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1. Bevezetés

A human gasztrointesztinalis traktusban hozzavetSlegesen 10-10'*  darab
mikroorganizmus taldlhatd, ami koriilbeliil 10-szer tobb, mint az emberi test sejtjeinek
szama [1]. A legnagyobb mennyiségben a Bacteroides és Firmicutes taxonok vannak jelen,
mig a Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria és Fusobacteria baktériumok szdma
kevesebb [2].

Az mar kordbban bebizonyosodott, hogy az agy ¢és a bél kozott kétiranyt
kommunikéciéo zajlik. A bélbaktériumok képesek befolyasolni az autonom- &s
neuroendokrin funkcidkat, valamint az immunrendszer mitkddését, mig a stressz, illetve a
stresszel-kapcsolatos pszichiatriai betegségek hatasara megvaltozik a bélflora dsszetétele, a
[1, 3]. A patogének, vagy sejtfalkomponenseik a bélbdl kikeriilve lokalis és globalis
gyulladdsokat idéznek eld, mivel fokozzdk a proinflammatorikus citokinek fokozott
felszabadulasat [4].

Megfigyelték, hogy a citokineknek fontos szerepe van egyes pszichés betegségekben,
hatasara fokozodik a hypothalamus-hipofizis-mellékvese (HPA) tengely aktivacidja, ami
befolyésolja a bél és a bélflora miikodését, tehat a kdrfolyamat tovabb erdsodik [6].

A bél nem patogén, kommenzalista baktériumai, vagy a probiotikumok képesek
csokkenteni a stressz okozta negativ hatasokat azaltal, hogy novelik a bél barrier
funkcidjat, ezaltal a permebilitas redukalddik, tovabba csokkentik a patogén baktériumok
szaporodasat és kotddését a bél epitéliumahoz, illetve immunmodulaciés hatdsuk is van
[7].

A bélben, illetve a bélflérdban bekdvetkezd valtozasok helyreallitasa a késObbiekben
potencidlis terapias irdny lehet egyes stresszel kapcsolatos betegségek kiegészitd

kezelésében.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A stressz:

Manapsag sokat hallunk a stresszrdl €s az altala okozott szamos betegségrol. Rohano
¢letlink sordn egyre tobb stresszhatds ér minket, mely a nyugati kultirdkban fokozddik
leginkabb, emiatt pedig egyre nd a stresszel kapcsolatos pszichés- illetve egyéb,
alkalmazkodasi betegségek el6fordulasa.

Selye Janos volt az elsd, aki megfogalmazta, hogy mi is a stressz. Definicidja szerint
a stressz a homeosztazis felboruldsa, a test nem specifikus valasza a testet ért
igénybevételekre [8]. Stresszornak nevezte a stresszt okozd faktorokat, melyek
valtozatosak lehetnek, azonban ugyanolyan bioldgiai stressz valaszokat, fizioldgias
valtozasokat idéznek el6 a szervezetben [9].

A stressz széleskorli hatdssal van a szervezet miikodésének szdmos folyamatara:
befolyasolja a viselkedést, az immunrendszer miitkodését, a kardiovaszkularis valaszokat és
a gasztrointesztindlis traktus milkddését. Ezek mellett hat a kozponti idegrendszer
miikodésére is, ami altal képes modulélni tobbek kozott a szteroid-, katekolamin-, peptid-
¢s opioid rendszerek aktivitasat is. A szervezet stresszre adott valaszreakcidja soran a
hypothalamus-hipofizis-mellékvese tengely szintjén beindul egy neurohumoralis kaszkad,
ami a stressz altal felboritott homeosztazis normalizalasanak iranyaba hat, illetve elésegiti
az adaptaciot és a stresszel vald megbirkozast [8].

A fokozott stressz eredményeként kialakulhatnak mentalis problémak/betegségek,
mint példaul a szorongas €s a depresszid. Ragcsalokban a depressziv allapotra jellemzoek a
kognitiv és kiizdelmi hidnyossagok, az alacsony exploracios motivacio, a cirkadian ritmus-
illetve az alvas zavarai, agresszid, szorongas, illetve a szocidlis interkaciok keriilése [10].

A depresszio ugy is jellemezhetd, mint egy kronikus gyulladdsos szindroma
neuropszichiatriai megnyilvanuldsa [11]. Megfigyelték, hogy emberekben akut- ¢és
kronikus stressz hatdsara is novekszik a proinflammatoérikus citokinek mennyisége -
melyek gyulladdsok kialakuldsat eredményezik - mig csokken az tUgynevezett
antiinflammatodrikus citokineké, melyek a gyulladdsokat csokkentik [12; 13]. Ezek a
gyulladasok gyakran a bélrendszerbdl indulnak ki, mivel stressz hatdsidra megvaltozik a
bél-agy tengely mikodése, ennek hatidsara felborul a bélflora Osszetétele, illetve a
bélnyalkahartya is karosodhat, ami kiillonboz6 betegségekhez, tobbek kozott IBS-hez
(Irritabilis Bél Szindromahoz) ¢s IBD-hez (Gyulladdsos Bél Betegséghez) vezethetnek [7,

14]. Az elébb felsorolt tényezék normalizalasa ¢és ezaltal a  gyulladas



megsziintetése/csOkkentése lehetévé teheti egyes depresszios betegségek kiegészitd
kezelését, mivel a jelenleg hasznélatos antidepresszdnsok csak az agyi ingeriiletatvivo

anyagok diszfunkcigjat hozzak helyre, azonban a kivaltd okokat nem kezelik [14].

2.2. A bél - agy tengely:

A bél és a kozponti idegrendszer kozott kétiranya kommunikéci6 zajlik, méghozza
az autondm-, a neuroendokrin-, és az immunrendszeren keresztiil. A bélflora ezeken a
rendszereken keresztiil képes befolydsolni az agymiikddést, illetve a viselkedést, mig a
stresszes szituaciok a kozponti idegrendszeren keresztiil hatnak a gyomor-bél traktus
motilitdsdra, permeabilitasara, az immunfunkcidkra, illetve az itt jelenlevé specidlis
hormonok ¢és egyéb mediatorok felszabaditasara [3; 15]. A kapcsolatrendszert az 1. dbra
foglalja 0Ossze. A stressz hatdsara lejatsz6dd folyamatok hatterében alapvetden a
hypothalamus-hipofizis-mellékvese tengely fokozott aktivacidja all. Ennek soran eldszor a
hypothalamus paraventricularis magjdban (PVN) né a Corticotropin Releasing Hormon
(CRH) mRNS-ének expresszioja, ez pedig a hipofizis portalis keringésén keresztiil bejut a
hipofizis eliilsd lebenyébe, melynek hatasara Adenocorticotroph hormon (ACTH) szabadul
fel, mely a keringésen keresztiil aktivalja a mellékvesekéreg gliikkokortikoid (emberben
kortizol, ragcsalokban kortikoszteron) szintézisét. A gliikokortikoidoknak alapvetd
szerepik van a stresszvalaszban, ugyanis feladatuk az energiaforrasok ujrafelosztésa,
beleértve a homeosztazis helyreallitasat, illetve a zavart okozd tényezdvel szembeni
ellenallast vagy szembenézést. A gliikkokortikoidok negativ visszacsatolassal szabalyozzak
a szekréciojukat [16; 17]. Megfigyelték, hogy stressz hatdsidra egyes agyteriileteken
csOkkenhet a gliikkokortikoid receptorok (GR) mennyisége, ami altal csokken a negativ
visszacsatolds hatékonysaga, igy elnyQjtott stresszvalasz detektdlhaté [18]. A
gliikkokortikoidok €s a stressz hatdsara felszabadul6 katekolaminok szdmos modon hatnak a
szervezetre: fokozzadk a sziv- és légzésfrekvenciat, illetve a gliikdoz mobilizaciot és a
gliikoneogenezist. Ezek mellett ndvelik az egyes immunsejtek citokin termelését, képesek
megvaltoztatni a bélfléra normal Osszetételét, illetve fokozzak a bél permeabilitasat. Ez
utobbi hatasara felborul a kommenzalista baktérium flora és a bélnyalkahartya kozotti

egyensuly, ami lehetdvé teszi a patogének elszaporodasat.
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A bél megndvekedett permeabilitdsa miatt pedig ezek a patogének, vagy a sejtfal
komponenseik kijutnak a szervezetbe, ahol az immunsejtekkel kapcsolatba 1épve tovabbi
gyulladasi citokinek felszabaduldsat eredményezik. Ezek a citokinek a keringésbe jutva
képesek lokalis és globalis gyulladasokat eldidézni az egész szervezetben, beleértve a
kozponti idegrendszert is, melyet mar megfigyeltek egyes depresszids betegségekben [4;
19]. Ezek a proinflammatoérikus citokinek megannyi folyamatra hatnak, tobbek kozott a
neurotranszmitter metabolizmusra és ezaltal az érzelmi funkciokra [5], a neuroendokrin
miikodésre a HPA-tengely aktivitdsanak fokozasaval [20], illetve a szinaptikus

plaszticitasra és a viselkedésre is [6].

