselt
kasutatakse sellistes katsetes antibiootikume, mis vO@imalikult suure osa bakterikooslustest
havitaks (Kennedy et al., 2018). Antud katses kasutatud ampitsilliin ja vankomitsiin
inhibeerisid grampositiivsete bakterite rakukesta slinteesi, neomiitsiin, streptomdtsiin ja
klindamtsiin surusid maha valgustinteesi, tsefroperasoon pérssis bakteri kasvu ja paljunemist
(Antonoplis et al., 2019; Kohanski et al., 2010; Murphy et al., 2018; Zuo et al., 2021). Nendel
antibiootikumidel on olnud mdju hiire mikroobikooslusele. Kui t66tlemata hiirtes olid enim
levinud perekondadeks Muribaculaceae sugukonda kuuluvad perekonnad ja Lactobacillus, siis
antibiootikumikuuri ja fekaalse mikrobioota siirdamise Iabinud hiirte proovides oli nende hulk
minimaalne vGi olematu. Samas on Klassifitseerimata Lachnospiraceae sugukonda kuuluvat
perekonda on ABi kuuri ja FMTi labinud hiirtes (ainult hiir_FMT1) endiselt alles 54%-i algsest
koosseisust, mis oli todtlemata hiirtes. See voib tdhendada, et antibiootikumikuur ei muutnud
hiiri  tdielikult mikroobivabaks. Metagenoomse analulsi teel on leitud sugukond
Lachnospiraceae ihes genoomis aminoglikosiid-antibiootikumide vastu resistentsus (Jing ja
Yan, 2020). Eksperimendis kasutatud neomdtsiin ja streptomutsiin kuuluvad just sinna riihma.
Samas ei saa praeguses to0s analulsitud tulemuste pGhjal vaita, et see oli pdhjuseks.
Antibiootikume manustati hiirtele autoklaavitud vee kaudu, mille tarbimine oli ad libitum.,
Sellisel moel ei olnud otseselt kontrollitud antibiootikumi annuse kogus hiire kohta (Reikvam
et al., 2011). Antibiootikumide lisamine vette vGib selle maitset muuta, mist6ttu vdivad hiired
vee joomist valtida (Hill et al., 2010; Reikvam et al., 2011; Z&kostelska et al., 2016). Nii ei
pruukinud hiired tarbida piisaval hulgal antibiootikume ja osad bakterid hiire mikrobioomist
voisid jaada alles.

Inimese proovisegusid saanud hiirtes oli margatavalt tdusnud perekondade Blautia,

Bacteroides ja Parabacteroides hulk, mis olid esindatud ka inimese proovisegudes. To0tlemata
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hiirte proovides jai kdikide loetletud perekondade hulk alla 1%-i. Ka varasemalt on kirjeldatud,
et perekond Bacteroides koloniseerib FMTi labinud hiireliini C57BL6/J edukalt (Zhou et al.,
2019). Erinevate bakteriperekondade Ulekandumise efektiivsus sdltub keskkonnast, milles
bakterid on harjunud olema ja nende vOimetest kohanemiseks (Janzen, 1985). Hiire ja inimese
seedekulgla pH on teatud maéaral erinev (vt Joonis 3) ja see muutus mdjutab ka ulekantavaid
baktereid (Fallingborg, 1999; McConnell et al., 2008; Schwarz et al., 2002; Sofi et al., 2014).
Perekond Blautia tuleb rasketes tingimustes toime tdnu mitmetele geenidele, mis aitavad
uletada keskkonnast tulenevat stressi (sh vastupidav muutuva pH, hapnikutaseme, temperatuuri
jasoolsuse tingimustes) (Li et al., 2010; Zhang et al., 2020; Y. Zhang et al., 2017). Ka perekond
Parabacteroides esindajad moodustavad biofilmi, mis aitab samuti hakkama saada muutuvate
keskkonnatingimustega (Wang et al., 2019).

