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1. Bevezetés

A gasztrointesztinalis rendszer mikrobiom 0Osszetételének szamottevd romldsa sohasem
marad kovetkezmények nélkiil: mindenkor tobb szervrendszer, kozottiik kiemelten a kdzponti
idegrendszer miikodésének a karosodasaval jar. Ez a tény napjainkban egyre nagyobb szakmai
¢és média figyelmet kap, mi tobb bizonyos, ¢ korbe tartozé megbetegedések (sulyos depresszios
allapotok, autizmus spektrum zavar, Alzheimer-kor, stb.) egyre tomegesebb megjelenése
tapasztalhat6, s mindez egyre fokozdodo tarsadalmi fesziiltségek felléptét, az egészségiigyi ellato
rendszer sulyos zavarat eredményezi. Ezek a korformak egyre szélesebb rétegeket és
korosztalyokat érintenek, s altalanos jellemzdjiikként megallapithato, hogy kezelésiikben, mai
tudasunk szerint, dontéen nem kauzalis, hanem csak tiineti eljarasok alkalmazhatok.
Kutatasainkat arra a hipotézisre alapozzuk, hogy a bél mikrobiom nem csak a periférias
funkciok, hanem szamos kozponti miikddés szabalyozasaban is jelentds szerepet jatszik, €s
ennek kovetkeztében az egyed magatartasara is hatast tud gyakorolni. Az intesztinalis
mikrobiom, vagyis a bélrendszerben fellelhetd kommenzalista, szimbionta és patogén
mikroorganizmusok széles kozosségének az Osszetétele és egyensulya kulcsfontossaga a
szervezet fiziologias mikodésének a fenntartasaban. Ezt az is alatamasztja, hogy e komplex
rendszer egyensulydnak a megbomléasa perifériasan és centralisan is megnyilvanulo,
nagymértékii organizmikus elvaltozdsokhoz vezet. Az intesztinalis baktériumok és a kdzponti
idegrendszer k6zott a bél-agy tengelyen kétiranyu kapcsolat all fenn, és ma mar egyre inkabb
elfogadott az a nézet, hogy a gasztrointesztinalis (GI) mikrobiom diszbiozisa ¢és a kozponti
idegrendszer szamos strukturajat érinté pszichoneurologiai és kognitiv dominanciaju
betegségek megjelenése szoros korrelaciot mutat.

Autizmus spektrum zavarban a mikroba profil megvaltozasa koran tettenérhetd, emellett a
mikrobak altal termelt anyagokban is eltérések figyelhetok meg. Az autizmus spektrum zavar
(ASD) és a Gl mikrobiom kozotti kélesonkapesolat meglétét kiilonféle, széles korben
mutatkozo direkt és indirekt bizonyitékok tamasztjak ala, amelyek tobb hipotézis
kidolgozasahoz vezettek, melyek az ASD megjelenése és a bélflora megvaltozasa kozotti
kapcsolat miikodési mechanizmusanak a megvilagitasara iranyulnak. Mindezek nyoman egyre
elfogadottabba valik az a szakmai allaspont, mely szerint a kozponti idegrendszeri korfolyamat
egyik lehetséges kiindulési pontja a GI mikrobiom megvaltozasaban keresendd.

Kiilonféle kezelések hatidsdra a bélflora Osszetételében jelentds valtozasokat tudunk
l1étrehozni feln6tt korban is, s ennck fontos kihatasa lehet a fenti korfolyamatok nyoman

kialakulé megbetegedések terapias megkozelitésére is. A mikrobiom modosulasat kiilonféle
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modszerekkel befolyasolhatjuk, tobbek kozott az étrend megvaltoztatasaval, probiotikumokkal
(olyan ¢l6 mikroorganizmusokkal, melyek a szervezet szamdra jotékony hatassal birnak),
prebiotikumokkal (olyan, a szervezet szamara nem emészthetd élelmiszer 6sszetevok, melyek
szelektiven képesek stimuldlni bizonyos baktériumoknak a szaporodasat és aktivitasat),
szimbiotikumokkal (probiotikumok és prebiotikumok egyiittes jelenléte), posztbiotikumokkal
(jotékony hatasit mikroorganizmusok anyagcsere termékei  vagy  alkotdrészei),
antibiotikumokkal és széklettranszplantacioval egyarant.

A zsirsavak fontos alkotoelemei minden tobbsejti ¢€l6lénynek, elsddlegesen a
sejtmembranok foszfolipid kettOsrétegének, emellett a szervezet egészséges fejlodésében is
esszencialis szereppel birnak. Mindemellett fontos szerepet toltenek be a GI mikrobiom
Osszetételének alakitasaban is, s ennek kovetkeztében a zsirsavakban bekdvetkezd mindségi €és
mennyiségi valtozasok kozvetleniil befolyasolhatjak a bélflora komplex dkoldgiai rendszerét.
Ma mar azt is tudjuk, hogy a zsirsavak és a mikrobiom kapcsolata nem csak egyiranyu, extenziv
kutatasok bizonyitjak, hogy a mikrobiom megvaltozasa a zsirsavak Osszetételére ¢és
mennyiségére is hatassal lehet. A vizsgalatok f6 fokuszaban kézenfekvéen a rovid szénlanch
zsirsavak és a mikrobiom kapcsolatanak a feltdrasa all, ugyanis a rovid szénlanct zsirsavak
(ecetsav, propionsav, butansav) az ugyancsak széles korben kutatott komplex szénhidratok
bakteridlis fermenticidja soran keletkezd végtermékek. A mikrobiom modosuldsanak
kovetkezményei mindemellett azonban nem csak a rovid szénlanct zsirsavak Osszetételében,
hanem a hosszabb szénladncu zsirsavak tartalmaban is valtozasokat tud okozni. A fentieken tul
tobben alatamasztottdk, hogy a bélflora szintén jelentds szereppel bir bizonyos zsirsavak
termelésében is. Mindezek alapjan a gasztrointesztinalis mikrobiom és a szervezetben jelenlévo
zsirsavak kozotti kapcsolat meghatarozobb lehet, mint eddig gondoltuk, és nem csak a
taplalkozas, de az intesztinalis mikrobiom jellege, Gsszetétele is fontos szerepet jatszhat a

zsirsavak Osszetételének és mennyiségének valtozasaban.



I1. Célkitizések

1. Kutatasunk els6 célkitlizése az volt, hogy megismerjiik a gasztrointesztinalis traktus
mikrobiom modositdsanak szocialis magatartasi folyamatokra gyakorolt hatésait, s ennek

révén jobban megértsiik a bélbaktériumok viselkedésre kifejtett sokrétii hatasat.

