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Bevezetés

A tanulas és a memoria lehetdvé teszi az allatok és az ember szamadra, hogy eligazodjanak,
taplalékot taldljanak és ezaltal ¢letben maradjanak a valtozé kornyezetben. Az asszociativ
tanulas olyan folyamat, amelynek soran asszociaci6 alakul ki két vagy tobb kiillonbozo inger
kozott, és segiti az er6forrasokhoz vald hozzaférést vagy a veszélyek elleni hatékony
védekezést. Ezen kiviil a taléléshez az intracellularis molekuldris védekezd mechanizmusok és
a viselkedéses valaszok megfeleld, 6sszehangolt kdlesonhatasa is sziikséges. Az asszociativ
tanulas gyors és hatékony alkalmazkodast biztosit az Ujbol megjelend, de mar elézdleg
megtapasztalt, ismert koriilményekhez. A relevans multbeli tapasztalatokhoz kapcsolodo
szenzoros jelek Ujboli megjelenése elohivjak a tarolt emléket és olyan viselkedésmintdkat
valtanak ki, amelyek megfelelnek az adott multbeli eseménynek. Az asszociativ emlékek
lehetnek rovid-, kozép- €és hosszt tava emlékek. Egy sajatos tanulasi folyamat zajlik az élet
korai szakaszaban egy meghatarozott idéablakban, amit kritikus (vagy érzékeny) peridédusnak
neveznek. Ez az asszociativ tanulas korai €letkorban torténd specialis formaja a bevésddés
(imprinting), ami kiilondsen tartds emlékeket alakit ki és maradando viselkedésmintdkat hoz
létre. A bevésddést elsoként madarakban mutattak ki, miszerint a frissen kikelt libak az elso
mozg6 targgyal alakitanak ki szoros kotddést. A vizualis emlékek mellett szamos gerinces
fajban leirtak a felndttkori viselkedést befolyasold korai életkoran rogziilt szaglasi emlékek
szerepét is. A kritikus periodusban a szenzoros ingerek ¢és a kiilonb6zo kornyezeti hatasok
egylitt vésddnek be és adaptiv viselkedéses valaszokat alakitanak ki. Felndttkorban a szenzoros
ingerrel valo Gjboli talalkozas onmagaban is képes kivaltani a jellegzetes viselkedésmintat. A
bevésddés az egyén €s/vagy a faj tuléléséhez nélkiilozhetetlen, alapvetd sziikségletekhez valo
biztos €s tartds ragaszkodas biologiai alapjaként szolgal. Ezen tilmenden, a bevésett emlékek
¢lethosszig tartd hatasat szamos tanulmany alatamasztja, igazolva azt is, hogy a kritikus
iddszakban tapasztalt hatranyok kiilonb6z0 kognitiv és érzelmi rendellenességek
kialakulasahoz vezetnek és az agy szerkezeti, endokrin és epigenetikai valtozasaival jarnak
felnéttkorban.

Kisérleteinket a Caenorhabditis elegans fonalféreg modellen végeztiik, amely egyszerii
idegrendszere ellenére meglepden Osszetett viselkedésre képes, és a korabbi tapasztalatok
alapjan a tanulas kiilonféle formait mutatja. A tuléléshez sziikséges mindségek bevésddése C.
elegans esetében is megfigyelhetd, valamint Gjabb tanulmanyok arr6l szamoltak be, hogy a
Pseudomonas aeruginosa PA14 fert6zés és az ascr # 3 feromon korai expozicidja bevésett

elkeriild viselkedést eredményez felndtt férgekben. Azonban a kérokozok és a tapanyaghidny



csak néhany olyan hatrany, amelyek az elkeriild viselkedés mellett aktiv védelmi stratégidkat
igényelnek, kiilondsen akkor, ha a szervezet integritdsa sériil. Kiillonb6zo stresszekre védekezd
reakcioként a C. elegans evolucidosan konzervalt, specifikus sejtes stresszvalaszok egész sorat
indukalja. Emellett C. elegans-ban szamos kisérleti bizonyiték alatamasztja a sejtes
stresszvalaszok ¢és az idegi halozatok kapcsolatat. Azok a megéllapitasok, amelyek szerint a
neuronalis jelek elésegitik a citoprotektiv valaszokat, jelzik a szomatikus sejtek és az idegsejtek
kozotti kommunikaciot €s a kiilonbozo sejtek kdlesonds szabalyozasat, felkésziilve a varhatd
veszélyre.