Fekaalse transplantasiooniga ei kandunud hiirtele ile mGlemas inimese proovisegus
olev perekond Faecalibacterium. Selle perekonna esindaja F. prausnitzii on védga tundlik
erinevatele keskkonnamuutustele. Bakteri optimaalne kasvukeskkond on pH = 5,7-6,7 juures,
tolereerib ka, kui pH = 5-5,7, kuid pH = 3,5-4,5 juures kasvu ei ole (Foditsch et al., 2014;
Lopez-Siles et al., 2012). Hiire jamesoole pH = 4,4-5,0 ja vdib seega mdjutada bakteri kasvu
ja hulka (McConnell et al., 2008). Lisaks on F. prausnitzii auksotroofne osade vitamiinide ja
kofaktorite suhtes, mida ei pruukinud nditeks esineda fekaaltransplantatsiooni saanud hiirtes
(Heinken et al., 2014). Samas ei piisa praegustest analtiisidest jarelduste tegemiseks bakteriliigi
tasemel. VVarasemalt on perekond Faecalibacterium olnud hiirtes olemas péarast korduvat FMTi
metsiktidpi hiirtega (Wrzosek et al., 2018). Selles t66s labiviidud eksperimendi raames kanti
FMTi teel inimese mikrobioomi korduvalt tle antibiootikumikuuri 1abinud hiirtele, mis vdib
mdjutada selle bakteriperekonna tlekannet hiirtele. Esimesest inimese proovisegust (FMT1) ei
kandunud fekaaltransplantatsiooni teel ile ka bakteriperekond Prevotella. See perekond on
inimestel tavaliselt laialdaselt levinud, ent ka varasem uuring on naidanud, et hiirtesse
Prevotella tle ei kandu. Selles uuringus toodi vélja, et hiire seedekulglas ei pruugi olla soodsaid
tingimusi selle perekonna kasvuks (Hildebrand et al., 2013; Rodriguez et al., 2019).
Antibiootikumide teel mikroobivabaks tehtud hiirtele kandub inimese mikrobioota FMTi teel
ule 57-68%-i ulatuses (Hintze et al., 2014). See selgitab, miks ei olnud selles eksperimendis
inimese ja FMTi labinud hiirte mikrobioota sarnasus tks thele. Hiir_FMT1 proovidest leiti
64,6%-i ulatuses samu bakteriperekondi, mis olid olemas FMT1-I ja hiir_FMT2 proovidest
vastavalt 60,9%-i ulatuses, mida leiti ka FMT2 segudest.

Mikrobioomi uurimine on keeruline, sest seda mdjutavad vaga paljud erinevad tegurid