2.3. A bélflora:

A humén bélrendszer kériilbeliil 10'*-10' baktériumot tartalmaz [1]. A bélflora
kialakuldsa komplex folyamat, a sziiletésnél kezdddik, amikor az 1jsziilott az anya
mikrobiotdjaval elészor érintkezik, majd az egész ¢€let soran valtozik, fejlédik. A human
mikrobiom meglehetdsen nagy egyéni varianciat mutat, mivel az Osszetételt befolyasolja

tobbek kozott a genetika, a kor, a kdrnyezet, a taplalkozas, illetve az egészségi allapot. A



bélflora fontos szerepet jatszik a tapanyagok hasznositdsdban, a bél barrier funkcidinak
fenntartasaban, illetve az immunrendszer megfeleld fejléddésében a stimulacid altal [21]. A
legnagyobb szamban, koriilbeliil 75%-o0s aranyban a Bacteroidetes, Firmicutes ¢és
Actinobacteria taxonok  képviseléi vannak jelen, mig kisebb szdmban a
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria és Cyanobacteria baktériumok [21; 22; 23].
A egér és a humdn bélflora kozott jelentds hasonldosdg mutatkozik térzs és csalad szinten
is, ezért az egerek alkalmas modellallatok az emlitett taxonomiai szinteken torténd
valtozasok nyomon kovetésére és human vonatkoztatasra [2; 24].

A bélmikrobiom ¢és a kozponti idegrendszer kozotti  kommunikacio
tanulmanyozasara manapsag elterjedten alkalmaznak a kutatdsokban ugynevezett Germ-
free (GF, ,,csiramentes”) egereket, melyek nem rendelkeznek a normdl, kommenzalista
fléraval. A GF egereket alkalmazo kisérletekbdl szamos tanulsag vonhaté le: példaul a
HPA-tengely aktivitasat vizsgalva kutatok azt talaltak, hogy GF egerekben stressz hatdsara
fokozdodik az ACTH és kortikoszteron, azaz a stresszhormonok felszabadulasa a normal
bélfloraval rendelkezd (SPF, ,,specifikus patogén mentes”) egerekhez képest, ez a valtozas
pedig fiatal korban még normalizalhatdé volt, miutdn Bifidobacterium infantis
baktériumokat adagoltak a GF allatoknak [25].

Az IBS és az IBD - mint a stresszrél szo6lo részben emlitettem — tobbek kozott a
bélflora Osszetételének negativ irdnyba torténd valtozasdnak kovetkezményeként is
kialakulhat, a patogének elszaporoddsanak a hatdsara. Ezen bélbetegségek esetén
megfigyelték, hogy csokken a bélflora diverzitdsa, illetve néhany kommenzalista (pl.
Bifidobacteria) ardnya [26], viszont nd a patogének, tobbek kozott az Escherichia coli
[27], Bacteroides és Gammaproteobacteria szama [3]. A bélnyalkahartyanak fontos szerepe
van a bél baktériumai és a szervezet kozotti kapcsolat fenntartdsdban, ugyanis a
gasztrointesztinalis traktusban a Toll-like receptorokon (TLR) keresztiil szabalyozzak a
baktériumok a bél homeosztazisat, illetve a gyulladasi valaszokat. Megfigyelték, hogy
IBD-ben vagy IBS-ben szenvedd betegekben ezen receptorok expresszidja kiilonbozik az

egeészséges emberekéhez képest [28].

2.3.1.Fontosabb taxonok:
Bacteroides:

Az ide tartoz6 mikroorganizmusok anaerob, nem spoéra-formald, Gram-negativ
palcikdk [29]. A human bélben nagy szdmban fordulnak eld, az itt talalhatdé anaerobok

25% a Bacteroides-ek kozé tartozik [30]. Az ide tartozé fajok nagy része jelentds klinikai
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patogén, melyek normal esetben a bélben jotékonyan hatnak, azonban kikeriilve onnan a
szervezetbe komoly megbetegedéseket képesek okozni. Erdekesség, hogy az anaerob
patogén baktériumok koziil a Bacteroides genus tagjainak a legmagasabb a rezisztencidja

antibiotikumokkal szemben [29].

Firmicutes:

A Firmicutes taxon baktériumai Gram-pozitiv, alacsony G+C tartalommal
rendelkezé mikroorganizmusok. Fontosabb osztalyai a Clostridia, illetve a Bacilli, melyek
koziil az utdbbiba tartoznak a jotékony, tejsavtermeld Lactobacillusok is, melyek
probiotikumként is ismertek [31]. A Lactobacillusok nem spérds coccusok,
coccobacillusok vagy palcikdk. Harom f6 csoportjuk van, az obligat homofermentativ, a
fakultativ homofermentativ és a heterofermentativ csoportok [32]. A jotékony hatasuk
abban nyilvanul meg, hogy a tejsav termelésiik altal biztositjak a bélben a megfelelé pH-t,
emellett antimikrobidlis anyagokat is termelnek, melyekkel gatoljdk egyes patogének
szaporodasat.

A Firmicutes torzs Clostridia osztalyban féként anaerob vagy aerotolerans,
sporaképz6, palcika alakii mikrobdk vannak jelen, melyek koziil szdmos human
patogénként viselkedik, ugyanis exotoxinokat bocsatanak ki. Alapesetben azonban a

normal baktériumflora gatolja a tilzott elszaporodasukat [33].

Actinobacteria:

Az Actinobacteria a Bacteria-n beliil a legnagyobb torzs. Tagjaik Gram-pozitiv,
coccoid, palcika-coccoid alakuak, vagy hifaszeriek. Jellemzd rajuk, hogy az
orokitdanyagukban magas a G+C tartalom. Tagjaik kozott nagy szamban taldlunk
patogéneket, azonban ide tartoznak a Bifidobacteriumok is, melyek a bél kommenzalistai
[34]. A Bifidobacteriumokat altalanosan hasznaljak probiotikumokként, mivel jotékonyan
hatnak a bélmiikodésre azaltal is, hogy akadalyozzédk a patogének talszaporodasat.
Jellemzden nem sporulald, nem gazképzd, anaerob fermentdldé mikrobak a tagjai ennek

taxonnak [35].

Proteobacteria:

A Proteobacteria torzs a legnagyobb és legdiverzebb divizid a prokariotak kozott.
Tagjaik Gram-negativ, nem spora-képzd, palcika alaki mikrobdk. Ot nagy szubdiviziora

oszthato fel a torzs, méghozza az Alfa, Béta, Gamma, Delta és Epszilon diviziokra. A

8



Gamma-proteobacteridk kozé tartozik az Escherichia coli, ami a normal bélflordban
megtalalhat6, azonban ha tllszaporodik és atjut a bélfalon keresztiil a szervezetbe,

megbetegedéseket képes okozni [36].

2.4. A pro- és prebiotikumok:



viselkedésre [42]. Lactobacillus rhamnosus hasonldan képes csokkenteni a stressz
indukalta kortikoszteron szintet, illetve a szorongéasos- vagy depresszio-fliggd viselkedést
egerekben [43], tovabba redukalja a gyulladési folyamatokban részt vevé TNF-a és 1L-8
szintjét is [44]. Ezekbdl az eredményekbdl jol latszik, hogy a probiotikumok sok esetben
hatasosnak bizonyulnak, azonban kérdéses, hogy a bélben Onalléan mennyire képesek
elszaporodni és fennmaradni hosszabb tavon. Erre a problémara adhatnak megoldast a
prebiotikumok, melyek ezen jotékony bélbaktériumok szaporodasat segitik eld lokalisan.
Ujsziilott korban a legalapvetébb prebiotikum forras az anyatej, ugyanis inulint és
galaktooligoszacharidokat is tartalmaz, melyek mind a Lactobacillusok, mind a
Bifidobacteriumok szaporodasat el0segitik [45]. A prebiotikumok jotékony hatasat IBS-es
betegekben szintén tobb vizsgalat is alatamasztotta: Paineau és mtsai. csokkent IBS-es
tiineteket mutattak ki inulin-tipusu fruktan prebiotikumok adagolasanak hatasara a placebot
szedd csoporthoz képest [46], mig egy masik vizsgéalatban, szintén IBS-es betegekben a
galaktooligoszacharid prebiotikum képes volt novelni a jotékony Bifidobacteriumok

szamat [47, 48].
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3. Célkituzések