2. Kisérletsorozatunk masodik célja az volt, hogy megvizsgaljuk a gasztrointesztinalis traktus
mikrobiom modositasanak hatasait a részletes zsirsav spektrumra, s ennek kévetkezében

jobban megismerjiik a bélbaktériumok zsirsavtermelésben betoltott szerepét.

e Cé¢lunk volt megvizsgalni, hogy a kronikus széles spektrumu antibiotikum kezelés
okozhat-e felnétt allatoknal autizmus spektrum zavarhoz hasonlé tiineteket a szocialis
viselkedésben, illetve, hogy ezen viselkedésbeli elvaltozasok 6sszehasonlithatbak-e a

valproat indukalta ASD modellben megjelend eltérésekkel.

e Probiotikum keverékiinkkel kapcsolatos f6 kérdésiink volt, hogy a kezelés képes-e

visszaforditani az antibiotikum 4ltal kivaltott magatartasbeli eltéréseket.

e Tovabbi célunk volt megallapitani, hogy a probiotikum keverékkel torténd kezelés
képes-e a valproat indukalta ASD fejlédési modellben megjelend szocialis viselkedési

eltérések enyhitésére, csokkentésére.

e Azt is szerettiik volna feltarni, hogy a kronikus széles spektrum antibiotikum kezelés

hogyan hat a testsulyra, a tap- €s vizfelvételre.

e Ugyancsak tisztazni kivantuk, hogy az antibiotikum kezelés kovetkeztében kialakuld

mikrobidlis valtozadsok képesek-e befolyasolni a zsirsavak koncentraciojat és

tomegszazalékos aranyat.

e Megvalaszolando6 kérdésként mertilt fel, hogy probiotikum keverék adasaval tudunk-e

valtoztatni a zsirsavdsszetételen.

e Végiil pedig azt is szerettiik volna megvizsgalni, hogy a probiotikum keverék adasaval

vissza tudjuk-e allitani az antibiotikum okozta valtozasokat a zsirsavak 0sszetételében.



ITII. Anyagok és Modszerek

I11.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben Osszesen 72 darab felndtt him Wistar patkanyt hasznaltunk. A kezelések
az allatok 10 hetes koratol kezdddtek. Az allatokat standard laboratériumi koriilmények kozott
tartottuk egyesével kiilon ketrecben, alland6 homérséklet, paratartalom €és 12-12 6ras sotét-
vilagos periddust biztositva. Az allatok standard laboratoriumi ragcsalotapot és csapvizet
kaptak ad libitum. Mindennapi kézhez szoktatasban (handling) részesitettiik 6ket, hogy az
emberi jelenléthez és érintéshez hozzaszokjanak. A kisérleti allatok tartdsa és a veliik valod
foglalkozas soran az intézeti (kisérleti engedély szama: BA02/2000-07/2023; BA02/2000-
06/2023) hazai (1998. évi XXVIIL. tv. az allatok védelmérél és kiméletérol; 40/2013. (11.14)
Kormanyrendelet az allatkisérletekrél) és nemzetkdzi eldirdsok, eurdpai unids irdnyelvek
érvényesiiltek (A Tanacs 86/609/EGK iranyelve, 1986, 2006; Az Eurdpai Parlament és a
Tanécs 2010/63/EU iranyelve).

I11.2. Kezelések
111.2.1. Antibiotikummal és probiotikummal torténd kezelések

Az allatokat négy csoportba osztottuk: 1. Kontroll csoport (kontroll); 2. Antibiotikum
kezelt csoport (ABx); 3. Antibiotikum és probiotikum kezelt csoport (ABx+probiotikum); 4.
Probiotikum kezelt csoport (probiotikum) (1. abra). Az antibiotikum keveréket az egyedeknek
4 héten keresztiil biztositottuk ivoviziikkbe vald keveréssel, ezzel is csokkentve az Oket érd
stresszt. A keverék 5 féle antibiotikumbdl allt (ampicillin 1 g/l, vancomycin 500 mg/I,
ciprofloxacin HCI 20 mg/l, imipenem 250 mg/l és metronidazole 1 g/l), melyet 3 naponta
cseréltiink. Azoknak az allatoknak az ivovizét, akik nem részesiiltek antibiotikum kezelésben
szintén 3 naponta cseréltiik. Az antibiotikum kezelést kovetden probiotikumot kapo- €s a csak
probiotikum kezelésben részesiilo csoportok tagjai 2 héten keresztiil minden nap probiotikum
keveréket kaptak taplalékukhoz kiegészitve. A készitmény 4 féle jotékony hatast baktériumfajt
tartalmazott (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) meghatarozott mennyiségben ¢és
Osszetételben, mely a Pécsi tudomanyegyetem szellemi termékeként van bejegyezve
(422.1bh.5.(2019.09.05)). A baktériumtérzsek a DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH Deutschland, Leibnitz) cégtél szarmaznak. A
Lactobacillus spp. tenyésztése 100-100 ml folyékony Rogosa medium taptalajon (OXOID Ltd.
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UK), mig a Bifidobacterium spp. kitenyésztése anaerob agarta taptalajra oltva (Neogen Europe
Ltd. UK) zajlott, és az anaerob kondici6 GENbag anaer (BioMérieux SA France) hasznalataval
lett biztositva. A 2 héten at tart6 probiotikum kezelés soran a keverék naponta lett legyartva és

azonnal felhasznalasra kertilt a probiotikumot kapd egyedek esetében.

Kontroll Il M Nincs kezelés kezelés
ABX W g Antibiotikum kezelés
ABx+probiotikum i %mﬂm""““ @ Probiotikum kezelés
Probiotikum NN N N 5o prmm 11 Valproat kezelés
P-VPA b \mm“""" I Szocialis interakcios teszt
C-VPA b Y. \IIIIIIII N Széklet mintavétel csak SCFAs-hoz
1}0 1’2 1}4 1’5 | Széklet mintavétel FAMEs és SCFAs-hoz

Kezelési idé
(hetek)

1. abra Kisérleti elrendezés a csoportok és kezelési idok alapjan. Kontroll: kontroll-, ABX:
széles spektrumu antibiotikum kezelt-, ABx+probiotikum: széles spektrumu antibiotikum kezelt
majd probiotikum kezelt-, Probiotikum: probiotikum kezelt-, P-VPA: valprodt és probiotikum
kezelt-, C-VPA: valproat kezelt csoport. A nyilak a széklet mintavételi idépontokat mutatjik, a
fekte nyil csak a rovid szénlancu zsirsavakhoz (SCFAs) torténé mintavételeket jeloli, a sziirke
nyilak a rovid szénlancu zsirsavak (SCFAs) és a zsirsav metil-észterek (FAMEs) analiziséhez

tortéend mintavételi idopontokat jelolik egyszerre.

111.2.2. Litium-kloriddal torténd kezelés

Annak érdekében, hogy egyértelmiien kizarhassuk, hogy a magatartisban megjelend
eltérések nem az antibiotikum kezelés kovetkeztében megjelend intesztinalis diszkomfort
érzésnek a kovetkezményei pilot kisérletet végeztiink. A pilot kisérletben egy litium-kloriddal
(LiCl) kezelt csoportot alakitottunk ki, mely soran 8 allatot kezeltiink. Ebben a kisérleti
felallasban, littum-klorid segitségével szerettiink volna intesztinalis diszkomfortot kivaltani az
allatoknal. A patkdnyoknak litium-klorid (125 mg/kg/ml) injekciot adtunk intraperitonedlisan,

majd fél 6raval az injekcio utan torténtek a magatartasi vizsgalatok.



