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Roviditések jegyzéke

ABX: antibiotikum kezelt csoport

ABx+probiotikum: antibiotikum és probiotikum kezelt csoport
ADHD: figyelemhianyos hiperaktivitas zavar

ALA: alfa-linolénsav/18:3n-3

amu: atomi tomegegység

ANOVA: varianciaanalizis

ASD: autizmus spektrum zavar

CLA: konjugalt linolsav

CMUFAS: egyszeresen telitetlen cisz-zsirsavak

C-VPA: kontroll valproat kezelt csoport

DHA: dokozahexaénsav

EPA: eikozapentaénsav

FAMEs: zsirsav metil-észterek

GABA: gamma-amino-vajsav

GC-MS: gazkromatografia-tomegspektrometria

Gl: gasztrointesztinalis

HDAC: hiszton deacetildz

HPA: hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg

IQR: interkvartilis terjedelem (interquartile range)

KIR: kozponti idegrendszer

kontroll: kontroll csoport

LA: linolsav/18:2n-6

LC PUFAs: hosszu szénlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak
LiCl: litium-klorid

MDD: sulyos depresszids zavar

MUFAS: egyszeresen telitetlen zsirsavak

NMDA: N-metil-D-aszparaginsav

PC: fékomponensek

PCA: fékomponens analizis (Principal Component Analysis)
probiotikum: probiotikum kezelt csoport

PUFAS: tobbszorosen telitetlen zsirsavak



P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport

rpm: fordulatszam/perc

S.E.M.: mintabdl szamitott standard hiba (standard error of the mean)
SAT: telitett zsirsavak

SCFAs: rovid szénlancu zsirsavak

short SAT: rovid szénlancu telitett zsirsavak

TFA: transz-zsirsavak

tomeg%: zsirsavak tomegszazalékos aranya

Wnt: wingless-type protein



|. Bevezeto

A gasztrointesztinalis rendszer mikrobiom Osszetételének karosodasaval napjainkban
egyre tobbszor talalkozunk, egyrészt kozponti idegrendszert érinté bizonyos mentalis
zavarokat (sulyos depresszids zavar, autizmus spektrum zavar, Alzheimer-kor, stb.)
kapcsan, masrészt egyre fokozodo, tarsadalmi, egészségiigyi ellatast befolyasold hatasa
okan. Ezek a korformak egyre szélesebb rétegeket és korosztalyokat érintenek, s altalanos
jellemz6jiikként megéllapithatd, hogy kezelésiikben dontden nem kauzélis, hanem csak
tiineti eljarasok alkalmazhatéak. Kutatasainkat arra a hipotézisre alapozzuk, hogy a
bélmikrobiom nem csak a periférias funkciok, hanem a kozponti idegrendszeri
mikodések szabalyozasaban is jelentds szerepet jatszik, és ennek kovetkeztében a
magatartasra IS hatast tud gyakorolni. Az intesztinalis mikrobiom, vagyis a
bélrendszerben fellelhetd kommenzalista, szimbionta és patogén mikroorganizmusok
kozosségének az Osszetétele és egyenstlya kulcsfontossdgu szerepet tolt be a szervezet
fiziologias miikodésében. Ezt az is alatamasztja, hogy e komplex rendszer egyensulyanak
a megbomlasa periféridasan ¢és centralisan IS megnyilvanulé organizmikus
elvaltozasokhoz vezet. Jelen kisérletsorozatunk a bélbaktériumok modositasa
kovetkeztében megjelend szocidlis magatartasbeli zavarokat el6idézd, tovabba és a
zsirsav spektrumra gyakorolt hatdsanak a vizsgalatara irdnyul.

PhD tanulmanyaim alatt végzett munkank egyik f6 célja az volt, hogy Wistar-
patkanyok intesztinalis mikrobiomjat felndtt korban széles spektrumi antibiotikumok
elegyével, valamint probiotikum keverék segitségével modositsuk és ennek nyoman
tanulmanyozzuk székletbdl a bélflora részletes zsirsav spektrumra gyakorolt hatdsat.

A programunk masik f6 fokuszaban a bélbaktériumok sokrétli, viselkedést
befolyasold szerepének jobb megértését célzd vizsgalatok voltak, ennek nyoméan a
mikrobiom mddositasa kovetkeztében megfigyelhetd szocidlis magatartdsmintazatokat
elemeztiik és Osszehasonlitottuk ezeket egy olyan autizmus allatmodellben észlelhetd
tiinetekkel, mely modell mindharom validitasi kritériumnak leginkabb megfelel. A fent
emlitetteken t0l, vizsgalataink soran kitértiink a rovid szénlanct zsirsavak és a szocialis

viselkedés kapcsolatanak tisztazasara is.



1. Irodalmi hattér

I1.1. Autizmus spektrum zavar (ASD)

11.1.1. Jellemzo0i és kezelése

Az autizmus spektrum zavar komplex idegrendszeri fejlddési rendellenesség,
melynek prevalencidja napjainkban szignifikansan novekszik, ma mar a gyermekek tobb
mint 1 %-at érinti. [1]. Az ASD soran sériilnek a szocialis és kognitiv funkciok, emellett
kiilonb6z6 sztereotip motoros mozgasmintazatok is megjelennek [2]. E harom f6
szimptoma mellett mas pszichologiai és neurologiai tiinetekkel is jellemzett
megbetegedésekkel, mint példaul a figyelemhianyos hiperaktivitas zavar (ADHD), az
epilepszia, a szorongas és a stlyos depresszios zavar (MDD) [2-4] ugyancsak gyakran
talalkozunk. Az ASD esetében a gasztrointesztinalis (GI) tiinetek megjelenésének
prevalenciaja is magasabb, ilyen tiinetek koz¢ tartozhat a konstipacié vagy a hasmenés, a
reflux, az alhasi diszkomfort érzés [5], tovabba az irritabilis bél szindroma, de mas GI
rendszerhez kapcsolodo koros allapotok megjelenési aranya is gyakoribb [6, 7].
szabalyozasban fontos szerepet jatszo prefrontalis kéregben, a tanulasi és memoria
folyamatokért felelés hippocampus kiillonb6z6é szegmenseiben, vagy akar a szocialis
magatartas szabalyozasaban az egyik meghatarozo agyteriileten az amygdalaban szintén
megfigyeltek az egészségesekben tapasztalhatotol jelentds eltéréseket a neuronok
szamaban és méretében egyarant [8-10]. Emellett, a hippocampus esetében nem csak
strukturalis (atipikus méret €s forma, neuronalis elrendezddés), de funkcionalis eltérések
is detektaltak az ASD esetében [11]. Az ASD soran megjelend megannyi tiinet koziil
mégis a betegek szamara a legnagyobb nehézséget okozo, és a beteg egész életét végig
kisérd elvaltozasok a szocialis készségekkel Osszefiiggd zavarok: ide sorolhatok a
szocidlis kommunikacidt €érinté hianyossagok, a tarsas interakciok kialakitasanak és
fenntartasanak nehézségei, a csokkent szocialis motivaciod, a szocialis készségek zavara
¢és az interakcios prioritasok korlatozott felismerése [12, 13]. Az ASD diagnozisanak
felallitasa is ezen f6 szimptomak meglétén alapul a DSM-5 diagnosztikai klasszifikacios
rendszer alkalmazasa soran, ennek megfeleléen kulcsfontossagu a tartos deficit megléte

a szocialis kommunikacidban és szocialis interakciokban, valamint a sztereotip, repetitiv



motoros mintazatok megjelenése a viselkedésben, érdeklédésben és aktivitasban egyarant
[14].

A terapias megkozelitések egyik alapvet6 eleme az ASD-vel diagnosztizalt paciensek
esetében a szocialis készségeket erdsitd kezelési modok kidolgozasa [15]. A jelenlegi,
megoldast igéré eljarasok kozé tartoznak a kiillonbozd, Kognitiv viselkedést erdsitd
terapias eszkozok, a Szocidlis €és kommunikacids készségek fejlesztése, a csaladtagok
tamogatasa ¢s segitsége, illetve a virtualis valdésag és a humanoid robotok segitségével
torténd szocialis tréningek [16, 17].

Az ASD-s beteg allapotat, viselkedését intenziv fejlesztéssel javitd tapasztalatokkal
szemben alldan, néhany Gjabban kozolt tanulmany [2, 18] igéretes eredményei ellenére
jelenlegi tuddsunk szerint a betegség nem gyogyithatd és célzott gyogyszeres terdpiara

sincs lehetdség a 6 kortiinetek kezelésében.

[1.1.2. Valproat indukalta ASD allatmodell

Az allatkisérletes vizsgalatokbol szarmazé eredmények modot teremtenek az ASD
korfolyamatainak jobb megértésére, mivel lehetévé teszik a betegség molekularis és
idegrendszeri valtozasainak feltarasat és monitorozasat, potencialis rizikofaktorok
vizsgalatat, és mindezeken tilmenden donté jelentdségiiek 1) terapias kezelések,
gyogyszerek kifejlesztésében, tesztelésében. A fentiekre tekintettel
megkérddjelezhetetlen mennyire alapvetdé fontossdgiiak, az ASD esetében is, a jol
transzlalhato allatkisérletes modellek. llyenek pedig ismertek a szakirodalomban. Az

eredményes modszerek koz¢ tartoznak az ASD kialakulasaval osszefliggésben allo gének

crer

20].

Az allatmodelleket 3 wvaliditasi kritérium szerint kell értékelni, és ezeknek
megfelelden a valproat indukalta ASD allatmodell az egyik leggyakrabban hasznalt €s
mindharom kritériumot tekintve a leginkabb alkalmas modell a betegség vizsgalatara [21,
22].

1. Az els6 validitasi kritérium a konstrukcios validitas, mely esetben a modellnek
tiineteket kell produkalnia, ha a betegség hatterében allo rizikdfaktoroknak tessziik

ki az egyedet. Megallapithato, hogy a valproat indukalta ASD modell hatékonyan

crer



2. A masodik, a fenomenoldgiai validitasi kritérium alapjan a modellnek mutatnia kell
a human betegség soran detektalt fobb tiineteket, azaz a szocialis deficitet és a
repetitiv mozgasi, illetve viselkedési mintazatokat. A valproat modell esetében az
eljaras egyszertisége mellett is feltling e jellemzok erdteljes érvényesiilése.

3. A harmadik kritérium a prediktiv validitas, a legnehezebben azonosithat6 az ASD
allatmodellekben. Itt 1ényegében arr6l van sz, hogy az emberben sikeresen
alkalmazott terapias eljarasokkal pozitiv esetben a modellben megjelend tiinetek is
effektiven gyengithetdk, azaz a kezelt egyed allapota javithato, bizonysagat adva
annak, hogy a modell a jovébeli kezelések tesztelésére is hatékonyan alkalmazhato
lesz [21, 22].

A valprodt indukélta ASD dallatmodell 1étrehozasa sordn prenatdlis korban mar
egyetlen valproat expozicio is elegendd, hogy az utddban élethosszig tartd viselkedési
valtozasok kovetkezzenek be. A valproat eredetileg egy 8 szénatomos elagazé szénlancu
zsirsav, amelyet antiepileptikumként hasznalnak a klinikumban, s amelyrél azonban
hamarosan kideriilt, hogy terhességben valé alkalmazasa soran az utédban autizmus
spektrum zavarra jellemz6 koros viselkedésmintazatok alakulnak ki. Ezen megfigyelés
alapjan jott 1étre az ASD allatmodell, a megfeleld gesztacios idészakban végzett egyszeri,
hatasos dozisti valproat injekcid6 nyoman kialakithatdé a wvalproat indukalta ASD
allatmodell [23, 24]. A valproat hatasmechanizmusat tekintve nem szelektiv hiszton
deacetilaz (HDAC) inhibitor, azaz a pozitiv elektromos t6ltéseket novelve csokkenti a
géntranszkripciot, igy a kozponti idegrendszer embrionalis fejlédése soran a kritikus
idészakban adva hozzajarul az ASD patogenezisének kialakitasahoz. Mindemellett a
valproat expozicio emelheti a GABA (gamma-amino-vajsav) szintet a kozponti
idegrendszerben és szabalyozhatja a Wnt (Wingless-type protein) jelatviteli utvonalat is
[23, 25, 26].

I1.2. Gasztrointesztinalis (GI) mikrobiom

Napjainkra mar teljesen egyértelmi tényként fogadjuk el, hogy a gasztrointesztinalis
traktus mikroba flordjanak, a testiinkben jelen 1évd diverz kommenzalista, szimbionta €s
patogén mikroorganizmusok alkotta komplex okologiai rendszernek az Osszetétele és
egyensulya meghatarozo elemei a szervezet fiziologias mitkodésének. A GI mikrobiom
kozel 10 billid6 baktériumot tartalmaz, melyek eloszlasa nem egyenletes, a disztalis

szakaszon joval tobb mikroorganizmus él, mint a proximalis részen [27, 28]. Jelenlegi

8



tudasunk szerint a mikroba kolonizacio sziilés soran kezd kialakulni, majd az é¢letkorral
folyamatosan véltozik, de felndtt korra egy viszonylag stabil és alland6 mikrobiom
Osszetétel alakul ki [29]. A human szervezetben megtalalhaté {6 torzsek a Firmicutes 38-
60%, Bacteroidetes 15-27%, Actinobacteria 8-15%, Verrucomicrobia 1-2%,
Proteobacteria 1-2% ¢s Methanobacteria 1%, melyeknek az Osszetétele és aranya
kiilonbozo, részben kdrnyezeti tényezdk (étkezés, foldrajzi teriileti adottsagok, stressz,
kiilonféle betegségek, gydgyszeres behatasok) fliggvényében valtozhat. A mikrobiom
jellemzok altalanos jelent6ségét tamasztja ala az a tény, hogy mas emlésok esetében is

foként ezek a torzsek, hasonld aranyban alkotjak a bélflora lenagyobb részét [27, 29-31].

[1.2.1. A gasztrointesztinalis mikrobiom fizioldgias szerepe

A Gl mikrobiom és a gazdaszervezet kozott tobb szintes kommunikécio zajlik,
léteznek lokalis hatasok, ahol a GI traktusban jelenlévé mikrobdk reagalnak a helyi
kornyezetre és annak valtozasaira, ezen tilmenden az egész GI traktus és a mikrobiom
kozott is tetten érheté informacio csere, de emellett fellelhet6 egy kétiranyt, egymasra
kolcsondsen hatd kapcsolati rendszer is a GI traktus mikrobai és az egész szervezet
kozott. Mara széles korben elfogadott nomenklaturaval ezt a bidirekcionalis iranyultsaga,
a kozponti idegrendszer altal kontrollalt kapcsolati rendszert hivjuk mikrobiom-bél-agy
tengelynek [30, 32].

A Gl traktus baktériumainak nagy része, fermentacidos folyamataik révén, a
bélrendszerben 1év6 anaerob kornyezetnek €s a rostban gazdag szubsztatok (celluldz,
pektin, inulin, magas amil6z tartalmi keményitd, nyéalkahartya-glikatok) meglétének
koszonhetden tevékeny részt vallal az anyageserefolyamatokban és az energiacserében
[27]. Ezeket a szubsztatokat a GI rendszerben nagy mennyiségben jelenlévé Firmicutes
¢és Bacteroides torzs legtobb tagja képes fermentalni, és ennek kovetkeztében rovid
szénlancu zsirsavak keletkeznek, melyek becslések szerint akar a szervezet sziikséges
kaldria mennyiségének 5-15%-at biztositjak [27, 33]. Amellett, hogy az energiacserében
a Gl mikrobiom kiemelten fontos, dontd szerepet jatszik bizonyos tapanyagok és
vitaminok szintézisében is. A bélbaktériumok jelentds mennyisége képes szintetizalni a
legtobb vizben oldodo B vitamint (biotin, kobalamin, folsav, nikotinsav, pantoténsav,
piridoxin, riboflavin, tiamin) és a K vitamint is, azonban a szervezet ezeket mar csak a

vastagbélbdl tudja felvenni [34, 35].



A mikrobiom az immunfunkciokban is fontos szerepet tolt be, lokalisan képes a GI
barrier  integritdsat szabalyozni, tovabba részt vesz a  bélnyalkahartya
immunfolyamataiban. A GI barrier kozponti feladatot lat el a patogénékkel szembeni
fizikai, kémiai és immunologiai védekezésben is, és azt szintén kimutattak, hogy a
bélflora aktiv szerepet tolt be a bélnyadlkahartya permeabilitdsanak szabalydzasaban,
illetve eldsegiti a nyakréteg fenntartasat [36]. Ma mar azt is tudjuk, hogy a GI mikrobiom
a fenticken talmenden az antimikrobialis molekulak felszabaditasaban is érintett [37].
Mikroba asszocialt molekularis mintazatok és kiilonb6z6 intracellularis jelatviteli
kaszkadok segitségével képes kivaltani bizonyos immunmodulalé anyagok expresszidjat,
melyek a nyalkahartya gyulladasat eredményezik, és hozzajarulnak a velesziiletett és
szerzett immunfolyamatok tovabbi aktivitasahoz [38]. A GI mikrobiom jelentGsége igy
tetten érheté az immunrendszer szabalyozo miikodéseiében. Ujabb kutatasok arra is
ramutattak, hogy a GI mikrobiom a megfelel6 immunsejt differenciacié kialakitasaban
szintén nélkiilozhetetlen [38, 39]. Napjainkban is zajlo sajatos kutatasok pedig a cirkadian
ritmus ¢€s az intesztinalis baktériumok valtozasa kozott is egyre nagyobb szdmban talaltak
Osszefiiggéseket [40].

Kiils6 kornyezeti tényezok hatdsara (étkezés valtozdsa, stressz, gyodgyszeres
behatasok, stb.), vagy akar a szervezeten beliili elvaltozasok (kiilonféle betegségek)
kovetkezményeként a mikrobiom kvalitativ és kvantitativ osszetételében modosulasok
kovetkeznek be, ezzel pedig a Gl mikroba populacio karosodasa tigynevezett diszbiozisa
1ép fel [41]. Mivel a GI mikrobiom szamos fiziologias miikodés szabalyozasaban szerepet
jatszik, ezért a bélflora megvaltozésa ezekre az élettani folyamatokra természetesen
hatassal van. A problémakdrt a masik oldalrél megkozelitve az is megfigyelhetd, hogy
szamos korfolyamat esetében megjelenik a diszbidzis, tobbek kozott kiilonbozd
metabolikus rendellenességek, gyomor €s bélrendszert érintd megbetegedések, diabétesz
¢és elhizas esetében egyarant [42-45]. Az ¢ téren tett megfigyelések kiilonosen fontos
hozadéka annak felismerése, hogy nem csak a periférian megjelend betegségek esetében,
hanem centralisan, a kdzponti idegrendszert érintd korfolyamatok soran is megjelenik a
bélflora egyenstly- és Osszetételbeli elvaltozasa [46].

A gasztrointesztinalis traktus mikroba populéciodja jelentds szerepet jatszik a kozponti
idegrendszer (KIR) mitkkddésében és a viselkedés modulalasaban is [47]. A mikrobiom-
bél-agy tengelynek a meglétét a kétezres évek elsé felében sikertilt igazolni, igy ma mar
egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy a kozponti idegrendszer és a Gl mikrobiom kozott

kétirany kapcsolat van [32]. A pontos mechanizmusa azonban a mikrobiom ¢és a KIR
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kommunikaciojanak még nem teljesen tisztazott, de 5 f6 atvonal ismert, melyen keresztiil

az intesztinalis mikrobiom képes befolyasolni a kozponti idegrendszer mukddését és

ennek hatasa révén a viselkedést [48].

1.

Az egyik utvonal az immunfolyamatok szabalyozasa révén lehetséges. Ebben az
esetben a gasztrointesztinalis barrieren atjutott baktériumok, illetve endotoxinok
aktivalni tudjak az immunrendszert, és igy hatassal vannak a gyulladaskeltd
citokinekre, melyek mennyiségét megemelik, ezek a citokinek pedig atjutva a
vér-agy gaton a KIR idegsejtjeire is hatast gyakorolnak és ennek kovetkeztében
mikroglia aktivaciot tudnak indukalni [47, 49, 50].

Egy kovetkezé tutvonal a kiilonb6z0 neurotranszmitterek és bélhormonok
szintézisének szabalyozasan keresztiil valosul meg [51]. A GI traktus baktériumai
képesek fermentacid révén rovid szénlanch zsirsavak (SCFAS) termelésére, és
ezek a zsirsavak pedig az enteroendokrin sejtek receptoraihoz tudnak kapcsolddni
¢és ennek révén szamos kiilonféle bélhormon szintézisét befolyasolni [52, 53].
Emellett bizonyos baktériumfajok képesek onmagukban is szintetizalni sokféle
neurotranszmittereket (szerotonin, noradrenalin, dopamin, hisztamin, acetilkolin,
GABA [54].

A rovid szénlanch zsirsavaknak tovabba epigenetikus modosito hatasuk is van,
igy e tulajdonsaguknak kdszonhetden Szintén lényeges szereppel rendelkeznek a
mikrobiom-bél-agy tengely kommunikacidjaban, ugyanis képesek valtozasokat
indukalni a transzkripcids folyamatokban [55, 56].

Egy 0jabb lehetséges utvonal a GI traktust és a kozponti idegrendszert 6sszektd
bolygodideg (nervus vagus), mely kozvetlen Gtvonalat biztosit a mikrobdk altal
létrehozott kiilonbozo szignalok terjedésére [57, 58].

Az 6todik tvonal a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely
stresszre adott valaszmechanizmusanak modulalasaban rejlik [48]. Ez egy szoros,
kétiranyu kapcsolat, mely soran a stressz kvalitativ és kvantitativ valtozasokat
idéz el6 a mikrobiom Okoszisztémdjaban, ennek kovetkeztében a
mikoorganizmusok altal termelt anyagok szintjén is kialakul egy valtozas, és ezek
a modosuldasok a HPA tengely aktivaciojanak szabalyozdsa révén fejtik ki

hatasukat [59].

A kétiranyt kapcsolat és jelenlegi tudasunk révén, ma mar egyre inkabb azt

feltételezik, hogy a GI mikrobiom diszbidzisa és a kdzponti idegrendszert érintd

neurologiai betegségek szoros Osszefliggésben allnak egymassal. Az elmult években
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szamos kutatas igazolta, hogy a mikroba dsszetétel jelentds eltéréseket mutat torzs €s akar
csalad szinten is bizonyos neuroldgiai korfolyamatok esetében, mint a Parkinson-kor
vagy az Alzheimer-kér, emellett egyre tobb bizonyiték tamasztja ala az intesztinalis
mikrobiom jelent6s szerepét kiilonboz6 kozponti idegrendszert érint6 rendellenességek

kialakulasaban, tiineteinek stilyosbodasaval [60, 61].

11.2.2. Az ASD és a mikrobiom kapcsolata

Napjainkban egyre tobb bizonyiték timasztja ala, hogy az intesztinalis mikrobiomnak
a kiilonb6zé neuropszichiatriai, fejlédésneuroldgiai és neurodegenerativ betegségek
kialakulasaban és tiineteineck megjelenésében kiemelkedé szerepe van [62, 63].
Hasonléan mas neuropszichidtriai betegségekhez, az autizmus spektrum zavar esetében
Is megfigyelheté a gyomor-bélrendszeri tiinetek (konstipacio, hasmenés, reflux, alhasi
diszkomfort érzés) gyakoribb eldfordulésa, az irritabilis bél szindroma és mas GI kapcsolt
betegségek magasabb prevalenciaja [64-66]. Emellett az erre iranyuld kutatasok Szoros
korrelaciot mutattak ki az ASD tiineteinek sulyossaga és a GI diszfunkcié mértéke kozott
gyermekekben tortént vizsgalatok soran [67].

Autizmus spektrum zavarban a mikroba profil megvaltozasa is megfigyelhetd, mely
allapotra nem csak a megemelkedett mikroba szam jellemz6, hanem ezzel egyiitt a
diverzitas csokkenése is, ami kedvezd lehetdséget biztosit a karos baktériumok
tulszaporodasara, ennek nyoman a mar megjelend tiinetek sulyosbodasara [68]. Egyik
jellemz6 valtozas a Clostridium nemzetség tagjainak megemelkedett abundanciaja [64].
Emellett valtozasok detektalhatok a Bacteroidetes/Firmicutes torzsek ¢és bizonyos
nemzetségek  tagjainak  (Lactobacillus, = Caloramator,  Alistipes, Sarcina,
Enterobacteriaceae, Desulfovibrio) egymashoz viszonyitott aranyaban, tovabba egyes
torzsek kvantitativ valtozasai is jellemzéen megfigyelhetéek [68-70]. Jellemz6
nemzetség szintli valtozasok kozott tartjuk szamon a Prevotella, Coprococcus és
Veilonellaceae nemzetség abundanciajanak csokkenését, illetve a Sutterella és
Ruminococcus torques nemzetségek emelkedését [69, 71, 72]. A mikrobak mennyiségi
és mindségi valtozasa mellett értelemszeriien az altaluk termelt anyagokban is eltérések
figyelhetok meg, tobbek kozott a rovid szénlancu zsirsavak esetében kutatasok igazoltak,
hogy az ASD betegek faeces mintaiban jellemzéen megemelkedik a proprionat
mennyisége [73]. Emellett gyakran megfigyelhetd a hiperszerotoninémia fennallasa,

melynek mértéke Osszefiigg a GI tiinetek intenzitasaval [74].
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Az ASD és a GI mikrobiom kozotti kdlcsonkapesolat meglétére fontos bizonyitékot
jelentenek a csiramentes allatokon végzett kisérletek, melyek soran csiramentes egerekbe
Osszetétel valtozasanak koszonhetben az allatok ASD-re jellemzd viselkedést kezdtek
mutatni, s emellett valtozasokat detektaltak a triptofan- szerotonin anyagcserében is [75].
A Gl mikrobiom ASD patogenezisében vald érintettségének tovabbi bizonyitékai a
kiilonb6zé mikrobiom modositasok révén megjelend eltérések az ASD tiineteiben.
Kiilonféle probiotikum készitmények, bizonyos diétak, antibiotikumok alkalmazasa és
sz€klet transzplantacids kezelések szamottevd eredményeket értek el a GI tlinetek
enyhitésében, azonban a jovében még szamos vizsgalat sziikséges ahhoz, hogy ezeket az
eredményeket egyértelmiien igazolni lehessen [76, 77].

Az antibiotikumokhoz kétheté mikrobiom modosulas és az ASD kapcsolatat elemz6
ujabb vizsgalatok soran megfigyelték, hogy az ASD kialakulasanak kockazatat a
kisgyermekkori antibiotikum kitettség enyhén novelte [78, 79]. Mindazonaltal, a jelenleg
rendelkezésre allo adatok tobbsége, nem tamasztja ala azt az elképzelést, mely szerint a
kozvetlen pre-, vagy posztnatalis korban torténé antibiotikum-expozici6 valoban az egyik
regularis kockazati tényez6 lenne az ASD kialakulasaban [80]. Mindezeknek
koszonhetden tobb hipotézis is 1étezik, melyek az ASD ¢és a bélflora kozotti kapcsolat
lehetséges mechanizmusat probaljak megvildgitani, tovabba azt a nézetet alatdmasztani,
mely szerint a korfolyamat egyik lehetséges kiinduldsi pontja a GI mikrobiom

megvaltozasaiban keresendd.

11.2.3. A mikrobiom moédositasanak eszkodzei

A GI mikrobiom mindségi és mennyiségi Osszetétele fiatal korban még sokkal
fluktualobb és instabilabb, mint felnétt korban, amikor mar viszonylag stabil és alland6 a
mikrobiom ko6zosség [29]. Az is igaz azonban, hogy kiilonféle kezelések hatasara a
bélflora Gsszetételében jelentds valtozasokat tudunk elérni felndtt korban is, s ennek
fontos szerepe lehet a kiilonbozo korfolyamatok terapias megkdzelitésében. A mikrobiom
modosulasat kiilonféle modszerekkel befolyasolhatjuk, tobbek kozott az étrend
megvaltoztatasaval, probiotikumokkal (olyan él6 mikroorganizmusokkal, melyek a
szervezet szamara jotékony hatassal birnak), prebiotikumokkal (olyan, a szervezet
szamara nem emészthetd élelmiszer Osszetevok, melyek szelektiven képesek stimulalni

bizonyos baktériumoknak a szaporodasat és aktivitasat), szimbiotikumokkal
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(probiotikumok ¢és prebiotikumok egyiittes jelenléte), posztbiotikumokkal (jotékony
hatast mikroorganizmusok anyagcsere termékei vagy alkotorészei), antibiotikumokkal és
sz€klettranszplantacioval [30, 81]. Az alabbiakban a kutatasaim soran figyelembe vett

modositod eszkozoket veszem sorra, melyeket kisérletes formaban is alkalmaztunk.