Az egyes pszichés betegségek és a gasztrointesztinalis traktus komorbiditdsa még
viszonylag 1) felfedezés, sok tényezdje még feltarasra var. Egyre tobb vizsgalat irdnyul a
probiotikumokra, melyek hatékonynak bizonyulnak a stressz hatdsara bekdvetkezd
diszfunkciok helyreallitisdban, azonban a prebiotikumok hatasait ez idaig még kevéssé
vizsgaltak. Kevés olyan eredményt taldlunk a szakirodalomban a prebiotikumok komplex
hatasarol, mely nem csak egy-egy baktérium taxon valtozasait tanulmanyozza, hanem tobb
csoportét, illetve egyéb fizioldgiai valtozasokat is vizsgdl a viselkedés mellett. A
szakirodalomban foként galakto-oligoszacharid, frukto-oligoszacharid és inulin
prebiotikumok hatasat vizsgéltdk eddig, mig a mannooligoszacharid prebiotikumét eddig
leginkdbb csak takarmanyallatokon [49; 50] tanulmanyoztak, egereken és emberekben
nem. Kisérleteink sordn ezért a manno-oligoszacharid (MOS) prebiotikum hatdsat
vizsgaltuk kronikus varidbilis stressznek kitett egereken.

Munkam soran a kovetkezd kérdésekre kerestem véalaszt:
1. Hogyan valtozik a bélflora osszetétele kronikus variabilis stressz hatasara?
2. Hogyan valtozik a magatartas, illetve a stresszhormonok szintje kronikus
stresszben?
3. Hogyan befolyasolja a kronikus stressz okozta bélfléra-, magatartasi- és

hormonalis valaszokat a manno-oligoszacharid prebiotikum?

11



4. Anyag és Modszer
4.1. Kisérleti allatok
A kisérlet soran az MTA Kisérleti

Orvostudomanyi  Kutato  Intézet SPF

tenyészetébdl szarmazo C57/Bl6-os 7-8

hetes, him egereket hasznaltunk fel. A
kisérletet 2014 nyaran végeztik. Az
egereket a kezelések megkezdése elott
egyedileg jeloltiik fiill bevagassal, illetve a
farkukon alkoholos filctollal. Az allattarto
szobakban 12D-12L megvilagitasi ciklust alkalmaztunk, a nappali, fényes szakasz 07:00-
tol kezdddott. A paratartalom és a hémérséklet (22 + 1°C) allando volt, viz és tap ad
libitum az éllatok rendelkezésére allt. A kronikus variabilis stressznek kitett egereket kiilon
szobaban tartottuk a kezelések alatt. Az allatokat nem izolaltuk, hanem 3-5 egyed
tartozkodott egy ketrecben.

A C57/Bl6-o0s egértdrzs manapsag a legelterjedtebben hasznalt torzs a vilagon [51].
Foként emdcionalitasi, lokomocids, exploracios és kognicids vizsgalatokban alkalmazzak
Oket [52]. A torzset 1921-ben tenyésztették ki a Bussey Institute for Research in Applied
Biology intézményében [53]. A torzsre jellemz6é, hogy az allatok meglehetdsen
robosztusak, ingerlékenyek ¢€s érzékenyek a fajdalomra [51].

A kisérleteinkben alkalmazott beavatkozasok Osszhangban vannak az Eurdpai Unio
(86/609) direktivajaval és a magyar Allatvédelmi Torvénynek 1998/XXVIIL sz)
megfelelden a kisérleti beavatkozasokat mind az intézeti, mind a teriileti hatosag (Févarosi
és Pest Megyei Mezbgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal, Elelmiszerlanc-Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag, Jarvanyiigyi és Allatvédelmi Féosztalya) jovahagyta
(MAB engedély: PE/001/29-4/2013).
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4.2. Prebiotikum kezelés

A kezelésekhez ¢élesztd sejtfal kivonatbol szarmazd manno-oligoszacharid
prebiotikumot hasznaltunk, mely szilard forméaban elérhetd. A kezeléseink soran 500

mg/testtomeg kg-os dozist alkalmaztunk, u h-1G

ennek soran 50 mg/ml-es szuszpenzidt
készitettiink vizzel, melybdl a kezelt allatok
100 pl-t kaptak 10 testtdmeg grammonként
naponta, gyomorszondaval adagolva.

A prebiotikum szuszpenziét két napig
hasznaltuk fel és végig hitében taroltuk,
hasznalat  elétt  kozvetlenil  mindig

felrazva.

4.3. Kronikus variabilis stressz (CVS)

A kronikus stressz sordn egy hosszabb idOtartamon 4t (pl: hetek) tessziik ki
valamilyen stresszornak minden nap a kisérleti allatokat [8]. Alapvetden egy hosszabb
ideig alkalmazott, egy féle stresszor adaptaciohoz vagy habituacidhoz vezethet [54]. Ezért
kisétletiinkben a stressz rezisztencidt vagy habituaciot elkeriilendd, kronikus variabilis
stressz modellt alkalmaztunk, amely hosszabb idon keresztiil, valtozatos stresszelési
formakat foglal magaban [11]. Az elsé kronikus stressz paradigma az irodalomban széles
kortien elterjedt modell, melynek alapjait Katz és kollégai fektették le [55].

Vizsgalatunkban a stressz kezelések soran a megfeleld csoportokon kronikus
variabilis stresszt (CVS) alkalmaztunk, 3 héten keresztiil, naponta kétszer. A CVS beosztas

az 1. tablazatban talalhato.

4.3.1. Stresszorok

Footshock: A ragcsalok meglehetdsen érzékenyek az enyhe sokkoléasra, mely utan jelentds
stresszvalasz detektalhatd. Ennél a stresszorndl az allatot egy miianyag kamraba helyezziik,
aminek az aljzata fémracs, melyhez egy sokk generator csatlakozik [56]. A kezelés 12
percig tartott, melynek sordan 20 masodpercenként 0,5 mAmp erdsségli sokkot

alkalmaztunk.
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Szocidlis alarendeltség (Social defeat): Az egerekre jellemzbéek a szocidlis interakciok,
melyek agresszivitas formdjaban is megjelenhetnek. A szocialis alarendeltség altaldnos
velejaroja ezeknek a folyamatoknak, ez pedig egy relevans stresszornak is tekinthetd [57].
Stresszorként torténd alkalmazasa soran egy idegen, agressziv egérhez tessziik a vizsgalt
allatainkat, melyek a szamukra 0j koérnyezetben aldrendeltté valnak a dominans, rezidens
egérrel szemben [58]. A vizsgéalatunkban dominans CDl-es torzsbdl szarmazd him
egereket hasznaltunk, melyek 1 6ran keresztiil tartozkodtak egy ketrecben a stresszelt Bl6-

os allatainkkal.
Kényszeritett uszas (Forced swim): Ennek soran egy atlatszo, vizzel teli tartdlyba/nagyobb

féz6poharba helyezik az egereket ahonnan nem tudnak menekiilni. A szituacié egérnél a

teljesen ismeretlen kornyezeti feltétel miatt nagyfoku stresszvalaszt indukal [59]. A
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ketreceket fél napra 45°-ban megddntve hagytuk, illetve az almot is benedvesitettiik. A
Razatas + zsufoltsag esetén az Osszes stressz kezelt allatunk egy ketrecbe keriilt melyet 1

orara razato gépre helyeztiink.