111.2.3. Valproattal torténo kezelések

Az autizmus spektrum zavar modellezéséhez valproat indukalta ASD allatmodellt
hasznaltunk. A modell 1étrehozdsahoz el6szor him és ndstény allatokat paroztattunk 1 éjszakan
keresztiil, majd a sikeres megtermékenyitést kovetden a vemhes ndstényeket egyszeri
intraperitonedlis injekcidban részesitettik a vemhesség 12,5 napjan. A vemhes anyadk
500mg/ttkg valproat (VPA) (Sigma-Aldrich; P4543) injekciot kaptak 250 mg/ml fiziologias
sooldatban oldva, mig azok az anyak, melyek utddai a kontroll csoportot képezték csak
fiziologias so6oldatot kaptak. Minden anyadllatot egyedileg tartottunk, utddjaik zavartalan
felnevelése érdekében. A megsziletett utédok koziil csak a himekkel dolgoztunk a
tovabbiakban, és amint elérték a 8 hetes kort levalasztottuk ket 2 csoportba osztva: 1. kontroll
valproat kezelt csoport (C-VPA); 2. valproat és probiotikum kezelt csoport (P-VPA) (1. abra).
A probiotikumot is kap6 csoport egyedei a fentebb leirt probiotikum keveréket ugyanolyan

metodussal kaptak minden nap 2 héten keresztiil.

111.3. Kisérletes vizsgalatok
I11.3.1. Testtomeg, taplalék- és vizfelvétel mérése

A kisérletben résztvevd allatok sulya 10 hetes koruktol a kisérletek végeztéig 3 naponta lett

megmeérve, viz- €s tap fogyasztasuk pedig naponta volt monitorozva.

111.3.2. S7zocidlis interakcios teszt

Haromkamras szocialis interakcids tesztet haszndltunk az 4llatok altaldnos
szociabilitasanak vizsgalatara és a szocialis deficit azonositasara. Az apparatus 3 részbdl allt:
kozéps6 zona (30 x 40 cm), szocidlis zona (60 x 40 cm) és iires zona (60 x 40 cm). Az utdbbi
két zona mindegyike tartalmazott 1-1 kerek 18 cm atmérdjlii ketrecet. Az aréna folott egy
videokamerat helyeztiink el, amely rdgzitette az allatok mozgéasat, majd ezt a Noldus
EthoVision Basic software (Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Hollandia)
segitségével taroltuk és elemeztiik ki. A kisérlet soran az allatokat el0szor a k6zéps6 zonaba
helyeztiikk és hagytuk, hogy szabadon felfedezzék az apparatust 10 percen keresztiil
(habituacio), majd ezt kdvetden egybdl visszahelyeztiik 6ket sajat ketreciikbe 3 percre, s ezalatt
egy szamukra ismeretlen, még sosem latott egyedet tettiink az egyik ketrecbe. Ezaltal az

ismeretlen allatot tartalmazd ketrec zondja valt a szocialis zonava és az iires ketrecet tartalmazo
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zona az lres zona lett. A 3 perc leteltével az allatokat visszahelyeztiik a kozépsé zondba és
hagytuk, hogy 10 percig ismét szabadon felfedezzék az egész apparatust (teszt). A kisérlet soran
rogzitettiik az allatok altal megtett tadvolsagot, a kiilonbozd zonakban eltoltott idot és a teszt
soran a két oldals6 zonédba torténd elsé belépés idopontjat. Emellett feljegyeztiik az allatok
interakcidjat az ismeretlen allatot tartalmazod ketrec és az iires ketrec esetében is. A patkanyok
magatartdsi mintazatait, azaz az adgaskodasok (rearing) és mosakodasok (grooming) szamat
kézzel regisztraltuk. Ezenfeliil kiszdmoltuk a szociabilitasi indexet (szocialis zoénaban toltott
1d6 — tlires zonaban toltott 1dO) / (szocialis zonaban toltott 1d6 + {ires zonaban toltott id6), mely

megmutatja az ismeretlen allattal torténd interakcié mértékét.

111.4. Kromatogrdfias vizsgalatok

A zsirsavak kromatografias analiziséhez meghatarozott id6kozonként (révid szénlanch
zsirsavak vizsgalatanal 3-5 id6pont, zsirsav metil-észterek vizsgalatanal 3 id6pont) friss
sz€kletmintat vettiink az allatoktol steril eppendorf csdvekbe, melyeket a felhasznalasig —80

°C-o0s hutdben taroltunk.

II1.4.1. Rovid szénlancu zsirsavak (SCFAs) analizise

Az elozdleg levett székletmintakbol 100 mg-ot kimérve 1 ml desztillalt vizzel
homogenizaltuk, 10 perc szobahdmérsékleten torténd allast kovetéen 100 pl (2 mmol/l,
heptansav - Sigma-Aldrich; 43858) belsd standardot adtunk hozza. A mintakat ezt kvetéen 5
percig centrifugaltuk 10.000-es fordulatszdmon ¢és a filteren atszirt feliiliszot hasznaltuk a 3
rovid szénldnci zsirsav (ecetsav/C2, propionsav/C3, butansav/C4) koncentraciojanak
meghatdrozasara. A mennyiségi meghatarozast belsd standard modszer segitségével végeztiik
a standard oldatokbdl (ecetsav - Sigma-Aldrich; A6283; propionsav - Sigma-Aldrich; 94425;
¢és butansav - Sigma-Aldrich; 19215). Az analizist Agilent Technology 6890N GC-5975 MS
gazkromatograf-tomegspektrométer késziilékkel (GC-MS) végeztiik, melyhez HP-INNOWAX
oszlopot (30 m x 0.25 mm x 0.25 um; Agilent Technology) hasznaltunk. A mérés soran hélium
vivogazt hasznaltunk (1,5 ml/perc). A kalyha homérséklete 1 percig 80 °C volt, majd 20 °C/perc
sebességgel felmelegitettiik 200 °C-ra és 2 percig ott tartottuk. Az injektalas soran (1 pl) split-

splitless automata mintabemérést hasznaltunk (250 °C), 20:1-es befecskendezési arannyal.