11.2.3.1. Antibiotikumok

Napjainkban vilagszerte egyre nagyobb az antibiotikumok hasznalata, mely nem csak
a kiilonboz6 antibiotikum-rezisztens torzsek kialakuldsa miatt jelent egyre nagyobb
veszélyt, hanem jelentésen befolyasolja a bélflora egyensulyat is, mely diszbidzishoz
vezet. Az antibiotikum kezelés ugyanakkor egy hasznos eszkozt és egy 0 vizsgalati
modszert adott a mikrobiom-bél-agy tengely miikodésének jobb megértéséhez, emellett
jO lehetdséggel szolgal az antibiotikum kitettség (mint kdrnyezeti faktor) és kiilonboz6
korfolyamatok (mint az ASD-t 1étrehozok) kapcsolatanak részletesebb feltarasahoz [80].
Tobb kutatas szamolt be arr6l, hogy az antibiotikumok segitségével torténd bélflora
modositdas komplex egyenstlybeli elvaltozdsokat hoz létre a GI mikrobiom
kozosségeében, mely végsd soron befolyasolja a kozponti idegrendszer miitkodését €s a
viselkedésben eltéréseket tud indukalni a mikrobiom-bél-agy tengely mentén [79, 80, 82].

Az antibiotikumokkal torténd kezelések kifejezetten az intesztinalis baktériumok
mennyiségi €s mindségi Osszetételét valtoztatjadk meg, anélkiil, hogy direkt hatdst
fejtenének ki a zsirsavak Osszetételére [83], mely jo lehet6séget biztosit a baktériumok
altal termelt anyagok (zsirsavak, fehérjék) vizsgalatara is. Az antibiotikumok tipusatol,
alkalmazott d6zisatdl, az expozici6 iddtartamatol és az alkalmazas alatti életszakasztol
fliggden kiilonbozé mikrobialis Osszetételbeli valtozasokat lehet indukdlni és ennek
kovetkeztében  viselkedési mintazatokban bekdvetkezd lehetséges valtozasok
detektalasara is lehet6éség nyilik. Nemrégiben, egy kutatocsoportnak e teriileten
példaértekli vizsgalatokban, sikeriilt meghatarozott embrionalis korban bizonyos

antibiotikumok hatasara szocialis deficitet indukalnia [82].

11.2.3.2. Probiotikumok

A probiotikumok hasznalata szintén jelentdés mértékben képes modulédlni a bélflora
Osszetételét, mai tudasunk szerint a zsirsavakra torténd direkt hatas nélkiil [83].

Kiilonboz6 probiotikum  készitményeket gyakran hasznalnak a GI mikrobiom
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helyreallitdsara és javitasara, emellett sok probiotikus hatdsi baktériumfaj képes
hatékonyan kezelni szamos GI traktust érintd betegséget, példaul az antibiotikumok
okozta Gl panaszokat, akut fert6zé hasmenést, vagy akar Clostridium difficile fert6zés
ellen is hatasosak lehetnek [83, 84].

Széles korben elterjedt probiotikus baktériumfajok kozé tartoznak a Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetség tagjai, melyek a természetes bélflora nagy részében is
megtalalhatoak [85]. E nemzetség meghatarozott tagjai képesek csokkenteni az oxidativ
stresszt és gyulladascsokkentd, immunmodulalé tulajdonsagokkal is rendelkeznek,
tovabba bizonyos fajaik képesek helyreallitani a Gl barriert, és bizonyos
neurotranszmitterek és citokinek termelését is tudjadk moduldlni kiilonféle jelatviteli
utvonalak segitségével, igy az idegrendszerre, mind kozvetleniil, mind kozvetve hatast
gyakorolnak [86-89]. Fontos azonban figyelembe venni, hogy a probiotikus hatasok
altalaban egy adott torzsre jellemzoek és e hatasok akar fajon beliil is valtozhatnak [85].
Emiatt a probiotikum kezelések hatasa sokféle tényez6tdl igen nagymértékben fligg:
készitményben jelenlévd torzsektdl, ezek dozisatol, kezelés idétartamatol, illetve a mar
meglévé mikroba populdcid mennyiségétdl és Osszetételétdl, ezért ebbdl addddan
lehetéségiink van akar szelektiven is modulalni a GI mikrobiom ko6zdsségét [90]. A
megfelelden kivalasztott és alkalmazott probiotikus hatasu fajok esetében mar szamos
jotékony hatast leirtak, melyek nem csak az antibiotikum kezelést kovet6en fellépé nem
kivant kovetkezményeket sziintették meg, hanem periféridsan és akar centralisan érintett
mechanizmusokra is hatast gyakoroltak [91]. llyenek lehetnek bizonyos koézponti
idegrendszert érint6 rendellenességek is, mint példaul a sulyos depresszios zavar, mely
esetében pozitiv valtozasokat tudtak elérni probiotikus szerek alkalmazéasaval a MDD
tiineteinek enyhitésében [47, 91]. Habar a jelenlegi kutatasi eredmények még részlegesek
és korlatozottak, de a jovoben is fontos terapias lehetdségként tartjadk szamon a
probiotikumok alkalmazasat, melyek a mikrobiom-bél-agy tengely mentén képesek
lehetnek a kiilonb6zé neuropszichiatriai, fejlédésneurologiai és neurodegenerativ

betegségek tiineteinek enyhitésében [91].

11.3. A zsirsavak

A zsirsavak fontos alkotdelemei minden tobbsejti él6lénynek, elsddlegesen a
sejtmembranok foszfolipid kettosrétegének, emellett a szervezet egészséges fejlodésében

is esszencialis szereppel birnak. Altalanossagban a zsirsavak szénhidogénlancbdl allnak,
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melynek hossza 2 és 30 szénatom kozott helyezkedik el, ennek a lancnak az egyik végén
karboxil csoporttal (konnyen reagal észter kotéseket képezve), a masik végén pedig metil
csoporttal [92, 93]. A szénhidrogén lancok alapjan két f6 csoportba sorolhatjuk a
zsirsavakat, igy elkiilonithetiink telitett zsirsavakat (SAT) és telitetlen zsirsavakat. A
telitett zsirsavak nem tartalmaznak kettés kotéseket, igy csak C-C egyszeres kotések
alkotjak, mig a telitetlen zsirsavak legalabb egy kettds kotést tartalmaznak, ennek
megfelelGen a telitetlen zsirsavakat is tovabb lehet csoportositani egyszeresen telitetlen
(egy darab C=C kettéskotéssel rendelkeznek, mely kiilonb6z6 poziciokban el6fordulhat,
cisz és transz konfiguracioban) és tobbszorosen telitetlen zsirsavakra (PUFAS) [93, 94].
A telitett zsirsavak esetében elkiilonithetiink rovid szénlancu- (short SAT), kdzepes
szénlancu- és hossza szénlancu telitett zsirsavakat szénlancuk szama alapjan [95].

Az esszencidlis zsirsavak k6zé azok a zsirsavak tartoznak, melyek sziikségesek az
egészséges szervezet fiziologias miikodéseinek a fenntartasahoz, azonban az emlds
szervezetekbol hidnyoznak a szintézisiikhoz sziikséges enzimek, igy csak a taplalkozas
révén tudja felvenni 6ket a szervezet. Ezzel szemben az egyszeresen telitetlen zsirsavak
(MUFAS) nem tartoznak az esszencialis zsirsavak koz¢, mivel de novo is el6 tudja allitani
6ket a szervezet [96]. Altalanossagban elmondhatd, hogy a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak az esszencialis zsirsavak koz¢ tartoznak, ilyenek példaul a hosszl szénlancu
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (LC PUFAS) prekurzorai is, mint a linolsav/18:2n-6
(LA) és alfa-linolénsav/18:3n-3 (ALA), melyeknek csak taplalék tjan van lehetéségiik a
szervezetbe keriilni [97].

A tobbszorosen telitetlen zsirsavakban jelenlévd kettds kotések metiléncsoportjuk
révén elkiiloniilnek egymastol és 2 fo csoportra oszthatéak az elsé kettds kotés helyzete
alapjan, igy az egyik f6 csoport az n-6 (omega-6 zsirsavak), ahol az els6 kettds kotés a
metil (omega) végétdl a hatodik és hetedik szénatom kozott helyezkedik el, a mésik {6
csoport az n-3 (omega-3 zsirsavak), ahol az els6 kettds kotés a metil végtdl a harmadik
és negyedik szénatom ko6zott talalhato [92, 94]. A telitetlen zsirsavak esetében transz-
zsirsavakat (TFA) is eltudunk kiiloniteni, ezek olyan zsirsavak, melyek legalabb egy
darab nem konjugalt kettés kotést tartalmaznak transz konfiguracioban (egyenesebb
alakot biztosit a zsirsavaknak). Bizonyos TFA megtalalhatdak a természetben is, azonban
az iparilag eldallitott transz-zsirsavakat taplalékkal sokkal nagyobb mennyiségben
juttathatunk a szervezetbe. A természetesen el6forduldé TFA konjugalt linolsavként
vannak jelen, melyeket egyes mikroorganizmusok a tobbszordsen telitetlen zsirsavak

izomerizaciojaval allitanak el6 [98].
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[1.3.1. Zsirsavak fiziologids szerepe

A telitett ¢és a telitetlen zsirsavak egyarant nélkiilozhetetlen tapanyagforrast
biztositanak a szervezetnek, de szerkezetiiktdl fliggden egyedi bioldgiai tulajdonsagokkal
Is rendelkeznek. Kozponti szerepet toltenek be kiilonbozé élettani folyamatokban,
beleértve a lipid-anyagcserében és az energia haztartasban betoltott kulcsfontossagu
funkciojukat. A zsirsavak az oxidacidval torténd energiatermelés szubsztratjai, melyek a
zsirszovetben raktdrozédnak. Mindemellett jelent0s szerepet jatszanak a membran
fluiditasaban, jelatviteli Gtvonalak és transzkripcios faktorok moduldlasaban [94, 99-
101]. A kdzponti idegrendszer mitkodésében is fontos szerepet toltenek be a zsirsavak, az
n-3 LC PUFAs és ezen beliil is kiilonésen a dokozahexaénsav (DHA) igen nagy
mennyiségben felelhetd a kézponti idegrendszerben, mivel a neuronok membranjanak
egyik fontos komponense, és ennek kdszonhetden 1ényeges strukturalis és funkcionalis
feladatokban érintett [102].

A telitett zsirsavak atlagosan az Osszes zsirsav mennyiségének 30-40 %-at teszik ki
és fontos szerepet toltenek be a cellularis- és szervezeti szintli anyagcsere folyamatokban.
Annak ellenére, hogy a szervezet is képes a telitett zsirsavak szintézisére, nem
nélkiilozhetden fontos forrast jelent a taplalékkal bevitt SAT mennyisége is, habar ma
még nehéz kvantifikalni az étrendbdl szarmazo és szintetizalodo telitett zsirsavak valodi
jelentdségét. Kutatasok bizonyitottak, hogy a magas SAT bevitel ezen beliil is a C14:0,
C12:0 ¢és C16:0 zsirsavak mutatnak leginkdbb pozitiv korrelaciét a magas
koleszterinszinttel ¢és a kardiovaszkularis betegségek kialakulasanak magasabb
kockazataval [95, 103]. A telitett zsirsavakhoz hasonloan az emlés szervezet képes
szintetizalni az egyszeresen telitetlen zsirsavakat is, ennek ellenére a taplalkozas soran e
zsirsavak a zsirbevitel egyharmadat teszik ki a vilag nagy részén [96].

A Zsirsavak az immunrendszer miikodésében is fontos szerepet toltenck be, azonban
az egyszeresen telitetlen zsirsavak hatdsa ellentétesnek mutatkozik a telitett zsirsavakkal
szemben, mig a SAT inkabb gyulladas fokozé hatassal birnak, addig altalanossagban
elmondhat6, hogy a legtobb egyszeresen telitetlen zsirsav csokkenti a gyulladasos
folyamatokat. Habar a MUFAS gyulladascsokkent6 hatasa kevésbé tanulmanyozott, az
eddigi vizsgalatok alatimasztjak e hatasat [104]. Emellett a MUFAS taplalékkal torténd
nagyobb bevitele a szervezetbe pozitiv korreldciét mutatott a kognitiv funkciok és
memoria hosszabb megérzésével [105]. Vannak azonban olyan telitetlen zsirsavak is,

amelyek nagy mennyiségli fogyasztdsa komoly egészségiigyi kockézatot jelent, ide
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tartoznak a mesterségesen eléallitott TFA-K is, amelyeknek a megemelkedett szintje
jelentés korreldciot mutatott szadmos korfolyamat megjelenésének magasabb
prevalenciajaval, tobbek kozott az allergia, a rak, a diabetes, az elhizas kiilonféle fajtai és
kiilonb6z6 kardiovaszkularis rendszert érint6 rendellenességek [106, 107]. A
tobbszorosen telitetlen zsirsavak amellett, hogy szamottevé szerepet jatszanak a
sejtmembranok alkotoelemeként, megkiilonboztetett jelentdséggel birnak kiilonbozo
egészségligyl problémak kialakuldsanak csokkentésében, mint a kardiovaszkularis
rendellenességek, gyulladasos folyamatok és bizonyos a kozponti idegrendszert érinté
korfolyamatok [108].

A modern taplalkozasnak koszonhetden egyre inkabb megfigyelhetd az omega-6
PUFAs fogyasztasanak megemelkedett aranya ¢és ezzel parhuzamosan az omega-3
PUFAs csokkenése. Az n-3 LC PUFAs hidnya a szervezetben szamos betegség
kialakuldasdhoz vezet, mint példaul kiilonb6z6 neurodegenerativ rendellenességek, rak,
MDD ¢és gyulladdsos korfolyamatok, mig e zsirsavak visszapodtlasa kiilondsen a DHA és
eikozapentaénsav (EPA) jelentésen javitotta ezen egészségiigyi problémakat [109].
Mindazonaltal nem csak az n-6 és n-3 LC PUFAS abszolit mennyiségében bekovetkezo
valtozasok fontosak, hanem az egymashoz viszonyitott aranyuk is meghatarozo. A
nyugati tipusu taplalkozasnak koszonhetdéen az n-6/n-3 zsirsavak aranya jelentGsen
megvaltozott és a jelenlegi szakirodalmi ajanlasoktol eltéréen az 1:1 aranyrdl akar 20:1
aranyra is megemelkedhet ez az érték, mely jelentds egybeesést mutat a tilsuly és a
definitiv elhizas prevalencidjanak emelkedésével [94, 110]. Mindemellett kimutathato,
hogy e két hossz(i szénlancu zsirsav aranyaban bekdvetkezd valtozasok erésen
hozzédjarhatnak az érelmeszesedés, cukorbetegség ¢és kiilonbozé gyulladasos
megbetegedések aranyanak megemelkedéséhez is [110].

Az LC PUFAs befolyasoljak a kozponti idegrendszer fejlédését és miikodését is,
ezért az n-3 és n-6 LC PUFAs egymashoz viszonyitott aranya kiilondsen fontos e
folyamatokban. Ennek megfelelden e zsirsavak megoszlasaban bekovetkezd valtozasok
akar neurologiai korfolyamatokat is eldidézhetnek, vagy épp ellenkezdleg neuroprotektiv
hatassal birhatnak [94, 111, 112]. Allatkisérletes vizsgalatok soran igazoltak, hogy az n-
6/n-3 aranyban torténd valtozasok a magatartasi folyamatokat befolyasoljak [113, 114].
Régcsalokban torténd n-3 PUFAs deficit esetében megfigyelhetd, hogy a kdzponti
idegrendszerben is jelentésen csokken a DHA szint és ezzel parhuzamosan
megemelkedik az n-6 PUFAs aranya, tovabba alacsony n-3 PUFAS tartalmazé tappal

nevelt allatok esetében megfigyelték, hogy a stresszel szembeni érzékenységiik-,
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szorongasos viselkedésiik megemelkedett és agresszivabbakka valtak, mint kontroll

tarsaik [97, 115].

11.3.2. Zsirsavak és a GI baktériumok

A zsirsavak a szervezetre gyakorolt hatdsuk mellett fontos szerepet toltenek be a GI
mikrobiom Osszetételének alakitisdban is, ennek kovetkeztében a zsirsavakban
bekovetkezd mindségi és mennyiségi valtozas a bélflora komplex 6koldgiai rendszerét
jelentdsen befolyasolja. Napjainkban egyre tobb vizsgalat iranyul a kiilonb6z6 diétak és
a bélmikrobiom Osszetétel kapcsolatanak felderitésére. Kiilonb6z6 zsirsavakat és zsirsav
csoportokat tartalmaz6 diétak, tobbek kozott SAT, MUFAs, PUFAS alapuak, illetve ezek
kiilonb6z6 kombinacidi, vagy akar a zsirsavak taplalkozéssal torténd megvaltoztatasanak
alkalmazasa jelent0s eltéréseket eredményezett a GI flora 6sszetételében, mind faj, mind
pedig csalad szinten is [116-118].

A zsirsavak struktirajuknal fogva eltéréen hatnak a kiilonb6z6 baktériumokra. Ez
megfigyelhetd akar torzs szinten is, mint példaul a Bacteroidetes torzsbe tartozo fajok
aranyat jelentésen befolyasolja, hogy SAT-, n-3 PUFAs-, vagy n-6 PUFAs-gazdag
taplalékot kapnak az allatok [117, 119]. Nem csak torzs szinten jelentkeznek azonban
eltérések, hanem nemzetség szinten is hasonld hatasok figyelhetok meg, példaul a
szervezet szamara jotékony hatassal bir6 Bifidobacterium, illetve Lactobacillus
nemzetség tagjaiban jelentds populacio szintli valtozasok kovetkeztek be attol fiiggden,
hogy milyen zsirsavakban gazdag diétanak voltak kitéve a vizsgalt egyedek [117, 120,
121]. Az n-3/n-6 PUFAS aranyaban torténd eltérések nem csak a szervezet fiziologias
folyamataiban okoznak valtozasokat, hanem a mikrobiom ko6zosségen beliil is képesek
diszbiozist indukdlni azaltal, hogy a GI traktus baktériumainak a diverzitasat és
abundanciajat jelent6sen modositjak [117, 118, 122, 123]. J6l tudjuk ugyanakkor, hogy a
taplalkozasi szokasok megvaltoztatasaval a mikrobiom kozosséget kedvez6 iranyban is
el lehet mozditani. Vizsgalatok igazoltdk, hogy a MUFAS alapt diéta jotékonyan
befolyasolta a bélflorat azaltal, hogy novelte a Gl rendszer szamara fontos kommenzalista
baktériumok mennyiségét szemben az SAT alapt diétaval [117]. Tovabba a kiilonb6z6
poliszacharid és szénhidrat alapu diétak a jotékony hatastt Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetségbe tartozé fajok aranyanak megemelkedését okoztak [124].

Mindezek a kisérletek alapjan elmondhato, hogy az intesztinalis traktus baktériumainak
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aranyat akar negativ akdr pozitiv irdnyba el lehet mozditani a kiilonbdzd zsirsav alapt
diétak segitségével.

A legtobb zsirsav rendelkezik antibakterialis tulajdonsagokkal, kiilonosképpen a
MUFASs és a LC PUFAs (C16-C20) kategoriaba tartozd zsirsavak, €és e sajatossaguk
lehetdvé teszi, hogy a patogén mikroorganizmusok abundancidjat hatdsosan képesek
redukalni, azonban azt, hogy a patogének melyik fajara fejtenek ki hatast és milyen
mértékben képesek benniik csokkenést kivaltani, nagyban meghatarozza a zsirsavak
tipusa, a mikrobak Osszetétele és a kornyezet pH tartalma [119, 121, 125-127].

Ma mar tudjuk, hogy a zsirsavak és a mikrobiom kapcsolata nem csak egyiranyt,
egyre nagyobb szdmu kutatds bizonyitja, hogy a mikrobiom alkotta Okoszisztéma
megvaltozasa hatassal van a zsirsavak mennyiségére és Osszetételére is. A vizsgalatok f6
fokuszaban a rovid szénlancu zsirsavak és a mikrobiom kapcsolatanak feltarasa all,
ugyanis a rovid szénlanct zsirsavak (ecetsav, propionsav, butansav) a komplex
szénhidratok bakterialis fermentacidja soran keletkez6 végtermékek, emiatt az SCFAS
jelenléte fontos indikatorként szolgil a bakterialis fermentacio meglétérél, ennek
kovetkeztében a vastagbélben jelenlévd baktériumflora osszetételérél [128, 129]. Az
SCFAs kiemelt szerepe, hogy energiat biztositsanak a gasztrointesztinalis rendszerben
jelenlévd sejteknek, ezen beliil is a butansav biztositja a f6 energiaforrast az enterocitak
¢és a kolonocitak szamara [128, 130]. A propionatot szintén tudjak lokalisan hasznositani
a sejtek [131] ezaltal elmondhato, hogy az SCFAS nagy része hasznosul és felszivodik a
Gl traktusban, illetve a mikrobiomban, azonban egy kis résziik (foként az ecetsav) a
periférias keringésbe jut. A keringésbe keriilo6 SCFAS képesek a vér-agy gaton athaladni,
igy az SCFAs képesek az egész szervezet miikodésére hatast gyakorolni nem csak
lokalisan a GI traktus sejtjeire, hanem a glukoz homeosztazisra, a lipid metabolizmusra,
és a lokalis immun funkciokra is [132, 133]. Mivel legnagyobb mennyiségben az ecetsav
tud a keringésbe jutni, ezaltal a vér-agy gaton atjutva képes csokkenteni az étvagyat
kozponti homeosztatikus mechanizmusok révén [134]. Mindamellett, hogy a propionsav
¢s butansav koncentracidja alacsony a periférids keringésben, képesek szisztémas
hatdsokat is Kkifejteni azaltal, hogy indirekt hatnak a hormonalis- és kozponti
idegrendszerre [133]. Az SCFAs masodlagos messenger molekulaként is funkcionalnak,
ezaltal képesek szabalyozni szamos génexpresszids folyamatot, stimuldlni képesek
hormonok, illetve a bélrendszerben termel6dd peptidek szintézisét, valamit kiilonbozo
szignal transzdukcios Gtvonalakat tudnak befolyasolni [132, 133]. A butansav specialisan,

HDAC inhibitor aktivitasanak koszonhetéen képes valtozasokat indukalni a gén
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expresszioban. Kisérletesen bizonyitottdk, hogy a neuronalis regenerdcidban ¢és
plaszticitasban szerepet jatszo bizonyos gének expresszidjat noveli [132, 133, 135].
Mindezek kovetkeztében az SCFAS szamos periférias ¢és centralis folyamat
szabalyozasaban részt vesznek, és ebbdl kovetkezik, hogy a bélmikrobiom hatasa sem
korlatozodik a GI traktusra, hanem magasabb, akar kdzponti idegrendszeri folyamatokat
is képesek befolyasolni az altaluk termelt zsirsavak segitségével.

A mikrobiom moédosulasanak kdvetkezményei azonban nem csak a révid szénldncu
zsirsavak 0Osszetételében, hanem a hosszabb szénlancu zsirsavak tartalmaban is
valtozasokat tud okozni. A fentieken tul tobben alatdmasztottak, hogy a bélflora jelentds
szereppel bir bizonyos zsirsavak termelésében. Szdmos baktérium, tobbek kozott a
Lactobacillus és Bifidobacterium nemzetségbe tartoz6 fajok képesek bioaktiv zsirsav
izomerek szintézisére, mint példaul a konjugalt linolsav (CLA), melyet 0sszefliggésbe
hoztak lokalis és szisztémas egészség megorzo tulajdonsagokkal, ezt a szabad linolsavbol
linolsav-izomeraz enzim segitségével képesek szintetizalni a baktériumok [136-138]. A
baktériumok a linolsavbol képesek még transz-C18:1 zsirsav izomereket is szintetizalni,
mint példaul a vaccénsavat, mely szintén pozitiv tulajdonsdgokkal bir a szervezet szamara
[139, 140]. Habar a PUFAs-at, mint esszencialis zsirsavakat az emésztérendszerben
jelenlévd baktériumok nem képesek szintetizélni, a mikrobiom mégis hatdssal van a
metabolizmusukra és abszorpcidjukra. Egyes baktériumok részben képesek metabolizalni
bizonyos PUFAs-at, és ezzel a zsirsav metabolizmusban és eloszlasban eltéréseket tudnak
generdlni. Eziltal, léteznek olyan mikrobidlis florat alkotd fajok, melyek képesek
lehetnek megemelni akar az omega-3 PUFAS szintjét, mely jelentésen hozzajarul
egészségiink megdrzéséhez [122, 141]. A PUFAs mellett a telitett hosszi szénlancu
zsirsavakban is eltéréseket tud indukalni a mikrobiom Osszetételének megvaltozasa.
Vizsgalatok igazoltak, hogy a Prevotella, Lactobacillus és Alistipes nemzetségek fajai
Osszefliggésben allnak a telitett hosszu szénlancu zsirsavak mennyiségével [126]. A
paratlan szénatomszamt SAT-okat is baktériumok termelik, ezaltal a mikrobiom
Osszetételének valtozasa szintén képes modulalni e zsirsavak mennyiségét [126, 142].

Mindezek alapjan a gasztrointesztinalis mikrobiom és a szervezetben jelenlévo
zsirsavak kozotti kapcsolat meghatarozobb lehet, mint eddig gondoltuk, és nem csak a
taplalkozas, de a bélmikrobiom 0Osszetétele is fontos szerepet jatszhat a zsirsavak

Osszetételének és mennyiségének valtozasaban.
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1. Célkitiizések

A disszertacid anyaga 2 {6 téziscsoport koré épiil.

1. Kutatasunk els6 célkitlizése az volt, hogy megismerjiik a gasztrointesztinalis traktus
mikrobiom moédositasanak szocialis magatartasi folyamatokra gyakorolt hatasait, 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
kovetkezében jobban megismerjiik a bélbaktériumok zsirsavtermelésben betdltott

Szerepét.

Mindezek alapjan a dolgozat tovabbi részében az aldabbi kozponti kérdések

megvalaszolasara §sszpontositottunk:

e (Célunk volt megvizsgalni, hogy a kronikus széles spektrumt antibiotikum kezelés
okozhat-e feln6tt allatoknal autizmus spektrum zavarhoz hasonlo tiineteket a
szocialis viselkedésben, illetve, hogy ezen viselkedésbeli -elvaltozasok
Osszehasonlithatoak-e a valproat indukédlta ASD modellben megjelend

eltérésekkel.

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

e visszaforditani az antibiotikum altal kivaltott magatartasbeli eltéréseket.

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

viselkedési eltérések enyhitésére, csokkentésére.

e Azt is szerettilk volna feltdrni, hogy a kronikus széles spektrumu antibiotikum

kezelés hogyan hat a teststlyra, a tap- és vizfelvételre.

e Ugyancsak tisztdzni kivantuk, hogy az antibiotikum kezelés kovetkeztében

kialakulé mikrobidlis valtozdsok képesek-e befolyasolni a zsirsavak

crer
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e Megvalaszoland6 kérdésként meriilt fel, hogy probiotikum keverék adasaval

tudunk-e valtoztatni a zsirsavosszetételen.

o Végiil pedig azt is szerettiik volna megvizsgalni, hogy a probiotikum keverék
adasaval vissza tudjuk-e allitani az antibiotikum okozta valtozasokat a zsirsavak

Osszetételében.
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IV. Anyagok és Modszerek

IV.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben Osszesen 72 darab felndtt him Wistar patkanyt hasznaltunk. A
kezelések az allatok 10 hetes koratol kezdddtek. Az allatokat standard laboratoriumi
koriilmények kozott tartottuk egyesével kiilon ketrecben, allanddé homérséklet (21 + 2
°C), paratartalom (55-60 %) és 12-12 oras sotét-vilagos periddust biztositva. Az éallatok
standard laboratoriumi ragcsalotapot (LT/R standard ragcesalotap, Innovo Kft, Isaszeg,
Hungary) és csapvizet kaptak ad libitum. Mindennapi kézhez szoktatasban (handling)
részesitettiik Oket, hogy az emberi jelenléthez €s érintéshez hozzaszokjanak. A kisérleti
allatok tartdsa és a veliik valé foglalkozas soran az intézeti (kisérleti engedély szama:
BA02/2000-07/2023; BA02/2000-06/2023) hazai (1998. évi XXVIIL tv. az allatok
védelmérdl és kiméletérdl; 40/2013. (I1.14) Kormanyrendelet az allatkisérletekrdl) és
nemzetkozi eldirasok, eurdpai unids irdnyelvek érvényesiiltek (A Tanacs 86/609/EGK

iranyelve, 1986, 2006; Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 2010/63/EU irdnyelve).