Délelott Délutan
D1 | restraint (1h) footshock
D2 | social defeat (1h) vilagossag O/N
D3 | FST (5,25 C°) dolt ketrec+nedves alom
D4 | razatds-zsufoltsag (1h) zsufoltsag-sotétség (18h)
D5 | WAS (1h) izolacios stressz (1) alom)
D6 | social defeat (1h) FST (5,25 C°)
D7 | razatas-zsufoltsag (1h) m1 | footshock
D8 | social defeat (1h) dolt ketrec+ nedves alom
D9 | WAS (1h) vilagossag O/N
D10 | footshock FST (5, 25 C°)
D11 | izol4cids stressz (G alom) | izolacid-sotétség
D12 | razatas-zsufoltsag (1h) zsufoltsag+dolt ketrectnedves alom
D13 | FST (5,25 C°) vilagossag O/N
D14 | WAS (1h) m2 social defeat (1h)
D15 | sotétség rdzatas-zsufoltsag (1h)
D16 | footshock FST (5, 25 C°)
D17 | WAS (1h) zsufoltsag-nedves alom
D18 | social defeat (1h) sotétség
D19 | WAS(1h) footshock
D20 | EPM (5" OF (107%)
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4.4. Kezelési csoportok

Csoport név | Elemszam Kezelések

Kontroll 4 nincs CVS kezelés, nincs gyomorszondazas

Kontroll + viz 5 CVS kezelés nincs, de gyomorszondan a prebiotikum
vivoanyagat, azaz vizet kapott naponta

Kontroll + MOS 4 CVS kezelés nincs, de gyomorszondan prebiotikum
szuszpenziot kapott naponta

CVS +viz 5 CVS kezelés + gyomorszondan a prebiotikum
vivOanyagat, azaz vizet kapott naponta

CVS + MOS 5 CVS kezelés + gyomorszondan prebiotikum szuszpenziot

kapott naponta

4.5. Viselkedés tesztek
Emelt Keresztpallo teszt (EPM): A végas

elétti napon a délelétt folyaman 5 perces EPM
tesztet végeztiink, melyet videdkamerdval vettiink
fel, majd a Noldus EthoVision 10.1-es programjaval
elemeztiink ki. Az EPM teszt egy gyakori modell a
szorongas mérésére ragcsalokban. Az apparatus a
padloszinthez képest 80 cm magasan megemelt,

egymast merdlegesen keresztezd, két pallobol all,

melyeken két nyilt, illetve két fallal koriilvett zart

kar talalhatd. A teszt azon alapul, hogy a ragcsalok

Uuj kornyezetbe

keriilve igyekeznek mielébb

felderiteni azt, azaz van egy exploracios indittatdsuk, azonban tartanak a nyilt, vilagos,

nem védett térrészekt6l, melyet a nyitott karok reprezentalnak. A zart kari belépések

szama, illetve a teszt sordan megtett Gt utal a lokomotoros aktivitdsra, mig a nyilt kari

belépések %-os aranya és az ott toltott idOtartam a szorongas mértékét fejezi ki [56]. Két

vizsgalat kozott a kisérleti platformot vizzel mostuk le, majd szérazra toroltiik.
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Nyilt tér teszt (OF): A nyilt tér tesztet szintén
alkalmazzdk szorongésos viselkedés detektalasara,
illetve lokomotoros aktivitds mérésére is. Ennek
soran egy 40 x 40 centiméteres, 20 cm falmagassagu
milanyag apparatust alkalmaznak, melynek teriiletét
felosztjak centrum, széli és sarki részekre. A

felosztas torténhet magaban a dobozban megrajzolva

a teriiletet, vagy utdlag program segitségével az iires

porondra vetitve. Mi az utdbbit alkalmaztuk, szintén a

Noldus EthoVision 10.1-es programmal, illetve a kiértékelés is ezzel a programmal tortént.
A ragcsalok alapvetden félnek a nyilt, kitett terektdl, ezért foként a porond periférids
részein mozognak, azonban az exploraciés motivaciojuk is jelentds. Minél erdsebb a
szorongas mértéke, annal kisebb az exploracidos motivacio. Tehat minél tobbet tartézkodik
a vizsgalt allat a centrumban, illetve minél nagyobb az altala megtett Gtvonal, annal
kevésbé szorong [64].

Az OF teszt sordan 10 perces vide6 felvételeket készitettiink, két allat kozott pedig vizzel
mostuk el a platformot, majd szarazra toroltik. A videdk kiértékelésénél vizsgaltuk az
egyes térrészeken tOltott idétartamot, a megtett Utvonalat, illetve a mozgassal toltott

id6tartamot.

4.6. Kortikoszteron mérés

A kortikoszteron szint mérése vérplazmabol tortént. Az allatok dekapitalasa utan a
vért etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazd Eppendorf-csovekbe gytijtottiik, melyeket
a centrifugélasig jégben taroltunk. A centrifugalas 4°C-on tortént, 15 percig 5000 g-n. Ennek
végeztével a plazmat pipettaval leszivtuk, majd a hormonmérésig —20°C-on taroltuk. A

kortikoszteron szintet radioimmunassay (RIA) segitségével hataroztuk meg.

4.7. Bélszovet metszetek

Az allatok boncolasa soran colonbdl szdveti mintat gyiijtottiink 10%-os formalinba,
majd a szovetdarabokat 4°C-on taroltuk. 3 nap utdn KPBS-be helyeztiik at oket. A
metszetek elkészitéséhez a bélszoveteket paraffinba agyaztuk be. Ennek soran elészor
dehidraltuk a szoveteket felszallo alkoholsorral, majd tisztitds kovetkezett xilolban. Az

immerzidhoz eldszor paraffin:xilén 1:1 aranyt keverékét hasznaltuk, majd tisztan paraffint,
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ezekbe helyeztiik a szoveteket. A szoveteket ezutan papirhajoba raktuk, a sorszamukkal
egyiitt, majd olvadt paraffint ontottiink rajuk, ezt kovetden hideg vizen megvartuk, hogy
megszilarduljon a paraffin. Az ezaltal megszilardult tombot felvagtuk, és az egyes
szoveteket fakockakra olvasztottuk a metszéshez. A metszés szankamikrotommal tortént,
melynek sordan 10 pm-es metszeteket készitettiink, parhuzamosan 2 targylemezre. Ezutdn
hematoxylin-eozin szovetfestési eljarast alkalmaztunk, melynek sordn el6szor
deparaffinaltuk a metszeteket xilolban majd leszalld6 alkohol sorban, ezt kovetden
alkalmaztuk a hematoxylin-eozin festést, majd a metszetek dehidralasa kovetkezett
alkoholban ¢és xilolban. A metszeteket Depex-szel és feddlemezzel fedtik le, majd
mikroszkopban vizsgdlva lefényképeztik a szoveteket az Axio Vision program
segitségével. Minden allatbol szarmazd bélszovet metszetekrél 3 kiilonbozd fotot
készitettiink. Ezutan Image J programmal mértiik a nyalkahartya vastagsagot 10 random

modon kivalasztott teriileten.

4.8. Bélflora osszetétel

A baktériumok vizsgalatira ma megannyi modszer
rendelkezésiinkre  4all, ezek kozil jelentdsek a
tenyésztésen alapuld technikdk. Azonban szamos
baktériumfajt nehéz izolalni, vagy nem tenyészthetd
taptalajon, illetve csak nagyon specialis koriilmények
kozott, vagy eléfordulhat, hogy nagyon lassu a vizsgalt
baktériumok  novekedése.  Ujonnan  kifejlesztett
molekuléris technikak (példaul PCR) esetén ezek a

problémak nem meriilnek fel, ezek alkalmazasa igy

jelentdsen megkdnnyiti egyes baktériumok vizsgélatat
[65]. A baktériumok molekularis vizsgalatai alapvetden
a riboszomalis géneken alapulnak (rDNS), mivel ezek a
bakterialis szekvenciak erdsen konzervaltak, viszont
talalhatéak benniik olyan kozbeiktatott hipervaridbilis régiok, melyek faj- vagy genus
specifikusak [66]. Ezért széles korben elterjedtek a 16 S rRNS génjének vizsgalatara
alapuld technikék, mivel ez a gén az Osszes prokaridtdban jelen van, funkcigja pedig nem
valtozott az idOk soran, mégis tartalmaz hipervariabilis régidkat [67]. Vizsgalataink soran

ezért ez alapjan a génszakasz alapjan becsiiltiik a bélben a bakterialis sszetételt.
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A bélflora Osszetételének megallapitasahoz a boncolaskor a vastagbél proximalis
részeébdl és a vakbélbol béltartalmat vettiink ki, elébbibdl 150 mg-ot, utébbibol 200 mg-ot.
Ezutan szarazjégre helyzetilkk a mintdkat, majd —70°C-on taroltuk a felhasznalasig. A
mintaelemzéshez elsd 1épésben a bakteridlis genomialis DNS-t izolaltuk béltartalombol. Ehhez
a QIAGEN altal gyartott Ql4damp DNA Stool Mini Kit-et hasznaltuk, €s a kit-hez tartozo
késziilékkel mériik meg.

A kovetkezo 1épésben real-time qPCR modszert alkalmaztunk, mely a fluoreszcens
fotometria és a PCR egyiittes alkalmazasan alapul. A reakci6 sordn DNS kettds szalak
keletkeznek, melyhez a hozzaadott fluoreszcens festék kotddik, igy az egyes ciklusokban
keletkez6 DNS szalak mennyiségével az id6 fiiggvényében aranyosan nd a fluoreszcens
intenzitds, melyet a gép detektal, ezaltal meghatarozhato a DNS mennyiség. Fluoreszcens
festékként vizsgdlatainkban EvaGreen festéket, illetve a reakcidelegy elkészitéséhez a
Light Cycler 480 Probes Master PCR Master Mix-et (Roche) hasznaltunk. A PCR
vizsgalatot az Applied Biosystems StepOnePlus rendszerrel végeztiik, melyben 6 pontos
standard gorbét adtunk meg az adott baktérium mennyiségi vizsgalatdhoz késziilt standard
higitasi sor alapjan.