Ezek az eredmények szamos kérdést felvetnek. Az élet korai szakaszaban tapasztalt stressz
kivalt averziv viselkedést és citoprotektiv valaszokat? Vajon a bevésett elkeriilé viselkedés a
korai stresszek altalanos kovetkezménye? Ha a Kkorai citoprotektiv transzkripcids
stresszvalaszok kialakulnak, Gigy feln6ttkorban indukalhatjak-e ezeket a stresszhez kapcsolodo
szenzoros jelek? A kiilonboz6 stresszekre adott intracellularis védelmi valaszok

befolyasolhatjak a viselkedéses dontéseket €s a tanult viselkedésmintakat?



Celkituzés

Doktori munkdm sorédn a toxikus stressz altal kivaltott citoprotektiv és viselkedéses valaszok
kozotti osszefiiggéseket, valamint az asszociativ tanulast vizsgaltam a korai fejlodés soran és

feln6ttkorban Caenorhabitis elegans fonalféreg modellen.

1. Korai stressz altal 1étrehozott korai és bevésett védelmi valaszok vizsgalata.
a. A korai stresszek altal kivaltott viselkedéses €s citoprotektiv valaszok jellemzése.
b. Az averziv viselkedés bevésddésének vizsgalata.

C. A citoprotektiv stresszvalaszok bevéshetdségének meghatarozasa.

2. A felnéttkori citoprotektiv stresszvalaszok tanult viselkedéses dontésekre gyakorolt
hatasanak vizsgalata.



Modszerek
Reagensek
Az antimycin A, paraquat, benzaldehid és diacetl valamint az Gsszes reagens a Sigma-Aldrich
cégtdl szarmazik. A Bacillus subtilis subsp. spizizenii NRS 231 (ATCC® 6633™) és
Pseudomonas fluorescens NCTC 10038 (ATCC® 13525™) baktérium torzseket az Orszagos

Epidemiologiai Kozpontbol szereztiik be.

C. elegans torzsek, fenntartas
A kisérletekben hasznalt fonalféreg torzsek a Caenorhabditis Genetics Centerbdl (University of

Minnesota, cbs.umn.edu/cgc/home) szarmaznak. A C. elegans torzsek fenntartasara standard
moddszereket alkalmaztam. Az allatokat inkubatorban 20°C hdmérsékleten tartottam fenn 9 cm-
es Petri csészébe ontott NGM agaron. A tenyésztdlemezeken az allatok szamara a sziikséges
taplalékot az Escherichia coli baktérium OP50 varidnsa biztositotta. Kisérleteimben a
kovetkez6 C. elegans torzseket hasznaltam: N2 vadtipus, SJ4100 zcIsl13 [hsp-6::GFP],
MJCUO017 kis17 [gst-4::GFP, pDP#MMO016B]X.

Imprinting kezelés

Az éllatok szinkronizalt populaciojat gy hoztam létre, hogy 15-20 felndtt hermafroditat 3 cm
atmérdji, 50 ul OP50 baktériummal cseppentett NGM lemezre helyeztem, majd 4 6ran at tartd
petézést kovetden eltavolitottam a felndtt férgeket. A szinkronizalast megel6zden a
tesztlemezeken talalhatdo OP50 baktériumfoltra 20 pl toxint vagy a megfeleld oldoszer kontrollt
(etanol vagy desztillalt viz) cseppentettem és a folyadékot 10-15 perc alatt hagytam
megszaradni. Kisérleteimben az antimycin A (AM) és paraquat (PQ) toxinokat hasznaltam 50
ug/ml illetve 40 mg/ml koncentracioban. A hermafroditdk eltavolitasat kovetden a lemezeket
20°C-on inkubaltam 24 o6ran keresztiil az L1 larvastadium ideje alatt. (A kikelést kovetd elsd
24 6raban a C. elegans larvakat L1 larvaknak nevezziik). L2 larvastadiumu allatok kezelésénél
a férgek Bacillus subtilis taplalékbaktériumot tartalmazo lemezen keltek ki, majd 24 ora
elteltével AM-t vagy PQ-ot tartalmazé OP50 baktériummal ellatott lemezen tartottam Oket

tovabbi 24 oran keresztil.