IV.2. Kezelések

IV.2.1. Antibiotikummal és probiotikummal torténd kezelések

Az allatokat random modon (egy vagy két patkdny/alom/csoport) 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 allatokat széles spektrumu antibiotikum keverékkel
kezeltiik annak érdekében, hogy az intesztindlis baktériumflorat jelentdsen
lecsokkentsiik. Az antibiotikum keveréket az egyedeknek 4 héten keresztiil biztositottuk
ivoviziikbe valo keveréssel, ezzel is csokkentve az 6ket érQ stresszt. A keverék 5 féle
antibiotikumbol allt (ampicillin 1 g/l, vancomycin 500 mg/I, ciprofloxacin HCI 20 mg/I,
imipenem 250 mg/1 és metronidazole 1 g/1), melyet 3 naponta cseréltiink [143]. Azoknak
az allatoknak az ivovizét, akik nem részesiiltek antibiotikum kezelésben szintén 3 naponta
cseréltiik. Az antibiotikum kezelést kdvetéen probiotikumot kapd- és a csak probiotikum
kezelésben részesiilé csoportok tagjai 2 héten keresztiili minden nap probiotikum

keveréket kaptak taplalékukhoz kiegészitve. A készitmény 4 féle jotékony hatast
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baktériumfajt tartalmazott (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) meghatarozott
mennyiségben és dsszetételben, mely a Pécsi tudoméanyegyetem szellemi termékeként
van bejegyezve (422.Ibh.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. UK) 2 ¢jszakan at 37 °C-on rdz6 inkubator (200 rpm)
segitségével tortént, mig a Bifidobacterium spp. kitenyésztése anaerob agarta taptalajra
oltva (Neogen Europe Ltd. UK) zajlott, és az anacrob kondici6 GENbag anaer
(BioMérieux SA France) hasznalataval lett biztositva. 2 napos szaporitast kdvetden a
baktériumtorzseket 100-100 ml tapoldatba oltva 4 °C-on 5000 fordulat/perc sebességgel
5 percig centrifugaltuk. Az iiledéket fiziologias sooldatban ujraszuszpendaltuk és a
torzsek szuszpenzioit Osszekevertiik a meghatdrozott CFU/ml mennyiség eléréséig. A
torzsek elvegyitése elott idokozonként kvalitativ €s kvantitativ analizist is végeztiink
MALD-TOF modszer segitségével. A 2 héten 4t tartd probiotikum kezelés soran a
keverék naponta lett legyartva és azonnal felhaszndldsra keriilt a probiotikumot kapd

egyedek esetében.

) A

N A b
ABx Bl Probiotikum kezelés

N \ NN
ABx+probiotikum i- B Valproat kezelés
Y *
Probiotikum I N i- B Nincs kezelés

N N
P-VPA | ) — || B Szocidlis interakcids teszt

Kontroll

|| Hl Antibiotikum kezelés

N
C-VPA ___i_i- N Széklet mintavétel csak SCFAs-hoz

1 |
T 1

1
10 12 14 16 N Széklet mintavétel FAMESs és SCFAs-hoz

Kezelési id6
(hetek)

1. abra Kisérleti elrendezés a csoportok és kezelési idok alapjan. 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, P-VPA: valproadt és probiotikum kezelt csoport,
C-VPA: valproat kezelt csoport. A nyilak a széklet mintavételi idépontokat mutatjak a
csoportok esetében, a fekte nyil csak a rovid szénlancu zsirsavakhoz (SCFAs) torténo
mintavételeket jeloli, a piros nyilak a rovid szénlancu zsirsavak (SCFAs) és a zsirsav

metil-észterek (FAMESs) analiziséhez torténd mintavételi idépontokat jeldlik egyszerre.
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1V.2.2. Litium-kloriddal torténd kezelés

Annak érdekében, hogy egyértelmiien kizarhassuk, hogy a magatartasban 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, litium-klorid segitségével melyrdl ismeretes, hogy erételjes gyomor
¢és bélrendszeri panaszokat idéz el6, szerettiink volna intesztinalis diszkomfortot kivaltani
az allatoknal. A patkanyoknak litium-klorid (125 mg/kg/ml) [144] injekciot adtunk

intraperitonealisan, majd fél 6raval az injekcid utan torténtek a magatartasi vizsgalatok.

IV.2.3. Valproattal torténd kezelések

Az autizmus spektrum zavar modellezéséhez valproat indukalta ASD allatmodellt
hasznaltunk [145]. A modell Iétrehozasahoz elészor him és ndstény allatokat paroztattunk
1 ¢éjszakan keresztiil, majd az ezt kovetd reggelen, ha hiivelydugo jelenlétét észleltiik,
akkor a vemhesség elsé napjanak tekintettiik ezt a napot. A sikeres megtermékenyitést
kovetden a vemhes ndstényeket egyszeri intraperitonedlis injekcidoban részesitettiik a
vemhesség 12,5 napjan. A vemhes anyak 500mg/ttkg valproat (Sigma-Aldrich; P4543)
injekciot kaptak 250 mg/ml fiziologias sooldatban oldva, mig azok az anyak, melyek
utodai a kontroll csoportot képezték csak fiziologids sooldatot kaptak. A valproat
injekciot kapott ndstények egészségesek voltak, azonban az almonkénti utddjaik szdma
megkozelitleg 25 %-kal alacsonyabb volt, mint a kontroll anyak utédjainak szama.
Minden anyaallatot egyedileg tartottunk, utddjaik zavartalan felnevelése érdekében. A
megsziiletett utddok koziil csak a himekkel dolgoztunk a tovabbiakban, és amint elérték
a 8 hetes kort levalasztottuk 6ket véletlenszertien (1 vagy 2 patkany/ alom/ csoport) 2
csoportba osztva: 1. kontroll valproat kezelt csoport (C-VPA); 2. valproat és probiotikum
kezelt csoport (P-VPA) (1. abra). A probiotikumot is kapd csoport egyedei a fentebb leirt

probiotikum keveréket ugyanolyan metddussal kaptdk minden nap 2 héten keresztiil.
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IV.3. Kisérletes vizsgalatok

IV.3.1. Testtomeg, taplalék- és vizfelvétel mérése

A kisérletben résztvevo allatok sulya 10 hetes koruktol a kisérletek végeztéig 3

naponta lett megmérve, viz- és tap fogyasztasuk pedig naponta volt monitorozva.

IV.3.2. Szocialis interakcids teszt

Haromkamras szocidlis interakcids tesztet hasznaltunk az allatok 4ltalanos
szociabilitasanak vizsgalatara és a szocialis deficit azonositasara [146]. Az apparatus (150
x 40 x 40 cm) 3 részbdl allt: kozépsé zona (30 x 40 cm), szocialis zona (60 x 40 cm) és
tires zona (60 x 40 cm). Az utobbi két zona mindegyike tartalmazott 1-1 kerek 18 cm
atmérdji ketrecet. A kisérleti elrendezés a 2. abran lathatd. A kisérleteket egy
hangszigetelt, gyengén megvilagitott szobaban végeztiik. Minden allat utan az egész
apparatust 1 %-0s Incidin spray-vel kitakaritottuk, megakadalyozva, hogy az allatok
szaga befolyéasolja egymas viselkedését. Az aréna folott egy videokamerat helyeztiink el,
amely rogzitette az allatok mozgésat, majd ezt a Noldus EthoVision Basic software
(Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Hollandia) segitségével taroltuk és
elemeztiik Ki. A kisérlet soran az allatokat el6szor a kozépsé zonaba helyeztiik és hagytuk,
hogy szabadon felfedezzék az apparatust 10 percen keresztiil (habituacid), majd ezt
kovetden egybdl visszahelyeztiik 6ket sajat ketreciikbe 3 percre, s ezalatt egy szamukra
ismeretlen, azonos nemii és korti, még sosem latott egyedet tettiink az egyik ketrecbe.
Ezéltal az ismeretlen allatot tartalmazo ketrec zondja valt a szocidlis zonava és az lres
ketrecet tartalmazo6 zona az tires zona lett. A 3 perc leteltével az allatokat visszahelyeztiik
a kozépsd zoénaba és hagytuk, hogy 10 percig ismét szabadon felfedezzék az egész
apparatust (teszt). A kisérlet soran rogzitettilk az allatok altal megtett tdvolsagot, a
kiilonb6z6 zonakban eltoltott id6t és a teszt soran a két oldalsd zonaba torténd elséd
belépés idépontjat. Emellett feljegyeztiik az allatok interakcidjat az ismeretlen allatot
tartalmazo ketrec és az lires ketrec esetében is. A patkdnyok magatartasi mintazatait, azaz
az agaskodasok (rearing) ¢s mosakodasok (grooming) szamat kézzel regisztraltuk,
melyek, mint ismétl6dd sztereotip mozgdsmintazatoknak feleltethetok meg. Ezenfeliil

kiszamoltuk a szociabilitasi indexet (szocidlis zonaban toltott idé — iires zondban toltott
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id6) / (szocialis zonaban toltott id6 + ilires zonaban toltott id6), mely megmutatja az

ismeretlen allattal torténd interakcido mértékét.

—y

/r N ‘ ‘ AEREY
Twl i
~ 7’ ~ 7
szocialis zona Ures zona

2. abra A haromkamras szocialis interakcios teszt kisérleti elrendezése.

IV.4. Kromatografids vizsgalatok

A zsirsavak kromatografias analiziséhez meghatarozott idokozonként (SCFAS
vizsgalatanal 3-5 id6pont, zsirsav metil-észterek (FAMES) vizsgalatanal 3 idopont) friss
sz€kletmintat vettiink az allatoktdl steril eppendorf csévekbe, melyeket a felhasznalasig

—80 °C-0s hitében taroltunk.

IV.4.1. Rovid szénlancu zsirsavak (SCFAS) analizise

A r6vid szénlancu zsirsavak vizsgalatara Wall és munkatarsai [147] protokolljat
vettiik alapul kismértékii modositasokkal. A mintaeldkészités soran az el6zbleg levett
székletmintakbol 100 mg-ot kimérve 1 ml desztillalt vizzel homogenizaltuk vortex
segitségével, majd 10 perc szobahdmérsékleten torténd allast kovetden 100 pl (2 mmol/l,
heptansav - Sigma-Aldrich; 43858) belsé standardot adtunk hozza. A mintakat ezt
kovetden 5 percig centrifugaltuk 10.000-es fordulatszdmon ¢és a filteren atsziirt feliiluszot
hasznaltuk a 3 rovid szénldncu zsirsav (ecetsav/C2, propionsav/C3, butansav/C4)
modszer segitségével végeztiik, melyhez kalibracids sort (10 mmol/l, 7,5 mmol/l, 5
mmol/l, 2,5 mmol/l and 0,5 mmol/l) készitettiink a standard oldatokbol (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
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(30 m x 0.25 mm x 0.25 um; Agilent Technology) hasznaltunk. A mérés soran hélium
vivégazt hasznaltunk 1,5 ml/perc-es aramlasi sebességgel. A hémérsékleti program soran
a kalyha hémérséklete kezdetben 1 percig 80 °C volt, majd 20 °C/perc sebességgel
felmelegitettiik 200 °C-ra és 2 percig ott tartottuk. Az injektalas soran split-splitless
automata mintabemérést hasznaltunk (250 °C), 20:1-es befecskendezési arannyal. Az
injektalt mennyiség 1 pl volt. Az atvezetd homérséklete 250 °C-os volt, a
tomegspektrométer ionforrasat 230 °C-on, a Quadrupol analizatort 150 °C-on tartottuk.
Oldoszer késleltetése 3 perc volt. A tomegspektrométer elektrontitkdzéses ionizacios (EI)
tizemmodban 70 eV energiaji elektronnyaldbon hasznaltuk, ¢és a pasztazott

tomegtartomany 50-300 amu (atomi tomegegység) Volt.

IV.4.2. Zsirsav metil-észterek (FAMES) analizise

A zsirsav metil-észterek analiziséhez kis modositasokkal Lopez-Lopez [148]
protokolljat hasznaltuk. A vizsgalathoz begyiijtott székletmintakbol (44 db allat mintai)
megkozelitéleg 100 mg mennyiségeket vettiink ki teflonbéléses kupakkal ellatott 16 x
125 mm-es tesztcsovekbe. Ezt kdvetéen minden mintahoz hozzaadtunk 60 mg metil-
tridekanoat (C13-0) 20 ml n-hexannal késziilt oldatabol 40 pul-t, mint standard oldatot. A
mintakhoz 3 ml metanol:hexan 4:1 (V/V) elegyet és 1-2 mg pirogallolt adtunk, majd ezt
kovetden minimum fél oran at fagyasztottuk a mintakat. A fagyasztast kovetden lassan
adagolva 300 pl acetil-kloridot adtunk a csévekhez, majd a standardot tartalmazo, acetil-
kloridos mintakat 100 °C-o0s forralas alatt 1 6ran at razogép segitségével razattuk. Amint
a csoveket lehiitottiik lassan 5 ml 6 %-0s K2COsz-oldatot adunk hozza a reakcio leallitasara
és a keverék semlegesitése céljabol. A mintdkat ezt kdvetden vortex segitségével
homogenizaltuk és 10 percig centrifugaltuk 3000 fordulat/perc sebességgel. A felsd
hexanos fazist egy 2 ml-es mintatartocsébe mikropipetta segitségével atvittiik, majd
ehhez még az 1 ml-es folyadékszint eléréséig hexant adagoltunk. A gazkromatografias
késziilékbe torténd injektalasig —80 °C-os fagyasztoban taroltuk a mintakat. A zsirsavak
analizisét PerkinElmer Clarus 690 gazkromatografids késziilékkel és ehhez tartozo
langionizacios detektor (PerkinElmer, USA) segitségével vizsgaltuk, melyhez Rt-2560
kapillarisoszlopot (100 m x 0,25 mm i.d. x 0,20 um, Restek) hasznaltunk. Vivégazként
héliumot alkalmaztunk 1,3 ml/perc aramlasi sebességgel. Az injektalas soran split
mintabemérést hasznaltunk (225 °C) és a befecskendezési arany 20:1 volt. Az injektalt

mennyiség 2 pl volt. A detektor hémérsékletét 300 °C-ra allitottuk. A kalyha
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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 kovetdéen a zsirsav metil-észterek analizisét a PerkinElmer
TotalChrom szoftverével szamitott gorbe alatti teriilet alapjan elemeztiik. A zsirsavak
azonositasa a kiils6 standardok retencios idején alapult (PUFA3 (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
fejeztiik ki. Az abszolut koncentraciot (ug zsirsav/100 mg nedves széklet) és relativ
zsirsav koncentraciot, azaz a zsirsavak tomegszazalékos aranyat (tomeg%: minden
meghatarozott zsirsav tdmege az Osszes meghatarozott zsirsav 0Ossztomegéhez
viszonyitva) is meghataroztuk a kiils6 standardokbol szarmazd korrekcios tényezok

felhasznalasanak segitségével.

IV.5. Szovettan

A hippocampus rétegvastagsaganak megallapitasa céljabol szovettani vizsgalatokat
végeztiink. A kisérletek befejeztével az allatokat i.p. adott uretannal (20 %, 1,4 g /ttkg)
talaltattuk, majd el6szor izotonids soéoldattal, azutan pedig 4 %-os formaldehid-oldattal
transzkardialisan perfundaltuk. Csoportonként 6 db allatnak az agyat eltavolitottuk, majd
4 %-os formalinban fixaltuk. Ezt kovetden fagyasztott, 40 um-es sorozatmetszeteket
készitettlink a hippocampus teriiletérél, amiket krezil-violaval festettiink meg (Nyssl-
festés). A festés soran 70- és 50 %-0s etanolba meritettiik a metszeteket, majd kétszer
desztillalt vizbe 5-5 percre. Ezt kovetéen 0,5 %-0s krezil-viola oldatban 7 percig
festettiik. A festés utan desztillalt vizzel oblitettiik és 70 %-o0s 10 csepp 100 %-os
ecetsavval kevert etanolban dehidrataltuk a metszeteket, és ezt kovetden 70-, 90-, és
duplan 96 %-os etanolba, majd 1 percig 1-propanolba martjuk a lemezeket. A fixalas
soran a metszeteket 1:1 aranya 1-propanol és xilol keverékébe helyeztiik 5 percre és
ezutan a feddlemezek felhelyezése eldtt hagytuk 1 ¢éjszakan at Xilolban azni. A
metszeteket Image] (NIH) software segitségével elemeztiik ki, melynek soran a
hippocampus kiilonbozé régidinak (subiculum, CAl, CA2, CA3, Gyrus dentatus)
atmérdjét vizsgaltuk egy altalunk kivalasztott szakasz (bregma -3,6-t6l bregma 3,8-iQ)

esetében.
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IV.6. Statisztika

A haromkamras szocialis interakcios teszt, a rovid szénlanct 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 normalitas- és homogenitas vizsgalata soran a
szocialis interakciOs teszt analizise esetében a szocidlis €s iires zondba torténd elsod
belépés ideje és a szociabilitasi index eredményei nem kovették a normal eloszlast ezért
ezekben az esetekben a nem parametrikus Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztuk a vizsgalati
csoportok (C-VPA, P-VPA, kontroll, ABx, ABx+probiotikum és probiotikum)
kiilonbségeinek feltardsara. A grafikonokon és tablazatokban ezen adatok median
(interkvartilis terjedelem [IQRY]) értékei szerepelnek. A szocialis interakcios teszt tobbi
mért paraméterének adatai és az allatok sulyanak, tap- és vizfogyasztasanak értékei
normal eloszlast mutattak, ezért a parametrikus tesztek koziil az egyutas ANOVA-t
alkalmaztuk, és a post-hoc analizishez Tukey tesztet végeztiik. A grafikonokon és
tablazatokban ezen adatok atlag + standard hiba (S.E.M.) értékei szerepelnek. A rovid
szénlancu zsirsavak adatai nem kovették a normal eloszlast, ezért a csoporton beliili
Osszehasonlitasokat Friedman-probaval végeztiik és a csoportok kozotti szignifikancidk
feltarasara Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. Az eredményeket a grafikonokon és
tablazatokban median (IQR) értékekkel tiintettikk fel. A szovettani vizsgalatok
eredményei nem mutattak normal eloszlast, ezért Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk a
kiilonbségek feltarasara.

A FAMEs analizise soran eldszor fékomponens analizist (PCA) végeztiik. A PCA az
adatokat egy alacsonyabb dimenzidju térré valtoztatja at azaltal, hogy az adatokat egy vj,
ortogonalis koordinatarendszerré alakitja, amelyeket fokomponenseknek (PC) neveznek.
Ezeket a fékomponenseket a program variancia mértéke szerint rendezi gy, hogy
egymas kozelében legyenek a hasonlok. Ha az eltérések hasonldak, akkor a
pontszamoknak kozel kell lenniiik egymashoz a PC1 és a PC2 ko6zotti diagramon. A PCA
modell illesztése eigenvalue (sajatérték) dekompozicios modszerrel tortént. A
kimutatasara egy linearis kevert 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. A koncentraciévaltozasok modellezésénél

logaritmikus transzformaciot alkalmaztunk a megfeleld modellillesztés érdekében.
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Valamennyi modellben a mintavételek idépontjat, a kezeléseket és ezek kdlcsonhatasat
hasznaltuk, mint vizsgélt 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 [149, 150]. A szignifikancia
szintet minden esetben p<0,05-nél hataroztuk meg.

Az alomhatdsok kikiiszobolése érdekében a magatartdsi tesztek és a zsirsavak
analizise esetében is minden alombdl csoportonként egy allatot vettiink be a
vizsgalatokba, azonban volt olyan eset is mely soran egynél tobb allat keriilt be a
csoportba ugyanabbdl az alombol, ebben az esetben az egy alombdl szarmazé allatok

adatait atlagoltuk [151].
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V. Eredmények
V.1. Testtomeg, tap- és vizfelvétel

A kezelések alatt tortént testtomegmérések soran kapott eredmények nem mutattak
szignifikans eltéréseket a vizsgalt csoportok kozott (3. abra). A folyadék- és
taplalékfogyasztas vizsgalata soran a széles spektrumu antibiotikum kezelés hatasara az
allatok altal elfogyasztott tap €s viz mennyiségében csokkend tendencia mutatkozott a
tobbi csoporthoz képest, emellett a tapfogyasztas esetében 4 kiillonb6zé mérési idopont
alkalmaval volt fellelhetd szignifikans kiilonbség, azonban ezeket leszamitva nem

mutatkozott jelent6s eltérés a csoportok kozott (3. abra).
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3. abra Az dbrdk a testsulyt (A), tap- (B) és vizfogyasztast (C) jeldlik a kiilonbozd
csoportok egyedeinek esetében a kezelések alatt. Kontroll: kontroll csoport kezelés nélkiil,
ABx: széles spektrumu antibiotikum kezelt csoport, ABx+probiotikum: széles spektrumiu
antibiotikum kezelt majd probiotikum kezelt csoport, probiotikum: probiotikum kezelt
csoport, C-VPA: valproat kezelt csoport, P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport.
Az adatokat atlag + szorasban fejeztiik ki (n=10/csoport). Szignifikdans valtozast a csillag
Jjeloli (egyutas ANOVA *p<0,05).

V.2. Szocialis interakcids teszt

A haromkamras szocidlis interakcios teszt adatainak elemzése soran szdmos
paraméter tekintetében szignifikans eltéréseket talaltunk a vizsgalt csoportok kozott (1.
tablazat). Az lires zonaba torténd elso belépés idopontjdnak elemzése soran nem talaltunk
szignifikans kiilonbségeket a csoportok kozott, mig a szocialis zondba valo elsd belépés
idépontjanal tendenciat lattunk, mely sordn a probiotikum kezelt csoport egyedei késébb
kezdték felfedezni ezt a zonat (1. tablazat). Az exploracios id6 tekintetében eltérések
mutatkoztak a csoportok kozott, a csak valproat, illetve az antibiotikum kezelésben
részesiilé allatok szignifikans eltéréseket mutattak a tobbi egyedhez képest (4. abra).
Mindkét kezelt allatcsoport Szignifikansan kevesebb id6t toltott az ismeretlen allatot
tartalmazo6 szocialis zonaban (C-VPA: p = 0,013; ABx: p = 0,006) és sokkal tobb id6t az
tires ketrecet tartalmaz6 iires zonaban (C-VPA: p = 0,046; ABx: p = 0,005). Ezeket a

kiilonbségeket csak a teszt soran detektaltuk, a habitudcio vizsgalatakor minden csoport
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megkozelitdleg egyforma iddt toltott a két oldalsd zondban. A szociabilitasi index, mely
fontos informdciéval szolgdl az ismeretlen 4allathoz vald preferencia fokanak
megallapitasaban megkozelitéleg 70 %-kal alacsonyabb volt a C-VPA és ABx csoport
egyedei esetében, mint a tobbi csoportnal kapott érték (p = 0,022) (1. tablazat). A szocialis
¢s lires zonakba torténd belépési frekvencia meghatarozasa soran a kezelt csoport tagjai
nem mutattak szignifikans eltérést a kontroll csoporttol, azonban az ABx+probiotikum
csoport egyedei szignifikansan tobbszor 1€ptek be a szocidlis zonaba, mint a C-VPA, ABX
(p = 0,035) és csak probiotikumot kapott csoport tagjai (p = 0,041) (5. abra). Az
ismeretlen allattal és iires ketreccel valo 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 szignifikansan eltért az ABx+probiotikum (p = 0,025), probiotikum (p = 0,003)
és P-VPA (p = 0,010) csoporttdl is. Ezzel ellentétben az iires ketreccel torténd interakciod
vizsgalata soran nem mutatkozott jelentds eltérés a csoportok tagjai kozott (6. abra). Az
allatok altal megtett tavolsag vizsgalata soran nem volt kiilonbség a csoportok kozott (1.
tablazat). A sztereotip magatartasi mintazatok értékelése esetében (agaskodas és
mosakodas) szintén nem mutatkozott szamottevo eltérés a vizsgalt csoportok kozott (1.
tablazat).

A litium-kloriddal torténé kezelést kovetden nem talaltunk szignifikans eltéréseket
az ismeretlen 4llatot tartalmazd zondban eltoltott exploracids id6, sem a szociabilitasi
index tekintetében a hat vizsgalt csoport tagjaihoz képest, azonban szignifikdnsan
kevesebb volt a belépések frekvencidjanak szdma a szocidlis zondba és tobb az iires

zOnaba Osszehasonlitva a vizsgalt csoportokkal (1. tablazat).
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4. abra Az abrak a haromkamrds szocialis interakcios teszt alatt a szocidlis zondban (A)
és az tires zonaban (B) eltoltott iddt abrazoljak a kiilonbozé csoportok kozott a kezelések
hatasara. 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: valproat kezelt csoport,
P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport. Az adatokat atlag + szorasban fejeztiik ki
(n=10/csoport). A csoportok kozotti szignifikdans valtozast az oszlopok feletti azonos Kis
betiik jelolik (a-h) (egyutas ANOVA, p<0,05).
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5. abra Az dbrak a haromkamras szocidlis interakcios teszt alatt a Szocialis (A) és az iires
(B) zéndkba torténd belépési frekvenciat mutatjak a kiilonbozé csoportok kézétt a
kezelések hatasara. Kontroll: kontroll csoport kezelés nélkiil, ABx: széles spektrumu
antibiotikum kezelt csoport, ABx+tprobiotikum: széles spektrumu antibiotikum kezelt
majd probiotikum kezelt csoport, probiotikum: probiotikum kezelt csoport, C-VPA:
valproat kezelt csoport, P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport. Az adatokat atlag
+ szordasban fejeztiik ki (n=10/csoport). A csoportok kozotti szignifikans valtozast az

oszlopok feletti azonos kis betiik jelolik (a-c) (egyutas ANOVA, p<0,05).
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6. abra Az dbrdak a hdaromkamrads szocialis interakcios teszt sordn mért interakciok
szamdt mutatjak az ismeretlen dllat ketrecével (A) és az iires ketreccel (B) a kiilonbozé
csoportok kozétt a kezelések hatdsara. 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: valproat kezelt csoport, P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport.
Az adatokat dtlag + Szordsban fejeztiik ki (n=10I/csoport). A csoportok kozotti szignifikdns
valtozast az oszlopok feletti azonos kis betiik jelolik (a-f) (egyutas ANOVA, p<0,05).
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1. tablazat 4 hdaromkamras szocialis interakcios teszt soran mért eredmények a csoportok
kozott. Kontroll: kontroll csoport kezelés nélkiil, ABx: széles spektrumi antibiotikum
kezelt csoport, ABx+probiotikum: széles spektrumu antibiotikum kezelt majd probiotikum
kezelt csoport, probiotikum: probiotikum kezelt csoport, C-VPA: valprodt kezelt csoport,
P-VPA: valproat és probiotikum kezelt csoport, LICl: pilot kisérletben litium-kloriddal
kezelt csoport. Az ismeretlen- és iires zondba torténd belépések szama, szociabilitdsi
index és a mosakodas értékei median (IQR)-ben vannak feltiintetve, a szocialis- és iires
zondban toltott explordcios ido, szocidlis- és iires zondba torténd belépések frekvencidja,
ismeretlen dllatot tartalmazo- és iires ketrec érintéseinek szama, megtett tavolsag és az
agaskodasok eredményeit dtlag + szérasban fejeztiik ki. Az egyes csoportok kozotti
szignifikans valtozast az azonos kis betiik jelolik (a-h) (egyutas ANOVA, Kruskal-Wallis
teszt, p<0,05).
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V.3. Rovid szénlancn zsirsavak analizise

A rovid szénlancu zsirsavak analizise soran mind a 6 vizsgalt csoport kezelések el6tti
¢és kezelések utani székletmintdit hasonlitottuk 0ssze, valamint minden csoport esetében
meghataroztuk az SCFAs mennyiségének idobeli valtozasait is a csoportokon beliil. A
csoportok kozotti Osszehasonlitasok esetében a kezelések el6tt nem mutatkozott
szignifikans eltérés. Azonban a kezelések utan a széles spektrumu antibiotikum keverék
alkalmazasa jelent6ésen csokkentette a harom vizsgalt zsirsav (butansav, propionsav,
ecetsav) koncentraciojat 6sszehasonlitva a tobbi csoport egyedeivel; C-VPA (p = 0,001),
P-VPA (p = 0,042), ABx+probiotikum (p = 0,013), probiotikum (p = 0,002), kontroll (p
= 0,025) csoport (2. tablazat). A csoportokon beliili 6sszehasonlitasok esetében szintén
jelentds eltéréseket detektaltunk. Az ABX csoport vizsgalata soran szignifikdns csokkenés
volt megfigyelhet6 az ecetsav (p = 0,001), butansav (p = 0,001) és propionsav (p = 0,001)
esetében a kezelés el6tti és kezelés utani mintaknal. Mindemellett ez a jelentds csokkenés
mar a 2 héten 4t biztositott antibiotikum kezelést kdvetden is megjelent, mindharom
zsirsav koncentracidja szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az antibiotikum kezelés el6tt
(7. ébra). Az ABx+probiotikum csoport esetében is hasonléoan megfigyelhetd volt a
jelentds koncentracié csokkenés az antibiotikum kezelést kovetéen (p = 0,001), azonban
az altalunk hasznalt probiotikum keverék képes volt e zsirsavak szintjét visszaallitani 2
héten beliil a kiindulasi, kezelés eldtti koncentracid szintjére (8. abra). Mindemellett,
szamottevd kiilonbség nem mutatkozott a kezelések eldtti €s utdni koncentracio
értékeikben az ecetsav ¢és a propionsav tekintetében, de a butansav esetében
megfigyelhetd volt egy magasabb koncentracids érték az ABx+probiotikum csoporton
beliil a kezelések el6tti és utani allapot vizsgalata soran, ennek ellenére a csoportok
kozotti 6sszehasonlitas esetében csupan tendencia szintjén volt észlelheté a magasabb
butansav koncentracio az ABx+probitikum csoport esetében. Az Onmagaban csak
probiotikumot kapo csoport analizise soran nem detektaltunk szignifikans eltéréseket a
probiotikum kezelés el6tti és azt koveté mintavételi idopontban egyik rovid szanlancu
zsirsav esetében sem (2. tabldzat). A valproat kezelésben részesiildé csoportok
vonatkozasaban nem detektaltunk semmiféle szignifikans eltérést sem a csoportok kozotti

sem a csoportokon beliili SCFAs analizise soran.
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ABx kezelés utan

ABx kezelés utan

ABx kezelés utan

7. abra Az antibiotikum kezelés hatdsa az ecetsav (A), propionsav (B) és butansav (C)

antibiotikum kezelés utan. ABx: széles spektrumu antibiotikum kezelés. A koncentraciok
értékei median (IQR)-ben vannak feltiintetve(n=10/csoport). A csoportok kozotti

szignifikans valtozast az oszlopok feletti azonos kis betiik jelolik (a-b) (Friedman teszt,
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8. abra Az antibiotikum és probiotikum kezelés hatdsa (ABx+probiotikum csoport
egyedeinek adatai) az ecetsav (A), propionsav (B) és butdinsav (C) koncentrdciojdra
(100mg/mmol/l) a kezelések eldtt, antibiotikum kezelés kozben (2. hét), antibiotikum
kezelés utan, 1 hetes probiotikum kezelés kozben és probiotikum kezelés utan. ABx: széles
spektrumu antibiotikum kezelés. A koncentraciok értékei median (IQR)-ben vannak
feltiintetve (n=10/csoport). A csoportok kozotti szignifikans valtozdst az 0szlopok feletti
azonos kis betiik jelolik (a-f) (Friedman teszt, p<0,05).