A program bedllitdsok soran inicidcios Iépésként 10 percre 95 °C —ot éllitottunk be, mely
utan 35-40 ciklus kovetkezett. A ciklusok els6 1épése a denaturacid, mely 95 °C —on tortént
15 mésodpercig, majd a primerek tapadasahoz és az elongacidhoz sziikséges 60 °C —ot

allitottuk be 30 masodpercre.

Taxonomiai egység | Primer neve Szekvencia
BifF GCGTGCTTAACACATGCAAGTC
Bifidobacteria BifR CACCCGTTTCCAGGAGCTATT
lacto £ TGCCTAATACATGCAAGTCGA
Lactobacillus lacto r GTTTGGGCCGTGTCTCAGT
928F-Firm | TGAAACTYAAAGGAATTGACG
Firmicutes 1040FirmR [ ACCATGCACCACCTGTC
Bact934F | GGARCATGTGGTTTAATTCGATGAT
Bacteroides Bactl1060R | AGCTGACGACAACCATGCAG
y Prot f TCGTCAGCTCGTGTYGTGA
Gamma proteobacteria y Protr CGTAAGGGCCATGATG
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49. CRH mRNS expresszi0 mérése colon szovetben és

hypothalamusban

Az allatok vagasa soran a hypothalamust, illetve colon szdveti mintat tettiink el a
CRH mRNS mennyiségének mérésére. A begylijtott mintdkat szarazjégre helyeztiik, majd
—70°C-on taroltuk a felhasznalasig. Els6 1épésben a szdvetek feltarasahoz fenol tartalmti TRI-
reagenst alkalmaztunk, melyben a mintdkat homogenizaltuk, majd centrifugalas utan
kloroformot is adtunk a mintdkhoz, mely a fazis szeparalashoz sziikséges. A kovetkezd
centrifugalas utan a viztiszta feliiliszot leszivtuk majd a Geneaid Total RNA Mini Kit (Tissue)
—t haszndltuk a tovabbi Iépésekhez, a kit-hez tartozd Tissue Protocol alapjan
(http.//www.geneaid.com/sites/default/files/RT6.pdf). Ennek soran el0szor a sejtek lizise
torténik meg, majd RB oszlopokon az RNS koétése, mosasi 1épések, végiil pedig az RNS elucio
a mintakbol cDNS—t (komplemeter DNS) szintetizaltunk az Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler késziilékkel, melyhez az Applied Biosystem High Capacity cDNA Reverse
Transcriptase Kit komponenseit hasznaltuk. Ezutdn real-time qPCR-t alkalmaztunk,
szintén az Applied Biosystems StepOnePlus rendszerrel, melyet mar a bélflora dsszetétel
mérésnél ismertettem. A reakcidhoz CRH specifikus primereket, illetve referenciaként
GAPDH specifikus primereket hasznaltunk, mivel utobbi génje ugynevezett ,haztartasi
gén”, azaz minden sejtben jelen van. Az egyes termociklusok soran keletkez6 DNS
mennyiségbdl tud kovetkeztetni a program, hogy mekkora volt az RNS expresszio
mértéke, melyet un. ,,fold change” (FC) egységben kapunk meg, és az altalunk megjelolt

kontrollhoz viszonyitja, mely FC értékét 1-nek szamitja.

Vizsgalt gén Primer neve Szekvencia
GAPDH upM TGACGTGCCGCCTGGAGAAA
lowM AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG
CRH CRHmusQf CGCAGCCCTTGAATTTCTTG
CRHmusQr CCAGGCGGAGGAAGTATTCTT
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4.10. Statisztikai kiértékelés

Az eredmények kiértékeléséhez a Pism GraphPad6 programot hasznaltuk, melynek
soran ANOVA tesztet végeztiink az dsszes kezelési csoportunk adatait 6sszehasonlitva és
Tukey-féle post hoc teszttel allapitottuk meg, hogy mely csoportjaink térnek el egymastol
szignifikansan. Az eredményt akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha p < 0,05 volt. Ahol t-
probat is végeztiink, az adatok eloszlasa és variancaja alapjan hataroztuk meg, hogy milyen
probat alkalmazzunk. A grafikonokon az atlag + standard errors of means (SEM) értékek
lathatoak. Az abrakhoz tartozé aladirasokban jeldltem, hogy milyen statisztikai probakkal

értékeltem ki az adatokat.
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Eredmények

5.1. Viselkedés tesztek
5.1.1 Open Field

A Nyilt tér tesztben a centrumban toltdtt idotartamot tekintve (8. abra) nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget az egyes kezelési csoportjaink kozott (p = 0,2946). A
Kontrol + viz csoport tagjai toltotték a legtobb 1d6t a centrumban, mig a legkevesebbet és
egyben kozel megegyezd idotartamot a Kontrol + MOS ¢és a két kronikus stresszelt (CVS)
csoport.

A sarkokban toltott idétartamot (9. dbra) vizsgalva szintén nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a csoportjaink kozott (p = 0,2023), a legtobb idét a CVS
csoportjaink toltotték ott, a legkevesebbet pedig a Kontrol + viz tagjai.

Centrumban toltott id6 Sarkokban toltott id6
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A széleken toltott id6tartamban (10. dbra) nem mutatkozott szignifikdns kiillonbség

(p = 0,3237) a kezelési csoportjaink kozott, az egyes csoportok értékei kozel azonosak

voltak.
A 10 perces vizsgalati idStartam alatt Osszesen megtett ut hosszaban (11. dbra)

szintén nem mutatkoztak szignifikdns kiilonbségek (p = 0,7690), a Kontrol és Kontrol +

viz csoport tette meg a leghosszabb utat, mig a masik harom csoport kevesebbet, kozel

azonos értékeket mutatva.
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A mozgassal toltott idotartamban (12. abra) azonban szignifikdns kiilonbségeket
talaltunk (p < 0.0001). A CVS + viz csoportban volt a legmagasabb a mozgassal toltott
id6tartam, mely mindegyik kezelési csoportunktol szignifikansan kiilonbozott, a masodik
legmagasabb értéket a Kontrol + viz csoport allatai mutattdk, ez a csoport szignifikdnsan
eltért a prebiotikummal kezelt csoportjainktol. A mozgassal toltott id6 a 2 prebiotikummal

kezelt csoport esetén volt a legalacsonyabb.
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Mozgassal toltott id6

L 2 2 3

5.1.2. Emelt Keresztpall6 Teszt (EPM)
Az emelt keresztpallo tesztben a zart karban toltott idotartamot (13. dbra) vizsgalva

szignifikans kiilonbséget (p = 0,0267) talaltunk, méghozza a Kontrol és a CVS + viz
csoport kozott, ugyanis utdbbiak szignifikdnsan tobb id6t toltottek a zart karban, ahogy a
masik harom csoport is, azonban az eltérés itt mar nem mutatkozott szignifikansnak.

A centrumban t6ltott idotartamban (14. abra) a Kontrol csoporthoz képest a tobbi

csoport kevesebb 1d6t toltott, azonban szignifikancia (p = 0,0255) szintén csak a CVS + viz

csoportnal mutatkozott.
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A nyilt karban to1tott idétartamban (15. dbra) nem taldltunk szignifikans eltérést (p
= 0,4547) a kezelési csoportjaink kozott, a legtobb id6t a Kontrol csoport tagjai, mig a
legkevesebbet a CVS + viz tagjai toltottek ebben a térrészben.