(Round ja Mazmanian, 2009). Selles eksperimendis vdisid saadud tulemusi mdjutada néiteks
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inimese ja hiire fusioloogilised, toitumuslikud, elustiililist ja -keskkonnast tingitud erinevused.
Eksperimendi faasis voivad mikrobioomile mdju avaldada proovide kogumise, sdilitamise ja
vahepealse kaitlemise viisid. Hiirte puhul vGib olulist rolli méngida nende omavaheline
kokkupuude vivaariumis, kontaminatsioon ja iga vaheetapi 6nnestumise edukus. Lisaks sellele
avaldab mdju ka analtiisitud 16S rRNA geeni piirkonna valimine ning analudsiks valitud
meetodid. Tehtud eksperimendi pohjal saab 6elda, et antibiootikumikuuri ja fekaalse
transplantatsiooni labinud hiirte ja to6tlemata hiirte mikrobioomivahelised erinevused olid
uldiselt suuremad vorreldes inimese proovisegude ja FMTi saanud hiirtega. Samas leidus igas
grupis bakteriperekondi, mis saadud tulemuste jargi inimese proovisegust hiirtele Gle ei
kandunud vdi mis olid olemas nii to6tlemata kui FMTi labinud hiirtel, kuid puudusid inimese
proovisegudest. LaiapOhjaliste jarelduste tegemiseks oleks vaja teha veel pdhjalikumaid
analuiiise. Uheks variandiks on metagenoomi analiiiis, et niha, kas fekaalse siirdamise saanud
hiirtesse algsetest hiirtest alles jadnud bakteritel on olemas resistentsusgeenid v8i vdis tegu olla
genoomse jadgiga. Veel saaks sel teel tuvastada mikroobikoosluses esinevaid baktereid liigi ja
tive tasandil. Metagenoomse analiilisiga saab tuvastada lisaks bakteritele ka seente, viiruste ja
algloomade kooslusi, et ndha, kuidas need hiirde tle kanduvad. Lisaks sellele annaks parema
ulevaate rohkemate loomade kaasamine Kkatsesse. Teist liiki katseloomade, nditeks roti
kasutamisel saaks teha vordlevaid anallise ja néha, milline mudel annab kdige rohkem
informatsiooni inimese mikrobioomi kohta. Sealjuures tuleks lahtuda William Russeli ja Rex
Bruchi sdnastatud kolme R-i reeglist (ingl the 3Rs), mis soovitab vdimaluse korral loomkatseid
asendada, vahendada ja tdiustada (Russell ja Burch, 1959). Viimane tdhendab seda, et
kasutamise korral tuleb katseplaan hésti labi mdelda, et kétte saaks voimalikult palju analtitisiks

vajalikku informatsiooni.
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KOKKUVOTE

Inimese mikrobioomi all mdistetakse mikroorganismide kooslust kindlas kehapiirkonnas.
Mikroobikoosluse ja inimese tervise vahel on leitud mitmeid seoseid, misparast on selle
uurimine ja analttisimine olulise tdhtsusega. Mikrobioomi mdjutavad vaga mitmed tegurid, mis
teeb selle uurimise keeruliseks. Uhe uurimismeetodina kasutatakse loommudeleid, sest neid on
erinevalt inimesest vOimalik hoida kontrollitud keskkonnas ja tingimustes. Fekaalse
transplantatsiooni (fecal microbiota transplantation — FMT) teel sisestatakse katselooma
inimese mikroobikoosluse segu ja anallsitakse nahtud tulemusi. Sealjuures on (heks
levinuimaks katseloomaks hiir. Hiirte abil on leitud mitmeid seoseid erinevate haiguste ja
mikroobikoosluse vahel, kuid vdhe on uuritud hiire informatiivsust inimese mikrobioomi
uurimisel.

Selle bakalaureuset6d eesmargiks oli analulsida inimeste soolestiku mikroobikoosluse
ulekandumise edukust hiirtele, kasutades selleks eesti geenidoonoritelt parit véljaheiteproove.
Bakterikooslus madrati 16S rRNA geeni V3-V4 piirkondade sekveneerimise teel. Uuringu
kéigus analulsiti metsiktulpi hiirte proove (n=16), inimese proovisegusid (n=2) ja
antibiootikumikuuri ja fekaalse transplantatsiooni l&binud hiirte proove (n=16), millest pooltele
siirdati Ght ja pooltele teist inimese proovisegu.