Toxin altal indukalt L1 kori taplalékelhagyas
Kozvetleniil az imprinting kezelést kdvetden az elkeriild viselkedést a taplalékfoltot elhagyo és
a taplalékfolton marado larvak szamolasaval hataroztam meg, melyet az averzios index fejez ki

(Nof/Ntotal). A szamolas utan az allatokat M9 oldattal mostam, majd a férgeket Bacillus subtilis



vagy Pseudomonas fluorescens baktériummal ellatott, 9 cm atméréji NGM lemezeken
novesztettem fel. A taplalékelhagyas-taplalékvalasztast vizsgdld kisérletek esetében a
taplalékot (és ezzel egyiitt a toxint) elhagyo és a taplalékon marado férgeket szétvalasztottam,
majd a kétféle populaciot kiilonvalasztva mostam és novesztettem fel Bacillus subtilis

baktériumon.

Olfaktoros taplalékvalasztas teszt

A felndttkori taplalék preferencia vizsgdlatdhoz 9 cm atmérdjii NGM lemezeket hasznaltam,
melyeket a teszt eldtt 30-30 pul OD600=1 koncentracioji baktériumszuszpenzioval
cseppentettem, majd 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltam. A vizsgalathoz a 4 napos naiv
illetve L1 larvakorban kezelt felndtt allatokat M9 oldattal lemostam a tenyésztdlemezekrol,
majd a mosasi lépést haromszor megismételtem. Ezt kovetden 80-100 allatot a két ellenkezd
oldalon OP50-et és Bacillus subtilis vagy Pseudomonas fluorescens baktériumot egyarant
tartalmazo tesztlemez kozepére helyeztem. A férgek lemezen vald eloszlasat 1 6ra multan
szamoltam. Ebben a kisérletben a viszonylag rovid inkubacidés i1dé miatt az Aallatok

talnyomorészt szaglasi ingerek alapjan valasztottak a kétféle taplalék kozott.

Taplalékelhagyas-taplalékvalasztas teszt

A felnottkori taplalékelhagyas-taplalékvalasztas vizsgalathoz 9 cm atmérdjit NGM lemezeket
hasznaltam, melyeket a teszt eldtt 700-700 pul OD600=1 koncentracioju
baktériumszuszpenzidval cseppentettem, majd 2 o6ran at szobahdmérsékleten inkubaltam. A
toxin-indukalta averzios teszt soran az L1 larvakorban kiilonvalasztott lemaszo és nem lemaszo
4 napos felnott allatokat M9 oldattal lemostam a tenyésztélemezekrdl, majd a mosasi l€pést
haromszor megismételtem. Ezt kdvetden a két ellenkez6 oldalon OP50-et és Bacillus subtilis
baktériumot egyarant tartalmazo tesztlemez OPS50 taplalékfoltjara helyeztem lemezenként 60-
80 allatot. A férgek lemezen valo eloszlasat 20 6ra multan szamoltam. Ebben a kisérletben a
viszonylag hosszu inkubacios id6 lehet6vé tette, hogy az allatok a szaglasi ingerek mellett iz

alapjan valasszanak a taplalékbaktériumok kozott.

Toxikus illékony anyag altal indukalt toxikus stressz elokezelés

A felndtt férgek elokezelését taplalékbaktérium jelenlétében fliggd csepp modszerrel végeztem,
ami megakadalyozta az ¢hezést illetve a koncentralt illékony anyagok kozvetlen érintkezését a
férgekkel. 1 pl és 4 pl csepp koncentralt benzaldehidet (ccBA), vagy diacetilt (ccDA) helyeztem

az OP50 taplalékbaktériummal ellatott 6 cm atmérdji NGM lemezek fedeleire, amelyek



lemezenként 200-300 fiatal feln6tt szinkron populdcidjat tartalmaztdk. Ezt kovetden a lemezt

crer

elokezelés ideje 3 ora volt.

Kemotacxis kisérlet és illat preferencia teszt

80-100 férget helyeztem 10 cm atmérdjii CTX tesztlemezek kozepére. A teszt soran a férgek a
lemez egyik oldalan 1év6 1 ul 1%-0s BA vagy 1 ul 1%-os DA illatanyag €s a masik oldalon
talalhato 1 pl oldoszeres kontroll (96%-0s etanol) anyagok kozott valaszthattak. A kisérlet
eredményét 1 6ra miltan értékeltem kemotaxis index szamitasaval. [Kemotaxis index = (férgek
szama az illatanyagon) — (férgek szama a kontroll anyagon) / (férgek szama a lemezen)].

Az illat preferencia tesztet a kemotaxis kisérlethez hasonldé modon végeztem azzal a
valtoztatassal, hogy a férgek 1%-os BA ¢és 1%-os DA illatanyagok kozott valaszthattak.
Mindkét tipusu kisérletben melléztem az anesztetikumok hasznélatat a tényleges dontések
nyomon kovetése érdekében. A férgek lemezen valo eloszlasat ebben az esetben is 1 6ra mualtan

szamoltam.