A nyilt kari preferenciat (16. abra) tekintve — mely a nyilt kari belépések szama,
osztva az 0sszes teriiletre torténd belépések szdmaval — szignifikancia mutatkozott (p =
0,0086), ugyanis a CVS + viz csoport tagjai szignifikansan kisebb preferenciat mutattak a
Kontrol és a Kontrol + MOS csoporthoz képest is. A CVS + MOS csoport szintén kisebb

nyilt kari preferenciat mutatott, azonban ez a kiilonbség mar nem mutatkozott

szignifikansnak.
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5.2. Kortikoszteron
A déleldtti ordkban vett vérmintdk alap kortikoszteron szintjében (17. dbra) a CVS
+ MOS csoportunk szignifikansan (p = 0,0168) magasabb értéket mutatott a CVS + viz,
illetve a Kontrol + viz csoporthoz képest, mig a Kontrol + MOS ¢és Kontrol csoporttdl nem
kiilonbozott szignifikansan. Azonban megjegyzendd, hogy az 0Osszes csoport értékei a

normdl tartomanyon beliil vannak, tehat a CVS + MOS csoport értéke sem tekinthetd

magasnak.
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5.3. Bélszovet — nyalkahartya vastagsag

A colonban a nyalkahartya vastagsagat (18. é&bra) vizsgadlva nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (p = 0,3735) a csoportjaink kozott. A legkisebb értekeket a
Kontrol csoportnal kaptuk, mig a legnagyobbakat a CVS + viz csoportban.
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5.4. Bélflora osszetétel
5.4.1. Bélflora osszetétel a colonban
Colon tartalomban a Bifidobacteridk mennyiségében (19. abra) ANOVA-val nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (p = 0,2358) a csoportjaink kozott. A legnagyobb
kiilonbség a két stresszelt csoport kozott latszodott, ugyanis a CVS + MOS csoportban
volt a legmagasabb, mig a CVS + vizben a legalacsonyabb a Bifidobacteria
mennyisége. Parositatlan t-probat végezve (20. abra) a két kronikus stresszelt csoport
kozott szignifikans differencia (p = 0,0251) mutatkozott, azaz a CVS + MOS

csoportban szignifikansan nagyobb volt a Bifidobacteria mennyiség, mint a CVS + viz

tagjaiban.
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Colon tartalomban a Lactobacillusok mennyiségében (21. dbra) ANOVA-val szintén
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p = 0,9171) a csoportjaink kozott, azonban
hasonld tendencia mutatkozott, mint a Bifidobacteria-nal, ugyanis a CVS + viz csopotban
volt a legkisebb a Lactobacillusok aranya, mig CVS + MOS-ban magasabb, koriilbeliil a
tobbi csoporttal azonos mennyiségli. Welch-féle t-probaval a két stresszelt csoportunk

kozott (22. dbra) szintén nem mutatkozott szignifikancia (p = 0,1248).
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A Firmicutesek mennyisége a colon tartalomban (23. dbra) ANOVA-val vizsgalva
nem kiilonbozott szignifikdnsan (p = 0,2997) a csoportok kozott, a legalacsonyabb
értekeket a CVS + MOS tagjai mutattak, mig a legmagasabbat a CVS + viz illetve Kontrol
+ MOS csoport allatai. Parositatlan t-probat végezve a két kronikus stresszelt csoport
kozott (24. abra) szignifikdnsan (p = 0,0478) alacsonyabb volt a CVS + MOS-ban a
Firmicutesek ardnya, mint a CVS + vizben, a Kontrol + MOS csoporttal dsszehasonlitva

azonban a kis kiilonbség ellenére nem volt szingnifikéns az eltérés.
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A Bacteroidesek mennyisége a colon tartalomban (25. dbra) ANOVA-val vizsgalva
nem mutatott szignifikanciat a csoportok kozott, a legmagasabb értékeket a Kontrol +
MOS ¢s a CVS + viz csoport tagjai mutattak, mig a masik 3 csoport értékei kozel
azonosnak mutatkoztak. Mann-Whitney —féle t-prébaval (26. abra) sem mutatkozott

szignifikans kiilonbség (p = 0,4127) a két kronikus stresszelt csoport kozott.
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A Gammaproteobacteria mennyisége (27. abra) a colon tartalomban az 0Osszes
csoportunkban kozel azonos volt, tehat nem talaltunk szignifikans eltérést (p = 0,9993) a

csoportok értékei kozott.
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5.4.2. Bélflora osszetétel a coecumban

Coecum tartalomban a Bifidobacteridk mennyisége (28. dbra) k6zott nem muatkozott
szignifikans kiilonbség (p = 0,6372), a Kontrol, a Kontrol + viz é¢s a CVS + MOS csoport
értékei magasabbak voltak és kozel megegyezdek, azonban ennél a harom csoportnal a
szorasok is joval magasabbak voltak a Kontrol + MOS és CVS + viz csoportokhoz képest,
melyek atlagai alacsonyabbnak mutatkoztak.

A Lactobacillusok mennyiségében (29. dbra) sem talaltunk szignifikans eltérést (p =

0,7039) a csoportok kozott, az értékek kozel azonosak voltak az dsszes csoportban.
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A Bacteroidesek mennyiségében (30. abra) sem mutatkozott szignifikans kiilonbség
(p = 0,6439) a coecum tartalomban. A Kontrol csoportban volt a legnagyobb a
mennyiségiik, azonban itt a szoras is nagyobb volt a tobbi csoporthoz képest, a legkisebb
értékek pedig a stresszelt csoportokban mutatkoztak.
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5.5. CRH mRNS expresszio

A Corticotropin releasing hormon mRNS -ének expresszioja a hypothalamusban (31.
abra) ANOVA-val vizsgalva szignifikansan (p = 0,0276) eltért, azonban a post hoc teszt
elvégzésével nem taldltunk szignifikanciat. A legmagasabb expresszi6 a Kontrol + MOS
csoportban volt detektalhatd, mig a legalacsonyabb a CVS + viz és Kontrol + viz
csoportban.

A colonban a CRH mRNS expresszidjaban (32. dbra) nem taldltunk szignifikans
kiilonbségeket (p = 0,5867) az egyes csoportjaink kozott, az expresszid6 mértéke a

legalacsonyabb a CVS + MOS csoportban volt.
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6. Megyvitatas

Munkank sordn a manno-oligoszacharid prebiotikum hatésait vizsgaltuk krénikus
variabilis stressznek (CVS) kitett C57/Bl6-os egereken. A stressz széleskorli hatast
gyakorol a szervezetre: képes befolyasolni a viselkedést, az immunrendszer mitkkodését, a
kardiovaszkularis rendszert és a gasztrointesztinalis traktus miikddését, tovabba modulalja
a kozponti idegrendszer miikddését [1]. Vizsgalataink soran ezeknek a komplex
folyamatoknak a tanulmanyozaséara viselkedés teszteket végeztiink (EPM, OF), mértiik az
allatok bazalis kortikoszteron szintjét plazmabol, a CRH mRNS expressziojat
hipothalamuszban ¢és colon szdvetben, vizsgaltuk a vastagbél nyalkahartya vastagsagat,
illetve meghataroztuk a bélflora osszetételének valtozasait.

A viselkedés teszteket a szorongdsos tiinetek, illetve depressziv magatartas
detektalasara alkalmaztuk. A Nyilt tér (OF) tesztet fOként a szorongasos magatartas
vizsgalatara, illetve a lokomotoros aktivitds mérésére hasznaljak. A teszt sordn minél
tobbet tartozkodik az allat a centrumban és minél kevesebbet a porond sarkain, illetve sz€li
részein, anndl kisebb a szorongids mértéke [63]. A tesztelés sordn nem taldltunk
szignifikans kiilonbségeket ezeket a faktorokat vizsgdlva a kezelési csoportjaink kozott,
csak tendencia mutatkozott arra, hogy a kronikus stressz csokkentette a centrumban to1tott
iddtartamot, mig enyhén megnovelte a sarkokban toltott id6t. A prebiotikum kezelés
ezekre a paraméterekre az eredmények alapjan nem volt hatdssal. A megtett ut hosszaban,
ami a lokomotoros aktivitast fejezi ki, szintén nem taldltunk szignifikdns eltérést a
csoportjaink kozott, azonban a mozgassal toltott idotartamban a CVS + viz csoportunk az
Osszes csoporthoz képest szignifikdnsan tobb idot toltott mozgassal, ami zavarodott,
hiperaktiv viselkedésre utal, mivel a mozgds tobblet nem a megtett Uit hosszaban, azaz a
lokomotoros aktivitasban mutatkozott meg. A prebiotikum kezelés ebben az esetben
hatasosnak bizonyult, azaz képes volt jelentdésen csokkenteni ezt a zavart magatartast mind
a stresszelt -, mind a Kontrol, vizzel szondézott csoporthoz képest is. Ezen eredményeink
Osszhangban vannak germ-free egereken végzett korabbi irodalmi adatokkal, ahol stressz
hatdsara hasonloan megnovekedett mozgasi aktivitast talaltak, melyet a bélflora
helyreallitasaval képesek voltak normalizalni [68].