1I1.4.2. Zsirsav metil-észterek (FAMEs) analizise

A begytijtott székletmintakbol (kontroll, ABx, ABx+probiotikum, probiotikum csoport
mintai a kezelések el6tt (1. minta), a kezelések alatt (2. minta) és a kezelések befejeztével (3.
minta)) tesztcsovekbe megkozelitbleg 100 mg mennyiségekhez hozzaadtunk 60 mg metil-
tridekanoat (C13-0) 20 ml n-hexannal késziilt oldatabol 40 pl-t, mint standard oldatot. Ezt
kovetéen minden mintahoz 3 ml metanol:hexan 4:1 (V/V) elegyet és 1-2 mg pirogallolt adtunk,
majd ezt kovetéen minimum fél 6ran at fagyasztottuk a mintakat. A fagyasztast kovet6en lassan
adagolva 300 pl acetil-kloridot adtunk a csovekhez, majd a standardot tartalmazo, acetil-
kloridos mintakat 100 °C-o0s forralas alatt 1 oran at razogép segitségével razattuk. Amint a
csoveket lehitottiik lassan 5 ml 6 %-0s K2COsz-oldatot adunk hozza a reakcio leallitasara és a
keverék semlegesitése céljabol. A mintakat ezt kdvetden vortex segitségével homogenizaltuk
és centrifugaltuk. A felsé hexanos fazist egy 2 ml-es mintatartocsébe atvittiik, majd ehhez még
az 1 ml-es folyadékszint eléréséig hexant adagoltunk. A zsirsavak analizisét PerkinElmer
Clarus 690 géazkromatografids késziilékkel és ehhez tartoz6 langionizacidés detektor
(PerkinElmer, USA) segitségével vizsgaltuk, melyhez Rt-2560 kapillarisoszlopot (100 m x
0,25 mm id. x 0,20 um, Restek) hasznaltunk. Vivogazként héliumot alkalmaztunk (1,3
ml/perc). Az injektalas soran split mintabemérést hasznaltunk (225 °C) és a befecskendezési
arany 20:1 volt. Az injektalt mennyiség 2 pl volt. A detektor hdémérsékletét 300 °C-ra allitottuk.
A kalyha hémérséklete kezdetben 100 °C volt, melyet 4 percig tartottunk majd 3 °C/perc
sebességgel felmelegitettiik 250 °C-ra és 25 percig ott tartottuk. A mintak lemérését kovetéen
a zsirsav metil-észterek analizisét a PerkinElmer TotalChrom szoftverével szamitott gorbe alatti
teriilet alapjan elemeztiik. A zsirsavak azonositasa a kiilsé standardok retencios idején alapult
(PUFAS3 (Supelco, St. Louis, MO, USA; GLC-674, 642, 643, 569b, 481, 473, Nu-Check-Prep,
Elysian, MN, USA; C16:1n-9-ME (Larodan AB, Solna, Svédorszag), The Bacterial Acid
Methyl Esters CP Mixture (Matreya LLC., State College, PA, USA)) és a zsirsavak
tomegszazalékos aranyat (minden meghatarozott zsirsav tomege az Osszes meghatarozott

zsirsav Ossztomegéhez viszonyitva) is meghataroztuk.



111.5. Szovettan

A hippocampus rétegvastagsaganak megallapitdsa c€ljabol szovettani vizsgalatokat
végeztiink. A kisérletek befejeztével az allatokat i.p. adott uretannal (20 %, 1,4 g /ttkg)
talaltattuk, majd transzkardialisan perfundaltuk. Csoportonként 6 db allatnak az agyat 4 %-0s
formalinban fixaltuk. Ezt kdvetden fagyasztott, 40 um-es sorozatmetszeteket készitettiink a
hippocampus teriiletérdl, amiket krezil-violaval festettink meg (Nyssl-festés). A metszeteket
ImagelJ (NIH) software segitségével elemeztiik ki, melynek soran a hippocampus kiilonb6z6
régidinak (subiculum, CAl, CA2, CA3, Gyrus dentatus) atmérdjét vizsgaltuk egy altalunk

kivalasztott szakasz (bregma -3,6-t61 bregma 3,8-ig) esetében.

111.6. Statisztika

A haromkamras szocialis interakcids teszt, a rovid szénlancu zsirsavak és a szovettani
vizsgalat eredményeinek elemzése soran az adatokat SPSS statisztikai szoftvercsomag (IBM
SPSS Statistics 22) segitségével dolgoztuk fel és a szignifikancia szintet minden esetben
p<0,05-nél hataroztuk meg. A szocialis interakcios tesztben a szocialis €s lires zonaba torténd
elsé belépés ideje és a szociabilitasi index eredményei esetében, tovabba a szovettani
vizsgalatok analizise soran, illetve a rovid szénlancu zsirsavak analizisénél Kruskal-Wallis
tesztet és Friedman-probat alkalmaztunk. A szocialis interakcios teszt tobbi mért paraméterének
adatai és az allatok sulyanak, tap- és vizfogyasztasanak analizise soran az egyutas ANOVA-t
¢és post-hoc analizishez Tukey tesztet alkalmaztuk.

A FAME:s analizise soran el6szor fokomponens analizist (PCA) végeztiik. A PCA modell
illesztése eigenvalue (sajatérték) dekompozicios modszerrel tortént. A kezeléseknek a zsirsavak
random modellt alkalmaztunk, ahol az egyes patkanyokat azonositoval lattuk el és ezeket az
azonositokat hasznaltuk, mint random faktor és a neasted (fészek) hatas pedig az alom volt.
Valamennyi modellben a mintavételek idOpontjat, a kezeléseket és ezek kolcsonhatasat
hasznaltuk, mint vizsgalt paraméterek, és a modelleket az alapértékekhez igazitottuk. A zsirsav
metil-észterek elemzését R statisztikai szoftverrel (4.2.1-es verzid; csomagok: Ime4, ImerTest;
R Core Team, Bécs, Ausztria) végeztiik. A szignifikancia szintet minden esetben p<0,05-nél

hataroztuk meg.



IV. Eredmények

1V.1. Testtomeg, tap- és vizfelvétel

A kezelések alatt tortént testtomeg-, tap- és vizfelvételi mérések soran kapott eredmények

nem mutattak szignifikans eltéréseket a vizsgalt csoportok kdzott.

1V.2. Szocialis interakcios teszt

Az adatok elemzése soran az exploracids id6 tekintetében a csak valproat, illetve az
antibiotikum kezelésben részesiilé allatok szignifikans eltéréseket mutattak a tobbi egyedhez
képest (2. abra). Mindkét kezelt allatcsoport szignifikansan kevesebb 1d6t toltétt az ismeretlen
allatot tartalmazo szocialis zonaban (C-VPA: p = 0,013; ABX: p = 0,006) és sokkal tébb id6t az
tires ketrecet tartalmazo iires zonaban (C-VPA: p = 0,046; ABX: p = 0,005). A szociabilitasi
index megkdzelitleg 70 %-kal alacsonyabb volt a C-VPA és ABx csoport egyedei esetében,
mint a tobbi csoportnal kapott értékek (p = 0,022). Az ismeretlen allattal és iires ketreccel valod
interakciok mérése soran az antibiotikum kezelt (p = 0,002) és C-VPA allatok (p = 0,050)
sokkal kevesebbszer érintkeztek az ismeretlen allatot tartalmazo ketreccel, mint a kontroll
csoport tagjai, emellett az antibiotikum kezelt csoport szignifikdnsan eltért az
antibiotikum+probiotikum (p = 0,025), probiotikum (p = 0,003) és P-VPA (p = 0,010)
csoporttol is. Ezzel ellentétben az lires ketreccel torténd interakcid vizsgéalata soran nem
mutatkozott jelent6s eltérés a csoportok tagjai kozott. Az allatok altal megtett tavolsag
vizsgalata sordn és a sztereotip magatartasi mintazatok értékelése esetében nem volt kiilonbség
a csoportok kozott.