Taplalékelhagyas teszt

A sziikséges tesztlemezek elokészitése soran 6 cm atmérdjii NGM lemezek kozepén talalhato
kor alaka OP50 baktériumfoltra egy-egy 3x3 mm nagysagu parafilm darabot tettem. A fiatal
felnott férgek szinkron populdciojat kétszer mostam M9 oldattal, majd 50-80 allatot az OP50
baktériumfoltra helyeztem. Ezt koveten a parafilmre 1 pl 1%-os BA vagy 1 pl 1%-0s DA
oldatot cseppentettem. A baktériumfolton és az {ires agarfeliileten talalhatéd allatokat 50 perc
leteltével szamoltam, a taplalékelhagyasi indexet (Nof/Niwtal) a taplalékfoltot elhagyo és az
Osszes allat hanyadosaval hatdroztam meg. Az agarfeliileten kiviil, a lemez oldalan talalhat6

férgeket cenzuraztam a kisérletbdl.

GFP riporter expresszio vizsgalata

A fluoreszcens mikroszkopos mérések elokésziileteként a targylemezekre mikrohullamu
stitdben felmelegitett 2%-os agardzt cseppentettem, majd a cseppre egy masik targylemezt
helyeztem. Az agar6z megdermedése utan (15-20 masodperc) a lemezeket szétvalasztottam. A
targylemezekre 7 ul M9 oldatot pipettaztam, ami tartalmazott 25mM Na-azidot is az allatok
immobilissa tételére. A kezeléseket kovetden fiatalkori mérés esetén kondicionként 25-30 L1
larvat, felndttkori mérés esetén 25-30 felnott allatot helyeztem a cseppekbe. A képeket Nikon

Eclipse E400 epifluoreszcens mikroszkop és Diagnostic Instruments SPOT model 1.5.0 kamera



segitségével készitettem GFP fluoreszcens filter hasznalataval. A képeket 20X illetve 10X
objektivek haszndlataval készitettem. A GFP expresszidos szinteket Image] szoftver

segitségével értékeltem ki.

Statisztika

Az L1 larvakori elkeriild viselkedés vizsgalatainak eredményeit egytényezés ANOVA
teszt segitségével hasonlitottam 6ssze a Tukey HSD post-hoc modszert alkalmazva. A GFP
riporterek expressziojanak elemzéséhez nem parametrikus teszteket hasznaltam. Az L1 larvak
esetében a paronkénti 0sszehasonlitishoz a Kolgomorov-Smirnov tesztet, a felndtt férgek
expresszidjanak tobbszords dsszehasonlitasahoz pedig a Kruskal-Wallis tesztet hasznaltam. A
felnottkori olfaktoros taplalékvalasztast és a taplalékelhagyas-taplalékvalasztast vizsgalo
kisérletek valamint az illatpreferencia teszt eredmények tobbszords Osszehasonlitasat
kéttényez6s ANOVA-val és Fisher LSD post-hoc teszttel elemeztem. A felndttkori
taplalékelhagyast és kemotaxist vizsgald kisérletek eredményeit egytényezés ANOVA teszt
segitségével elemeztem Fisher LSD post-hoc mddszert alkalmazva. Az egytényez6s ANOV A
teszteket az IBM SPSS Statistics program segitsé¢gével elemeztem, mig az 6sszes tobbi elemzést
a STATISTICA programmal végeztem. A felndttkori taplalékelhagyas, kemotaxis ¢&s
illatpreferencia tesztek esetén az adatokat atlag + standard hiba (SEM) értékeként fejeztem ki.
A normal eloszlast mutatd L1 kori és felnéttkori olfaktoros taplalékvalasztast és a felndttkori
taplalékelhagyas-taplalékvalasztast vizsgald tesztek esetében az adatokat atlag + szoras (SD)
formajaban fejeztem ki. A riporter expressziot vizsgald kisérletek eredményei nem normal
eloszlast mutattak, ahol az adatok abrazolasahoz dobozos abrat alkalmaztam. Az abrak a
mediant, az elsé és harmadik kvartilisokat illetve a tizedik és kilencvenedik percentiliseket
jelentd bajuszvonalakat mutatjadk. Az eredményiil kapott szignifikancia hatarértékeket a

kovetkezoképp hataroztam meg: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,01.