43



SCFA ABx+ .
kontroll ABX L probiotikum C-VPA P-VPA
koncentraciok probiotikum
(200mg/mmaol/1)
Kezelések elott
7,13 6,25 5,50 4,75 7,16 8,79
ecetsav
(4,73-8,25) | (4,03-854) | (3,44-7,09) | (4,04-564) (6,36-7,78) (7,13-9,02)
. 1,80 2,59 191 1,70 2,49 3,24
propionsav
(1,63-3,14) | (1,88-3,02) | (1,38-2,33) | (1,47-2,44) (2,09-2,92) (2,78-3,79)
1,10 1,36 1,00 0,93 1,48 1,92
butansav
(0,99-159) | (1,18-145) | (0,93-1,20) | (0,86-1,15) (1,14-2,10) (1,39-2,16)
10,67 9,76 9,50 7,61 10,86 14,22
total SCFAs
(7,58-13,04) | (7,56-13,63) | (5,80-10,37) | (6,69-9,16) | (10,05-12,47) | (11,24-14,83)
Kezelések utin
4,67 1,64 3,03 4,14 1,77 5,56
ecetsav (2,85-5,28) (0-2,90) (2,37-511) | (2,19-7,14) (6,97-8,25) (4,49-8,60)
a abcde b c d e
2,09 0,64 1,30 2,45 2,98 2,82
propionsav | (157-2,40) | (0,00-1,02) | (0,74-154) | (1,48-2,57) (2,60-3,50) (2,35-3,40)
a abcde b c d e
1,22 0,36 1,30 0,96 2,23 1,15
butansav (1,00-1,35) (0,00-0,54) (1,19-1,62) (0,75-1,23) (1,77-2,33) (0,76-2,22)
a abcde b c d e
7,79 2,65 6,46 7,40 13,30 9,14
total SCFAs (5,73-8,62) (0,00-4,44) (4,18-8,50) (5,82-10,58) (11,44-13,56) (7,79-14,22)
a abcde b c d e
2. tablazat A rovid szénlancu zsirsavak (ecetsav, propionsav, butansav)

koncentracioinak (100mg/mmol/l) eredményei a kezelések eldtti és kezelések utani
mintavételi idopontban. 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:
valproat kezelt csoport, P-VPA: valprodt és probiotikum kezelt csoport. A koncentraciok
értékei median (IQR)-ben vannak feltiintetve. A7 egyes cSoportok kozotti szignifikans

valtozdst az azonos kis betiik jelolik (a-e) (Kruskal-Wallis teszt, Friedman teszt, p<0,05).
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V.4. Zsirsav metil-észterek analizise
V.4.1. A kromatogram jellemz6i

A zsirsav metil-észterek (C4:0-C26:0) analizise soran kiilonboz6 csoportokbol
(kontroll, ABx, ABx+probiotikum, probiotikum) szarmazé székletmintak lettek
megvizsgalva a kezelések eldtt (1. minta), a kezelések alatt (2. minta) és a kezelések
befejeztével (3. minta). A zsirsavak analizise soran jelentds kiilonbségeket detektaltunk

a masodik és a harmadik mintavételi idopont kozott (9. abra).

Elcsusztatott

— kJ.Ha/w,uLJ\. .

Kontroll (3. minta)

ABx (3. minta)

| “ S W & . .I‘ LL,,,A‘,, rn ] -

SV NI DU W,
ABx + Probiotikum (3- minta)

Probiotikum (3. minta)

T RAAatansast :
34 . _.!E" R 38 40 42 44 48 48 50 52 54 58
Retencids idd (min)

9. abra Reprezentativ GC kromatogramok a 4 vizsgat csoport masodik és harmadik
mintavételi idépontjaban 1-1 patkdny faeces mintajabol. 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. 4 kromatogramok C4:0 és C26:0 kozétti zsirsavakat
mutatjak, melyek a C13:0 belsd standard csucsanak magassagahoz lettek grafikusan

normalizalva.

Annak érdekében, hogy ténylegesen igazolni lehessen a kromatogramokon
megjelend, mintavételek kozotti eltéréseket PCA analizist alkalmaztunk, mely
alatamasztotta, hogy a zsirsavak cstcs alatti teriiletei eltéréek, és ezek az eltérések a

kezelésekbodl adodnak. A két f6 komponens (PC1 és PC2) magyarazta a masodik
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mintavételi id6pontban a kromatogramok eltéréseinek 80,1 %-at. Az analizis
egyértelmiien két nagyobb részre osztotta a mintakat. Az egyik rész tartalmazta az ABx
¢s az ABx+probiotikum csoport egyedeinek mintait, a masik részhez pedig a kontroll és
probiotikum csoport mintai tartoztak. A harmadik mintavételi idopont esetében a PC1 és
PC2 csupan a csucs alatti teriiletek variancidinak 67,9 %-at magyarazta, mégis lathato
volt, hogy az ABx+probiotikum csoport kdzelit a kontroll és a csak probiotikumot kapo
csoport egyedeinek mintaihoz, mig az ABx csoport elkiiloniilt a masik harom csoporttol

(10. abra).

2. mintavétel 3. mintavétel

[N}

0 Kontroll o
ABx -+
ABx+Probiotikum -
Probiotikum

N o

o
standardizalt PC2 (0sszvariancia 14.1%-at magyarazza)

standardizalt PC2 (6sszvariancia 9.6%-at magyarazza)

-3

standa;:iiza'lt PC1 (6sgzvarancia 70.!':%-él magyaréiza) standardizali1PC1 (ésszvasiancia 53.8%-;{ magyarézzg)
10. abra A fokomponens analizis két 6 komponensének (PCI és PC2) eredményei a 4
csoport tekintetében. 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. A grafikonok
a masodik és harmadik mintavételi idépontot abrazoljdk, melyek a kromatogramok gérbe

alatti teriileteinek alapjan lettek kiszamolva.

V.4.2. Linearis kevert random modell eredményei

A zsirsavak koncentracidi és tomegszazalékos aranyai kozotti kiilonbségek
feltarasara linearis kevert random modellt alkalmaztunk. Az analizis soran jelentés
eltéréseket detektaltunk a vizsgalt zsirsavcsoportok kozott az altalunk Osszehasonlitott

paraméterekben (mintavételi idépontok, kezelések és ezek interakcidi) a koncentracio
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szintjeiben és a tOmegszazalékos ardny esetében is, melyek p értékeit a 3. tablazat

tartalmazza. Emellett a vizsgalt zsirsavak 0sszkoncentraciojaban is jelentds eltéréseket

figyeltiink meg a vizsgalt paraméterek kozott. Tovabba a zsirsavkategoriakon beliil az

egyes zsirsavak kozott is szamos esetben szignifikans kiilonbségeket detektaltunk, ezek

p értékei a 4. és 5. tablazatban lettek feltiintetve. Mindez jelzi a bélmikrobiom jelentds

hatasat a zsirsavak termelésében.

Linearis kevert random modell eredményei

koncentracidk p értékei

tomeg% p értékei

Zsirsav
csoportok | mintavételi idépontok | mintavételi idépontok
kezelések kezelések
idépontok és kezelések | idopontok és kezelések
Teljes
1,56 x 106 1,10 x 106 6,91 x 107
zsirsav
SAT 2,90 x 108 1,21 x 1013 3,27 x 1020 2,81 x 103 2,20 x 10 4,46 x 107
ShortSAT 512x108 | 6,31x10° | 2,54x10° | 6,34 x 107 7,41 x 108 2,11 x 103
Elagazé
1,03 x 1012 1,27 x 105 | <2,20x 1016 | 1,54 x 106 2,82 x 10°® 2,81 x 101
transz
Elagazo
3,58 x 101 <2,20x 10 | <2.20x 1016 1,24 x 105 <2,2 %1016 1,07 x 1013
SAT
TFA 5,82 x 107 <2,20 x 10716 3,55 x 1024 2,53 x 103 7,60 x 101 8,06 x 108
cMUFA 8,44 x 10°° 8,73 x 107 5,80 x 10 0,163 1,14 x 106 6,73 x 10’3
PUFA 2,04 x 102 3,43 x 102 0,218 1,03 x 10* | <220 x 106 2,10 x 10°¢
n-3 PUFA 4,85 x 10 1,53 x 10 0,214 1,58 x 10" 1,78 x 104 9,28 x 10
n-6 PUFA 1,94 x 102 3,64 x 102 0,221 1,38 x 10 3,26 x 1016 2,23 x 108
LCPUFA 2,57 x 108 5,50 x 10 0,127 4,38 x 104 4,49 x 106 1,13 x 10
n-3
0,576 0,308 0,797 0,916 0,56 0,915
LCPUFA
n-6
2,62 x 1073 5,43 x 10 0,128 4,27 x 10* 4,64 x 10°° 1,09 x 10
LCPUFA
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3. tablazat A linearis kevert random modell p értékei a mintavételi idépontok, kezelések,
mintavételi idopontok és kezelések fiiggvényében a koncentrdciok és tomegszazalékos
aranyok esetében, a felkover betiik a szignifikanciakat jelélik (p<0,05). Telitett zsirsavak
(SAT): shortSAT + C9:0 + C10:0 + C11:0 + C12:0 + C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17:0
+ C18:0 + C20:0 + C22:0 + C23:0 + C24:0 + C25:0 + C26.0, rovid telitett zsirsavak
(shortSAT): C4:0 + C5:0 + C6:0 + C7:0 + C8:0; elagazo transz-zsirsavak (elagazo
transz): elagazéo SAT + TFA + (tC16:1n-7 + C17i) + (tC17:1n-7 + C18i); transz-
zsirsavak (TFA): tC18:1 izomerek; eldgazo szénlancu telitett zsirsavak (elagazo SAT):
Cl3ai + Cl4i + C15i + Cl5ai + CI16i; egyszeresen telitetlen cisz-zsirsavak (cMUFAS):
C13:1n-1 + C14:1n-5 + C16:1n-9 + C16:1n-7 + C18:1n-9 + C18:1n-7 + C20:1n-9 +
C22:1n-9; tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFAS): n-3 PUFAs + n-6 PUFAs; n-3
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (n-3 PUFAs): C18:3n-3 + n-3 LC PUFAs; n-6
tobbszordsen telitetlen zsirsavak (n-6 PUFAS): C18:2n-6 + n-6 LC PUFAS; hosszu
szénldancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak (LC PUFAS): n-3 LC PUFAs + n-6 LC
PUFAS; n-3 hosszu szénlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak (n-3 LC PUFAS): C20:5n-
3; N-6 hosszu szénlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak (n-6 LC PUFAs): C20:2n-6 +
C20:3n-6 + C20:4n-6 + C22:4n-6 + C22:5n-6

V.4.2.1. Telitett zsirsavak (SAT)

A telitett zsirsavak, mint zsirsavkategéria elemzése sordn szamottevd kiilonbség
mutatkozott a koncentraciok és a tomegszazalékos aranyok esetében a mintavételi
idépontok, kezelések és e kettd interakcigja kozott, mely jelzi, hogy az antibiotikum
illetve az ezt kdvetd probiotikum kezelés dontden befolyasolja a koncentracid szintjét és
a tomegszazalékok aranyt (3. tablazat). Kovetkeztetésképp a legtobb, e kategoriaba
tartozo zsirsav megjelenésében fontos szerepet jatszott a GI mikrobiom. A koncentracio
vizsgalata sordn hasonld szignifikéns kiilonbségek jelentkeztek a vizsgalt paraméterek
tekintetében a C12:0-C26:0 telitett zsirsavak mindegyikénél egy kivétellel (C25:0), ahol
csak tendencia szinten volt ez megfigyelhetd. Ez egyértelmiien arra utal, hogy a kezelések
jelentdsen lecsokkentette ezen zsirsavak szintjét, majd az antibiotikum kurat kovetd
probiotikum kezelés sikeresen vissza tudta éllitani a telitett zsirsavak koncentracios
szintjét (9. dbra). Részletezve e kategdridba tartoz6 zsirsavak vizsgalati eredményeit (4.

tablazat) az detektalhatd, hogy a C10:0 esetében a mintavételi idopontok és a kezelések
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szignifikans eltéréseket mutattak, azonban a kettd kozotti interakcidban nem volt jelentds
kiilonbség. Ennek eredményeképpen az antibiotikum kezelés képes volt drasztikusan
lecsokkenteni e zsirsav szintjét, azonban az ezt kdvetd probiotikum kezelés nem tudta
visszaallitani ezt. Tovabba, a C11:0 esetében is csak a kezelések mutattak szignifikans
eltérést, mely sordn az antibiotikum kezelés jelentdsen csokkentette a zsirsav
mennyiségét, azonban a probiotikum nem volt képes modositani azt. A C9:0 esetében
viszont nem figyeltlink meg egyik vizsgalt paraméter tekintetében sem szignifikans
eltéréseket sem a koncentracid6 sem pedig a tOmegszazalék vizsgalata soran. A
tomegszazalékos arany analizise esetében megallapitottuk, hogy a C14:0, C15:0, C17:0
és C18:0 szignifikans eltéréseket mutatott a vizsgalt paraméterek tekintetében, tehat a
kezelések képesek voltak modositani ezen zsirsavak tomegszazalékos aranyat, vagyis az
antibiotikum kezelés jelent6sen csokkentette, mig az ezt kovetd probiotikum adasa
helyreallitotta ezt az aranyt. A C26:0 esetében csupan a kezelések és a mintavételi
idépontok mutattak szignifikans eltérést, vagyis az antibiotikum kara nagymértékben
csokkentette a tomegszazalékos ardnyat a zsirsavnak, azonban a probiotikum kezelés
szdmottevd hatasat nem detektaltuk. A C16:0 és a C20:0 és C25:0 kozotti zsirsavak
esetében nem figyeltiink meg szignifikdns kiilonbségeket a vizsgalt paraméterek

tekintetében (9. 4bra €s 4. tablazat).

Linearis kevert modell eredményei
koncentraciok p értékei tomeg% p értékei
Zsirsavak
mintavételi idépontok | mintavételi idépontok
kezelések kezelések

idépontok és kezelések | idépontok és kezelések
C4:0 4,17 x 1013 3,70 x 10° 2,15x 1010 4,11 x 107 3,18 x 107 1,15x 103
C5:0 1,41 x 10°® 1,83 x 1013 4,96 x 10 1,35 x 102 1,54 x 1072 0,111
C6:0 9,52 x 103 2,32x 10° 0,201 0,064 1,53 x 10* 0,389
C7:0 0,474 1,51 x 103 4,12 x 1072 0,953 0,272 0,13
C8:0 1,43 x 102 2,76 x 10+ 0,733 0,056 1,90 x 1073 0,858
C9:0 0,498 0,145 0,275 0,327 0,097 0,271
C10:0 2,15x 10 5,04 x 1012 0,053 3,68 x 102 2,54 x 1010 0,058
C11:0 0,433 3,35x 1010 0,619 0,286 1,44 x 10710 0,316
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C12:0 1,45 x 10°® 1,09 x 107 8,91 x 10 0,695 1,42 x 107? 0,998
C14:0 6,92 x 101 3,52 x 1011 8,24 x 1012 9,44 x 106 3,39 x 108 3,55 x 106
C15:0 1,73 x 101 <2,2x1016 1,93 x 1015 9,45 x 1010 <2,2x1016 <2,2x1016
C16:0 2,59 x 108 3,31x 107 6,62 x 10 0,505 0,898 0,154
C17:0 1,01 x 10 6,77 x 1014 2,77 x 107 0,097 3,16 x 106 4,02 x 107
C18:0 2,08 x10* 2,52 x 1012 2,59 x 107 0,478 9,08 x 10 4,27 x 104
C20:0 2,71x10* 1,10 x 108 1,85x 10® 0,450 0,052 3,68 x 104
C22:0 3,68 x 103 1,56 x 108 3,32x10* 0,155 0,275 0,881
C23:0 2,19x 108 2,34 x 10 1,03x 10 0,365 0,363 0,38
C24:0 1,21 x 10 2,62x 108 7,40 x 10 0,335 0,104 0,429
C25:0 0,493 4,16 x 107 0,054 0,5 0,578 0,593
C26:0 5,76 x 103 2,58 x 1077 4,89 x 104 1,19 x 102 8,84 x 1073 0,354
tC16:1n-7
+C17i 3,13x10* 2,26 x 10° 4,51 x 107 0,135 7,06 x 10° 3,11x 102
tC17:1n-7
+C18i 3,41x10% 8,79 x 108 5,32 x 107 0,785 0,069 2,07 x 102
tC18:1-mix 5,82 x 1077 <2,2x1016 3,55 x 1014 2,53 x 103 7,60 x 1013 8,06 x 108
C13ai 2,92 x 10 <2,2x1016 2,77 x 107 1,31 x 10® 2,39 x 1013 7,03 x 108
C14i 3,16 x 1016 <2,2x1016 <2,2x10716 4,71 x 1015 <22x10716 <2,2x107
C15i 4,82 x 1015 <2,2x1016 <2,2x1016 6,10 x 1012 <2,2x1016 <2,2x107
C1b5ai 8,94 x 101 <2,2x1016 <2,2x10716 3,31x 107 <2,2x1016 1,07 x 104
C16i 5,34 x 106 2,93 x 1015 4,22 x 1010 4,49 x 107 4,23x 108 9,59 x 105

4. tablazat A vizsgalt telitett zsirsavak (C4:0 - C26:0, tC16:1n-7+C17i, tC17:1n-7+C18i,
tC18:1-mix, C13ai, C14i, C15i, C15ai, C16i) linedris kevert random modell p értékeinek

a szignifikancidkat jelolik (p < 0,05).
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V.4.2.1.1. Rovid szénlancu telitett zsirsavak (shortSAT)

crer

Jelenlegi vizsgalataink soran 5 db zsirsavat (C4:0, C5:0, C6:0, C7:0, C8:0) analizaltnuk,
melyek ehhez az alkategoriahoz tartoznak. Hasonléan a SAT kategoriahoz a shortSAT is
jelentds eltéréseket mutatott a kiillonbozoé kezelések hatasara (3. tablazat). A
koncentraciok elemzése soran a C4:0, C5:0 ¢és C7:0 szintjében szignifikans eltérés
jelentkezett a vizsgalt paraméterek mindegyikében, mely azt tiikkr6zi, hogy a kezelések
antibiotikum kezelés jelentdsen lecsokkentette a szintjiket, majd az ezt kovetd
probiotikum kezelés képes volt visszaallitani azt (9. dbra és 4. tdblazat). A C6:0 és C8:0
esetében azonban csak a kezelések és a mintavételi idopontok kiilonboztek, de a kettdjiik
interakcioja nem mutatott szignifikans eltéréseket, mely azt jelezte, hogy az antibiotikum
kezelés jelentds koncentracid esést idézett eld, azonban az ezt kovetd probiotikum adés
nem volt mar képes megndveli és visszaallitani ezt az alacsony szintet. A koncentracio
eltéréseihez hasonldan a tomegszazalékos ardnyban is nagymértékli kiilonbségeket
detektaltunk (9. abra és 3. tablazat). A C4:0 vizsgalata sordn a 3 vizsgalt paraméter
mindegyikében taldltunk eltéréseket, mely azt mutatta, hogy az antibiotikum hatdsosan
csokkentette a tomegszazalékos aranyt, mig az ezt kovetd probiotikum kezelés sikeresen
képes volt visszaallitani azt. A C5:0 analizise soran csak a kezelések és mintavételi
1dépontok mutattak eltéréseket, de a kettdjlik interakcioja nem, tehat csak az antibiotikum
kezelés volt képes valtozasokat eldidézni és a probiotikum kezelésnek nem mutatkozott
semmiféle hatasa. A C6:0 és C8:0 esetében csupan a kezelések mutattak szignifikans
kiilonbségeket, vagyis az antibiotikum kezelés képes volt leredukalni e zsirsavak
tomegszazalékos aranyat, de az ezt kovetd probiotikum kezelés mar nem tudta
megvaltoztatni ezt. A C7:0 vizsgélta soran egyik paraméter sem mutatott eltéréseket a

tomegszazalékos aranyban (9. ébra ¢€s 4. tablazat).

V.4.2.2. Elagaz6 szénlancu és transz-zsirsavak

Ez a 6 kategoria 3 koeluciot (tC17:1n-7+C18i, tC16:1n-7+C17i, tC18-1mix) és 5
elagazo szénlancu telitett zsirsavat tartalmaz. Mind a 6 kategoria mind pedig a 3 koelucio
esetében jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a kezelések, mintavételi idépontok és a

kettd interakcioja kozott, tehat az antibiotikum kezelés mellett az azt kovetd probiotikum
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adas is képes volt mddositani a koncentracios szinteket és a tomegszazalékos aranyokat

is (3. tablazat).

V.4.2.2.1. Elagaz6 szénlancu telitett zsirsavak

Az egész alkategoria, illetve az ezt alkotd, altalunk vizsgélt zsirsavak mindegyikénél
szignifikans eltéréseket detektaltunk a kezelések, a mintavételi idOpontok és ezek
interakcidja kozott mind a koncentracid, mind pedig a tdmegszazalékos arany analizise
soran. Ebbdl kifolydlag megallapithato, hogy az itt észlelt valtozasokért a kezelések
tehetok feleldssé és ennek kovetkeztében pedig a bélben jelenlévd baktériumok, hiszen
az antibiotikum kezelés képes volt nagymértékben lecsokkenteni a zsirsavak mennyiségét
és tomegszazalékos aranyukat, mig az ezt kdvetd probiotikum bevitel sikeresen

visszaallitotta ezeket az értékeket az eredeti allapotra (9. abra és 4. tablazat).

V.4.2.2.2. Transz-zsirsavak (TFA)

Ennek az alkategoridnak, azaz a tC18:1 zsirsavnak a vizsgalata sordn hasonld
transz-zsirsavnak mind a mennyisége, mind pedig a tdmegszazalékok aranya jelentésen
lecsokkent az antibiotikum kura hatdsara, mig az antibiotikumot kdvetd probiotikum
kezelés képes volt ezeket az alacsony értékeket helyreallitani és az eredeti, kezelés el6tti

szintre visszahozni (9. abra és 4. tablazat).

V.4.2.3. Egyszeresen telitetlen cisz-zsirsavak (c(MUFAS)

crer

kiilonbségeket detektaltunk a koncentracid és a tomegszazalékos arany tekintetében is
mindhdrom vizsgalt paraméter esetében, azaz az antibiotikum és az ezt kovetd
probiotikum kezelés is képes volt ezeknek az értékeit modositani (3. tablazat). Ebben a
kategoriaban Osszesen 8 egyszeresen telitetlen cisz-zsirsavat tanulmanyoztunk: C13:1n-
1, C14:1n-5, C16:1n-9, C16:1n-7, C18:1n-9, C18:1n-7, C20:1n-9, C22:1n-9. A C22:1n-
9 zsirsav kivételével, mely csak tendenciat mutatott, a tobbi vizsgalt cMUFAS
szignifikans eltérést mutatott a kezelések, a mintavételi idépontok és e kettd interakcidja

esetében a koncentracios szint mérésénél. Ennek kovetkeztében elmondhatjuk, hogy az
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antibiotikum kura nagymértékii koncentracid esést idézett eld, azonban az ezt kovetd
probiotikum kezelés sikeresen visszaallitotta a kontrollhoz hasonl6 szintre (9. 4bra és 5.
tablazat). A tomegszazalékos arany vizsgalata soran minddssze 3 zsirsav (C13:1n-1,
Cl14:1n-5, C18:1n-9) mutatott szignifikdns kiilonbséget a vizsgalt paraméterek
mindegyikében, azonban e kategdridhoz tartozo tobbi analizalt zsirsavaknal nem
figyeltiink meg szamottevd eltéréseket. A C13:1n-1 és a Cl4:1n-5 esetében az
antibiotikum kezelés hatasara lecsokkent, mig a C18:1n-9 esetében megemelkedett a
tomegszazalékos arany. Mindharom esetben az antibiotikum kezelést koveto probiotikum

bevitel helyreallitotta a megvaltozott tomegszazalékos aranyokat (9. abra és 5. tablazat).