A litium-kloriddal torténd kezelést kovetden nem talaltunk szignifikéns eltéréseket az
ismeretlen allatot tartalmazd zoéndban eltoltott exploracios 1d6, sem a szociabilitdsi index

tekintetében a hat vizsgalt csoport tagjaihoz képest.
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2. abra Az abrdik a haromkamrds szocidlis interakcios teszt alatt a szocidlis zonaban (A) és az
tires zondaban (B) eltoltott idot abrazoljdk a kiilonbozé csoportok kozétt a kezelések hatasdra.
kontroll: kontroll csoport kezelés nélkiil, ABx: széles spektrumu antibiotikum kezelt csoport,
ABx+probiotikum: széles spektrumu antibiotikum kezelt majd probiotikum kezelt csoport,
probiotikum: probiotikum kezelt csoport, C-VPA: valprodt kezelt csoport, P-VPA: valprodt és
probiotikum kezelt csoport. Az adatokat atlag + szordsban fejeztiik ki (n=10/csoport). A
csoportok kozotti szignifikans valtozast az oszlopok feletti azonos kis betiik jelolik (a-h) (egyutas
ANOVA, p<0,05).

1V.3. Rovid szénlancu zsirsavak analizise

Az SCFAs analizise soran a csoportok kozotti dsszehasonlitasok esetében a kezelések utan
a széles spektrumu antibiotikum keverék alkalmazasa jelentdsen csokkentette a harom vizsgalt
egyedeivel; ABx+probiotikum (p = 0,013), probiotikum (p = 0,002), C-VPA (p = 0,001), P-

VPA (p = 0,042), kontroll (p = 0,025) csoport. A csoportokon beliili 6sszehasonlitasok soran
11



szignifikans csokkenés volt megfigyelheté az ABX csoportban az ecetsav (p = 0,001), butansav
(p = 0,001) és propionsav (p = 0,001) esetében a kezelés elbtti és kezelés utani mintaknal. Az
ABx-+probiotikum csoport esetében is megfigyelhetd volt a koncentracid csokkenés az
antibiotikum kezelést kovetéen (p = 0,001), azonban az altalunk hasznalt probiotikum keverék
képes volt e zsirsavak szintjét visszadllitani 2 héten beliil a kiindulasi, kezelés elotti
koncentraci6 szintjére. Mindazonaltal, szdmottevd kiilonbség nem mutatkozott a kezelések
elotti és utani koncentracidé értékeikben. A valproat kezelésben részesiild csoportok
vonatkozasaban nem detektaltunk semmiféle szignifikans eltérést sem a csoportok kézotti sem

a csoportokon beliili SCFAs analizise soran.

1V.4. Zsirsav metil-észterek analizise
IV.4.1. A kromatogram jellemzdi

Annak érdekében, hogy ténylegesen igazolni lehessen a kromatogramokon megjelend,
mintavételek kozotti eltéréseket PCA analizist alkalmaztunk, mely alatdmasztotta, hogy a
zsirsavak csucs alatti teriiletei eltéroek, és ezek az eltérések a kezelésekb6l adodnak. A két 6
komponens (PC1 ¢és PC2) magyardzta a masodik mintavételi id6épontban a kromatogramok
eltéréseinek 80,1%-at. Az analizis egyértelmiien két nagyobb részre osztotta a mintakat. Az
egyik rész tartalmazta az ABx és az ABx+probiotikum csoport egyedeinek mintait, a masik
részhez pedig a kontroll és probiotikum csoport mintai tartoztak. A harmadik mintavételi
idépont esetében a PCl és PC2 csupan a cslcs alatti terliletek variancidinak 67,9%-at
magyarazta, meégis lathato volt, hogy az ABx+probiotikum csoport kozelit a kontroll és a csak
probiotikumot kap6 csoport egyedeinek mintdihoz, mig az ABx csoport elkiiloniilt a masik

harom csoporttol (3. abra).

1V.4.2. Linedris kevert random modell eredményei

A zsirsavak koncentracidi és tomegszazalékos aranyai kozotti kiilonbségek feltarasara
linearis kevert random modellt alkalmaztunk. Az analizis soran jelentds eltéréseket detektaltunk
a vizsgalt zsirsavesoportok kozott az altalunk Osszehasonlitott paraméterekben (mintavételi
idépontok, kezelések és ezek interakciodi) a koncentracid szintjeiben és a tomegszazalékos arany

crcr

figyeltiink meg a vizsgalt paraméterek kozott. Tovabba a zsirsavkategoriakon beliil az egyes
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zsirsavak kozott is szamos esetben szignifikans kiillonbségeket detektaltunk. Mindez jelzi a bél

mikrobiom jelentds hatdsat a zsirsavak termelésében.
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3. abra A fékomponens analizis két f6 komponensének (PC1 és PC2) eredményei a 4 csoport
tekintetében (kontroll, antibiotikum (ABx), antibiotikum+probiotikum (ABx+probiotikum) és
probiotikum kezelt csoport). 4 grafikonok a mdsodik és harmadik mintavételi idépontot

abrazoljak, melyek a kromatogramok gorbe alatti teriileteinek alapjan lettek kiszamolva.

1V.4.2.1. Telitett zsirsavak (SAT)

A telitett zsirsavak, mint zsirsavkategoria elemzése sordn szamottevd kiilonbség
mutatkozott a koncentraciok és a tomegszazalékos aranyok esetében a mintavételi idépontok,
kezelések és e kettd interakcidja kozott, mely jelzi, hogy az antibiotikum illetve az ezt kdvetd
probiotikum kezelés dontden befolyasolja a koncentracio szintjét és a tomegszazalékok aranyt.
Kovetkeztetésképp a legtobb, e kategoéridba tartozd zsirsav megjelenésében fontos szerepet

jatszott a GI mikrobiom.

1V.4.2.1.1. Rovid szénlancu telitett zsirsavak (shortSAT)

A rovid szénlancu telitett zsirsavak a telitett zsirsavak egy alkategoriajaba tartoznak.

Jelenlegi vizsgalataink soran 5 db zsirsavat (C4:0, C5:0, C6:0, C7:0, C8:0) analizaltnuk, melyek
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ehhez az alkategdridhoz tartoznak. Hasonloan a SAT kategéridhoz a shortSAT is jelentds

eltéréseket mutatott a kiilonboz6 kezelések hatasara.

1V.4.2.2. Elagazo szénlancu és transz-zsirsavak

Ez a f6 kategoria 3 koeluciot (tC17:1n-7+C18i, tC16:1n-7+C17i, tC18-1mix) és 5 elagazod
szénlancu telitett zsirsavat tartalmaz. Mind a f6 kategdéria mind pedig a 3 koeluci6 esetében
jelentds kiilonbségeket figyeltink meg a kezelések, mintavételi idopontok és a kettd
interakcidja kozott, tehat az antibiotikum kezelés mellett az azt kdvetd probiotikum adds is

képes volt modositani a koncentracios szinteket €s a tomegszazalékos ardnyokat is.