Eredmények

Korai stressz dltal létrehozott korai és bevésett citoprotektiv és viselkedéses

stresszvalaszok vizsgalata

A korai toxikus stressz taplalékelhagyo viselkedést indukal

A C. elegans felnéttkorban elkeriilé viselkedést mutat azokra a patogén baktérium eredeti
szenzoros jelekre, amelyekkel élete soran mar korabban talalkozott felndttkorban vagy L1
larvakorban. Hasonloképpen, a mar kordbban megtapasztalt, ismert patogén eredetii szenzoros
jelekkel valo 0jboli taldlkozas hatasdra mind a felnétt allatok, mind az L3-L4 koru larvak
felfiiggesztik a taplalkozast €és elhagyjak a toxin tartalmi baktériumpazsitot. Munkank elsd
céljaként megvizsgaltuk, hogy az L1 larvak képesek-e toxikus stressz hatdsara elkeriild
viselkedést kialakitani, ha OP50 taplalékforrasra antimycin A (AM) vagy paraquat (PQ) toxint
rétegeztiink. Az AM egy bakteridlis eredetli toxin, amely a mitokondrialis elektron transzport
lanc Ill-as komplexét gatolja, mig a PQ egy szintetikus, reaktiv oxigéngyok (ROS) képzd
herbicid. A korai viselkedést ételelhagyasos teszttel vizsgaltuk, amelynek soran a férgeket
kikelésiiktél fogva Escherichia coli OP50 taplalékbaktériumon tartottuk ugy, hogy a
baktériumfoltra a megfeleld toxinokat rétegeztiink. A kritikus periddus leteltével, amely C.
elegans esetében az els6 24 ora, a toxikus hatas kovetkeztében kialakuld averziv viselkedést
vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy a korai toxin expozicio elkeriild viselkedést valt ki az AM ¢és a
PQ esetében is, a larvak inkabb az éhezést valasztva elhagytdk a toxint és ezzel egyiitt a
taplalékfoltot. Ezzel szemben a naiv, kezeletlen allatok a baktériumpazsiton maradtak. Tehat a
férgek mar L1 larvakorban képesek érzékelni a toxicitast, viselkedési dontést hozni €s elkeriilni

az egyébként taplalo baktériumpazsitot.
A korai toxikus stresszek specifikus citoprotektiv valaszokat valtanak ki

A kiilonb6z6 toxikus stresszhatasok az él6lényekben evoluciosan konzervalt specifikus
molekularis stresszvalaszokat valtanak ki, melyek segitik a szervezet talélését. Ezért a toxikus
stressz hatasara indukalodo transzkripcios programok aktivaloddsanak ellendrzésére tobb GFP
riportert is teszteltem. Megvizsgaltuk, hogy AM és PQ kezelés esetében a korai életkorban
milyen citoprotektiv stresszvalaszok jonnek létre. A mitokondriumok nem megfeleld mitkkodése
esetén a homeosztazis megdrzése illetve helyreallitasa érdekében a sejtek védekezd valasza a
mitokondridlis UPR (unfolded protein response) aktivalédasa, aminek kovetkeztében a HSP-6

mitokondrialis hosokk fehérje indukalodik. Kisérleteinkben mind az AM, mind a PQ toxin



expozicio fokozta a mitokondridlis stresszmarker hsp-6::GFP transzgenikus L1 larvak
fluoreszcencia szintjét. A kiillonbdzd stresszhatdsok szabalyozhatjak a sejtekben indukal6do
detoxifikacios valaszokat, amelyek semlegesitik a mérgezd anyagokat illetve segitik azok
kivalasztasat. A glutation metabolizmus két enzimének vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
csak a PQ (az AM nem) indukalta a gst-4::GFP-t, azaz a glutation-S-transzferazt, ami a
biotranszformacié masodik, konjugacios fazisaban résztvevé enzime. Tovabba egyik toxin
expozicioja sem befolyasolta a glutamat-cisztein-ligaz gcs-1::GFP expresszidjat. Tehat AM és

PQ kezelés esetén kiilonbozo és atfedd molekuléris valaszok jonnek létre a korai életkorban.
A korai toxikus stressz nem hoz létre bevésett averziv viselkedést