Az emelt keresztpalld teszt (EPM) egy szintén gyakran alkalmazott modell a
ragcsalok szorongasos magatartdsanak vizsgalatara. A teszt a ragcsalok exploracios

motivacidja €s a kitett térrészektdl vald félelem csereviszonyan alapul. A kisebb aranyu

32



tartdzkodas a nyilt karban szorongasos magatartasra utal, tehat a szorongé allatok a zart
karban joval tobb id6t toltenek. Az akut és az ismételt stressz irodalmi adatok alapjan
fokozza a szorongast [8, 13, 56]. Ezt a megfigyelést sikeriilt az altalunk alkalmazott
kronikus stressz modellben is aldtdmasztanunk. Vizsgalatainkban a CVS + viz csoport
allatai szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek a zart karban és kevesebbet a centrumban, mint a
Kontrol csoport, a masik 3 csoport, azaz a Kontrol + viz és a két prebiotikummal kezelt
csoportunk nem kiilonbozott szignifikansan sem a Kontroltél, sem a CVS + viz csoporttol,
az értékeik kozel azonosak voltak mindkét valtozd esetén. A nyilt karban toltott
id6tartamban nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget, a nyilt kari preferenciaban azonban a
CVS + viz csoport szignifikansan kisebb értékeket mutatott, mint a Kontrol, illetve a
Kontrol + MOS csoport. Ezek alapjan lathatd, hogy a prebiotikum kezelésiink a CVS
hataséat képes volt enyhén pozitiv irdnyban befolyasolni, de ez a hatds nem volt akkora
mértéki, hogy szignifikansan eltérjenek a CVS + viz csoporttol a prebiotikummal is kezelt
csoport értékei. Mas vizsgalatok probiotikum kezelés hatasdra kimutattdk a szorongasos
tiinetek jelentds csokkenését ezekben a viselkedés tesztekben [41, 43]. Ez a pozitiv,
meg, ugyanis egyes Lactobacillus és Bifidobacterium fajok képesek GABA termelésére,
illetve centralis expresszidjanak befolyasolasara [43, 69]. Mivel a GABA a kozponti
idegrendszer f6 gatlo transzmittere, ezaltal a rendszer diszfunkcidja szorongashoz és
depressziohoz vezethet [70]. A probiotikumok képesek ndvelni a triptofan szintet is, ami a
szerotonin prekurzora, ezaltal antidepresszans hatast fejt ki [71]. A jotékony
baktériumokkal szemben a patogének fokozott elszaporoddsanak hatasara nd a szorongasos
tiinetek kifejezédése, példdul Campylobacter jejuni és Citrobacter rodentium hatasara
[72]. A prebiotikumok adagolasaval a jot€kony baktériumok szaporodasanak
elOsegitésével ¢€s ezaltal a patogének gatldsaval tehat csokkenthetok a szorongasos
magatartasi tiinetek. Az eredményeink alapjan a kismértékben megmutatkozo6 javulasnak a
lehetséges oka, hogy nem volt elegendd a nagyfoku valtozadsokhoz a kezelési iddtartam,
illetve érdemes lenne nagyobb minta-elemszamu csoportokban Gjra elvégezni a teszteket.
Stressz hatéasara jellemzden megemelkedik a plazma kortikoszteron szint a HPA —
tengely fokozott aktivitdsa miatt [16, 17]. Kisérletiinkben az utolso stressz kezelések utani
2. napon a bazalis kortikoszteron szint az dsszes allatunkban a normal tartoményon beliil
volt. Azonban érdekes modon a legalacsonyabb értékeket a CVS + viz és Kontrol + viz
csoport tagjai mutattak, mig a legmagasabbat a CVS + MOS, azonban utobbi a Kontrol és

Kontrol + MOS csoporttol nem kiilonbozott szignifikansan és ez a tobbi csoporthoz képest
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magasabb érték is csak kis mértékben magasabb, mint a napszaknak megfeleld bazalis
kortikoszteron szint. Akut stressz esetén ennél joval magasabb értékek a jellemzdek. Az
eredményeink alapjan a kortikoszteron szint csokkenése a CVS + viz csoportban
ellentmond mas kutatasok eredményeinek [1, 16, 17, 73]. Ahogy abban is ellentétes
eredményt kaptunk, hogy vizsgalatunkban a stressz + prebiotikum kezelés hatasara volt a
legmagasabb a kortikoszteron szint, mig mas kutatdsokban probiotikumok segitségével a
bélfléra helyreallitdsaval csokkent a stresszhormonok szintje [1, 41-43], mivel az Osszes
kezelési csoportunk bazalis kortikoszteron szintje alacsony volt. A kronikus variabilis
stressz plazma kortikoszteronra gyakorolt hatasdra az irodalomban valtozatos
eredményeket taldlunk. Vannak kutatok, akik az alap kortikoszteron ndévekedésérdl
szamolnak be, mig masok munkdiban akutan nem stresszelt ragcsalok kortikoszteron
szintje a napszakos ritmus minimuman (a reggeli 6rdkban) mérve nem mutatott eltérést a
kronikusan nem stresszelt allatok szintjétél. Munkacsoportunk patkanyokon illetve
egereken végzett korabbi vizsgalatai is arra utalnak, hogy a krénikus stressz nem
valtoztatja a bazalis kortikoszteron szintet. A kronikus variabilis stressz ugyanakkor noveli
a stressz reaktivitdst azaz egy Uj stresszor hatdsara kialakuld akut kortikoszteron valaszt.
Jelen munkénkban ezt a hatast nem teszteltiik.

A kommenzalista baktériumfléra a nyalkahartyahoz tapadva fenntartja a bél barrier
funkciojat, ezaltal a nyalkahartya egységét, fokozzdk a mucintermelést igy
megakadalyozva, hogy a patogének karosithassdk azt és kijussanak a bélbdl, tovabbi
gyulladdsokat indukalva [7, 14, 19]. A prebiotikumok segitik a kommenzalista mikrobak
elszaporodasat a bélben [38, 45], ezéltal segitve elé a nyalkahartya erdsodését. Ezzel
szemben a stressz a patogének szamat noveli, csokkenti a barrier funkciokat az epitélium
gyengitésével [3, 74]. Kisérletiinkben sem a stressz-, sem a prebiotikum kezelés hatasat
nem sikeriilt kimutatni a nyalkahartya vastagsagara, feltehetéen a kezelés nem volt
kell6képpen hosszl ezen strukturalis valtozasok kialakitasahoz. .

Stressz hatasara felborul a baktériumflora normal oOsszetétele [14, 75], ezért
vizsgaltuk, hogy CVS-nek kitett egereknek prebiotikumot adva hogyan valtozik a bélben a
mikrobilais dsszetétel. A vizsgalatunkban ezért colon és coecum tartalomban mértiik a 16
S rRNS alapjan a bakterialis kompozicidt. Colon tartalomban a jotékony, kommenzalista
Bifidobacteriumok mennyisége a CVS + viz csoportban volt a legalacsonyabb,
alatdmasztva ezzel a kronikus stressz koros hatdsat a bélflorara. Ugyanakkor a CVS +
MOS csoportban volt a Bifidobaktérium koncentracié a legmagasabb, tehat a MOS

prebiotikum képes volt a stressz altal lecsokkentett Bifidobacteria szintet novelni.
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A szintén jotékony Lactobacillusokat vizsgalva hasonl6 tendencia mutatkozott, itt is
a CVS + viz csoprtban volt a legalacsonyabb ezeknek a baktériumoknak a szintje, mig a
CVS + MOS aéllataiban a legmagasabb, tehat a prebiotikum kis mértékben ndvelte a
mennyiségiiket, ez a kiilonbség azonban nem mutatkozott szignifikansnak. A stresszel
kapcsolatos betegségek hatdsara a Bifidobacteria és Lactobacillus szdm csokkenését mas
vizsgalatok is kimutattdk mar [3, 75, 76]. Ezeknek a baktériumoknak a mennyiségi
novekedését inulin és galaktooligoszacharid prebiotikum hatasara a colonban szintén
alatmamasztottdk mar mas kutatdsok is [45, 77]. Eredményeink alapjan a manno-
oligoszacharid prebiotikum is hasonloan befolydsolta ezeknek a baktériumoknak a
szaporodasat.

A Firmicutes-ek koz¢ tartoznak a jotékony Lactobacillusok is, &m a torzs nagyobb
részben patogénekeket tartalmaz [33]. Vizsgélatainkban a colon tartalomban a
legmagasabb Firmicutes szamot a CVS + viz tagjai mutattak, mig a legalacsonyabbat a
CVS + MOS csoportunk. A két stresszelt csoport kozti kiilonbség t-probaval
Osszehasonlitva szignifikdnsnak bizonyult, tehat a kronikus stressz hatdsdra megnovekedett
Firmicutes mennyiséget képes volt a prebiotikumunk csokkenteni. Erdekes modon a
Kontrol + MOS csoportban kaptuk a masodik legmagasabb értékeket, viszont ez a csoport
jelentdsen nem kiilonbdzott a Kontrol csoportunktol.