1V.4.2.2.1. Elagazo szénlancu telitett zsirsavak

Az egész alkategoria, illetve az ezt alkoto, altalunk vizsgalt zsirsavak (C13ai + C14i + C15i
+ C15ai + C16i) mindegyikénél szignifikans eltéréseket detektaltunk a kezelések, a mintavételi
idépontok és ezek interakcidja kozott mind a koncentracid, mind pedig a tomegszazalékos

arany analizise soran.

1V.4.2.2.2. Transz-zsirsavak (TFA)

Az alkategorian beliili tC18:1 zsirsavnak a vizsgalata soran hasonlé eredményeket kaptunk,
mint amit a f0 kategoridjanak analizise soran lattunk. Ennek a transz-zsirsavnak mind a
mennyisége, mind pedig a tomegszazalé¢kok aranya jelentésen lecsokkent az antibiotikum ktira
hatdsara, mig az antibiotikumot kovetd probiotikum kezelés képes volt ezeket az alacsony

értékeket helyreallitani és az eredeti, kezelés el6tti szintre visszahozni.

1V.4.2.3. Egyszeresen telitetlen cisz-zsirsavak (cMUFAs)

beliil a C22:1n-9 zsirsav kivételével a tobbi vizsgalt cMUFAs (C13:1n-1, C14:1n-5, C16:1n-9,
C16:1n-7, C18:1n-9, C18:1n-7, C20:1n-9) esetében is jelentds kiilonbségeket detektaltunk

mindharom vizsgalt paraméter tekintetében.
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1V.4.2.4. Tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFAs)

Markans eltéréseket tartunk fel a tobbszordsen telitetlen zsirsavak kategdridjanak
vizsgalata soran a koncentracio és a tomegszazalékos arany esetében. Ez a fo kategodria két
alcsoportra bonthatd, melyek esetében szintén nagyon hasonld eltéréseket figyeltiink meg: az
egyik az n-3 PUFAs csoportja (alfa-linolénsav (C18:3n-3, ALA) és C20:5n-3), a masik pedig
az n-6 PUFAs csoportja (C18:2n-6, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6, C22:4n-6, C22:5n-6). Egy
masik megkozelitésben a PUFAs {6 kategorian beliil el tudunk kiiloniteni egy alkategoriat a
hosszll szénlancu tobbszordsen telitetlen zsirsavakat (LC PUFAs), illetve ezen az alkategoridn
beliil még tovabbi két alcsoportot tudunk megkiilonboztetni az n-6 LC PUFAs-t (C20:2n-6,
C20:3n-6, C20:4n-6, C22:4n-6, C22:5n-6) és az n-3 LC PUFAs-t (C20:5n-3). Ha ebben a
megkozelitésben vizsgaltuk meg az adatokat, akkor az LC PUFAs alkategoria és az ezen beliili
n-6 LC PUFAs alcsoport eredményei hasonld eltéréseket mutattak, mig az n-3 LC PUFAS
alcsoport esetében nem jelentkezett szignifikans eltérés sem a koncentraciok, sem pedig a

tomegszazalékos arany tekintetében.

1V.4.2.5. A ragcsalotap zsirsav dsszetétele

Az allatoknak biztositott standard ragcsaldtap zsirsav Osszetételét is kielemeztik. Az
eredmények azt mutattak, hogy a cMUFAs kategdria mennyisége a legmagasabb a PUFAs ¢és
SAT kategéria mellett. A rovid szénlancu telitett zsirsavakat, illetve a tC18:1 zsirsavat
minimalis mennyiségben tudtuk detektalni, S nem tudtunk kimutatni elagazo szénlancu telitett
zsirsavakat a ragesalotapban. fgy ezen eredmények titkrében elmondhaté, hogy nem a tapbol

bevitt zsirsavak okoztak a kezelések kovetkeztében latott zsirsavak valtozasait.

IV.5. Szovettan

A kisérletek végeztével csoportonként 6 db allat esetében elemeztiik ki a hippocampus
kivalasztott szakaszban (bregma -3,6-t6]1 bregma 3,8-ig). A szovettani analizis soran
szembetiind valtozasokat figyeltink meg a hippocampus teriiletein. Azonban nem csak a
csoportok kozott, de a csoportokon beliil az egyedek kozott is jelentds eltéréseket észleltiink,

ezért a szOvettani adatok jelen forméjukban nem interpretalhatok.
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V. Diszkusszio

V.1. A GI mikrobiom megvaltoztatasanak hatdsa a szocidlis magatartasi folyamatokra

A kisérleteink egyik alapvetd konzekvenciaja, hogy a szocidlis interakcios teszt sordn a
szocialis zonaban eltoltott idében, interakcidk szamaban és a szociabilitdsi index
eredményeiben, melyek az ismeretlen allathoz vald preferenciat leginkdbb megmutatjak,
megfigyelhetd, hogy az antibiotikum kezelés hatasara hasonléan, mint a kontroll VPA kezelt
csoportnal szocialis deficit jelentkezett. Ezen eredmények pedig azt jelzik, hogy a krdonikus
sz¢les spektrumi antibiotikum kezelés felnott korban is képes negativan befolyasolni a tarsas
viselkedési mintazatokat. Mindezek alapjan gy tiinik, hogy az eredményeink tamogatjak azt
az elképzelést, mely szerint az antibiotikumok 4altal moddositott mikrobiom kockazati
tényezOként megjelenhet az ASD kialakulasaban. Mindemellett a LiCl-os pilot kisérletben,
mely soran az allatokban intesztinalis diszkonfort érzést valtottunk ki nem jelentkezett csokkent
szocialis viselkedés, mint ami a hossz(l tavl antibiotikum kezelés soran detektalhato volt.
Ennek kovetkeztében elmondhato, hogy a szocialis viselkedésben tapasztalhatd abnormalitadsok
nem az antibiotikum kezelés hatdsara megjelend visceralis diszkonfort érzésbdl erednek, hanem
az antibiotikumok okozta GI mikrobiom jelentds redukcidjaval allnak szoros 0sszefiiggésben.

Tovéabbi vizsgalatainkkal sikeriilt igazolnunk, hogy specidlis probiotikus hatasu
baktériumfajok keveréke, mint egy potencidlisan Ujfajta megkozelités az ASD szocialis
viselkedést érint6 tiineteinek enyhitésében hatasosnak bizonyult mind a VPA-, mind pedig az
antibiotikum kezelt allatcsoport esetében. Az altalunk alkalmazott probiotikum keverék képes
volt javitani mindkét kezelt csoport esetében az ismeretlen allathoz vald preferencia mértékét,
mindez pedig azt jelzi, hogy a keverékiink sikeresen csokkentette az antibiotikum- illetve a
VPA kezelés okozta antiszocialis viselkedést. Mindemellett eredményeink soran nem talaltunk
Iényeges eltérést a kontroll csoport és a P-VPA illetve az ABx+probiotikummal kezelt
csoportok kozott, igy a probiotikum keverék nem csak enyhitette az antiszocidlis magatartast,
hanem a fizioldgiasnak tekinthetd szocialis viselkedési mintazatot is sikeresen visszaallitotta.