Munkank sordn a kdvetkezd kérdésiink az volt, hogy vajon a korai ¢letkorban megtapasztalt
toxikus dgensekkel asszocialt taplalék eredetii bakteridlis szenzoros jelek képesek-e eléhivni az
elkeriild viselkedést felndttkorban. Ennek vizsgalatara a férgeket kikelésiiktél fogva 24 6ran at
OP50 taplalékbaktérium jelenlétében AM-nel illetve PQ-tal kezeltiik. Ezt kvetden az allatokat
az OP50-t6l eltéré illatu, szintén nem patogén Bacillus subtilis baktériumon novesztettiik fel,
majd felndttkorban klasszikus taplalékvalasztisos tesztben vizsgaltuk a felnott férgek
taplalékpreferenciajat. A teszt soran a férgeket a két ellenkez6 oldalon OP50 és Bacillus subtilis
foltot tartalmazé lemez kdzepére helyeztiik és egy 6ra multan szamoltuk az elhelyezkedésiiket.
Ebben a kisérletben az inkubacids id6 rovidsége miatt az allatok olfaktoros ingerek alapjan
valasztanak a két taplalék kozott. A kezelt férgek preferencidja nem mutatott szignifikans
eltérést a korai ¢letkorban toxinnal nem kezelt kontroll allatok preferenciajahoz képest. Korai
¢letkorban OP50 taplalékbaktérium jelenlétében torténé AM és PQ kezelés nem befolyasolta a
felnéttkori taplalékpreferenciat.

Ezek utéan szerettiink volna megbizonyosodni arrél, hogy a felndttkori taplalék preferencia
kiilonbség hianya a kezelt és kontroll csoportok kozott nem az alkalmazott metodika miatt van.
Feltételezve, hogy a fiatalkorban elkeriilé populacié tagjai felndttkorban is nagyobb
valoszintiséggel mutatnak elkertilést, egy 0j kisérleti elrendezésben szétvalasztottuk a korai
¢letkorban elkeriilést mutatdo populaciot a nem-elkeriilé populaciotol. Valamint torekedtiink a
korai érzékszervi tapasztalatok megszerzése soran kialakitott koriilmények jobb utanzasara,
kikiiszobolve az ¢hség taplalékvalasztasra gyakorolt esetleges negativ hatdsat a teszt soran.
Ezért a felndttkori taplalékpreferenciat egy altalam kidolgozott modszerrel taplalékelhagyas-
taplalékvalasztasos hibrid kisérletben is megvizsgaltuk. Az elsé 24 oraban a férgeket OP50

taplalékbaktérium jelenlétében AM-nel vagy PQ-tal kezeltiik, majd a lemaszo és nem lemaszo



populaciokat kiilonvalasztva, a fenti kisérleti elrendezéshez hasonléan az allatokat Bacillus
subtilis baktériumon novesztettiik fel. A felnétt férgeket ebben az esetben is OP50 és Bacillus
subtilis baktériumfoltot egyarant tartalmazo lemezre helyeztiik azzal a kiilonbséggel, hogy
ebben a kisérletben az OP50 baktériumfoltra tettiik az allatokat. A férgek OP50-re helyezését
kovetden 20 oOra elteltével szamoltuk az OP50 baktériumfolton maradd, az OPS50
baktériumfoltot elhagyo és a Bacillus subtilis baktériumra 4tmaszo6 allatokat. A hosszabb, 20
oras inkubacios id6 miatt ebben a kisérletben az allatok nem csak olfaktoros, hanem gusztatoros
ingerek alapjan is dontenek arrdl, hogy melyik taplalékot vélasztjak a korai toxin-indukalta
taplalék elkeriiléses teszthez hasonloan. Eredményeink azt mutatjadk, hogy a kritikus
periodusban AM-nel vagy PQ-tal kezelt OP50 taplalékon tartott férgek fliggetleniil attdl, hogy
korai életkorban a lemasz6 vagy nem lemaszo allatok kozé tartoztak, felnéttkorban nem

hagytak el az OP50 baktériumfoltot, azaz nem mutattak asszociativ elkeriil6 viselkedés.

A korai toxikus stressz bevésett olfaktoros transzkripcios citoprotektiv memoriat