A Bacteroides torzsbe tartozd fajok jelentds része klinikai patogén [29]. A
Bacteroides mennyiségben a legmagasabb értékeket a CVS + viz és a Kontrol + MOS
csoport mutattdk, a legkisebbet a CVS + MOS tagjai, azonban a differencidk nem
bizonyultak még t-probaval 0sszehasonlitva sem szignifikansnak. A vizsgalatok egy része
hasonlé novekedést mutat stressz €s mentalis betegségek hatdsara a Bacteroides szamban
[76, 78], de a szakirodalomban taldlhaté olyan eredmény is, mely a Bacteroides szam
csokkenésérdl szamol be egy szocidlis stresszor alkalmazésa soran [75].

A Gamma proteobacteria taxonba szintén nagyrészt patogének tartoznak, tobbek
kozott az Escherichia coli is [36]. Vizsgalatunkban sem a kronikus stressz, sem a
prebiotikum adagolds nem okozott szignifikdns valtozast ezen baktériumok
mennyiségében. A szakirodalomban azonban taldlunk példa arra, hogy stresszel
kapcsolatos betegségekben, példaul IBS esetén nd ezen baktériumok szama a bélben [3].
Eredményeink alapjan egyes, fOként a patogéneket tartalmazo taxonokban tehét tendencia
mutatkozott arra, hogy a CVS kezelés novelte ezen baktériumok mennyiségét a
béltartalomban, mig a prebiotikum kezelésiink csokkentette ezeknek a valtozasoknak a

nagy részét stresszelt allatokban.
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Coecum tartalomban nem talaltunk szamottevd kiilonbségeket a vizsgalt baktérium
taxonokat tekintve a kezelési csoportjaink kozott. A Bifidobacteria, Lactobacillus és
Bacteroides szdmban sem mutatkozott szignifikans kiilonbség a mennyiségekben a
csoportjaink kozott, tehat sem a stressz, sem a prebiotikum kezelés nem volt képes
jelentésen befolyasolni a coecumban ezen mikrobak szadmat. Ennek oka valosziniileg az,
hogy a coecum baktériumflordja a colonhoz képest sokkal stabilabb, viszonylag allando.

A kortikoszteron szint emelkedése stressz hatdsara egyiitt jar a magasabb CRH
mRNS expresszioval, mivel a CRH hatasara novekszik az ACTH és ebbdl kifolyolag a
mellékvese gliikkokortikoid termelése [16, 73, 79]. Eredményeink alapjan a legmagasabb
kortikoszteron szint a CVS + MOS csoportban mutatkozott, igy a hipothalamusz CRH
expresszidjaban is itt kaptuk a legmagasabb értékeket, mig a CVS + viznél a
legalacsonyabbat, ami szintén a csoportban mutatott kortikoszteron szintnek megfeleld.
Azonban az expresszid kiilonbsége a két stresszelt csoportunk kozott biologiailag nem
tekinthetd jelentésnek. A colon szdvetben a CRH mRNS mennyisége azonban a
hypothalamus-tol eltéréen a CVS + MOS csoportban volt a legalacsonyabb, a tobbi csoport
egymassal hasonld értékeket mutatott, de szignifikans kiilonbségeket nem talaltunk. A
szakirodalom alapjan stressz hatdsara magasabb CRH értékek mutatkoznak a
kortikoszteronnal egyetemben [17, 80], ez a magasabb szint a mi vizsgalatainkban tehat
nem mutatkozott meg.

Osszefoglalva, eredményeink alapjan lathatod, hogy a kronikus stressz hatasira a
colonban 1évé baktérium fléra megvaltozik, visszaszorulnak a jotékony kommenzalista
taxonok képvisel6i, mint a Bifidobaktériumok és Lactobacillusok és teret nyernek a
patogének. Ezzel parhuzamosan a kronikus varidbilis stressz hatasara az allatok egyes
magatartas tesztekben szorongasos viselkedést mutatnak ¢és mozgasi viselkedésiik
hiperaktivva valik. A mannooligoszacharid prebiotikummal (MOS) végzett kezelés képes
volt kivédeni ezen stressz-indukalta magatartdsi, és bél mikrobiom &sszetételbeli
valtozasokat. Eredményeink hozzjarulnak a bél-agy tengely miikdodésének jobb
megértéséhez €és ramutatnak a mannooligoszacharidok bélflora alakité hatdsara és ezen
keresztiil egyes stresszel kapcsolatos kozponti idegrendszeri elvaltozasok kiegészitd

kezelésének lehetdségére.
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7. Osszefoglalas

Az mar korabban bebizonyosodott, hogy az agy és a bél, illetve a bélflora kozott
kétiranyt kommunikacid zajlik, mivel a bél baktériumai képesek befolydsolni a szervezet
szamos fiziologiai aspektusat, illetve a pszichés tényezok és a stressz is hatnak a
bélmikrobiomra [1, 3].

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a prebiotikumok, melyek elésegitik a bélflora
jotékony kommenzalistdinak a szaporodasat a patogénekkel szemben, hogyan
befolyasoljak a stressz okozta kedvezdtlen valtozasokat. Vizsgalatainkat kronikus
variabilis stressznek kitett egereken végeztilk, prebiotikumként pedig manno-
oligoszacharidot hasznaltunk. A kisérlet soran viselkedés teszteket végeztiink, mértiik a
bélflora Osszetételét béltartalombol, megahtaroztuk a stresszhormonok szintjét, illetve
mértiik a bélszovet nyalkahartya vastagsagat.

A Nyilt tér tesztben a vizsgalt paraméterek nagy részét tekintve nem mutatkozott
jelentds hatasa a stressz €s a prebiotikum kezelésnek, viszont a mozgassal toltott 1do
tekintetében a stresszelt egerek altal mutatott zavart magatartast a prebiotikununk
normalizalta. Az Emelt keresztpall6 tesztben a stresszelt csoport altal mutatott szorongéasos
viselkedést a prebiotikum jelentdsen nem befolyasolta. A kortikoszteron és CRH mRNS
mennyiséget vizsgalva a stressznek kitett csoportunk alacsony értékeket mutatott, mig a
stressz + prebiotikum kezelés hatasara magasabb értékek mutatkoztak, 4m bioldgiailag ez
nem volt relevans. A bél baktériumflorajanak Osszetételét a stressz kezelés kedvezdtlen
iranyba befolyasolta, noOvelte a patogének szamat ¢&s csokkentette a jotékony,
kommenzalista baktériumok mennyiségét, azonban a prebiotikum kezelésiink képes volt
ezeket a negativ hatasokat jelentésen csokkenteni.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a manno-oligoszacharid prebiotikum képes
normalizalni illetve javitani a stressz okozta kedvezdtlen valtozasok egy részét, mely

felveti a lehetdségét, hogy a jovoben a prebiotikumok egyes stresszel kapcsolatos

crer
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8. Summary

It has already prooved that there is bidirectional communication between the brain and
gut and also gut microbiota, because gutflora can affect several physiological aspects of the
organism, respectively psychological factors and stress also have an impact on gut bacteria
[1,3].

In our experiment we examined, how can a prebiotic influence the adverse effects of
stress, because prebiotics help to enhance the amounts of beneficial commensalists of gut,
and these commensalists reduce the amounts of pathogens. In the study, we exposed mice
to chronic variable stress and used a mannan-oligosaccharide prebiotic. We measured the
level of anxiety by behavioral tests and also the compostition of gutflora, we determined
the levels of stress hormons, and also the mucosa thickness of gut tissue.

In the Open Field test, we did not find significant differences in most of the measured
parameters, but in the time spent with movement the chronic stressed group exhibit
flustered behaviour, which was normalized by using the prebiotic. The anxiety-like
behavior, that chronic stressed group showed in the Elevated Plus Maze test, was not
affected notably by the mannan-oligosaccharide prebiotic treatment. The stressed group
exhibited lower levels of serum corticosterone and CRH mRNA levels, while the stressed
and prebiotic treated group showed higher levels of these hormons, but these elevated
levels were not biological relevant. The composition of gut flora was affected by chronic
stress adveresly, because it enhanced the amounts of pathogens, while reduced the numbers
of beneficial commensalists, however the prebiotic treatment could reverse most of these
negative effects of stress.

Our results indicate that the mannan-oligosaccharide prebiotic can normalize or
ameliorate some adverse aspects of stress and these effects propose the chance to use

prebiotics in stress-related disorders as a supplementary treatment in the future.
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