T6O tulemustes nahti, et anallisitud proovides olid sarnase esinemissagedusega
hdimkondadeks Bacillota ja Bacteroides. Uuringus osalenud gruppide vahel leiti statistilisi
erinevusi alfamitmekesisuses. Oluliselt erinev oli mitmekesisus metsiktulpi hiirte ja esimest
inimese proovisegu saanud hiirte vahel. Teist proovisegu saanud hiirte ja metsiktlupi hiirte
vahel esines oluline erinevus ainult vaadeldud perekondade vahel. Kahe fekaaltransplantasiooni
saanud hiiregrupi omavahelisel vordlusel leiti oluline erinevus Shannoni mitmekesisuses.
Beetamitmekesisuse uurimiseks koostatud peakomplektanalliis néitas proovide klasterdumist
samasse gruppi kuulumise alusel. Bakteriperekondade suhtelisi sagedusi analutsides oli néha,
et fekaaltransplantatsiooni saanud hiirtel esines bakteriperekondi, mis puudusid metsiktidpi
hiirtes, kuid olid olemas inimese proovisegudes naiteks Phascolarctobacterium. Samas esines
inimese proovisegudes perekondi, mida Gheski hiirte proovides ei tuvastatud, nt Agathobacter.
Sellest saab jareldada, et fekaalse mikrobioota siirdamine inimeselt hiirele on toimunud, kuid
see Ulekanne pole olnud ideaalne. Tapsemate jarelduste tegemiseks oleks vaja labi viia
metagenoomne analiiis, mis vBimaldab analiiiisida ka bakteriliikide ja -tlivede lekannet ning

tuvastada ka mikobioomi, viroomi, algloomade bioomi ja arhesid.
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RESUMEE / SUMMARY

Using mouse model to study the human gut microbiome

Claudia Maria Ruhno
Summary
The human microbiome is described as a colony of microorganisms in a specific area of the
body. The microbiome is influenced by numerous factors, making it challenging to study.
Animal models are often used as a study technique since they can be maintained in controlled
settings. Through fecal microbiota transplantation (FMT), a variety of human microbes are
transferred into an experimental animal. The mouse is the experimental animal used most
frequently. Despite the fact that mice have been used to discover a number of connections
between the microbiome and a variety of diseases, little is known how informative mice actually
are.

The aim of this thesis was to look into the effectiveness of fecal transplantation in mice
using stool samples from gene donors in the Estonian Biobank. The samples’ V3-V4 16S rRNA
gene regions were sequenced for analysis. Samples of wild-type mice (n=16), human sample
mixtures (n=2), and samples of mice that got a course of antibiotics and fecal microbiota
transplantation (n=16) from either of the human sample mixtures were all studied.

The results of this bachelor’s thesis indicated that both of the genera Bacteroides and
Bacillota were present in all the samples examined. Wild-type mice had significantly lower
alpha diversity compared to the mice who received the first human sample mixture. The mice
getting the second mixture had significantly higher number of observed genera compared to the
wild-type mice. Comparing the two FMT groups a significant difference in Shannon diversity
was discovered. Principal component analysis (PCA) demonstrated sample clustering based on
their group. The mice who underwent fecal transplantation were found to have bacterial genera
that were lacking in wild-type mice but prevalent in human sample mixtures, such as
Phascolarcobacterium. However, there were genera in the human sample mixtures which were
not discovered in any of the mouse samples, such as Agathobacter. To sum it up fecal
microbiota transplantation occured, however this transfer was not flawless. To draw more
precise conclusions, a shotgun metagenomics which also enables the study of mycobiome,

virome, protozoan biome and archaea could be done.
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TANUSONAD

Soovin stidamest tdnada oma juhendajaid Kertu Liis Krigulit ja Elin Orgi, kelle pdhjalik
tagasiside ja pusiv toetus aitas vaga kaasa 16put6d kirjutamisele ja valmimisele. Veel ténan
genoomika instituudi mikrobioomika toogrupi magistranti Linda Sootaku, kes oli abiks
laboritod, bioinformaatiliste ja statistiliste analliusidega. Lisaks sellele tahan t&dnada kogu
genoomika instituudi mikrobioomi uurimisgruppi, molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
biotehnoloogia ja Umea tlikooli labori liilkmeid, kelle tehtud t60 aitas kaasa eksperimentaalse