V.4.2.4. Tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFAs)

crey

vizsgalata soran a koncentracio és a tomegszazalékos arany esetében, mely jelezte, hogy
a kezeléseknek erdteljes hatdsa van e zsirsav csoport modositasaban (3. tablazat). Ez a {6
kategoria két alcsoportra bonthat6, melyek esetében szintén nagyon hasonlo eltéréseket
figyeltiink meg: az egyik az n-3 PUFAS csoportja (ALA:C18:3n-3 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). A tomegszazalékos arany analizise soran mindkét alkategéria szignifikans
kiilonbségeket mutatott minden altalunk dsszehasonlitott paraméter tekintetében, vagyis
az antibiotikum kezelés hatasara csokkenés jelentkezett, mig ezt kdvetden a probiotikum
kezelés hatdsara visszatért a kiindulasi allapothoz. A koncentracié vizsgélata esetében,
azonban csak a kezelések ¢és a mintavételi idépontok mutattak szignifikans
kiilonbségeket, de a kettdjiik interakcidjdban nem jelentkezett differencia. Ennek
kovetkeztében, megallapithato, hogy csak az antibiotikum kezelés volt képes
szignifikansan csokkenteni a koncentracié mértékét, de az ezt kovetd probiotikum kura
nem okozott szamottevd valtozast. Egy masik megkozelitésben a PUFAs {6 kategorian
beliil el tudunk kiiloniteni egy alkategéridt a hosszu szénldncu tobbszordsen telitetlen
zsirsavakat, illetve ezen az alkategoérian beliill 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 megkdzelitésben vizsgaltuk
meg az adatokat, akkor az LC PUFAs alkategéria és az ezen beliili n-6 LC PUFAs
alcsoport eredményei hasonlo eltéréseket mutattak, mig az n-3 LC PUFAS alcsoport

esetében nem jelentkezett szignifikans eltérés sem a koncentraciok, sem pedig a
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tomegszazalékos arany tekintetében (3. tablazat). Ezen eredmények tiikkrében, miszerint
a C20:5n-3 zsirsavndl nem jelentkezett szignifikdns valtozas, kijelenthetd, hogy a
C18:3n-3 a meghataroz6 zsirsav, mely a valtozasokért felelt az n-3 PUFAS
alkategoridban, mely a koncentracio tekintetében ugyanazokat a szignifikans eltéréseket
mutatta, mint f0 kategoridja. Tovabbd a tomegszazalékos ardny analizise sordn a
kezelések és a mintavételi idopontok interakcidjaban is jelentkezett szignifikans eltérés.
Az n-6 PUFAs alkategoria vizsgalata soran csupan két zsirsav (C20:2n-6, C20:3n-6)
Mmutatott szignifikdns eltérést a harom vizsgalt paraméter tekintetében a koncentracios
szint mérése soran. Mindkét zsirsav mennyiségében jelentdsen csokkenést detektaltunk
antibiotikum kezelést kovetden, azonban az ezt kdvetd probiotikum kura képes volt
visszaallitani az eredeti 4llapotot. A tomegszéazalékos arany analizise alapjan a C18:2n-6
és C20:4n-6 zsirsavak kivételével, az n-6 PUFAs alkategéria tagjai nem mutattak
szignifikans eltéréseket, azonban e két zsirsavnal szignifikdnsan megemelkedett a
tomegszazalékos arany az antibiotikum kezelést kovetden, tovabba az ezt kovetd
probiotikum adés pedig képes volt ellensulyozni ezt a hatdst és visszaallitotta a

tomegszazalékos aranyokat a kiindulési értékekre (9. dbra és 5. tablazat).
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Linearis kevert modell eredményei
koncentraciok p értékei tomeg% p értékei

Zsirsavak

mintavételi idépontok | mintavételi idépontok

kezelések kezelések

idépontok és kezelések | idopontok és kezelések
C13:1n-1 6,97 x 10 | <2,2x10%6 <22x10% | 967x10 | <22x107 <2,2x107
Cl14:1n-5 1,67 x 10° 0,620 2,29 x10° 1,16 x 10 0,853 1,03 x 10
C16:1n-9 0,129 4,91x 107 3,96 x 102 0,690 3,57 x 102 0,650
C16:1n-7 3,25x 10 7,49 x 106 1,40 x 1072 0,247 0,096 0,843
C18:1n-9 1,96 x 103 2,50 x 106 5,33 x 1073 3,88 x 10 3,11 x 106 1,42 x 103
C18:1n-7 3,43x10° 2,11x 108 3,78 x 10+ 0,102 1,82x 10 0,544
C20:1n-9 1,07 x 10 1,63 x 108 1,53 x 10 0,861 0,176 0,101
C22:1n-9 4,81x 10 1,36 x 10°° 0,096 0,246 0,647 0,866
C18:2n-6 2,41x 107 0,052 0,242 5,23 x10* 1,09 x 104 3,00 x 10”7
C18:3n-3 5,00 x 102 1,53 x 1072 0,217 1,62 x 10+ 2,14 x 10 1,05 x 10°°
C20:2n-6 2,25 x 10® 8,52 x 107 3,17 c 106 0,987 0,282 0,797
C20:3n-6 3,35x 103 1,71 x 10* 8,77 x 10°® 0,630 0,290 0,823
C20:4n-6 0,734 0,092 0,316 3,46 x 1077 9,08 x 1077 1,90 x 1010
C20:5n-3 0,534 0,284 0,795 0,916 0,56 0,915
C22:4n-6 0,164 3,93 x 102 0,641 0,657 0,067 0,955
C22:5n-6 1,24 x 1072 2,17 x 103 0,263 0,734 0,714 3,10 x 102

5. tablazat A vizsgalt egyszeresen telitetlen cizs-zsirsavak és tobbszérdsen telitetlen

zsirsavak linedris kevert random modell p értékeinek eredményei a mintavételi idopontok,

kezelések, mintavételi idopontok és kezelések fiiggvényében a koncentraciok és

tomegszazalékok esetében, a félkover betiik a szignifikancidkat jelolik (p < 0,05).
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V.4.2.5. A ragcsalotap zsirsav Osszetétele

Az allatoknak biztositott standard ragcsalotap zsirsav Osszetétele nem volt teljes
mértékben feltiintetve, ezért a ragesalotapban talalhatd zsirsavak Osszetételét is
kielemeztiik (6. tablazat) és Osszevetettiik a kezelések altal megjelend zsirsav dsszetétel
valtozasaival (11. abra). Az eredmények azt mutattdk, hogy a cMUFASs kategoria
mennyisége a legmagasabb a PUFASs és SAT kategoria mellett. A ctMUFAS kategoria
vizsgalata soran a C18:1n-9 volt a legnagyobb mennyiségben jelen. A PUFAS mérése
soran megallapitottuk, hogy az n-6 PUFAs alkategoria aranyaiban nagyobb
mennyiségben van jelen, mint a n-3 PUFAS alcsoport, tovabba ezeken beliil is a C18:2n-
6 és a C18:3n-3 zsirsavak voltak a legdominansabb képvisel6i a PUFAs kategoridnak. A
SAT kategoria tekintetében a legmagasabb mennyiségben el6forduld zsirsavak a C16:0
¢és a C18:0 voltak. A rovid szénlancu telitett zsirsavakat, illetve a TFA kategorian beliil a
tC18:1 zsirsavat minimalis mennyiségben tudtuk detektalni, ezzel ellentétben nem
tudtunk kimutatni elagazé szénlancu telitett zsirsavakat a ragesalotapban. igy ezen
eredmények tiikrében elmondhaté, hogy nem a tapbdl bevitt zsirsavak okoztdk a

kezelések kovetkeztében latott zsirsavak valtozasait.
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11. abra Az abra a C4:0 és C26:0 zsirsavak valtozasait mutatja be egy antibiotikum majd
probiotikum kezelést kapo allat kromatogramjai alapjan. Az abra tetején a kiilonbozo
zsirsav csoportok (telitett, elagazo szénlancu telitett, egyszeresen telitett, transz, N-3
tobbszordsen telitetlen, N-6 tobbszordsen telitetlen zsirsavak) kiilonbézé  szinnel
lathatoak, és alattuk az egyes vizsgalt zsirsavak a zsirsavcsoportoknak megfelelo
szinkoddal jelolve. Az elsé kromatogram az antibiotikum (ABx) kezelés elotti, a masodik
kromatogram a 2 héten at tarto antibiotikum kezelés, a harmadik kromatogram az
antibiotikum majd probiotikum kezelés utdni zsirsav Osszetételt mutatja, a negyedik
kromatogram a rdagcsalotapban talalhaté zsirsavakat jeloli. A szaggatott nyilak a
komponensek hidnyat jelzik. A székletmintak kromatogramjait grafikusan normalizdltuk

a belso standard C13:0 csucsmagassagahoz.
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wiw % Atlag Szoéras

SAT 27,32 0,18
shortSAT 1,37 0,19

Elagazo
01 0,01

transz

Elagazo

SAT

TFA 0,09 0,01
CMUFA 36,09 0,14
PUFA 31,16 0,23
n-3 PUFA 1,52 0,03
n-6 PUFA 29,64 0,21
LC PUFA 0,45 0,01

6. tablazat A ragcsalotapban megtalalhato zsirsavak szazalékos ardnydanak (WIw9bo)
atlaga és szorasa 3 paralel mérés alapjan. SAT: telitett zsirsavak, ShOrtSAT: rovid
szénlancu telitett zsirsavak, Elagazo transz: elagazo transz-zsirsavak, Elagazo SAT:
elagazo szénlancu telitett zsirsavak, TFA: transz-zsirsavak, cMUFAS: egyszeresen
telitetlen cisz-zsirsavak, PUFAS: tobbszorosen telitetlen zsirsavak, n-3 PUFAs: n-3
tobbszorosen telitetlen zsirsavak, n-6 PUFAS: n-6 t6bbszorosen telitetlen zsirsavak, LC
PUFAS: hosszu szenlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak, n-3 LC PUFAS; n-3 hosszu

szénlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak, n-6 LC PUFAS: n-6 hosszu szénlancu

tobbszorosen telitetlen zsirsavak.
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wiw % Atlag Szoras
n-3LC
0,12 0,01
PUFA
n-6 LC
0,33 0
PUFA
C14:0 0,31 0,01
C16:0 22,76 0,07
C18:0 5,34 0,03
t18:1mix 0,09 0,01
C18:1n-9 34,05 0,14
C18:1n-7 1,29 0,01
C18:2n-6 29,31 0,21
C18:3n-3 1,4 0,03




V.5. Szovettan

A kisérletek végeztével csoportonként 6 db véletlenszeriien kivalasztott 4llat esetében
elemeztiik ki a hippocampus kiilonboz6 régidjanak (subiculum, CAl, CA2, CA3, Gyrus
dentatus) atmér6jét az altalunk kivalasztott szakaszban (bregma -3,6-t61 bregma 3,8-ig).
A szdvettani analizis soran szembetlind valtozasokat figyeltiink meg a hippocampus
teriiletein (7. tablazat és 12. abra). 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.

12. abra A hippocampus CAl-es régidjanak krezil-viola festése a vizsgalt csoportokban.
A: széles spektrumu antibiotikum kezelt csoport, B: széles spektrumu antibiotikum kezelt
majd probiotikum kezelt csoport, C: probiotikum kezelt csoport, D: valprodt és
probiotikum kezelt csoport, E: valproat kezelt csoport, F: kontroll csoport kezelés nélkiil.

A jobb also sarokban talalhato vonal (scale bar) mérete 100 um.
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Hippocampus

ABx+
teriileteinek kontroll ABX o probiotikum C-VPA P-VPA
probiotikum
atméroje
(nm)
41.82 45.36 43.98 45.96 45.59 4593
subiculum (34.73-49.81) | (37.97-57.03) | (35.98-51.65) (39.25-53.33) (38.72-53.64) (39.49-55.74)
abced a aefg be dg cf
38.69 39.68 34.92 40.14 42.99 43.73
Cal (33.52-43.89) | (34.71-43.61) | (30.52-39.87) | (34.65-46.07) | (38.23-49.58) | (38.14-49.41)
a bcde abcde abcde ae ad
67.27 63.92 63.74 68.45 71.70 72.15
Ca2 (58.62-78.85) | (57.17-71.07) | (53.79-70.49) | (57.19-77.85) | (62.16-80.51) | (63.11-81.34)
ab acde bfgh cdf ehi dgi
67.50 67.79 63,02 62,02 77.31 68.54
Ca3 (52.94-81.36) | (56.32-84.70) | (52.23-79.77) | (48.92-81.36) | (64.07-93.02) | (52.70-88.11)
a bed bde acde df ef
62.22 65.89 60.92 63.76 66.16 68.39
rus
o (53.51-73.70) | (56.43-78.14) | (52.78-72.49) | (52.24-79.19) | (57.52-77.87) | (59.34-79.46)
dentatus
a b c d e abcde

7. tablazat 4 hippocampus kiilonbozé régioinak (subiculum, CAl, CA2, CA3, Gyrus

dentatus) atmeérdje (um) median (IQR)-ben feltiintetve (n=6/csoport). Kontroll: kontroll

csoport

kezeles

nélkiil,

ABx:

széles

spektrumu  antibiotikum  kezelt

csoport,

ABx+probiotikum: széles spektrumii antibiotikum kezelt majd probiotikum kezelt csoport,

probiotikum: probiotikum kezelt csoport, C-VPA: valproat kezelt csoport, P-VPA:

valproat és probiotikum kezelt csoport. AZ egyes csoportok kozotti szignifikans valtozast

az azonos kis betiik jelolik (a-1) (Kruskal-Wallis teszt, Friedman teszt, p<0,05).
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V1. Diszkusszio

VI.1. A GI mikrobiom megvaltoztatasanak hatasa a szocialis magatartasi

folyamatokra

A szocialis viselkedés és a GI mikrobiom kapcsolatat elsdsorban csiramentes
allatokkal torténd vizsgalatok és a pre- illetve posztnatalis peridodusban kiilonféle
antibiotikum kezelések segitségével tanulmanyoztak és a szociabilitds kéarosodasa
nagymértékben megfigyelhetd ezeknél a vizsgalatoknal [82]. A csiramentes allatokkal
torténd kisérletek soran, a normal mikrobiommal torténé kolonizalast kovetéen a
szocialis deficit normalizalodott. Ezen eredmények alapjan pedig feltételezhetjiik, hogy
a GI mikrobiom szerepet jatszik a szocialis viselkedés fejlédésének integrativ
folyamataiban [152, 153]. Ennek ellenére a feln6tt korban torténd bélflora modositas és
a szocialis viselkedés kapcsolata kevésbé tanulmanyozott.

A kisérleteink egyik alapveté eredménye, hogy a felndtt korban alkalmazott széles
spektrumu antibiotikum kezelést kovetéen szocialis deficit jelentkezett. A szocialis
interakcios teszt soran a szocialis zonaban eltoltott idoben, interakciok szamaban és a
szociabilitasi index eredményeiben, melyek az ismeretlen allathoz vald preferenciat
leginkabb megmutatjadk, megfigyelhetd, hogy az antibiotikum kezelés hatasara
hasonldan, mint a kontroll valproat kezelt csoportnal szocialis deficit jelentkezett. Ezen
eredmények pedig azt jelzik, hogy a kronikus széles spektrumt antibiotikum kezelés
felndtt korban is képes negativan befolydsolni a tarsas viselkedési mintdzatokat. Tovabba
a szocialis magatartasban megnyilvanulé eltérések nagyfokti hasonlosagot mutatnak a
VPA patkdny modellben megfigyelhetd szocidlis abnormalitdsokkal. Mindezek alapjan
ugy tlinik, hogy az eredményeink tamogatjak azt az elképzelést, mely szerint az
antibiotikumok altal mddositott mikrobiom kockazati tényezéként megjelenhet az ASD
kialakulasaban [78, 80, 154]. A megjelend szocialis viselkedésbeli eltérések mellett
azonban a teszt soran nem volt kiilonbség az allatok altal megtett tavolsagban és az
ismeretlen allat zonajaba torténd elsé belépésben, illetve a belépések szadmaban.
Mindemellett a LiCl-os pilot kisérletben, mely soran az allatokban intesztinalis
diszkonfort érzést valtottunk ki nem jelentkezett csdkkent szocialis viselkedés, mint ami
a hosszt tava antibiotikum kezelés soran detektalhatd volt. Ennek kovetkeztében

elmondhat6, hogy a szocidlis viselkedésben tapasztalhatdé abnormalitasok nem az
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antibiotikum kezelés hatasara megjelend visceralis diszkonfort érzésbdl erednek, hanem
az antibiotikumok okozta GI mikrobiom jelentds redukcidjaval allnak szoros
Osszefliggésben. Ezen eredmények tiikrében megallapithatd, hogy fontos szerepet tolt be
a szocialis viselkedésben a GI traktusban jelenlévd bakterialis k6zosség egyenstlya,
melynek nagymértékii csokkenése, vagy megvaltozadsa lényeges hatast valt ki a
mikrobiom-bél-agy tengely mentén, és ennek kovetkeztében szocidlis magatartasbeli
deficithez vezet, fliggetleniil att6l, hogy fennall-e az intesztinalis diszkomfort érzése vagy
sem.

Amellett, hogy az ABx- és a VPA kezelt allatoknal hasonld szocialis deficit
jelentkezett, teljesen eltéré utvonalakon valtottak ki a magatartasmodosito hatasukat. Az
elsd esetben az antibiotikum kezelés erdteljesen csokkentette a GI baktériumok
mennyiségét ¢és ennek hatasara a mikrobiom-bél-agy tengely mentén megjelend
modosulasok vezettek végezetill a viselkedés valtozasahoz [143, 155]. A VPA
allatmodell, mint fejlddési modell esetében a prenatalis VPA kezelés feltételezheten
modositisokat okozott a HDAC aktivitdsiban, emellett GABA és Wnt
szignaltranszdukcids valtozasokat is eredményezhetett, tovabba a neuronok fejlddésében
karosodasokat valthatott ki [26, 156, 157]. Ezen mechanizmusok szamos agyteriileten
funkcionalis és morfologiai eltéréseket képes generalni, tobbek kozott a kérgi és a
hippokampalis régiokban [157, 158]. A hisztoldgiai eredményeink alapjan, mely soran a
hippokampalis régio rétegvastagsagat analizaltuk nagyfoku variabilitast detektaltunk a
VPA kezelt csoport egyedei esetében, azonban nem csak ez a csoport vonatkozasaban,
hanem a tobbi csoport vizsgélata soran is, igy egyértelmi morfologiai eltéréseket nem
tudunk egyik kezeléshez sem hozzakapcsolni.

Annak ellenére, hogy a két kezelés eltérd utvonalakon fejti ki hatasat, mégis hasonld
szocialis magatartasi deficitet regisztraltunk a két kezelt csoport esetében, ezért, hogy
pontosabb képet kapjunk a GI mikrobiom és az ASD kialakulasanak, illetve {6 tiineteinek
kapcsolatardl egy masik iranybdl is szerettiik volna megvizsgalni ezt a kérdést, ezért
bevezettiink egy probiotikum keverékkel torténd kezelést is, mellyel szintén a bélflora
modositasa soran tudtuk vizsgalni az egyedek magatartasat. Ma mar tobb vizsgalat is
igazolja, hogy a probiotikumok alkalmazasa jotékony hatassal bir az antibiotikumok altal
generalt fiziologiai és pszichologiai rendellenességekre [159, 160]. Emellett vannak
olyan tanulmanyok 1is, melyek kifejezetten a probiotikumok bizonyos kozponti
idegrendszert érint6 betegségekre iranyulo alkalmazasat célozzak [161, 162]. Tekintettel
arra, hogy az ASD esetében megfigyelheté egy eltéré mikrobialis profil, ennek
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kovetkeztében szamos kutatds iranyult arra, hogy a Gl mikrobiomot probiotikumok
segitségével pozitiv iranyba mddositsa, és néhany esetben ezek a modositasok jotékony
hatast eredményezetek mind a GI rendszer szintjén, mind pedig az ASD-ben megjelend
viselkedési deficit enyhitésében egyarant [162-165]. A VPA autizmus allatmodell
amellett, hogy az ASD tiineteivel nagyfoka hasonloésagot mutat, a GI mikrobiomra is
hatéssal van és egy megvaltozott mikroba kozosséget alakit ki [45, 166, 167]. Mindezek
ellenére napjainkban még kevés vizsgalat iranyul kifejezetten a VPA autizmus
allatmodellben torténd kiilonb6zd probiotikumok hatasanak tesztelésére, azonban az
egyik ilyen tanulmany pozitiv eredményekrél szamolt be, Lactobacillus torzsek
mindennapi adagolasaval magatartasi zavarok csokkenését idézték elé [168].

Jelen vizsgalatainkkal sikeriilt igazolnunk, hogy specidlis probiotikus hatdsu
baktériumfajok keveréke, mint egy potencialisan Gjfajta megkozelités az ASD szocidlis
viselkedést érintd tiineteinek enyhitésében hatdsosnak 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 antiszocialis magatartdst, hanem a fiziologiasnak tekinthetd szocidlis
viselkedési mintazatot is sikeresen visszaallitotta. Habar mindkét modell teljesen eltérd
utvonalakon fejti ki hatasat, a kialakult szocialis viselkedési deficit hasonldsaga
szamottevd, emellett a probiotikum keverék képes volt helyredlltani mindkét modell
esetében a kontroll egyedekre jellemzd szocialis magatartast. Ezen eredmények alapjan
azt feltételezziik, hogy mindkét modellben a probiotikus kezelés védo hatasai azonos
modon érvényesiiltek és fejtették ki a magatartasra gyakorolt hatasukat. Azonban csak
Onmagaban a 2 héten at tarto probiotikum kezelés nem tudott kivaltani semmiféle jelentds
valtozast az allatok magatartdsdban, vizsgalataink soran csupén a szocialis zonaba torténd
belépések szdmanal detektaltunk szignifikans eltéréseket a kontroll csoporthoz képest,
mely azonban feltehetden abbol adddott, hogy a csak probiotikum kezelésben részesiild
egyedek tobb id6t toltottek az ismeretlen allatot tartalmazo zonaban egy-egy belépést
kovetden. Mindazonaltal a jovOben tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség, annak
érdekében, hogy szélesebb kdrben feltarjuk a mikrobiom moddositdsdnak a kiilonbzo

magatartasformékra gyakorolt hatdsat, emellett a késébbiekben szintén fontos lenne
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megvizsgalni, hogy a probiotikum kezelés csak atmeneti, vagy tartds hatast okozott az

allatok szocialis viselkedésében.

VI1.2. A GI mikrobiom moédositasanak hatasa az SCFAS termelésre

Az antibiotikum ¢és VPA kezelés eredményeként megjelend szocidlis deficit
probiotikum keverékkel torténd sikeres helyreallitdsanak kovetkeztében —azt
valoszinlsitjiik, hogy azonos uUtvonalon toérténik a probiotikum keverék magatartasra
gyakorolt védé hatasanak kialakulasa. Kisérleteink soran azt feltételeztiik, hogy ez a hatas
a rovid szénldncu zsirsavak megvaltozasanak koszonhetd, hisz ma mar jelentds
szakirodalma van az SCFAs fiziologias mitkodésekben betoltott szerepének, emellett
igazolt, hogy jotékony hatassal birnak a GI traktus normal funkcidira, szabalyozzak az
immunmechanizmusokat, és mar neuroaktiv tulajdonsagaikat is leirtak [169-173]. A
harom f6 SCFAS (butansav, propionsav, ecetsav) tekintetében a human vizsgalatok soran
egymastol eltérd eredményeket irtak le, ennek kovetkeztében egy ASD-re jellemzd
SCFAs profilt nem lehet definialni [45, 174, 175]. Mindazonaltal allatkisérletek esetében
is megfigyelheté az SCFAs valtozasa, tobbek kozott a VPA autizmus allatmodellben
egyik f6 SCFAs ragcsalomodellekben torténd alkalmazéasa esetén az ASD-ben megjelend
viselkedéshez nagyon hasonld magatartasi zavarok idézhetdk el6 [176].

Mindezek ellenére, habar feltételeztiik, hogy az SCFAs 0sszetételében bekovetkezd
valtozasok okozzak a probiotikum magatartasra gyakorolt jotékony hatdsat, mégis a
vizsgalati eredményeink tiikkrében, gy tiinik, hogy nem a zsirsavak szintjén kell
keresniink a probiotikum hatasaért felelds kozos utat. A f6 SCFAS vizsgalata sordn a
VPA-val kezelt és a kontroll allatok kozott nem sikeriilt szignifikans eltéréseket
detektalnunk, tovadbba a probiotikum kezelést kovetden sem jelentkezett jelentds
kiilonbség az SCFAS mennyiségében ¢és Osszetételében. Mindazonaltal a széles
spektrumu antibiotikum kezelés jelentésen lecsdkkentette az ecetsav, butansav és
képes volt redukalni a GI baktériumflora mennyiségét. Annak ellenére, hogy az
antibiotikum kezelést kovetd probiotikum kura jelentésen megemelte az SCFAS
lényeges kiilonbségeket, mindazonaltal feltételezhetd, hogy a probiotikum keverék

erOsebb hatast valt ki az antibiotikumok hasznalata kovetkeztében kialakuld diszbiozist
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kovetden, mint a kompakt, kezeletlen mikrobiom kozosség esetén, amely jelen esetben a
csak probiotikumok kapo csoport volt. A jelen konzekvencidk egyértelmiien azt mutatjak,
hogy a 3 f6 SCFAs koncentracidjanak valtozasa nem lehet az egyetlen ok-okozati
komponens, amely meghatarozza, hogy a probiotikum keverék hogyan fejti ki pozitiv
hatdsat a szocialis magatartasra. Ezért 0gy 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 megnyilvanul6 elvaltozasokat.

Mindkét modell esetében leirtak mar eltéréseket a szerotonerg rendszer tekintetében.
Az antibiotikum kezelés a diszbiozison keresztiil modositja, mig a VPA kezelés a fejlodés
korai szakaszaban valt ki eltéréseket a szerotonerg rendszerben [143, 177]. A Gl
mikrobiom képes kozvetve vagy kozvetleniil befolyasolni a triptofan elérhetdségét és a
szerotonin szintézist, illetve a kinurenin atvonal szabalyozasat is, mely fontos szerepet
tolt be a neuroprotektiv kinurénsav (N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) receptor
antagonista) és a neurotoxikus kinolinsav (NMDA receptor agonista) termelddésének
szabalyozasiban [178]. Igy végsd soron a kinurenin witvonal modulalasa az NMDA
receptorok expresszalddasanak valtozasat tudja eredményezni [178-180]. A VPA kezelés
fokozni tudja az NMDA-receptorok miikodését a kozponti idegrendszerben az
egyedfejlédés soran, azonban farmakoldgiai szupresszioval vagy NMDA receptor
antagonistak alkalmazasaval jelentds valtozas érhet6 el a szocialis deficitben, hiszen az
NMDA receptorok alapvetd szerepet birnak a komplex kognitiv €s szocidlis viselkedési
folyamatok szabalyozasaban [166, 181-185]. Mindezek kovetkeztében elképzelhetd,
hogy a kinurenin utvonal a kulcs faktor, melyen keresztiil képes volt az altalunk
alkalmazott probiotikum keverék helyre allitani az antiszocialis viselkedést.
Mindazonaltal a jovében tovabbi vizsgalatokra van sziikség a metabolikus mintazatoknak
¢és az NMDA receptor expresszios szintjének mérésére az Osszes allatcsoportunk

esetében.

V1.3. A GI mikrobiom zsirsavtermelésben betoltott szerepe

Napjainkban egyre tobb bizonyiték tdmasztja ala a GI mikrobiom fiziologias
mitkddésekben betdltott jelentds hatdsat, tobbek kozott meghatarozd szerepe van a
zsirraktarozas és az energia hdztartds szabalyozdsdban, segiti az asvanyi anyagok

felszivodasat és befolyasolja a zsirsavtermelést [122, 126, 138]. Annak érdekében, hogy
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alaposabban feltarjuk a GI mikrobiom zsirsavtermelésben betoltott szerepét és
megvizsgaljuk az intesztinalis baktériumok hatésat a zsirsav spektrumra felnétt korban
egy széles spektrumu antibiotikumokkal kezelt allatmodellt valasztottunk, ugyanis a
massziv, hossza tavu antibiotikum kezelés képes jelentdsen lecsokkenteni/kimeriteni a
bélben jelenlévd baktériumkozosségeket.

Mivel a GI mikrobiom 6sszetételét jelentdsen befolyasolhatja a kezdeti kolonizacio,
az étrend és szamos egyéb kornyezeti tényez6 [186, 187], ezért a vizsgalatainkban olyan
patkanyokat igyekeztiink alkalmazni, akik egy idoben és egy helyen sziilettek, azonos
genetikai hattérrel rendelkeztek, tovabba ugyanazt a taplalékot fogyasztottak és azonos
kornyezetben nevelkedtek. Ezaltal probaltuk a lehetd legminimalisabbra csokkenteni a
valtozok hatasat, emellett az allatok random csoportokba térténé besorolasa esetében az
alomhatasokat is statisztikailag korrelaltuk egyméshoz, igy, mindezeket a tényezdket
figyelembe véve feltételeztiik, hogy a kezelések eldtt a mikrobiom 0sszetétele nagyfoku
hasonlésagot mutat az egyedek kozott. Ezt az elképzelést a kezelések eldtt mért zsirsav
koncentraciok és tomegszazalékos aranyok is igazoltak, ugyanis a vizsgalt zsirsavak
kozott nem jelentkezett szignifikans kiilonbség a kezelések eldtti iddpontban.

Ma mar egyértelmiien tudjuk, hogy a {6 rovid szénlanc zsirsavakat a bél mikrobiota
termeli [117, 118, 122, 188], emellett a hosszabb paratlan szénatomszamu zsirsavakat,
mint példaul a C15:0 vagy C17:0 zsirsavakat is igazoltan baktériumok allitjak el6 [122].
Tovabba bizonyos baktériumfajok képesek metabolizalni az n-6 C18:2 és az n-3 C18:3
zsirsavakat, és konjugalt linonsavva, illetve mas transz-zsirsavakka (transz-vakcénsav
(C18:1n-7t) atalakitani 6ket [122, 139]. Jelenlegi eredményeink is megerdsitik ezeket az
allitasokat és emellett tovabbi fontos telitett és telitettlen zsirsavakat is feltartak, melyeket
feltételezhet6en szintén a Gl mikrobiom termel.