Annak ellenére, hogy a széles spektrumu 4 héten 4t tartd antibiotikum alkalmazasa és a
VPA kezelés teljesen eltérd utvonalakon fejti ki hatasat, a kialakult szocialis viselkedési deficit
hasonlosaga szamottevd, emellett a probiotikum keverék képes volt helyrealltani mindkét
modell esetében a kontroll egyedekre jellemzd szocialis magatartast. Ezen eredmények alapjan
azt feltételezziik, hogy mindkét modellben a probiotikus kezelés védd hatasai azonos modon

érvényesiiltek €s fejtették ki a magatartasra gyakorolt hatasukat.
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V.2. A GI mikrobiom modositasanak hatdisa az SCFAs termelésre

Kisérleteink sordn azt feltételeztiik, hogy azonos utvonalon torténik a probiotikum keverék
magatartasra gyakorolt védo hatasanak kialakulasa és ez a hatds a rovid szénlancu zsirsavak
megvaltozasanak koszonhetd, hisz ma mar jelentds szakirodalma van az SCFAs fiziologias
mikodésekben betoltott szerepének. Emellett igazolt, hogy jotékony hatassal birnak a Gl
traktus normal funkcidira, szabalyozzdk az immunmechanizmusokat, ¢s mar neuroaktiv
tulajdonsagaikat is leirtdk. Mindezek ellenére, a vizsgalati eredményeink alapjan, ugy tlnik,
hogy nem a zsirsavak szintjén kell keresniink a probiotikum hataséaért felelos kozos utat. A {6
SCFAs vizsgalata soran a VPA-val kezelt és a kontroll allatok kozott nem sikeriilt szignifikans
eltéréseket detektalnunk, tovabba a probiotikum kezelést kdvetden sem jelentkezett jelentos
kiilonbség az SCFAs mennyiségében és dsszetételében.

Mindazonaltal a széles spektrumua antibiotikum kezelés jelentésen lecsokkentette az
nagy mértékben képes volt redukalni a GI baktériumfléra mennyiségét. Annak ellenére, hogy
az antibiotikum kezelést kovetd probiotikum kura jelentdsen megemelte az SCFAs
kiilonbségeket, mindazonaltal feltételezhetd, hogy a probiotikum keverék erdsebb hatast valt ki
az antibiotikumok hasznalata kovetkeztében kialakuld diszbiozist kovetden, mint a kompakt,
kezeletlen mikrobiom kozdsség esetén, amely jelen esetben a csak probiotikumok kapo csoport
valtozasa nem lehet az egyetlen ok-okozati komponens, amely meghatarozza, hogy a
probiotikum keverék hogyan fejti ki pozitiv hatdsat a szocialis magatartasra. Ezért ugy
gondoljuk, hogy az altalunk kevert probiotikum készitmény az SCFAs modositasa nélkiil
fejtette ki hatasat és feltételezziik, hogy a szerotonerg rendszeren keresztiil tudta visszaallitani

mind az antibiotikumok, mind a VPA okozta magatartdsban megnyilvanulo6 elvaltozasokat.

V.3. A GI mikrobiom zsirsavtermelésben betoltitt szerepe

Ma mar egyértelmiien tudjuk, hogy a f6 rovid szénldncu zsirsavakat a bél mikrobiota
termeli, emellett a hosszabb paratlan szénatomszamu zsirsavakat, mint példaul a C15:0 vagy
C17:0 zsirsavakat 1s igazoltan baktériumok allitjak eld. Jelenlegi eredményeink is megerdsitik
ezeket az allitasokat és emellett tovabbi fontos telitett és telitettlen zsirsavakat is feltartak,

melyek feltételezhetéen szintén a GI mikrobiom termeléshez kotottek.
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A hosszabb szénlancu telitett zsirsavak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy e csoportba
tartozo zsirsavak tobbségét a GI traktus baktériumai allitjak eld, és nem csak a jelenlegi
ismereteink alapjan feltételezett paratlan szénatomot tartalmazo zsirsavakat, hanem a paros
szénatomszamu zsirsavak nagy részét is. Az elagazd SAT csoporthoz tartozd zsirsavak
koncentracioja is jelentds csOkkenést mutatott az antibiotikum kezelést kovetden, ami
megerdsiti a kozelmultban a szakirodalom &ltal leirt eredményeket, miszerint az eldgazo
szénlancu telitett zsirsavak a fehérjék bakteridlis lebomlasabdl szarmaznak. A cMUFAs
tobbsége a koncentracidé meghatarozdsa soran szintén nagyfoku siillyedést mutatott az
antibiotikum kezelés utan, ezért feltételezziik, hogy a Gl mikrobiom donté szerepet tolt be e
zsirsavak termelésében. Az analizisben részt vevé n-3 PUFAs és n-6 PUFAS csoportba tartozo
legtobb zsirsav esetében azonban nem detektaltunk koncentracidesést az antibiotikum kezelést
kovetden, ez pedig szintén egybeesik a szakirodalomban leirtakkal, mely szerint ezekbe a
csoportokba tartozo zsirsavaknak a mennyisége szoros 0sszefliggést mutat a taplalékkal torténd
bevitellel. Ujabb tanulmanyok azt valészintisitik hogy a C20:2n-6 és a C20:3n-6 mennyiségével
Osszefliggést mutat a mikrobiom. Vizsgélataink sordn e két zsirsav mennyisége jelentdsen
lecsokkent az antibiotikum kezelést kdvetden, ezért azt az elképzelést, mely szerint a GI
baktériumok fontos reguldtorai a C20:2n-6 ¢és C20:3n-6 zsirsavak termelddésének
eredményeink részben szintén bizonyitjak.

Bizonyos probiotikus hatasu baktériumfajokbol all6 keverék adasanak hatasat is szerettiik
volna megvizsgélni a zsirsav spektrumra vetitve és eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy
az antibiotikum kezelést kdvetden a rovid, 2 héten at tarté probiotikum ktra képes volt ujra
elinditani a baktérium populédciok terjedését €s ennek kovetkeztében pedig szamos zsirsav
vizsgalt zsirsav, antibiotikum kezelést kovetkeztében modosult koncentracids szintjét
helyreallitani a kezelés eldtti allapothoz, ezért feltételezziik, hogy ezekben az esetekben mas
baktériumfajok, vagy tovabbi mikrobidlis kolcsonhatasoknak a megléte elengedhetetlen e
zsirsavak termelédésében, ilyen példaul a C6:0, C10:0, C11:0, C16:1n-9 és C16:1n-7. Azonban
az antibiotikum kezelést kovetd probiotikum keverék alkalmazésa azon zsirsavak tobbségében,
el6tti szinthez. Azonban jelenleg azt nem tudjuk, hogy pontosan melyik baktériumtorzsek
képesek elballitani ezeket a zsirsavakat, de az eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a
probiotikum keverékben talalhatd torzseknek dontd szerepe van ezeknek a zsirsavaknak

(eldgazo szénlancu telitett zsirsavak és a legtobb telitett zsirsav, emellett szdmos cMUFAs) a
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termelddésében, ezért ha ezeket a torzseket az antibiotikum kezelést kovet6en alkalmazzuk,
akkor a székletbdl nyert részletes zsirsavspektrumnak a jelentds mennyiséget helyre tudjuk
allitani.