osa valmimisele.
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LISAD

LISA 1. Viljaheiteproovide mdddetud DNA kontsentratsioonid ja lugemite hulk

Proovi kood Proovi grupp DNA kontsentratsioon (ng/nl) DNA lugemite arv
m900 BL hiir_alg 59,5 122 557
m901 BL hiir alg 40,6 60 677
m902 BL hiir_alg 47,1 84 468
m903 BL hiir_alg 73,1 88914
m904 BL hiir_alg 111,3 101 907
m905 BL hiir_alg 1234 128 336
m906 BL hiir_alg 61,9 103 570
m907 BL hiir_alg 150,4 75 059
m909 BL hiir_alg 1064 77 258
m910 BL hiir alg 95,9 49 054
m911 BL hiir_alg 173:3 125711
m912 BL hiir alg 2194 106 877
m916_BL hiir_alg 123,1 95 662
m917 BL hiir_alg 50,4 86 726
m918 BL hiir_alg 88,6 70 535
m919 BL hiir_alg 160,1 115052
m900 DC hiir FMT1 256,6 118 550
m901_DC hiir FMT1 66,2 92 387
m902 DC hiir FMT1 110,5 102 192
m903 DC hiir FMT1 240,7 85343

m904 PreSac hiir FMT1 4374 107 049
m905 DC hiir FMT1 58,5 109 022
m906_DC hiir FMT1 91,2 112 680
m907 DC hur FMT1 266,0 111 293
m909 DC hiir FMT2 473 100 033
m910_DC hiir FMT2 162,4 112 962
m911 DC hiir FMT2 121,2 82 659
m912 DC hiir FMT2 155,1 96 826

m916 PreSac hiir FMT2 131,8 107 155
m917 DC hiir FMT2 125,2 132 224
m918 DC hiir FMT2 179,5 111 083
m919 DC hiir FMT2 160,2 98 272

GrA_FMT Mat FMT1 24,1 100 049
GrB_ FMT Mat FMT2 30,7 91 925
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LISA 2. Suurima esinemissagedusega hdimkonnad ja perekonnad* viie uuritava grupi vahel.

Proovitiiiip Héimkond Suhteline Perekond Suhteline

hiir_alg Bacteroidota 5121% Muribaculaceae sugukonda kuuluv bakteriperekond 36.35%
Bacillota 45.54% Lactobacillus 20.92%
Pseudomonadota 1.36% Muribaculaceae sugukonda kuuluv bakteriperekond 7.68%
Deferribacteres 1.01% Muribaculaceae sugukonda kuuluv bakteriperekond 5.68%

Alistipes 4.62%

Faecalibaculum 3.54%

FMTI1 Bacillota 56.35% Escherichia-Shigella 8.67%
Bacteroidota 23.79%% Prevotella 8.19%
Pseudomonadota 8.93% Blautia 7.71%
Actinomycetota 8.78% Bacteroides 6.09%
Bifidobacterium 4.98%

Faecalibacterium 4.47%

hiir FMT]1 Bacteroidota 52.98% Bacteroides 35.19%
Bacillota 37.52% Turicibacter 10.01%

Pseudomonadota 8.03% Parabacteroides 8.22%
Actinomycetota 0.5%% Butyricimonas 6.87%
Rhodospirillales seltsi kuuluv sugukond 437%

Barnesiella 4.06%

FMT2 Bacillota 59.48% Bacteroides 29.62%
Bacteroidota 32.24% Blautia 10.08%
Actinomycetola 5.41% Faecalibacterium 5.72%
Verrucomicrobiota 2.20% Holdemanella 3.78%
Bifidobacterium 3.40%

Fusic ibacter 3.32%
hiir FMT2 Bacteroidota 52.22% Bacteroides 43.26%
Bacillota 30.19% Akkermansia 10.66%
Verrucomicrobiota 8.40% Parabacteroides 9.25%
Pseudomonadota 8.25% Parasutterella 4.40%
Phascolarctobacterium 2.83%

Lachnospiraceae sugukonda kuuluv perekond 2.64%

*QOsad perekonnad pole olnud laboris kultiveeritud, misparast on tabelis sugukonna/seltsi nimi.
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