A részletes zsirsav spektrum analizise soran a rovid szénlancu zsirsavakat is
megvizsgaltuk és a GC-MS méréseinkhez hasonléan azt az eredményt kaptuk, hogy a
C4:0/butansav és C5:0/ecetsav termelddésében a GI baktériumoknak dontd szerepe van.
A hosszabb szénlancu telitett zsirsavak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy e
csoportba tartoz6 zsirsavak tobbségét a GI traktus baktériumai allitjak eld, és nem csak a
jelenlegi ismereteink alapjan feltételezett paratlan szénatomot tartalmazd zsirsavakat,
hanem a paros szénatomszamu zsirsavak nagy részét is. Minddssze 2 zsirsav (C9:0,
azonban e két zsirsav minimalis mennyiségben volt kimutathat6 a vizsgélt egyedekben,

de ettdl fiiggetleniil azt feltételezziik, hogy nem, vagy csak csekély mértékben
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befolyasoljak az intesztinalis baktériumok a termelddésiiket annak ellenére, hogy paratlan
szénatomszamu telitett zsirsavakhoz tartoznak. Az elagaz6 SAT csoporthoz tartozo
zsirsavak koncentracioja is jelentds csokkenést mutatott az antibiotikum kezelést
kovetden, ami megerdsiti a kozelmultban a szakirodalom altal leirt eredményeket,
miszerint az elagazoé szénlanch telitett zsirsavak a fehérjék bakterialis lebomlasabol
szarmaznak [189], a Gl traktus baktériumainak hianya pedig az elagaz6 SAT hianyat
idézi el6, melynek szamos anyagcserét érinté kovetkezménye lehet [190]. A cMUFAS
tobbsége a koncentracié meghatarozasa soran szintén nagyfoku siillyedést mutatott az
antibiotikum kezelés utan, tovabba legjobb tudomasunk szerint nincs szakirodalmi hattér
arrél, hogy az intesztinalis rendszerben megjelend6 CMUFAS csak a taplalkozas soran
torténd bevitelnek tulajdonithatd, ezért feltételezziik, hogy a Gl mikrobiom dontd
szerepet tolt be e zsirsavak termelésében. Az analizisben részt vevo n-3 PUFAS és n-6
PUFAs csoportba tartozé legtobb zsirsav esetében azonban nem detektaltunk
koncentracidesést az antibiotikum kezelést kovetden, ez pedig szintén egybeesik a
szakirodalomban leirtakkal, mely szerint ezekbe a csoportokba tartozé zsirsavaknak a
mennyisége szoros Osszefliggést mutat a taplalékkal torténd bevitellel [97, 112]. Az
allatok altal fogyasztott ragcsalotapban nagy mennyiségben fordultak eld a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak és ezek koziil is leginkabb a C18:2n-6 volt a legjelentsebb
mennyiségben jelen. Erdekes modon a C22:4n-6 és (C22:5n-6  zsirsavak
koncentracidesés annak a kovetkezménye, hogy e két komponens nagyon alacsony
koncentracioban volt fellelhetd a kezelés elétt is. Ujabb tanulmanyok azt valészinisitik a
plazmaban, majsejtekben és a benddéfolyadékban mért eredményeik alapjan, hogy a
C20:2n-6 és a C20:3n-6 mennyiségével Osszefliggést mutat a mikrobiom [191-193].
Vizsgalataink sordn e két zsirsav mennyisége jelentésen lecsokkent az antibiotikum
kezelést kovetden, ezért azt az elképzelést, mely szerint a GI baktériumok fontos
regulatorai a C20:2n-6 és C20:3n-6 zsirsavak termelddésének eredményeink részben
szintén bizonyitjak.

aranyaikat is tanulmanyoztuk. Eredményeink azt mutattak, hogy ahol az antibiotikum
kezelést kovetden a zsirsavak koncentracioban csokkenés jelentkezett ott a zsirsavak
tobbségének tomegszazalékos ardnyaban is hasonloan csdkkenés volt detektalhatd. Ebbol
kovetkezik, hogy torvényszerlien sziikséges bizonyos zsirsavak tomegszazalékos

aranyanak emelkedése, ilyen példaul a C20:4n-6 ¢és a C18:1n-9, melyeknek a
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tomegszazalékos aranya emelkedett annak ellenére, hogy az abszolut koncentracidjuk
csokkent.

A vizsgalataink soran a kéthetes széles spektrumu antibiotikum kezelés jelentdsen
leredukalta a GI baktérium kozosséget és ennek kdvetkeztében a zsirsav spektrumban is
nagymértékii csokkenést detektaltunk, ezen eredmények alapjan Szoros 0Osszefliggést
feltételeziink e zsirsavak és a bél mikrobai kozott. Emellett bizonyos probiotikus hatast
baktériumfajokbol all6 keverék adasanak hatasat is szerettiik volna megvizsgalni a zsirsav
spektrumra vetitve és eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy az antibiotikum kezelést
kovetden a rovid, 2 héten at tartd probiotikum kura képes volt Gjra elinditani a baktérium
helyreallitotta. Mivel a probiotikum keverék nem tudta az 6sszes altalunk vizsgalt zsirsav,
antibiotikum kezelést kovetkeztében moddosult koncentracids szintjét helyreéllitani a
kezelés elotti allapothoz, ezért feltételezziik, hogy ezekben az esetekben mas
baktériumfajok, vagy tovabbi mikrobialis kdlcsonhatasoknak a megléte elengedhetetlen
e zsirsavak termelddésében, ilyen példaul a C6:0, C10:0, C11:0, C16:1n-9 és C16:1n-7.
Ezen eredményeink tiikrében azt valoszintsitjiik, hogy a Bifidobacterium spp. és a
Lactobacillus spp., melyeket a probiotikum keverékiink eléallitasahoz alkalmaztunk, nem
voltak feleldsek e zsirsavak termeléséért. Azonban az antibiotikum kezelést kovetd
probiotikum  keverék alkalmazasa azon  zsirsavak  tobbségében, melyek
elétti szinthez. Ez az eredmény megerésitette, hogy a Bifidobacterium spp. és
Lactobacillus spp. fajainak meghatarozott 6sszetételii keveréke képes volt indukalni e
zsirsavak termelddését, de az is elképzelhetd, hogy ezek a baktériumtorzsek
kolcsonhatasba 1éptek mas baktériumfajokkal [194], és ily modon, egyiittesen valtottak
ki a megfeleld zsirsavak termelédésének fokozasat. Azonban azt jelenleg nem tudjuk,
hogy még melyik baktériumtorzsek képesek eldallitani ezeket a zsirsavakat, de az
eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a probiotikum keverékben talalhato torzseknek
dont6é szerepe van ezeknek a zsirsavaknak (elagazo szénlancu telitett zsirsavak és a
legtobb telitett zsirsav, emellett szamos cMUFAS) a termelddésében, ezért ha ezeket a
torzseket az antibiotikum kezelést kovetden alkalmazzuk, akkor a székletb6l nyert
részletes zsirsavspektrumnak a jelentés mennyiséget helyre tudjuk allitani.

Mivel nemcsak az abszolut koncentraciok, hanem a zsirsavak egymashoz viszonyitott
tomegszazalékos aranya is fontos informacioval szolgél, ezért a probiotikum kezelést

kovetden is hangsulyt fektettiink a tomegszazalékos aranyok meghatarozasara. Mig az
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antibiotikum kezelés kovetkeztében jelentds eltéréseket detektaltunk a tomegszazalékos
aranyok vizsgalata soran, addig a probiotikum kura utan ezeknek az aranyoknak a
visszarendez6dését tapasztaltuk. Tekintettel arra, hogy a tomegszazalék a zsirsavak
egymashoz viszonyitott aranyat mutatja meg, igy a probiotikum keverék adagolasat
helyreéllasa elégségesnek bizonyult a zsirsavak tomegszézalékos ardnyanak
normalizal6dasahoz is.

A vizsgalatban résztvevd allatok ugyanazt a meghatarozott zsirsavosszetételi
ragesalotapot kaptak a kisérlet soran, ezért a tapban talalhatd zsirsavaknak a kezelések
soran bekovetkezd valtozasait is nyomon tudtuk kovetni az egyes mintavételi
idépontokban. A C18:2n-6 kivételével a tapban eloforduld dsszes zsirsavnak csokkent a
koncentracioja az antibiotikum kezelést kdvetd idopontban és az ezt kovetd probiotikum
kezelés ismét visszaallitotta e zsirsavak mennyiségét. Az a tény, hogy a folyamatos,
taplalékkal bejutatott zsirsavak dontd tobbségének valtozik a mennyisége a bélflorat
modositd kezelések kovetkeztében egy fontos bizonyitékként szolgal arra, hogy a
vizsgalataink soran elemzett zsirsavak, melyeknek a mennyisége az antibiotikum hatasara
megvaltozott és a probiotikum kezelést kovetden visszatért a Gl rendszerben jelenlévo
baktériumoknak koszonhetd és nem annak, hogy kiilsdleg, a taplalkozas soran keriilnek
az emésztérendszerbe.

Mindazonaltal, hogy vizsgalataink soran jelentds bizonyitékok tamasztjak ala a
mikrobiom meghatarozott zsirsavak termelésében betoltott szerepét fontos figyelembe
venni a kutatasunk korlatait is, melyeket késébbi kisérletsorozatok soran fontos lenne
megvizsgalni. Mivel eredményeink csak kozvetett modon igazoljak a bélflora és a
zsirsavak kapcsolatat ezért a székletmintdkban ténylegesen jelenlévd baktérium
kozosségek vizsgalata kulcsfontosagli a jovoben, hiszen a vizsgélataink soran kapott
eredményeinkbdl nem tudjuk megmondani, hogy pontosan melyik baktériumfajok

felelosek a valtozasokért.
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VII. Osszefoglalas

Az értekezés egyik {6 céljanak vizsgalata soran kapott eredményeink megerdsitik,
hogy a feln6tt korban torténd széles spektrumu antibiotikum kezelés a VPA autizmus
allatmodellben megjelend antiszocialis viselkedéshez hasonlé magatartast valt Ki.
Legjobb tudomasunk szerint a disszerticioban leirt eredmények az els6k a
szakirodalomban, melyek alatamasztjak, hogy specifikus, probiotikus hatasa
baktériumfajok keverékébdl allo készitmény képes helyreallitani a normal szocidlis
viselkedéstdl eltérd tarsas magatartasi mintazatokat mind a kettd vizsgalt allatmodell
esetében. Feltételezziik, hogy a probiotikum keverékiink egy kozds, nem a rovid
szénlancu zsirsavak modositasan keresztiili utvonalon fejtette ki jotékony hatasat mindkét
modell esetében, fiiggetleniil att6l, hogy az antibiotikum kezelés a bélflora jelentOs
lecsokkentésének kovetkeztében a mikrobiom-bél-agy tengely mentén megjelend
modosulasok eredményeképpen valtotta ki az antiszocidlis viselkedést, mig a VPA
allatmodell, mely egy fejlédési modell teljesen masik Gtvonalon okozta ugyanezt a
magatartast. Mindezek alapjan kutatdsaink eredményei megerdsiteni latszanak azt a
hipotézist, miszerint a GI mikrobiom homeosztatikus egyenstlya jelentdsen befolyasolja

a kozponti idegrendszer miikodését és ezen beliil a szocialis magatartast is.

Az értekezés masik f6 kérdéscsoportjanak vizsgalati eredményei az egyik elsdk kozé
tartoznak, melyek feltarjak a Gl mikrobiom felnétt korban torténé modositasanak a
részletes zsirsav spektrumra gyakorolt hatasat. Eredményeink kimutattdk, hogy a révid
szénlanc zsirsavakon kiviil szamos mas telitett és 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 médon igazoltak, hogy a feltételezésekkel ellentétben nem csak
a paratlan-, hanem a paros telitett szénlancu zsirsavak tobbségének termelésében is dontd
szerepet toltenek be a GI baktériumok. Eredményeink rdmutatnak, hogy a széles
spektrumu antibiotikum kezelés jelentésen csokkenti a székletben mérhetd zsirsavak
mennyiségét, azonban az ezt kovetd specifikus probiotikus baktériumfajokbol allo
kezelés képes helyreéllitani a zsirsav spektrum relevans hanyadat. Emellett eredményeink
felhivjak a figyelmet a GI mikrobiom jelentdsebb szerepére a zsirsavak termelésében és
egy ujfajta megkozelitést nyljthatnak a zsirsavak aranydnak ¢és mennyiségének

megvaltozasabol eredo rendellenességek kezelésére.
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Osszességében az eredmények fontos bizonyitékot szolgaltatnak arrél, hogy a Gl
mikrobiom modulalasanak jelentés befolyasold hatasa van a zsirsavak mennyiségi €s
mindségi Osszetételére €s a szocidlis magatartdsmintdzatokra, mint azt korabban
gondoltak. Tovabba kiilonféle specifikus probiotikus hatast baktériumfajok kombinaciodi
képesek hatékonyan helyredllitani a diszbidzis kovetkeztében kialakuld zsirsav
Osszetételbeli elvaltozasokat és emellett a szocidlis viselkedésben megjelend zavarok

enyhitésében is hatékonynak bizonyulhatnak.

Reményeink szerint vizsgalataink hozzajarulhatnak a GI mikrobiom komplex,
szerteagazo szabalyozasi rendszerének részletesebb megismeréséhez, s a jovében uj, a
zsirsavak Osszetételének megvaltozadsabol eredd rendellenességek és az autizmus
spektrum zavarban jelenlévd szocidlis viselkedési zavarok gyogyitasat célzo 1 terapias

eljarasok kidolgozasahoz.
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Novel probiotic treatment

of autism spectrum disorder
associated social behavioral
symptoms in two rodent models

Kitti Mintal2*?, Attila T6th%?, Edina Hormay?, Anita Kovacs?, Kristof Laszlé?, Anita Bufa?,
Tamas Marosvélgyi3, Béla Kocsis*, Adorjan Varga“, Zoltan Vizvari*5, Renata Cserjési®,
Laszlé Péczely?, Tamas Ollmann?, Laszl6 Lénard? & Zoltan Karadi-?

The prevalence of autism spectrum disorder (ASD) has rapidly increased in the past decades, and
several studies report about the escalating use of antibiotics and the consequent disruption of the
gastrointestinal microbiome leading to the development of neurobehavioral symptoms resembling
to those of ASD. The primary purpose of this study was to investigate whether depletion of the
gastrointestinal microbiome via antibiotics treatment could induce ASD-like behavioral symptoms
in adulthood. To reliably evaluate that, validated valproic acid (VPA) ASD animal model was
introduced. At last, we intended to demonstrate the assessed potential benefits of a probiotic mixture
(PM) developed by our research team. Male Wistar rats were used to create antibiotics treated;
antibiotics and PM treated; PM treated, VPA treated; VPA and PM treated; and control groups. In
all investigations we focused on social behavioral disturbances. Antibiotics-induced microbiome
alterations during adulthood triggered severe deficits in social behavior similar to those observed in
the VPA model. Furthermore, it is highlighted that our PM proved to attenuate both the antibiotics-
and the VPA-generated antisocial behavioral symptoms. The present findings underline potential
capacity of our PM to improve social behavioral alterations thus, indicate its promising therapeutic
power to attenuate the social-affective disturbances of ASD.

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex neurodevelopmental disorder characterized by impaired social
interactions and communication along with the presence of disturbances of repetitive stereotyped behaviors'?2.
Eventually, difficulties with social interactions have been supposed to be the major deficits and these most severe
symptoms of the disorder persist across the lifespan®®. Therefore, one of the key elements of the therapeutic
approaches is the development and evaluation of interventions to strengthen the social skills of the patients®.
The current solutions are limited to social skills training techniques and programs or using human-like robot
technologies”®. However, despite all these strategies, there are no recognized pharmacological treatments to cure
the core features of ASD. Nevertheless, there are studies where sulforaphane, oxytocin or arginine-vasopressin
treatments were able to improve the general condition of patients’''. Along with these developments valid animal
models are required to test the new therapeutic strategies aiming to improve the core features of ASD. These
models also proved to be useful to examine the morphological effects of specific causal factors on characteristic
neuropathology of the condition!?. There are two main types of animal models for modelling the pathological
features of ASD: genetically- and environmentally induced animal models'>'*. The use of genetic manipulations
could be helpful to elucidate mechanisms related to the genetic etiology and the pathogenesis of ASD. Animal
models for ASD induced by environmental factors (include prenatal infection, valproic acid, propionic acid, poly
(I:C) or lipopolysaccharides exposure) can result in a behavioral phenotype reminiscent of ASD, with specific
impairments in social interaction, communication and repetitive behaviors!*-'”. The valproic acid (VPA) animal
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model is one of the most frequently studied rodent models of ASD in which a single prenatal exposure to VPA
in rodents results in lifelong behavioral disturbances and differentially alters morphological parameters of hip-
pocampal regions'®-2!. This ASD animal model appears to possess all elements of a relevant and capable model,
namely, face, construct, and predictive validity, and, therefore, it can represent an important strategic tool for
developing novel therapeutic approaches!'®*>%,

Epidemiological studies have reported a gradual increase of the prevalence of ASD in the last decades?. This
continuous rise is suggested to appear due to the increasing contamination by environmental factors such as
toxins, heavy metals, chemicals, maternal infection, various pathogens, and, recently the escalating use of anti-
biotics has also been proposed as a causal factor?*~%°. Investigations over the last few years suggested that broad-
spectrum antibiotics exposure slightly increases the risk of autism in early childhood®**', however, the currently
available research data pool does not substantiate the notion that either the pre- or post-natal antibiotics exposure
is really one of the risk factors for ASD?. Nevertheless, broad-spectrum antibiotics treatments in animal studies
can provide another useful way to examine the relationship between the effects of environmental factors, such
as antibiotics exposure, and the multiple symptomatology of ASD?. Furthermore, it has also been demonstrated
that the antibiotics induced manipulation of complex composition of the intestinal microbiota can ultimately
affect brain functions leading to behavioral alterations, through the microbiome-gut-brain axis*”*!-*. Certain
antibiotics, their definite dosages, during assigned perinatal stages appear to affect social behavior®. In adulthood,
the effect of antibiotics treatment on social behavior is less studied, but still there are some investigations that
provided evidence for that the usage of antibiotics can elicit behavioral changes®**. The employment of probiotics
and prebiotics also modulates the composition of the gastrointestinal (GI) microbiome, and recently, probiotics
are not only utilized to just reduce unwanted aftereffects following the antibiotics treatments®®, but some ben-
eficial microbe types are also applied to improve several peripherally and/or centrally controlled functions. It
is worth noting that such medications are successfully used to improve symptoms of several neurobiologically
determined disorder-like conditions, psychiatric disorders, depression, etc.’**”. For instance Lactobacillus- and
Bifidobacterium species, which are part of the native microbiota, have beneficial health properties as they could
reduce oxidative stress and possess anti-inflammatory characteristics, further they are able to repair gastroin-
testinal barrier functions, manage to modify several neurotransmitters- and cytokines levels and they could
modulate various signaling pathways**~*%. Furthermore, short chain fatty acids (SCFAs), the main microbiome
metabolites, produced by bacterial fermentation, can directly or indirectly affect microbiome-gut-brain axis
and their dose might be critical in determining the effects on behavioral and psychophysiological processes®.
For all that, the use of antibiotics and distinct probiotics with well-defined characteristics can modulate the
gut microbiota, thus, provide us a tool to examine the relationship between ASD associated symptoms and the
functioning of microbiome-gut-brain axis.

The present study aimed to investigate whether chronic antibiotics treatment in adult rats could cause social
behavioral abnormalities similar to those described in the ASD. Accordingly, we adapted the VPA animal model
of ASD to evaluate and compare this disorder associated characteristic social behavioral phenomena in adult-
hood. Another further goal of this study was to treat the rats having antibiotics-induced behavioral abnormalities
by a probiotic mixture (PM) designed by our research team. Our assumption was that the PM could reduce the
pathological behavioral patterns through the beneficial changes induced in the GI microbiome which could be
a possible new therapeutic approach to cure social behavioral symptoms.

Methods

Animals. In the present study, in total, 60 male Wistar laboratory rats (antibiotics treated groups 40, valproic
acid treated groups 20) were used (10 weeks old at start of treatments). All animal experiments were conducted
according to federal and local ethical guidelines, and the protocols were approved by the National Scientific Ethi-
cal Committee on Animal Experimentation of Hungary (BA02/2000-15/2020 and BA02/2000-16/2020, Pécs
University, Medical School; Hungarian Government Decree, 40/2013. (II. 14.); NIH Guidelines, 1997; European
Community Council Directive 86/609/EEC 1986, 2006; European Directive 2010/63/EU of the European Par-
liament). The present study is reported in accordance with ARRIVE guidelines. The animals were kept indi-
vidually in a light and temperature-controlled room (12:12 h light-dark cycle; 21£2 °C; humidity 55-60%).
To exclude sex as an additional independent variable, only male rats were used in this study. All experimental
groups received ad libitum the same laboratory food pellets (LT/R standard rodent food pellet, Innovo Kift,
Isaszeg, Hungary) and tap water.

Treatments of the antibiotics groups. Animals have been divided randomly (one or two rats/ litter/
group) into four groups: 1. Control group (control); 2. Antibiotics treated group (ABx); 3. Antibiotics and pro-
biotic treated group (ABx + probiotic); 4. Probiotic treated group (probiotic) (Fig. 1). To effectively deplete the
gut microbiota the rats of the antibiotics treated groups received broad-spectrum antibiotics mixture for 4 weeks
in adult animals (10 weeks old at the start of treatment). The antibiotics cocktail was dissolved in their drinking
water to avoid any chronic stress-induced adverse effects. The antibiotics mixture was chosen based on pub-
lished protocols™, consisted of ampicillin (1 g/1), vancomycin (500 mg/1), ciprofloxacin HCI (20 mg/l), imipe-
nem (250 mg/l) and metronidazole (1 g/1). This antibiotics cocktail was replaced by freshly made cocktail every
3 days. Probiotic treated and control animals received tap water in the absence of any antibiotics which was
also changed every 3 days. (Pilot experiment was conducted (n=8) to exclude possible behavior changes due to
antibiotics-induced intestinal discomfort or pain, detailed in the Supplementary Information; Supplementary
Table S1) After this antibiotics exposure in the ABx + probiotic group, and the probiotic group were given our
PM of specified cfu/d (colony forming units/day), oral gavage every day for 2 weeks. Throughout the whole
experiment water and food consumption were measured every day and the animals’ weights were measured
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ABX ' Antibiotic treatment (4 weeks)

ABx+probiotic Probiotic treatment (2 weeks)

Probiotic Behavioral tests
P VPA Valproic acid treatment
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L J
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Figure 1. Experimental arrangement of the treatments. Experimental treatments for the groups including
demonstration of time and duration of antibiotics and probiotic treatments and those of behavioral testing. ABx:
broad-spectrum antibiotics treated group, ABx + probiotic: broad-spectrum antibiotics- and probiotic treated
group, Probiotic: probiotic treated group, P-VPA: valproic acid and probiotic treated group, C-VPA: valproic
acid treated group, Control: control group without any treatment.

every 3 days. Fresh faecal pellets were collected every week for monitoring the alterations of the SCFAs. Behav-
ioral tests started after the treatments.

Treatment with the probiotic mixture. Our specific PM contained four beneficial bacterial species
(Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) and this PM is a know-how under the license of the University of Pécs.
The origin of the strains was Leibnitz, institut DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen GmbH Deutschland. After we received the strains in freeze—dried form we started to cultivate them
following the protocol sent by the DSMZ firm. After successful cultivation we checked the strains with different
biochemical methods among them MALDI-TOEF. After identification we stocked the strains in glycerol preserva-
tive fluid at — 80 °C. Before cultivation for experiments we reactivated the strains from — 80 °C on optimal media
at presence or absence oxygen depending on whether the bacterium was aerobic or anaerobic. Lactobacillus spp.
strains were cultivated in 100-100 mL liquid Rogosa medium (OXOID Ltd. UK) for 2 nights at 37 °C in a shaker
incubator at 200 rpm. The Bifidobacterium spp. were cultivated on fastidious anaerobic agar CE plates and broth
(Neogen Europe Ltd. UK). First, the strains were cultivated on plates. Anaerobic conditions were produced in
anaerobic jar with GEnbag anaer (BioMérieux SA France). After 2 days cultivation the colonies from plate were
inoculated into 100-100 mL anaerobic broth. After 2 days cultivation both the aerobic (for Lactobacillus) and
anaerobic (for Bifidobacterium) fluids were centrifuged at 4 °C with 5000 rpm for 5 min. The sediments were
resuspended in physiological saline solution (0.9% sodium chloride). We mixed the suspensions of Lactobacil-
lus and Bifidobacterium strains and filled with physiological saline solution till 10 mL final volume. This 10 mL
mixture was used in experiment for 10 mice. This mixture was produced from day to day and used immediately.
From time to time we checked the sediment before we mixed them for the number and identity of bacteria. In
this checking process we used double dilution method and MALD-TOE.

Treatments of the valproic acid groups. The valproic acid animal model has been generated as previ-
ously described*!. Male and female Wistar rats were mated one overnight, and the morning when a vaginal plug
was found was designated as the first day of gestation. Pregnant female rats received a single intraperitoneal
injection of 500 mg/bwkg valproate (Sigma-Aldrich; P4543) dissolved in physiological saline at a concentration
of 250 mg/mL on the 12.5th day of gestation, and control females were injected with physiological saline at the
same time. Valproate-treated females were healthy individuals and the number of animals per litter was approxi-
mately 25% lower in VPA compared to control dams. Females were housed individually and were allowed to
raise their own litters. Male offsprings, when reached 8 weeks, for the groups separated and randomly selected
from each litter and they were kept individually throughout the experiment. These animals have been divided
randomly (one or two rats/ litter/group) into two groups: probiotic treated valproate group (P-VPA); 2. control
valproate group (C-VPA) (Fig. 1). The P-VPA group were given the above described PM every day for 2 weeks.
Water and food consumption were measured every day and the animals’ weights were measured every 3 days
during the experimental period. Fresh faecal pellets were collected every week. Behavioral tests were conducted
in the same sequence in every group of animals. All 60 animals (n=10/group) completed each behavioral test
and their accompanying tissue samples were used for further analyses.

Three chambered social interaction test. A three chambered social interaction task was used to assess
social behavior. The protocol was adapted from a previously published article*. The apparatus (150 x 40 x 40 cm)
was divided into three chambers: the nonsocial zone (60 x40 cm), the social zone (60 x40 cm) and the centre
(30 x40 cm).The non-social and the social zone contained small circular wire cages with a diameter of 18 cm.
The testing arena was cleaned with 1% Incidin after each testing trials. Before the sociability task experimental
rats immediately were given a habituation session. They were placed into the centre of the apparatus, where they
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were allowed to explore it for 10 min. Right away this habituation session test animals were locked in the centre
zone for 3 min, while a stranger rat of the same strain and sex was placed into one of the two rat cages in the
side chambers. Therefore, one of the side chambers which contained a stranger rat would be the social zone and
the other chamber, where the cage remained empty would be the non-social zone. Test animals had no previ-
ous interaction with stranger animals for this task and the placement of the stranger rat was randomized and
counterbalanced. Following this 3 min centre zone locking, animals were provided 10 min to freely explore the
whole apparatus. The entire experimental period was recorded and analyzed by recorded camera shots processed
by Noldus EthoVison System (Noldus Information Technology, The Netherlands). We measured the total dis-
tance moved, time spent in the side chambers, and during the sociability task latencies to first entry to the side
chambers were also determined. Furthermore, direct interactions with either the stranger rat- or empty cages
were counted. All types of exploratory behavior were noted, and the sociability index (time spent in the social
zone — time spent in the non-social zone)/(time spent in the social zone + time spent in the non-social zone) was
also used to indicate a preference to interact with or avoid the stranger rat.

Short chain fatty acids analysis. We used the protocol of Wall et al.* with modification on the internal
standard to measure SCFAs. 100 mg of faecal samples were weighted out and vortex-mixed with 1 ml of dis-
tilled water. After standing for 10 min at room temperature, 100 pl (2 mmol/l) Heptanoic acid (Sigma-Aldrich;
43858) as an internal standard was added to them and the samples were centrifuged at 10,000 rpm for 5 min.
Then supernatant fluids were collected and filtered before being transferred to the vials. Standard solutions
containing 10 mmol/l, 7.5 mmol/l, 5 mmol/], 2.5 mmol/l and 0.5 mmol/I of acetic acid (Sigma-Aldrich; A6283),
propionic acid (Sigma-Aldrich; 94425) and butyric acid (Sigma-Aldrich; 19215), respectively, were used for
calibration. The concentration of SCFAs analyses were carried out on an Agilent 6890 N gas chromatograph
with a 5975 mass spectrometer detector (Agilent, Santa Clara, CA, USA) fitted with a HP-INNOWAX column
(30 mx0.25 mm x 0.25 pm; Agilent). Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 1.5 ml/min. The initial
oven temperature was 80 “C held for 1 min and ramped up to 200 °C at 20 °C/min and held for 2 min. The injec-
tion port was adjusted at 250 °C and split injection mode was used, the injection ratio was 20:1. The injection vol-
ume was 1 pl. The interface temperature was maintained at 250 °C, the source temperature and the quadrupole
mass analyzer temperature were set at 230 °C and 150 °C. The solvent delay was 3 min. The mass spectrometer
was operated at 70 eV in the electron impact (EI) mode and the scanned mass range was 50-300 amu.

Histology. At the end of behavioral experiments animals were euthanized and transcardially perfused with
physiological saline followed by 4% formalin solution. The brains of 6 animals/groups were fixed in 4% forma-
lin, afterwards they were cut into 40 pm sections containing the hippocampus. The sections were stained using
Cresyl Violet staining. Briefly, they were immersed in 70 and 50% ethanol and double distilled water for 5 min.
The slides were then stained for 7 min in 0.5% cresyl violet solution, and then briefly rinsed in distilled water.
They were then dehydrated in 70% ethanol with 10 drops of 100% acetic acid, 70, 90, double 90% ethanol, double
1-propanol for 1 min each. The slices were placed in 1:1 mixed 1-propanol and xylene for 5 min and then in
xylene for overnight and then coversliped. The open-source image-processing software package Image] (NIH)
was used for image analysis. The diameter of the hippocampal regions (subiculum, CA1, CA2, CA3, dentate
gyrus) of the selected section (bregma —3.6 to 3.8 mm) were measured.

Statistics. In the three chamber social interaction test the stranger- and empty cage latency, interactions
with the stranger rat and the social index did not pass through normality- and homogeneity test, in these cases
non-parametric Kruskal-Wallis test was used to analyze group differences between C-VPA, P-VPA, control,
ABx, ABx + probiotic and probiotic treated groups, and if a difference was found to be significant, pair-wise
comparison was done using the Mann-Whitney U-test. Data were presented as median (interquartile range
[IQR]). For the other comparisons in the three chamber social interaction test, body weight, food- and water
consumptions among the groups parametric one-way ANOVA was used and Post-hoc group mean compari-
sons were conducted using Tukey’s post hoc test. All of these data were presented as mean + standard error of
the mean (SEM). The analysis of the SCFAs within the groups was completed by Friedman test, and to assess
differences in before- and after treatment outcomes between groups were used Kruskal-Wallis test, the results
were demonstrated as median (IQR). The data of histological measurements did not have normal distribution,
therefore, Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U-test were conducted. To remove the influence of litter
effects we applied one animal per litter to the groups, although there were some situations where more than one
animal per litter was used, in those circumstances their values were averaged*’. Significance was denoted with
selection of a p value of < 0.05. Statistical analyses were conducted using the statistical software package (IBM
SPSS Statistics 22).