indukal

A taplalék preferenciat érintd viselkedéses valasz bevésddése mellett tanulmanyoztuk,
hogy a toxin-indukalta citoprotektiv valaszok bevésddnek-e. Ezért megvizsgaltuk a kontroll és
toxin-kezelt allatok felnéttkori hsp-6::GFP és gst-4::GFP riporter expresszidjat OP50
baktériummal vald jboli taldlkozas utan. A kisérlet soran az elsé 24 oOras toxinkezelést
kovetden a férgeket a fent emlitett modon Bacillus subtilis baktériumon ndvesztettiik fel, majd
a feln6tt allatokat OP50-et vagy ujabb, Bacillus subtilis-t tartalmazé lemezre helyeztiik. A
riporter expressziokat 24 ora elteltével vizsgaltuk. Kisérleteinkben a hsp-6::GFP
fluoreszcenciajat tekintve az expresszié mértéke hasonld volt a Bacillus subtilis-en tartott naiv
¢s AM kezelt férgekben, valamint az OP50-en tarott naiv férgekben, ami azt mutatja, hogy a
felnottek riporter Kifejez6dését nem befolyasolta sem a korabbi AM expozicid, sem az jboli
OP50 expozicidé. Azonban a fiatal larvakorban AM-nel kezelt férgek esetében felnéttkorban az
OP50 illataval valo ujboli talalkozas a toxinhatas nélkiil is képes volt indukalni a hsp-6 riporter
expressziojat, ami ebben az esetben a farki régidban volt Kifejezett. Bar a hsp-6::GFP
fluoreszcencia magasabb maradt a Bacillus subtilis baktériumon tartott PQ-tal kezelt férgekben,
az OP50 szenzoros jelei ebben az esetben is szignifikansan nagyobb mértékben stimulaltak a
hsp-6::GFP indukcidjat az egész testben. Hasonloképpen, a korai életkori OP50 jelenlétében
torténd PQ expozicid hatasara felndttkorban az OP50-nel valo ajboli talalkozas szignifikdnsan

novelte a gst-4::GFP expressziot, kiilonosen a proximalis fej-garat régioban.



A bevésddés kritériumal, hogy az emlékek a kritikus periodusban vésddnek be és életre sz616
emléknyomot alakitanak ki. Ezért kovetkezd Iépésben megvizsgaltuk és kimutattuk, hogy az
L2 larvakorban torténd AM és PQ kezelés esetén felndttkorban az OP50-nel valo jboli
talalkozas nem okozott hsp-6::GFP és gst-4::GFP expresszio emelkedést. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy csak a kritikus periddusban torténd toxin expozicido soran megtapasztalt
szenzoros jelzések képesek felndttkorban tujra indukdlni a stressz-specifikus citoprotektiv
molekularis valaszokat.

Végiil megvizsgaltuk, hogy a stresszhez kapcsolodd szaglasi jelek, azaz a baktériumok
illata onmagaban elegend6-e a bevésett citoprotektiv valaszok indukcidjahoz. Ezért a kikelést
kovetd elsd 24 oras AM kezelést kovetden, Bacillus subtilis baktériumon vald felndovesztés
utan, a férgeket a memoria visszahivas soran csak az OP50 illataval exponaltuk. A Kkorai
¢letkorban OP50 jelenlétében AM-nel kezelt férgeknél felnéttkorban az OPS0 illatexpozicio
Oonmagaban is indukalta a hsp-6::GFP expressziojat. Ez azt mutatja, hogy a citoprotektiv
valaszok indukalasa nem igényli a C. elegans kozvetlen érintkezését a potencialisan nem
neuronalis metabolikus hatdst kivaltdo baktériumokkal, sem a tapintdsi vagy izlelési jelek
bevondsat az idegi memoria kialakuldsdba. A szaglasi jelek elegendéek a memoria
kialakulasahoz. Tehat a korai életkorban az olfaktoros ingerekkel asszocialt toxikus stressz az
idegrendszer altal koOzvetitett sejtvédelmi memoria bevésddését eredményezi, amely

felndttkorban a szaglasi jelekkel visszahivhato.

A felnottkori citOprotektiv stresszvalaszok tanult viselkedéses dontésekre gvakorolt
hatasanak vizsgalata

A hatékony és deficiens citoprotektiv stresszvalaszok meghatarozzak a stressz-
asszocialt olfaktoros ingerek altal kivaltott tanult viselkedést

A citoprotektiv valaszok bevésddésben vald részvétele mellett felnott férgekben is
megvizsgaltuk a molekularis stresszvalaszok szerepét a tanult viselkedéses valaszok
kialakitasaban. A C. elegans az elkeriil6 tanulasnak nevezett folyamat révén a kezdetben vonzo
patogén vagy mérgezd baktériumokra elkeriild viselkedéssel valaszol, a stressz belsd
tapasztalata €s a stresszel egyiitt el6fordulo érzékszervi jelek kozotti asszociaciok alapjan. A
tomény koncentracioban alkalmazott benzaldehid (ccBA) és diacetil (ccDA) illatanyagok
mérgez6 hatastak és elkeriilést okoznak felnétt férgekben. Ezzel szemben C. elegans szamara
az 1%-os BA és DA illatanyagok vonzoak, mivel alacsony koncentracioban mindkét anyag
taplalékot jelez. Ez a kettds tulajdonsag ezeket az illatanyagokat megfeleld eszkozzé teszi a

citoprotektiv stresszvalaszok és a viselkedéses valaszok kozotti kapcsolat tanulményozasahoz.