Mivel nemcsak az abszolit koncentraciok, hanem a zsirsavak egymashoz viszonyitott
tomegszazalékos aranya is fontos informacioval szolgdl, ezért hangsulyt fektettiink a
tomegszazalékos aranyok meghatarozasara. Mig az antibiotikum kezelés kovetkeztében
jelentds eltéréseket detektaltunk a tomegszazalékos aranyok vizsgalata soran, addig a
probiotikum kura utan ezeknek az aranyoknak a visszarendezddését tapasztaltuk. Tekintettel
arra, hogy a tOmegszazalék a zsirsavak egymdashoz viszonyitott ardnyat mutatja meg, igy a
probiotikum keverék adagolasat kovetden eredményeink azt demonstraljak, hogy a legtobb
aranyanak normalizal6daséhoz is.

A vizsgalatban résztvevo allatok ugyanazt a meghatarozott zsirsavosszetétell ragesaldtapot
kaptak a kisérlet soran, ezért a tapban talalhato zsirsavaknak a kezelések sordn bekovetkezo
valtozasait is nyomon tudtuk kovetni az egyes mintavételi idOpontokban. A C18:2n-6
kivételével a tapban eléforduld Osszes zsirsavnak csokkent a koncentracidja az antibiotikum
kezelést kovetd idOpontban és az ezt kovetd probiotikum kezelés ismét visszadllitotta e
zsirsavak mennyiségét. Az a tény, hogy a folyamatos, taplalékkal bejutatott zsirsavak dontd
tobbségének valtozik a mennyisége a bélflorat modositod kezelések kovetkeztében egy fontos
bizonyitékként szolgal arra, hogy a vizsgalataink sordn elemzett zsirsavak, melyeknek a
mennyisége az antibiotikum hatdsara megvaltozott €s a probiotikum kezelést kovetden
visszatért a Gl rendszerben jelenlévo baktériumoknak kdszonhetd és nem annak, hogy kiilséleg,

a taplalkozas soran keriilnek az emésztérendszerbe.
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VI. Osszefoglalas

Az értekezés egyik f6 céljanak vizsgalata soran kapott eredményeink megerdsitik, hogy a
feln6tt korban torténd széles spektrumu antibiotikum kezelés a VPA autizmus allatmodellben
megjelend antiszocidlis viselkedéshez hasonld magatartéast valt ki. Legjobb tudomésunk szerint
ezek az eredmények az els6k a szakirodalomban, melyek alatamasztjak, hogy specifikus,
probiotikus hatdsu baktériumfajok keverékébdl allo készitmény képes helyredllitani a normal
szocialis viselkedéstol eltérd tarsas magatartasi mintazatokat mind a kettd vizsgalt allatmodell
esetében. Feltételezziik, hogy a probiotikum keverékiink egy kozos, nem a révid szénlanca
zsirsavak modositasan keresztiili utvonalon fejtette ki jotékony hatdsat mindkét modell
esetében, fliggetleniil attol, hogy az antibiotikum kezelés a bélflora jelentds lecsokkentésének
kovetkeztében a  mikrobiom-bél-agy tengely mentén megjelend modosulasok
eredményeképpen valtotta ki az antiszocialis viselkedést, mig a VPA allatmodell, mely egy
fejlodési modell teljesen masik Gtvonalon okozta ugyanezt a magatartast. Mindezek alapjan
Kutatasaink eredményei megerdsiteni latszanak azt a hipotézist, miszerint a GI mikrobiom
homeosztatikus egyensulya jelentdsen befolyasolja a kozponti idegrendszer miikodését és ezen

beliil a szocialis magatartast is.

Az értekezés masik f6 kérdéscsoportjanak vizsgalati eredményei ugyancsak az elsdk kozé
tartoznak, melyek feltarjak a GI mikrobiom felnétt korban torténd modositasanak a részletes
zsirsav spektrumra gyakorolt hatasat. Eredményeink kimutattdk, hogy a rovid szénlancu
zsirsavakon kiviil szdmos mas telitett €s telitetlen zsirsav termelésében is kulcs szerepiik lehet
az intesztinalis rendszer baktériumainak. A mar bizonyitottan baktériumok altal termelt transz
¢és elagazd szénlancu telitett zsirsavak megerdsitése mellett eredményeink kozvetett modon
igazoltak, hogy a feltételezésekkel ellentétben nem csak a paratlan-, hanem a paros telitett
szénlancu zsirsavak tobbségének termelésében is dontd szerepet téltenek be a GI baktériumok.
Eredményeink ramutatnak, hogy a széles spektrumu antibiotikum kezelés jelentdsen csokkenti
a székletben mérhetd zsirsavak mennyiségét, azonban az ezt kdvetd specifikus probiotikus
baktériumfajokbol allo kezelés képes helyredllitani a zsirsav spektrum relevans hanyadat.
Emellett eredményeink felhivjak a figyelmet a GI mikrobiom jelentsebb szerepére a zsirsavak
termelésében ¢és egy Ujfajta megkozelitést nyujthatnak a zsirsavak aranyanak €s mennyiségének

megvaltozasabol eredd rendellenességek kezelésére.

Osszességében az eredmények fontos bizonyitékot szolgéltatnak arrél, hogy a GI mikrobiom

modulédlasanak jelentés befolydsold hatisa van a zsirsavak mennyiségi ¢és mindségi
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Osszetételére és a szocidlis magatartdsmintazatokra, mint azt kordbban gondoltdk. Tovabba
kiilonféle specifikus probiotikus hatasii baktériumfajok kombinacidi képesek hatékonyan
helyreéllitani a diszbidzis kovetkeztében kialakuld zsirsav Osszetételbeli elvaltozasokat és
emellett a szocialis viselkedésben megjelend zavarok enyhitésében is hatékonynak

bizonyulhatnak.

Reményeink szerint vizsgalataink hozzajarulhatnak a Gl mikrobiom komplex, szerteagazo
szabalyozasi rendszerének részletesebb megismeréséhez, s a jovOben Uj, a zsirsavak
Osszetételének megvaltozasabol eredd rendellenességek és az autizmus spektrum zavarban

jelenlévo szocialis viselkedési zavarok gyogyitasat célzé 1j terapias eljarasok kidolgozasahoz.
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