Results

Body weight comparisons, food and water consumptions. Prenatal valproic acid treatment, antibi-
otics and/or probiotic administration had no significant effect on body weight change compared to the control
group (Supplementary Fig. S1). Some of the animals receiving antibiotics had significantly decreased food- and
water consumptions during the first period of antibiotics treatment, however, after this first one week period,
food and water intakes of the animals were normalized and the treatments did not affect the consumptions (Sup-
plementary Fig. S1).

Effects of antibiotics- or valproic acid treatment on social behavior. Latency to the first explora-
tion of both the stranger rat and empty cage were analyzed. Although the treatment effects on latency to explore
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3 Chamber social interaction test

ABxn=8

ABx + probioticn=8

Probioticn=8

P-VPAn=7

C-VPAn=7

Controln=8

Stranger cage latency (s)

23.00 (10.38-154.13)

19.00 (8.50-77.25)

16.00 (4.88-45.25)

7.00 (5.00-14.75)

40.50 (2.00-103.00)

17.00 (4.75-27.75)

Empty cage latency (s) 4.75 (3.00-13.50) 19.50 (2.00-70.88) 150.25 (68.13-294.00) | 46.00 (4.50-217.00) | 51.00 (18.50-60.00) | 36.00 (4.88-86.88)
Sociability index -0.48 (-0.63-0.10) <4 | 0.74 (0.54-0.88)* 0.45 (0.31-0.63)" 0.79 (0.51-0.81)°8 -0.19 (-0.47-0.24)" | 0.69 (0.26-0.75)"
Social zone exploration frequency 24.50+5.74 55.88+9.37 24.81+6.98 43.71+9.73 30.79+8.55 40.44+6.91
If\::guzzcc‘;l zone exploration 39.94+11.36 17.13+4.10 20.4446.99 12.21+3.18 27.2146.22 18.19+3.41

Total distance moved (cm) 2104.82£268.13 2536.27 £156.76 2856.05+637.81 2134.07 £165.78 2077.91+214.07 2839.09 +273.11
No. of rearing behavior 13.38+2.60 17.06 +3.02 15.38+3.02 18.57+3.59 15.14+3.98 19.31£3.07

No. of grooming behavior 5.94+1.44 6.13£1.13 4.25+0.94 8.07£2.62 8.50+1.46 8.88+1.72

Table 1. Three chamber social interaction test. ABx: broad-spectrum antibiotics treated group,

ABx + probiotic: broad-spectrum antibiotics- and probiotic treated group, Probiotic: probiotic treated group,
P-VPA: valproic acid and probiotic treated group, C-VPA: valproic acid treated group, Control: control group.
Values of the stranger cage latency, the empty cage latency and sociability index are median (IQR) and the
social- and non-social zone exploration frequency, total distance moved values, number of raring behavior
and number of grooming behavior are means and SEMs. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis test and Mann-
Whitney U-test. Between the groups significances (p <0.05) are represented by distinct (a-h) lowercase letters.

the social zone were non-significant, probiotic treated rats show a tendency to explore later the zone of the empty
cage (Table 1).

The total time spent exploring the stranger rat or empty cage was also analyzed (Fig. 2). C-VPA animals spent
significantly less time in the social zone (p=0.013) and more time in the non-social zone (p =0.046). Similar to
this group, antibiotics treated animals exploring either the stranger (p=0.006) or empty cage (p=0.005) were
significantly different from members of the other groups. While compared to the habituation session each group
spent balanced time in the social- and in the non-social zone (data not shown).

The sociability index was also estimated to indicate a preference to the stranger rat. This index for the ABx
and the C-VPA rats was significantly lower than for the animals of the other groups (p=0.022): it reduced by
approximately 70%, compared to the other groups (Table 1).

Analysis of the exploration frequency in the social- or non-social zone of the groups did not show significant
differences (Table 1). Interactions with stranger animal and empty cage were overall calculated (Fig. 3). We did
not find any difference among the groups in the empty cage interaction, however, compared to individuals of
the control groups, significantly less interactions were observed with the stranger rat in the ABx (p=0.002) and
C-VPA animals (p=0.050), moreover, ABx rats differed from the ABx + probiotic (p=0.025), probiotic (p=0.003)
and P-VPA (p=0.010) rats, too.

The total distance travelled did not show significant differences among the groups (Table 1). Furthermore,
we also evaluated calculated stereotype behaviors, the results showing no significant differences in the examined
rearing and grooming behaviors (Table 1).

Concentration of the short chain fatty acids in relation to the treatments. Concentrations of
the SCFAs were analyzed in all groups before, during and after the treatments. Median (IQR) values of the con-
centrations of the SCFAs are given in Table 2. Significant differences were observed in all the three measured
fatty acid concentration after the antibiotics treatment. Antibiotics significantly reduced SCFAs concentrations
compared with the C-VPA (p=0.001), P-VPA (p=0.042), ABx + probiotic (p=0.013), probiotic (p=0.002) and
control (p=0.025) groups (Table 2). Additionally, acetic acid (p=0.001), butyric acid (p=0.001) and propionic
acid (p=0.001) concentrations were also diminished within the ABx group (Fig. 4). Associated to the probi-
otic treatment, SCFAs concentrations did not change significantly in case of the majority of groups (Table 2).
However, for the ABx + probiotic treated animals, significant decrease (p=0.001) was identified after the usage
of antibiotics. It is worth noting that the probiotic treatment was able to restore this decrease to the original
state (Fig. 5), but there were no differences before and after both of the treatments in the SCFAs concentrations.
Although, there were no significant changes in the butyric acid concentrations, there was a tendency for higher
butyrate composition in the ABx + probiotic rats compared to animals of the other groups. Examination of the
prenatal VPA exposed rats did not present significant differences among and within these animal groups.

Histology. At the end of behavioral experiments, after preparation of the brains, the diameter of the major
hippocampal regions (subiculum, CA1, CA2, CA3, dentate gyrus) was compared among 6-6 animals/groups.
Based on the results, diameter of the various hippocampal regions demonstrated extreme differences (Supple-
mentary Table S2; Supplementary Fig. S2), nevertheless, the thickness of each region also revealed remarkable
alterations within the groups. Therefore, our histological data, at their present form, proved not to be correctly
interpretable.
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Figure 2. Time spent with the social- (A) and non-social (B) zone exploration (s) in the three chamber social
interaction test. Control: control group; C-VPA: valproic acid treated group; P-VPA: valproic acid and probiotic
treated group; ABx: broad-spectrum antibiotics treated group, ABx + probiotic: broad-spectrum antibiotics-
and probiotic treated group, probiotic: probiotic treated group. One-way ANOVA (*p <0.05;**p <0.01). Data
graphed as mean+ SEM.

Discussion

The purpose of this study was to assess the impact of broad-spectrum antibiotics treatment on social behavior
in adulthood. To our best knowledge, this report is the first one to demonstrate that chronic depletion of the gut
microbiota in adulthood induces profoundly similar social behavioral abnormalities to those observed in animals
of the VPA rat model of ASD. Furthermore, as it was supposed, after the antibiotics treatment, our PM was able
to re-establish the normal social behavior. In addition to that our PM treatment was capable to markedly reduce
the social abnormalities in the VPA animal model, it also appears that even distinct changes of the microbiome
could result in remarkable changes in a completely developed brain. According to our present findings, these
changes take place in a non-SCFA dependent way.

The instantaneous effect that the GI microbiome exerts on the social behavior has been studied primarily
with germ free animals (total lack of microbes) and with certain antibiotic treatments on rodents in their early
pre-or post-natal period of life*. These studies primarily revealed impairments of sociability. Furthermore,
colonizing germ free mice with normal faecal microbiota was able to restore the sociability defects. Based on
these results, it is reasonable to propose that the gut microbiota is involved in integratory processes of social
development*®*°. Despite all these facts the effect of broad-spectrum antibiotics treatment on social behavior
is less studied in adulthood. One of the fundamental findings of the current study highlights that the antibiot-
ics induced bacterial depletion in adulthood can elicit the same type deficits of the social interaction as those
observed in the VPA autism rat model. The sociability index results, indicating a preference to the stranger rat,
presented that rats of the C-VPA- and ABx groups display social interaction deficits. These findings suggest that
chronic broad-spectrum antibiotics treatment in adulthood negatively affects the social behavior, moreover, it
seems as if these deficits were the same type as those we could identify in the VPA rat model of ASD. This find-
ing appears to support the notion that the antibiotics-modified microbiome can act as a causal agent and a risk
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Figure 3. Number of interactions with the stranger rat (A) and empty cage (B) in the three chamber social
interaction test; Control: control group; C-VPA: valproic acid treated group; P-VPA: valproic acid and probiotic
treated group; ABx: broad-spectrum antibiotics treated group, ABx + probiotic: broad-spectrum antibiotics-
and probiotic treated group, probiotic: probiotic treated group. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis test
(*p<0.05;*p<0.01). Data graphed as mean + SEM.

factor in the development of ASD?***. Despite these social abnormalities, group differences were not found in
the total distance travelled and in the latencies to explore the stranger cage. Otherwise, a pilot experiment with
LiCl induced visceral illness was not able to result in reduced sociability what we detected in the microbiome
depleted ABx rats. These results suggest that impaired sociability is likely cannot be due to the general conse-
quence of visceral discomfort or pain in these animals. The above data underline the importance of disruption
of the healthy balance of microbial community and its specific impact on the microbiome-gut-brain axis that
leads to the deficits of social behavior regardless of whether visceral discomfort exists or not.

It is established that antibiotics- or VPA treatments interfere with the physiology of the animals disparate
ways. In the former case, antibiotics administration strongly depletes gut microbiota, and thus, triggers altera-
tions of the microbiome-gut-brain axis that ultimately lead to behavioral (as well as molecular) deviations®**'.
In the latter case, prenatal VPA exposure was shown to modify histone deacetylase activity, to alter gamma-
aminobutyric acid (GABA) or Wnt (wingless-type) signaling, and/or to disturb axonal remodeling in the develop-
ing neurons®****2, These mechanisms can provoke dysfunctions in several brain areas, generating morphological
changes, especially in cortical and hippocampal regions?>*. Nevertheless, our histological analysis revealed
very high variability within and among the animals, hence, we could not verify that such differences (e.g. in the
thickness of hippocampal regions) indeed exist between the VPA treated and other groups. Even though the
treatments appeared to act divergent ways, we still noticed similar social behavioral alterations between these
groups. Therefore, to more precisely explore the role of the GI microbiome in the development of ASD symptoms,
we approached this issue from another direction and introduced a probiotic therapy to interfere these treatments.
Previous studies have shown that application of certain probiotics have beneficial effects on antibiotics-induced
physiological and psychological abnormalities®***. Moreover, as different gut microbial community was found
in ASD patients in contrast to the healthy individuals, researchers attempted to modify the gut microbiome via
probiotics and some results indicate beneficial effects on both behavioral and GI manifestations of ASD**-.
In addition, VPA rat model not just imitate ASD symptoms, it also has a transgenerational impact on the gut
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SCFA
concentrations
(100 mg/mmol/l)

ABxn=8

ABx + probiotic
n=8

Probioticn=8

P-VPAn=7

C-VPAn=7

Controln=7

Before treatments

Acetic acid

6.25 (4.03-8.54)

5.50 (3.44-7.09)

4.75 (4.04-5.64)

8.79 (7.38-9.02)

7.16 (6.36-7.78)

7.13 (4.73-8.25)

Propionic acid

2.59 (1.88-3.02)

1.91 (1.38-2.33)

1.70 (1.47-2.44)

3.24 (2.78-3.79)

2.49 (2.09-2.92)

1.80 (1.63-3.14)

Butyric acid 136 (1.18-1.45) | 1.00 (0.93-1.20) | 0.93 (0.86-1.15) | 1.92 (1.39-2.16) | 1.48 (1.14-2.10) | 1.10 (0.99-1.59)
14.22 (11.24- 10.86 (10.05- 10.67 (7.58-
Total 9.76 (7.56-13.63) |9.50 (580-1037) | 7.61(669-9.16) | |35 1247 1208
After treatments
. 1.64 (0.00— . R . . .
Acetic acid bps s 403 (237-5.11)" | 414 (2.97-7.14)" | 5.56 (4.49-8.60)° | 7.77 (6.97-8.25) | 4.67 (2.85-5.28)
o 0.64 (0.00- . R . . .
Propionicacid | {0y (8 130 (0.74-1.54) | 2.45 (1.48-2.57)° | 2.82 (2.35-3.40)° | 2.98 (2.60-3.50)4 | 2.09 (1.57-2.40)
. 0.36 (0.00- \ . . o .
Butyric acid e 130 (L19-1.62) | 0.96 (0.75-1.23)° | 1.15 (0.76-2.22)° | 2.23 (1.77-2.33)4 | 1.22 (1.00-1.35)
Total i'ii)(as;ﬁo’ 6.46 (4.18-8.50)" | 7.40 (5.82-10.58)" | 9.14 (7.79-14.22)° ggg)ﬂl 1.44- 7.79 (5.73-8.62)¢

Table 2. Analysis of the short chain fatty acids (acetic acid, propionic acid and butyric acid) concentrations
(100 mg/mmol/l) in the faecal samples before and after the treatments. ABx: broad-spectrum antibiotics
treated group, ABx + probiotic: broad-spectrum antibiotics- and probiotic treated group, Probiotic: probiotic
treated group, P-VPA: valproic acid and probiotic treated group, C-VPA: valproic acid treated group, Control:
control group. Values of the concentrations are median (IQR). Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney U-test and
Friedman test. Between the groups significances (p <0.05) are represented by distinct (a—e) lowercase letters.

microbiota®-%2, Nevertheless, limited research is available where probiotics are investigated in the VPA animal
model as they could be effective therapy, only one study has recently revealed that VPA induced behavioral
alterations could be reduced by daily supplementation with Lactobacillus strains®®. In our present study, it is
demonstrated for the first time that specified PM can be a potential novel approach to improve social behavioral
alterations both in the VPA- or antibiotics induced animal model. Our PM was able to improve the preference
to the stranger rat in both of the C-VPA and ABx treated groups, thus antisocial behavior was reduced. Moreo-
ver, the present results demonstrated that the same behavior can be seen in the C-VPA and ABx treated groups
as it appeared in the control group. However, the PM itself was not able to significantly change all aspects of
the behavior, only in the frequency of the social zone exploration was detected notable difference between the
probiotic and the control rats, but this was presumably generated by the fact that probiotic treated animals spent
more time in the social zone once they entered there.

Despite the fact that both models developed by different mechanisms, quite similar social behavioral abnor-
malities were noticed, additionally, our PM was able to reconstruct these behavioral phenomena just as they
appear in the control rats. Regarding these consequences, it is suggested that in both models the protective effects
of the probiotic treatment get exerted in the same way. A series of studies have described that SCFAs improve the
gut health, regulate immune mechanisms and they may possess neuroactive properties*>**%’. However, findings
from ASD human studies on the associations among the three main SCFAs have proved to be divergent®-"°.
At the same time, in rodent models, the administration of propionic acid could produce behavioral changes
closely resembling those found in ASD”}, and in the VPA autism model changes of the SCFAs concentrations
were also observed®. In spite of all these, the analysis of the main SCFAs did not show significant differences
between the VPA treated and the control animals, and, after the probiotic therapy, there were also no remarkable
effects seen in the SCFAs productions. Nevertheless, it is clear that the antibiotics treatment itself significantly
decreases the levels of all the examined SCFAs, referring to the highly decreased total amount of the microbiome
in these animals. In spite of the fact that the PM considerably elevated the concentration of the SCFAs after the
antibiotics treatment, we did not reveal extreme alterations among the groups after the end of the treatments.
However, it is reasonable to suppose that the probiotic impact would be necessarily stronger after the antibiotics
administration than in case of challenging the compact, untreated microbiome community. The present results
undeniably indicate that the change of concentration of the main SCFAs cannot be the sole causal factor that
determines how the PM exerts its positive impact on the social behavior.

Increasing amount of data support the consideration that the manifested inflammation and metabolic pat-
terns are quite comparable in both investigated animal models’>”*. While, in the antibiotics-treated rat model,
the inflammatory processes and the serotonergic system appear to be linked to the gut dysbiosis**’*", in the
VPA animal model the elevated pro-inflammatory state, chronic glial activation and disturbance of the sero-
tonergic system are caused by impact of the VPA to the developing brain”>"8. Therefore, these observations
encourage us to maintain the presumption that our PM made an effect on the serotonergic system without
the mediation of the alterations of the SCFAs, thus, providing us the opportunity to hypothesize this to be the
common way how the probiotic formulation can re-establish the behavioral alterations. It could occur in a
way that modification and reduction of the inflammatory processes (diminishing the gut permeability) alto-
gether with the altered microbiome could interact and alter the serotonergic system”*-**. Since GI microbiota
can directly or indirectly influence the tryptophan availability and the serotonin synthesis, thus, it ultimately
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influences the regulation of the kynurenine pathway. This pathway controls the production of the neuroprotec-
tive kynurenic acid (N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor antagonist) and that of the neurotoxic quinolinic
acid (NMDA receptor agonist)®. So, the modulations of this system could lead to altered expression levels of
NMDA®#8485 Tt has been demonstrated that antibiotics could also alter NMDA receptor subunit expressions®®.
Recent studies have also identified that post-natal VPA treatment enhanced NMDA receptor functioning in the
brain which may indicate a compensatory homeostasis with the presence of an excitatory/inhibitory imbalance
during development. In subsequent experiments, when using pharmacological suppression therapy or NMDA
receptor antagonists, they were able to normalize social deficits®*’%%#8, These results highlight the impact of
these transcriptional modifications which could be the last elements in the way how our probiotic could restore
the antisocial behavior, since NMDA receptors play an essential role in complex cognitive and social behavioral
processes®”®. Furthermore, Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. as GABA-producing species may be able
to good candidates to theoretically change glutamate/ GABA ratio thus it could be a promising strategy to treat
ASD associated social behavioral symptoms®*2. Nevertheless, further studies are needed to measure constituent
elements of inflammatory processes, metabolic patterns and NMDA receptor expression levels in both animal
models along with measuring these values after the probiotic treatment. Furthermore, additional investigations
are necessary to examine changes of other minor SCFAs, as well as to apply other behavioral tests to explore
wider ranges of behavioral alterations. Indeed, future studies should also clarify whether the 2 weeks of our PM
exposure ensures only shorter, temporary or lasting effects on the social behavior. Furthermore, future studies
are expected to reinforce the therapeutic efficacy of our PM on the ASD.

Taken together, our data confirm that broad-spectrum antibiotics treatment during adulthood can induce
antisocial behavior similar to that observed in the VPA autism animal model. The current study suggests that the
homeostatic balance of the GI microbiome has a profound effect on the social behavior. To our best knowledge
this study is among the first ones to demonstrate that specific probiotic mixture can restore the same type of
antisocial behavioral phenomena in these two disparate animal models, developed by distinct mechanisms. Based
on the present data, this probiotic formulation targets a common pathway with a non-SCFA dependent man-
ner. Overall, this study provides preliminary evidence for that GI microbiome, more specifically some bacterial
combinations, appears to have therapeutic value to cure or at least attenuate the condition of social behavior, and
thus, to get prepared to act as a proper therapeutic agent to eliminate symptoms of antisocial behavior in the ASD.

Data availability
All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its supplementary
information files].
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Antibiotics and probiotics-induced
effects on the total fatty acid
composition of feces in a rat model

Tamas Marosvélgyi®®, Kitti Mintal>3¢, Nelli Farkas?, Zoltan Sipos?, Lilla Makszin?,
Eva Szabd“*, Attila Téth%3, Béla Kocsis®, Krisztina Kovacs®, Edina Hormay??3,
Laszl6 Lénard?3, Zoltan Karadi®3 & Anita Bufa*

Fatty acids (FAs) play important roles as membrane components and signal transduction molecules.
Changes in short chain FA (SCFA) composition are associated with gut microbiota modifications.
However, the effect of bacteria-driven changes on the detailed FA spectrum has not been explored
yet. We investigated the effect of antibiotics (ABx) and/or probiotics, in four treatment groups on
rat stool FA composition. Principal component analysis indicated that the chromatogram profiles of
the treatment groups differ, which was also observed at different time points. Linear mixed effects
models showed that in the parameters compared (sampling times, treatments. and their interactions),
both the weight percentage and the concentration of FAs were affected by ABx and probiotic
administration. This study found that the gut microbiome defines trans and branched saturated FAs,
most saturated FAs, and unsaturated FAs with less carbon atoms. These results are among the first
ones to demonstrate the restoring effects of a probiotic mixture on a substantial part of the altered
total FA spectrum, and also revealed a previously unknown relationship between gut bacteria and a
larger group of FAs. These findings suggest that intestinal bacteria produce not only SCFAs but also
other FAs that may affect the host’s physiological processes.

Abbreviations

ABx Antibiotics

ALA Alpha-linolenic acid
CNS Central nervous system
FA Fatty acids

FAME Fatty acid methyl ester
GC Gas chromatograph

GI Gastrointestinal

LCPUFA Long chain polyunsaturated fatty acid
MUFA Monounsaturated fatty acid

PCA Principal component analysis
PCs Principal components
PM Probiotic mixture

PUFAs Polyunsaturated fatty acids
REML Restricted maximum likelihood
SAT Saturated fatty acids

SCFAs Short-chain fatty acids

Fatty acids (FA) are important constituents of all multicellular organisms, primarily as components of the phos-
pholipid bilayers of the cell membranes, and they also have an essential role in normal growth and development.
In general, they have a hydrocarbon chain with a carboxyl group at one end and a methyl group at the other
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with chain lengths ranging from 2 and close to 30. These chains may be presented in two main forms: saturated
fatty acids (SAT) are loaded with hydrogen containing only C-C single bonds and unsaturated fatty acids which
contain at least one double bond!?. Both saturated and unsaturated FAs are elementary nutrients and as com-
ponents of triacylglycerols they also serve as major energy stores. Branched-chain fatty acids are synthesized by
microorganisms (mainly bacteria) from branched-chain amino acids and therefore, they can be mainly found
in bacterial membranes, or ruminant-derived lipids, e.g. milk or dairy products®. Depending on their various
structures they have unique biological properties and as part of different lipid classes they play central role of
diverse physiological processes including lipid and energy metabolism, endothelial functions, homeostatic and
inflammatory responses along with having central role in functioning the central nervous system (CNS)-7,

The intestinal microbiome is a collection of highly diverse microbial communities that provide the host with
a broad range of fundamental functions, including protection from pathogens, impact the host physiology via
metabolites and shaping the activity of the adaptive immune system. The relationship between FAs and the gut
microbiome is thought to be bidirectional: the dietary FA intake can influence the type and abundance of gut
microbes, while the microbiome also affects the metabolism and absorption of dietary fatty acids®®. Previous
studies have shown that diets differing only in FA composition (high SAT, high monounsaturated fatty acid
(MUFA) or high polyunsaturated fatty acid (PUFA) content) are able to efficiently influence the distribution of
intestinal microbial populations (as phylum and family levels)'®!*.

While the effect of diets containing different types of FAs on the microbiota has been extensively studied!!~'*,
wide-ranging research on the effects of gut microbes on fatty acids are comparatively scarce. Changes in the
microbiome can be caused by alterations in the FA profile, however, these studies focus mostly on the short-
chain fatty acids (SCFAs)!. Intestinal bacteria could also be able to influence the host FA profile in different
tissues since some commensal bacteria can generate bioactive isomers: for instance, conjugated linoleic acid can
be produced by Lactobacilli®!® and Bifidobacteria'>'¢ or can produce trans fatty acids, such as vaccenic acid'>"’.
Furthermore, altered gut microbiota, in particular the genera Prevotella, Lactobacillus and Alistipes can increase
capacity to produce saturated long chain FAs and thus affect gut motility'®. During fermentation of nondi-
gestible carbohydrates, the gastrointestinal (GI) microbiota produces a wide range of secondary metabolites,
among others SCFAs (acetate, propionate, and butyrate)'**’. However, protein fermentation can also contribute
to the SCFAs production, but these are mostly branched-chain FAs such as isobutyrate, 2-methylbutyrate and
isovalerate®'1?122, SCFAs can have diverse functions, like providing energy for both the microbiota and the
enterocytes®. In addition, SCFAs could enter the circulation and exert their additional health-promoting ben-
efits to the host acting as secondary messengers that regulate gene expression and stimulate gut peptides and
hormones**? and they are able to cross the blood-brain barrier®. The effect of gut microbiota via the SCFAs is
therefore not restricted to the GI tract. Recent research showed that changes in gut microbiota could affect the
host physiological, behavioral, and cognitive functions**-?¢, and therefore there is an emerging need to understand
the complex effects of the relationship between the specific composition and activity of gut microbiota (at phyla,
genus or species level) and the CNS of the host.

The composition and function of the GI microbiota is profoundly influenced by a variety of environmental
factors such as genetics of the host, age, smoking, diet, exercise, mode of delivery, geographic location, synthetic
chemicals, and antibiotic intake?”-?®, Furthermore, there are other modulations which can be carried out via
dietary interventions, antibiotics (ABx) administration, supplementation of probiotics and fecal microbiota
transplantation®, which all have a capacity to highly modulate the composition of the gut microbiota. Both
prebiotics (non-digestible food ingredients which can selectively stimulate the growth and/or activity of ben-
eficial bacteria), probiotics (non-pathogenic microbes which have beneficial effects on host) and ABx affect the
composition of the gut microbiota without directly affecting the FAs in the gut®®*'. Therefore, the changes in
host FAs that occur because of the above-mentioned factors are likely to be directly related to the microbiome.
These interventions could selectively modulate the microbiome composition depending on the combination
of probiotic or prebiotic or the ABx class, dose, and the period of exposure®®*2. These microbiome influencing
factors provide an opportunity to study the aspects of the modifications of the GI bacteria and the influence of
these to the host physiology including immune system, metabolism pathways, hormone activation and behavior®.
Since the literature has mainly focused on the effect of ABx and probiotic treatment on the concentration of
fecal SCFAs**-¢, but to the best of our knowledge the amount of longer chain and trans isomers in feces has not
yet been investigated, our aim in the present study was to determine the total FA spectrum. Therefore, the rats
were given probiotics, ABx and a combination of these to carry out bacterial alterations without modifying the
FA profile of the diet. Our further aim was to compare the time course effects of the different treatments on the
total FA spectrum of feces (relative and absolute concentrations of short chain, branched chain, saturated, trans
and cis mono- and polyunsaturated FAs) via gut bacteria.

Results

Changes in the fecal fatty acid composition

The fatty acid composition of fecal samples from four different study groups (Control, ABx, ABx followed by
Probiotics, Probiotics) was analyzed before (1st sample), during (2nd sample) and at the end of the treatments
(3rd sample), at a total of three time points per group (Fig. 1). While analyzing the effect of the different treat-
ments on the fatty acid methylesters (FAMEs) (C4:0 to C26:0) in the fecal samples, we observed large differences
between the chromatograms of the second and the third samplings (Fig. 2). Most of the major components of
fatty acids (C16:0, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6) remained detectable in each treatment group, however, these
values were lower in the ABx-treated groups (ABx 2nd and 3rd sample, ABx + probiotic 2nd sample) compared
to the ABx-untreated groups (control 2nd and 3rd sample, ABx + Probiotic 3rd sample, Probiotic 2nd and 3rd
sample). Furthermore, many saturated, branched-chain saturated, monounsaturated and trans fatty acids between
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Figure 1. Experimental arrangement of the treatment groups to demonstrate the time and duration of
antibiotics and probiotic treatments. ABx: broad-spectrum antibiotics treated group, ABx + Probiotic: broad-
spectrum antibiotics- and then probiotic treated group, Probiotic: probiotic treated group, Control: control
group without any treatment. Sampling was done three times in each group at the indicated times. First
sampling in each group was done at start of the experiment, before treatment was started (baseline data).
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Figure 2. Representative GC chromatograms (from 1-1 identical rat per group) of rat feces between C4:0 and
C26:0 fatty acids during the treatments. Chromatograms of fecal samples were graphically normalized to the
peak height of the internal standard C13:0.

chain length C14:0-C20:0 were reduced to the limit of detection as a result of ABx treatment (in Fig. 2 shown
with yellow background).

A principal component analysis (PCA) was applied to confirm the different characteristics of these chro-
matograms. This analysis showed that the areas under the chromatogram curve of FAs differed because of the
different treatments. The two main principal components (PC1 and PC2) explain 80.1% of the variances of the
differences in the chromatograms in the case of the second sampling time. The PCA model clearly separates the
samples into two groups. The first group consists of the ABx and the ABx + Probiotic; whereas, the Control and
the Probiotic groups are in the second. Although PC1 and PC2 explain only 67.9% of the variances of the dif-
ferences between the chromatograms in the case of the third sampling time, we can see that the PCA scores of
the ABx + Probiotic group are closer to those of the Control and Probiotic groups than those of the ABx group.
Whereas the ABx group remains separate from the other groups (Fig. 3).