Kollégam Hajdt Gabor kisérleteiben megallapitotta, hogy a ccBA ¢€s a ccDA expozicid dozis-
¢és 1d6fliggd modon paralizist és halalt okoz. Megfigyelte, hogy a ccBA-del végzett eldzetes
kondicionalas specifikus citoprotektiv valaszokat valtott Ki. Ezek a citoprotektiv valaszok
csokkentették az averziot egy kovetkezO tomény illatexpozicié alkalmaval, valamint ezek
gatlasa visszaallitotta az averziot. Ezzel szemben a DA esetében a hatékony sejtvédelem nem
alakult ki és a ccDA-lel torténd elézetes kondicionalas fokozta az averziot egy késébbi ccDA
expozici6 soran. Ennek megfelelden ezek az eredmények arra utalnak, hogy a sejtszintii
veédekez0 mechanizmusok hatékonysdga meghatdrozza a toxikus hatasra adott viselkedéses
valaszreakciot.

Ezen eredmények alapjan kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az illat-toxicitds és a
fiziologiai védelem eltérd hatékonysaganak korabbi tapasztalatai hogyan befolyasoljak a
fonalférgeket a dontéshozatalban, amikor ujra talalkoznak a korabban toxikus stresszel
asszocialt illatokkal. Ehhez a férgek viselkedését harom kiilonb6zd viselkedéses vizsgalattal
(kemotaxis, étel averzid és illatvalasztas) tanulmanyoztuk vonzd, 1%-0S BA- és DA illat-
koncentraciok felé ccBA-del és ccDA-lel torténd eldkezelést kovetden. Kisérleteinkben a
ccDA-lel kondicionalt férgek szignifikansan kisebb mértéki kemotaxist mutattak az egyébként
vonzo 1% DA felé, valamint tobb mint a férgek fele 1% DA jelenlétében a taplalékforrast is
elkeriilte. Az illatvalasztast vizsgald kisérletekben a férgek preferencidgja az 1% BA felé
tolodott, megerdsitve az 1% DA averzivva valasat. Ezzel ellentétben a ccBA eldkezelést
kovetden a férgek 1% BA-re mutatott preferencidja nem valtozott az eldkezelés hatdsara,
valamint a taplalékforrast sem hagytak el 1% BA jelenlétében. Ugyanakkor, az illatvalasztas
tesztben, ahol az allatok 1% DA ¢és 1% BA kozott valaszthattak a férgek fokozottabb
preferenciat mutattak az 1% DA iranyaba. Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a
férgek szelektiv elkeriilést mutatnak a toxikus stressz soran tapasztalt illatanyagokra, bizonyitva
a tanult elkeriild viselkedés kialakulasat az adott illatra. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak az elkeriilé vagy tolerans tanult viselkedéses valaszok kialakulasaval, amelyek a
korébbi belsd stressz tapasztalatitol fliggenek, melyeket pedig a hatékony vagy deficiens

citoprotektiv stresszvalaszok hatdroznak meg.



Kovetkeztetések

Doktori munkam legfontosabb 11j eredményei a kovetkezdk:

1. Megallapitottam, hogy a toxikus stresszre az L1 larvak egyarant reagalnak a fiziologiai

stresszvalaszok és a viselkedéses védekezés szintjén.

2. Az olfaktoros bevésddés egy eddig ismeretlen formajat azonositottuk a bevésett
citoprotektiv valasz igazolasaval, amelyet ,bevésett védelmi sejtmemoria”-nak
neveztink el. Ezek az emlékek szelektiven a kritikus periddusban képzddnek és a

stressz-asszocialt olfaktoros ingerekkel felndttkorban el6hivhatok.

3. Nem figyeltiink meg korai stressz-indukalt averziv memoriat felnéttkorban, ami arra
utal, hogy C. elegans esetében a korai stresszhatasok nem feltétleniil okoznak bevésett

asszociativ averziv viselkedést.

4. Kimutattuk, hogy feln6tt C. elegans-ban a toxikus stressz hatasara kialakuld hatékony
vagy hianyos sejtvédelem szabdlyozza a tanult viselkedéses dontéseket a stressz-

asszocialt illatokkal val6 ajboli taldlkozas soran.
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