Mixed model analysis
A nested linear mixed random effect model was used to investigate the differences between the concentrations
and the weight percentage ratios of the FA components.
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Figure 3. Plots of the two main components (PC1 and PC2) of the principal component analyses. The graphs
represent the second and third sampling time, which were made based on the areas under the chromatogram
curve data. The colors of the groups correspond to those in the second figure, and the dots represents the rat
samples.

The results showed that the main categories of the examined FAs exhibited substantial differences in the
parameters we compared (time points of sample taking, treatments and their interactions) both in the analysis of
the concentration and weight percentage ratio for total FA content (Table 1). In addition, data of each examined
FAs were also analyzed, the results of which are provided in Supplementary Table S1, S2 and S3. There were
significant differences between the compared parameters for most FA concentrations tested, indicating that the
gut microbiota affected the values of these FAs.

Saturated fatty acids (SAT)

The time points, the treatments and their interaction demonstrated significant differences, indicating that both
ABx and subsequent probiotic treatment influenced the concentration (Supplementary Figure S1) and weight
percentage ratio (Supplementary Figure S2) of this category (Table 1) suggesting, that GI microbiome played a
major role in the production of most of the FAs in this category. Except for C25:0, which only showed tendencies,
there were significant differences in the absolute concentrations of FAs between C12:0 and C26:0 between time
points, treatment groups and their interaction. This indicates that the treatments were effective in modifying the
concentrations of these FAs, in particular, the ABx treatment effectively reduced them, which was subsequently
restored after the use of probiotic mixture (Fig. 2 and Supplementary Table S2). For C10:0, there was a significant
difference in both absolute and relative concentrations between the time points and treatments, but not in their
interaction. This indicates that the ABx treatment reduced the absolute and relative concentration, however, the
increase in concentration was not due to the probiotic treatment.

The weight percentage ratios of C14:0, C15:0, C17:0 and C18:0 significantly differed between the time points
and between the treatment groups and there was a significant interaction too. Thus, the ABx treatment decreased
the weight percentage ratio of these FAs, which the probiotic treatment effectively restored. In the case of weight
percent ratio of C26:0, both the time point and the treatment significantly differed, whereas their interaction
not. These observed changes were triggered by the administration of the ABx and not the probiotics. (Fig. 1 and
Supplementary Table S1-S3).

Short saturated fatty acids (short SATs)

The short saturated fatty acids (short SATs) is a subcategory of SAT, including five FAs (C4:0, C5:0, C6:0, C7:0,
C8:0) in this study. This subcategory also presented significant differences in time points, treatments and their
interaction, indicating that both FA concentrations (Supplementary Figure S1) and weight percent ratios (Sup-
plementary Figure S2) were modified by the different treatments (Table 1). The absolute concentrations of C4:0,
C5:0 and C7:0 differed significantly between the time points and treatment groups with a significant interaction
between them. This indicates that ABx treatment effectively reduced the concentration, which was successfully
restored after probiotic treatment (Fig. 2 and Supplementary Table S1, S2). The concentrations of C6:0 and C8:0
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The nested linear mixed effect model

p value for concentrations p value for weight %
Fatty acid groups | Time point | Treatment Time point x treatment | Time point | Treatment Time point x treatment
Total FA 1.56x107° 1.10x10°° 6.91x107
SAT 2.90x10°% 1.21x1071 3.27x1071° 2.81x1073 2.20x 1071 4.46x 107
ShortSAT 5.12x 1073 6.31x1071° 2.54x 10710 6.34x107 7.41x1078 2.11x1073
Transbranched 1.03x 10712 1.27x1071° <2.20x 1071 1.54x107° 2.82x1078 2.81x107
Branched sat 3.58x1071 | <2.20x107'° | <2.20%x1071¢ 1.24x107° <22x107'¢ | 1.07x10713
Trans 5.82x107 <2.20%x1071 | 3.55x 1071 2.53x1073 7.60x 10713 8.06x 1078
cMUFA 8.44x107° 8.73x 107 5.80x 107 0.163 1.14x10° 6.73x107%
PUFA 2.04x1072 3.43x102 0.218 1.03x 10 <2.20%x107'° |2.10x10°®
n-6 PUFA 1.94x1072 3.64x1072 0.221 1.38x10* 3.26x1071 2.23x1078
n-3 PUFA 4.85x1072 1.53x1072 0.214 1.58x10™ 1.78x 1071 9.28x107°
LCPUFA 2.57%107? 5.50x 107* 0.127 4.38x10™* 4.49x107° 1.13x10°
n-6 LCPUFA 2.62x1073 5.43x10* 0.128 4.27x107* 4.64x10° 1.09x 10°°
n-3 LCPUFA 0.576 0.308 0.797 0.916 0.560 0.915

Table 1. Results of the mixed effect models of the main fatty acids categories. p-values of the mixed

effects models (p <0.05). Abbreviations denote: saturated fatty acid (SAT): ShortSAT + C9:0+C10:0+ C11:
0+C12:0+C14:0+ C15:0+ C16:0+ C17:0 + C18:0 + C20:0 + C22:0 + C23:0 + C24:0 + C25:0 + C26:0

; short saturated fatty acid (ShortSAT): 4:0 + C5:0 + C6:0 + C7:0 + C8:0; Transbranched: Branched Sat +
TRANS + (tC16:1n-7 + C17i) + (tC17:1n-7 + C18i); Trans: sum of tC18:1 isomers; Branched saturated

fatty acids (Branched Sat): C13ai+ C14i+ C15i+ C15ai + C16i; cis monounsaturated fatty acid (c(MUFA):
Cl13:1n-1+C14:1n-5+ C16:1n-9+ C16:1n-7 + C18:1n-9 + C18:1n-7 + C20:1n-9 + C22:1n-9; polyunsaturated
fatty acid (PUFA): n-3 PUFA +n-6 PUFA; n-3 PUFA: C18:3n-3 + n-3 LCPUFA, n-6 PUFA: C18:2n-6 +n-6
LCPUFA long-chain polyunsaturated fatty acid (LCPUFA); n-3 LCPUFA +n-6 LCPUFA; n-3 LCPUFA:
C20:5n-3; n-6 LCPUFA: C20:2n-6 + C20:3n-6 + C20:4n-6 + C22:4n-6 + C22:5n-6.

significantly differed between both the time point and treatment, whereas their interaction not, so ABx treat-
ment reduced their concentration, but the increase in the concentration was not due to the probiotic treatment.

Significant differences in weight percent between time points, treatments and their interaction were only
found for C4:0, while for C6:0 and C8:0 only treatment caused a significant change (Fig. 2 and Supplementary
Table S1, S3). In the case of C5:0, both the time point and the treatment significantly differed, whereas, their
interaction did not. These observed changes were triggered by the administration of the ABx and not the probiot-
ics. In the case of C6:0 and C8:0, only the treatment showed a significant effect meaning that the ABx treatment
reduced their weight percentage ratios, but did not change after the probiotic treatment.

Trans and branched fatty acids

This main category consists of three coelutions (¢#C17:1n-7 + C18i, tC16:1n-7 + C17i and tC18-1mix) and five
branched-chain saturated FAs, which showed large differences. There were significant differences in both con-
centration (Supplementary Figure S1) and weight percent values (Supplementary Figure S2) between time points,
treatments and their interactions, so both the ABx and probiotic treatment effectively altered them (Table 1).

Branched saturated fatty acids (branched SATs)

In this subcategory, all the examined branched SATs (C13ai, C14i, C15i, C15ai and C16i) showed strong signifi-
cant differences between sampling times, treatments and their interactions in both concentration (Supplementary
Figure S1) and weight percentage ratio (Supplementary Figure S2) for total FA. These results suggest that altered
gut microbiota due to treatments were responsible for the observed alterations. The ABx treatment significantly
decreased the levels of identified branched SATs, while after probiotic administration these values returned (Fig. 2
and Supplementary Table S1, S2 and S3).

Trans fatty acids (TFAs)

The ABx treatment significantly decreased both the concentration (Supplementary Figure S1) and the weight
percentage ratio of tC18:1 fatty acids (Supplementary Figure S2), but subsequent probiotic administration was
able to increase these levels to the level before the treatments (Fig. 2 and Supplementary Table S1, S2 and S3).

Cis monounsaturated fatty acids (cMUFAs)

In the cMUFAs almost all the parameters tested showed significant differences in both absolute concentration
(Supplementary Figure S1) and weight percent ratio (Supplementary Figure S2) indicating that ABx treatment
and probiotic administration were the main factors influencing these concentrations (Table 1). In this category
we examined 8 cMUFAs (C13:1n-1, C14:1n-5, C16:1n-9, C16:1n-7, C18:1n-9, C18:1n-7, C20:1n-9 and C22:1n-9).
Except for C22:1n-9, which showed only tendencies, most of these cMUFAs revealed significant differences in
concentration values between time points, treatments, and their interactions. Thus ABx treatment significantly
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decreased the concentration levels, while the administration of the probiotics restored them (Fig. 2 and Sup-
plementary Table S1, S2).

However, when evaluating the weight percentage ratio, we found significant effects of time and interaction
between time and treatments for only three fatty acids (C13:1n-1, C14:1n-5 and C18:1n-9 FAs). The ABx treat-
ment decreased the weight percent ratio of C13:1n-1 and C14:1n-5, and elevated that of the C18:1n-9. On the
other hand, probiotic treatment recovered the weight percent ratios for all three FAs to the original state. (Fig. 2
and Supplementary Table S1, S3).

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs)

Significant differences were observed in both concentration (Supplementary Figure S1) and weight percent ratio
(Supplementary Figure S2) of PUFAs indicating that the FAs of this category were modified by the different treat-
ments (Table 1, Supplementary Table S1, S2 and S3). The PUFAs were splitted in two subcategories: n-3 PUFAs
(a-linolenic acid (C18:3n-3, ALA) and C20:5n-3) and n-6 PUFAs (C18:2n-6, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6,
C22:4n-6 and C22:5n-6) (Supplementary Table S1). In the weight percent ratio, each investigated parameter
showed significant differences, thus ABx treatment decreased levels of both n-3 and n-6 PUFAs, which could
successfully recovered after the use of probiotic treatment (Supplementary Figure S2, Supplementary Table S3).
In contrast, concentration levels were significantly affected by both time point and treatment, but their interac-
tion not. This indicates that the ABx treatment reduced their concentration, but their increase over time was not
dependent on the probiotic treatment (Supplementary Figure S1). A further subcategory within PUFAs is the long
chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) that also can be divided in 2 subgroups: n-6 LCPUFAs (C20:2n-6,
C20:3n-6, C20:4n-6, C22:4n-6 and C22:5n-6) and n-3 LCPUFAs (C20:5n-3) (Supplementary Table S1). The
LCPUFAs subcategory and the n-6 LCPUFAs subgroup showed similar results as the PUFAs category in both
concentration and weight percent ratios, but there were no significant differences in the n-3 LCPUFAs subgroup
(Table 1, Supplementary Figure S1-S2).

As C20:5n-3 did not show significant differences, it can be concluded that C18:3n-3 was the determining FA
in the n-3 PUFAs category, showing the same significances in the concentration level as its group, however, in
the weight percent ratio differences were noted in the interactions of time points and treatments. Among the
n-6 PUFAs subcategory, only two FAs (C20:2n-6 and C20:3n-6) presented significant differences in time points,
treatments and their interactions in the concentration levels. In those cases, decreased concentration levels were
measured after ABx treatment, and probiotic mixture was able to restore it. On the other hand, weight percent
ratios of C18:2n-6 and C20:4n-6 were increased after ABx treatment and the following probiotic administration
could efficiently restore these altered states.

Fatty acid composition of the pellets
Since the examined FA composition of the feed was not fully provided, we specified the comprehensive FA
composition of the rodent chow (Supplementary Table S4) and compared it with the treatment effects, which
is illustrated in Fig. 4. The analysis revealed that out of the examined FAs the MUFAs were present in the high-
est quantity in the rat feed, alongside PUFAs and SATs. In addition, n-6 PUFAs were more dominant than n-3
PUFAs, and, in these categories, the most prevalent fatty acids were C18:2n-6 and C18:3n-3. Among SATS, the
highest quantities observed in the rats’ food were for C16:0 and C18:0. Short SATs were present only in a small
proportion in the food. No Branched SATs were found in the animal feed. Among MUFAs, C18:1n-9 was the
most abundant FA in the pellet. Furthermore, within the category of TFAs, tC18:1 fatty acids were present, but
in a small amount.

The obtained results indicate that the FAs present in the rat feces and their changes resulting from the treat-
ments were not influenced by the FA composition of the feed.

Discussion

In this series of experiments, we induced a change in the GI microbiome with ABx and probiotic treatment to
examine changes in fecal FAs. To the best of our knowledge, the present paper is the first report on the role of
gut bacteria in a detailed fecal FA spectrum in adult rats.

There is increasing evidence that GI microbiome has a huge impact on regulating fat storage and energy
metabolism, helps to absorb minerals and influences FA production®!®!®, Moreover, it plays a crucial role in
regulating immune homeostasis, as well as CNS-associated neurophysiological and -psychological functions
and behavior*”*. It is worth noting that not only just SCFAs are produced exclusively by bacteria, but also con-
centration of some FAs with a longer, odd-numbered carbon atoms, such as C15:0 and C17:0, are also affected
by the microbiome'®. Furthermore, some microbial species are able to metabolize C18:2n-6 and C18:3n-3° and
convert them to conjugated linoleic acids and other trans fatty acids such as trans vaccenic acid (C18:1n-71)"7.

As the composition of the microbiome can be influenced by early colonization and a number of other envi-
ronmental factors””?, the present study included rats born at the same time in the same place with the same
genetic background, consuming the same food, and were randomly assigned to groups before the treatments.
Thus, we assume that microbiota composition did not differ significantly between the groups of animals before
the start of the experiment.

To investigate the effect of the microbiome on FA production we selected an ABx treated animal model.
This wide spectrum, high dose treatment was able to deplete some gut bacterial community***, providing us a
good opportunity to examine the bacterial effect on the whole FA spectrum in adulthood. ABx treatment can
provoke extensive dysbiosis and the disappearance of SCFAs confirm the vanishing of the gut bacteria®?®. It is
well known that fecal SCFAs are produced by the gut microbiota®!!, but our current results suggest that many
other important saturated and unsaturated FAs across the entire FA spectrum are also produced by GI bacteria.
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Figure 4. Changes in the chromatograms of fatty acids between C4:0 and C26:0 in the feces of a treated rat
from the ABx + Probiotic group at baseline (A), after two weeks of antibiotic treatment (B), then after probiotic
treatment (C) and the chromatogram of dry rodent food (D). In the upper part of the figure, the order of

the individual fatty acids is indicated by colors corresponding to the different fatty acids families (dark blue:
saturated, light blue: branched saturated, orange: monounsaturated, red: trans, pink: n-3 polyunsaturated, and
green: n-6 polyunsaturated fatty acids). The chromatograms of fecal samples were graphically normalized to the
peak height of the internal standard C13:0.

Previous studies have shown, that gut microbes play major role in the production of short SATs, of which
C4:0 and C5:0 are the most important and play a critical role in both peripheral and central functions being
involved in anti-inflammatory effects and playing a beneficial role in a variety of diseases**>. Within the longer
chain SATs, our finding revealed that the majority of these FAs are produced by intestinal bacteria, and not just
those with odd-numbered carbon atoms as would be assumed based on former studies. Interestingly, C16:0 also
showed reduced concentration after ABx treatment despite being one of the main FA components of the rodent’s
chow. The amount of all determined branched SATs was also significantly reduced after ABx treatment, confirm-
ing the finding of a recent study that branched saturated FAs originate from bacterial degradation of proteins*
and that lack of bacteria may generate the absence of branched SATs, that may be present in several metabolic
disorders*. Although previous studies have shown that bacteria are the primary producers of branched-chain
fatty acids, the extent of their absorption in the human body and their fate remains unclear. These fatty acids
are present in various human tissues in a low concentration and may have metabolic health benefits, including
lipid-lowering, and anti-inflammatory properties®**. However, extensive research is still needed to understand
their mechanism of action.

The majority of the analyzed cMUFAs were decreased after ABx treatment suggesting that the GI microbiome
is responsible for the production of these FAs. However, there is no data on whether cMUFAs produced in the
gut has any effect on health, or whether cMUFAs in the gut are not due to dietary intake, i.e., produced by gut
bacteria.

The investigated n-3 PUFAs and most of the n-6 PUFAs, such as C18:2n-6, which was present in higher
amounts in the rodents’ chow, did not show a decrease in their concentration after ABx treatment, corrobo-
rating the common assumption that these FAs are greatly modulated by dietary intake*®*’. Among the minor
components, there was a slight reduction in the concentrations of C22:4n-6 and C22:5n-6 however, we assume
that these differences are actually due to their low concentrations. Surprisingly, the concentrations of C20:2n-6
and C20:3n-6 were also influenced by gut bacteria. Although so far only a few studies have investigated the
relationship between the microbiome and these n-6 PUFAs in rumen fluid, plasma, and hepatic cells**-*°, we
could demonstrate a similar but only partial relationship, that the microbiome is responsible for the production
of C20:2n-6 and C20:3n-6 in the gut, and not the dietary intake.

In our study, we determined not only absolute but also relative concentration changes, Our results showed,
that in the majority of FAs both concentrations decreased after two weeks of ABx treatment. However, for weight
percent, some FAs required a relative increase, such as in our case C20:4n-6 and C18:1n-9, while their absolute
concentration also decreased after ABx treatment, so the contradiction between the two results is only apparent.

In this study, two weeks of broad-spectrum ABx treatment was sufficient to greatly reduce GI bacteria. There-
fore, it would be important to prevent the adverse side effects of intensive ABx medication, including altered fecal
FA distribution. We used our probiotic mixture because it contained bacterial populations with health-promoting
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effects, such as Lactobacillus spp., most strains of which have great potential to reduce inflammation and allevi-
ate ABx-induced GI side effects®~**, and Bifidobacterium spp., which also have immunomodulatory effects and
can be beneficial to the digestive and even the nervous system®>***. In addition, our aim was to restore the gut
microbiota in a short time and to study the effect of this probiotic mixture on the detailed FA spectrum. As we
hypothesized, probiotic administration was able to initiate the reestablishment of bacterial populations and
promoted changes in the concentration of several FAs. Our results confirmed, that ABx treatment decreases the
concentration of fecal SCFAs, whereas the following probiotic treatment (including Lactobacillus and Bifido-
bacterium strains) increases both the concentration of these FAs and fecal bacterial abundance and diversity*.
However, our mixture was unable to restore the concentration of each FA to baseline. We hypothesized that in
these cases (C6:0, C10:0, C11:0, C16:1n-9 and C16:1n-7 ) other bacterial genus species or additional microbial
interactions may be involved, and accordingly, we confirmed that Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp.,
were clearly not responsible for the production of these FAs. Nevertheless, most of the FAs, whose concentrations
had been altered by the microbiome depletion, returned to their initial state after probiotic administration, which
confirmed that Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp. were able to induce the production of these FAs or
perhaps they interacted with other bacteria to cause this change, which is a currently existing phenomenon®.
Research lately has begun to explore the possible relationship between the microbiome and fecal metabolites,
such as FAs. A recent study showed a strong positive correlation between Lactobacillus strains and fecal C18:2n-6
and C12:0 in a rat model of short bowel syndrome, while other bacterial strains (e.g. Ruminococcus) showed a
negative correlation”. Based on our results, we hypothesized that our probiotic mixture had a crucial role in the
production of branched SATs, most SATs and even several MUFAs, and PUFAs, and therefore, by administering
these strains after ABx treatment, a significant part of the fecal FA spectrum could be restored. The fact, that the
weight percent ratios were also restored means that the probiotic administration may have contributed to the
changes in these proportions in the proper direction. Since all groups of animals were fed the same diet with
the same FA composition, it can be assumed that any FAs whose concentrations changed during the treatments
were produced by the gut bacteria and not derived from the diet.

The used microbiome alterations and the study design allowed us to determine the influence of the intestinal
bacteria on the fecal FA composition, however, the present study has several strengths and limitations.

One strength of this paper is that the rats included in this study were of the same age and sex at the start of
the study, so the confounding effects of age and sex were excluded, and the litter effect was also statistically cor-
rected. Another strength is that, contrary to previous studies, not only SCFAs but the full spectrum of FAs was
determined from stool samples. Since we also determined the FA composition of the food pellet, we confirmed
that most of the determined FAs are not derived from the diet but are the result of gut bacterial metabolism.

On the other hand, this study has several limitations. First, we did not determine the gut microbiota present
in fecal samples. Thus, our results only indirectly indicate the effect of gut microbiota on the FA composition
of feces. Based on the results of previous highly extensive studies®**** we can say that the ABx treatment we
used also greatly reduced the intestinal microbiota®, which returned after the probiotic treatment. However, we
cannot say which strains are responsible for the changes or whether there is a change in the composition of the
microbiome before and after ABx and probiotics treatment. The use of a broad-spectrum treatment consisting
of several types of ABx can also be a limiting factor, as different strains of gut bacteria react differently to various
ABx*"*2. However, the purpose of the present study was primarily to investigate the effect of a great reduction of
gut microbiota, which was best accomplished with a broad-spectrum ABx mixture®. Thus, further systematic
studies are necessary to understand more extensively the role of the microbiome on the FAs production and
simultaneously deeper comprehending the relationship between these mechanisms and how they affect the
physiological functions.

This is one of the first papers to analyze the role of gut bacteria on the detailed FA composition of stool
samples from adult rats. The results demonstrated that, in addition to SCFAs, a number of other saturated and
unsaturated FAs as well as trans and branched-chain saturated FAs are determined by gut bacteria in rat stool.
To the best of our knowledge, this study is among the first ones to demonstrate that ABx treatment reduces the
concentration of FAs in rat feces and that a specific probiotic mixture can restore this disturbed FA spectrum.
Thus, this study not only provides evidence for the role of intestinal bacteria in the production of specific FAs,
but it also supports a new approach to treat disorders resulting from a shift in the ratio and concentration of FAs.
In conclusion, this study provides preliminary evidence that the gut microbiome appears to have a greater influ-
ence on both the quantitative and qualitative FA composition of feces than previously thought and that certain
specific probiotic bacterial combinations are able to effectively restore the healthy feces conditions, indicating
the potential therapeutic value of these probiotics.

Methods

Animals

In the present study, in total, 44 male Wistar laboratory rats were used (10 weeks old at the beginning of treat-
ment)*®. To exclude sex as an additional independent variable, only male rats were used in this research. Ani-
mals were kept individually in a temperature- and light-controlled room (12:12 h light-dark cycle; 21 +2 °C;
humidity 55-60%). All experimental groups received the same laboratory food pellets (LT/R standard rodent
food pellet, Innovo Kft, Isaszeg, Hungary) (Supplementary Table S5) and tap water ad libitum. The animals were
cared for in accordance with the National Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation of Hungary
((BA02/2000-07/2023 Pécs University, Medical School; Hungarian Government Decree, 40/2013. (II. 14.); NIH
Guidelines, 1997; European Community Council Directive 86/609/EEC 1986, 2006; European Directive 2010/63/
EU of the European Parliament). The present study is reported in accordance with ARRIVE guidelines.
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The ABx treated groups were given broad-spectrum ABx mixture for 4 weeks (10 weeks old at the beginning
of treatment) to greatly reduce the gut microbiota®. The ABx mixture was dissolved in their drinking water and
comprised of ampicillin (1 g/L), vancomycin (500 mg/L), ciprofloxacin HCI (20 mg/L), imipenem (250 mg/L)
and metronidazole (1 g/L). The probiotic receiving groups were given our specific probiotics mixture (PM)
via oral gavage every day for 2 weeks. It contained four beneficial bacterial species (Lactobacillus spp., Bifido-
bacterium spp.) of specified cfu/d (colony forming units/day). This mixture is proprietary knowledge licensed
by the University of Pécs (422.1bh.5.(2019.09.05)). The strains were provided by the Leibniz Institute, DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Germany. After the strains were received in
freeze—dried form, we started to cultivate them. Lactobacillus spp. strains were cultivated in 100-100 mL liquid
Rogosa medium (OXOID Ltd. UK) for 2 nights at 37 °C in a shaker incubator at 200 rpm. Then the fluids were
centrifuged at 4 °C with 5.000 rpm for 5 min. The sediment was resuspended in physiological saline solution till
reaching the final volume. Bifidobacterium spp. strains were cultivated on fastidious anaerobic agar CE plates and
broth (Neogen Europe Ltd. UK). Anaerobic conditions were produced in an anaerobic jar with GEnbag anaer
(BioMérieux SA France). After 2 days of cultivation, the colonies from the plates were collected by loop and
resuspended in physiological saline solution till reaching the final volume. The prebiotic mixture was produced
from day to day shortly before its use in experiment. More details about the cultivation can be found in our
previous publication®®. Throughout the whole experiment water and food consumption were measured every
day. Fresh fecal pellets were collected under controlled conditions before and after the treatments to monitor
the changes of the FAs. The samples were collected at three different times (before, during and after treatments)
in each group (Fig. 1).

Fatty acid analysis

The feces samples were analyzed by the slightly modified method of Lopez-Lopez®. From each sample, approxi-
mately 100 mg fecal content was placed in 16 x 125 mm test tubes sealed with Teflon-lined caps. We added 40 ul
solution containing 60 mg methyl tridecanoate (C13:0) in 20 ml of n-hexane to each tube with the sample. We
added 3 ml of methanol:hexane 4:1 (V/V) and 1-2 mg pyrogallol to the samples, then these samples were frozen
for half an hour. 300 ul of acetyl chloride was slowly added to the frozen samples. The tubes were subjected to
methanolysis at 100 °C for 1 h. After the tubes cooled down, 5 ml of 6% K,COj; solution was slowly added to
stop the reaction and to neutralize the mixture. The tubes were vortex-mixed and centrifuged at 3000 x g for
10 min. The supernatant hexane layer was then transferred to a 2 ml screw-top vial with a micropipette. After
this step, hexane was added until reaching the liquid level of 1 ml. The samples were stored in a —80 °C freezer
until injection into the gas chromatograph (GC).

The FA analyses were carried out on a PerkinElmer Clarus 690 gas chromatograph with a flame ionization
detector (PerkinElmer, USA) fitted with a Rt-2560 capillary column (100 m x 0.25 mm i.d. x 0.20 um film thick-
ness, Restek). Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 1.3 ml/min. The injection port was adjusted at
225 °C and split injection mode was used, the injection ratio was 20:1. The injection volume was 2 pl. The detec-
tor temperature was 300 °C. The initial oven temperature was 100 ‘C held for 4 min and ramped up to 250 °C at
3 °C/min and held for 25 min.

The fatty acid methyl esters (FAMEs) were analyzed based on the area under the curve calculated using
TotalChrom software by PerkinElmer. Fatty acid identification was based on the retention times of external
standards (PUFA3 (Supelco, St. Louis, MO, USA); GLC-674, -642, -643, -569b, -481, and -473 (Nu-Check-Prep,
Elysian, MN, USA); C16:1n-9-ME (Larodan AB, Solna, Sweden) and The Bacterial Acid Methyl Esters CP Mix-
ture (Matreya LLC,, State College, PA, USA), Supplementary Table S6). The peaks were identified by comparing
them with authentic mixtures of the weighed FAME methyl ester. The individual FA response factors determined
from these weighed standards and the percentage area under the curve (relative concentration; w/w%) were used
to calculate the weight percentage of each determined FA®. The quantification of the FA concentrations of wet
feces was based on the tridecanoic acid, as internal standard (absolute concentration; pg FA /100 mg wet feces).

Statistics

For classifying the sample’s GC chromatograms Principal Component Analysis (PCA) was applied. The input
data for the PCA was the area under the curve of the components. PCA transforms data into a lower dimensional
space by converting the data to a new, orthogonal coordinate system called principal components (PCs). PCs are
sorted according to the amount of variance captured, in such a way that those that have similar variance occur
near one another. If the chemical variations are similar, their scores should be close to each other on a plot of
PC1 against PC2. The PCA model was fitted using Eigen value decomposition method.

To detect the effect of the treatments in time on the FA composition and concentration we applied a nested
linear mixed random effect model, where the ID of the rats were used as a random factor and the nested effect was
the litter. In case of modeling the changes in the concentrations we used log transformation to ensure a proper
model fit. In all models we used the time point of the sample taking, treatments and their interaction as explana-
tory factors and the models were adjusted to the baseline values. The input data for the mixed model were the
calculated concentration on the log scale and the calculated percentage of FAs. The models were fitted by using the
Restricted Maximum Likelihood (REML) approach and the estimates were given with the Satterthwaite’s method.

All analyses were done with R statistical software (version 4.2.1; packages:lme4, ImerTest; R Core Team,
Vienna, Austria)®®®!. A result was set as significant if the p value was under 0.05.
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