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1. Bevezeto és irodalmi attekintés

Az oxigén-szallitdé hemoglobin (Hb) molekula szamara a vordsvértesteken beliili
mikrokdrnyezet védelmet jelent a szervezetben folyamatosan képz6dd reaktiv
oxigéngyokok (ROS) oxidativ hatasaval szemben. Intravaszkularis hemolizissel
jaré korallapotokban a Hb az extracellularis térbe jut ahol kiilonféle oxidacios
allapoti Hb-formak jonnek 1étre, melyekrdl konnyen ledisszocial a hem-csoport.

A hem egy prooxidans és proinflammatdrikus tulajdonsagii molekula, mely
intravaszkularis hemolizis esetén érzékenyiti az endothelsejteket az oxidativ
stresszel szemben. Massziv intravaszkuldris hemolizis esetén a plazmaban
akkumulalédé Hb és a hem egy része a vesén keresztiil a vizeletbe sziirddik at, és
feltételezziik, hogy ezek a molekulak nephrotoxikus hatasuk révén kozvetleniil
hozzajarulnak a hemolitikus betegségeket kiséré akut veseelégtelenség
kialakulasahoz.

A podocytak hosszu életii, a vese sziir6funkcidjaban jelentds szerepet betoltd
sejtek, azonban hem stressz tiiré képességiik kevéss¢ ismert. Munkank soran igy
azt a célt tliztik ki, hogy a podocytak Hb-formakra illetve hem stresszre adott
valaszat vizsgaljuk, és dsszehasonlitjuk az endothelsejtekével.

A vese kivalaszté miikddése, a podocytik szerepe

A vese feladata a szervezetben képz6ddé anyagcsere végtermékek eltavolitisa a
vérbol. Az elsédleges sziirlet képz6désének helye a glomerulus, mely része a vese
funkcionalis alegységének a nefronnak. Az elsddleges sziirlet képzOédése a
glomerularis kapillarisok és a Bowman-tok kozott kialakult szemipermeabilis
membranon keresztiil valosul meg. Ezt a szemipermedbilis membrant a fenesztralt
endothelsejtek, a glomerularis bazdlmemban és a podocytak (vagy visceralis
epithelsejtek) harmas egysége alkotja. A differencidlt podocytak csillag alakd
sejttestébdl elsédleges és masodlagos polipoid labnyulvanyok nének ki, melyek
fésiifogszertien egymashoz illeszkedve beboritjak a glomerularis kapillarisok
felszinét. A szomszédos podocytdk egymassal érintkezé masodlagos 1abnyulvanyai

kozott jon 1étre a résdiafragma, melyet specidlis intercellularis junkcidk alkotnak.
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A résdiafragma egy szerkezetileg porozus teriilet, mely szelektiven képes
visszatartani a nagy molekulatomegii plazmafehérjéket a képz6dé ultrafiltratumbol.
A labnyulvanyok levalasa egyértelmi jele a podocytak karosodasanak és szorosan
Osszefiigg az albuminuria és a proteinuria megjelenésével.

Intravaszkularis hemolizis

Szamos hematologiai betegségnek lehet elsddleges vagy masodlagos koroki
tényez6je az intravaszkularis hemolizis (sarlosejtes anémia, thalasszémia, PNH,
G6PD-deficiencia, HUS, TTP). Egy-egy hemolizises epizdd sordn a plazmaba
kidraml6 Hb mennyisége meghaladja a plazma Hb- és hemkoté fehérjéinek
kapacitasat. Ilyenkor szabad Hb és szabad hem halmozodik fel nagy mennyiségben
a plazmaban, mely konnyen oxidalodik.

A Hb oxiddcidja és a hem disszocidcidja

Elettani koriilmények kozott a vorosvértestben a Hb 1-2%-a metHb formaban van
jelen, mivel az oxigén és a hem-csoport reakcioba 1épésekor az oxigén elektront
vesz el a Fe**-iontél, igy Fe®*-ion és szuperoxid-anion jon létre. A Hb H,O,-dal
vald reakcidja, mely két-elektronos oxidicio ferrilHb keletkezik (Fe**=0%). A
ferrilvas instabilitdsa miatt kialakulasat intramolekularis elektrontranszfer kiséri,
melynek eredményeként globin-gyokok, porfirin-gyokok és keresztkotott
hemoglobin-multimerek keletkeznek. A hemvas oxidacioja kovetkeztében a hem
elvesziti O2-koté képességét, és lazul a globin-Fe kotés is, ennek kdvetkeztében a
hem-csoport disszocialhat a globinr6l.

Szisztémas és cellularis védelem az intravaszkularis hemolizis sordn felszabadulo
hem tartalmi molekuldakkal szemben

Az intracellularis ROS mennyisége szamottevéen az antioxidans rendszerek
mitkodésétol fiigg. A ROS okozta karosodasok kivédése, valamint a redox-
szenzitiv utvonalak szabalyozasa céljabol a vorosvértestek és a tobbi sejt is nagy
mennyiségben tartalmaznak antioxidans enzimeket. Az emberi szervezetben a
legjelentdsebb antioxidansok a szuperoxid-dizmutaz (SOD), a katalaz, és a

glutation peroxidaz (GPX). A vordsvérsejtek specialis antioxidans enzime a
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NADH-methemoglobin-reduktdz, mely a Hb autooxidacidja soran keletkezd
metHb-t redukalja Hb-na.

A plazma Hb- és hemkitd fehérjéi

A haptoglobin (Hp) segiti a szabad hemoglobin eltavolitasat a plazmabol a
makrofagok CD163-receptoran keresztiil endocitozis révén. A makrofagokban a
hem oxigenaz-1 (HO-1) enzim bontja a hem-csoportot. Amikor a hemolizis soran
felszabaduldé Hb mennyisége meghaladja a plazmaban 1évé Hp kapacitasat, a
szabad Hb egy részét a vese tavolitja el. A 32-kDa-os hemoglobin af-dimer kis
méretének koszonhetéen konnyen eléri a vesét és az erek falat, atjut az érfalak
endothelsejtrétegén a subendothelialis és a perivascularis régiokba. A hemopexin
(Hx) intravaszkularis hemolizisben a Hb-bdl szarmazé hem-csoport megkdtésében
tolt be fontos szerepet. A Hx-hem-komplexet az LDLR1/CD91-receptoron
keresztiil veszik fel a sejtek endocytosis révén, majd a hemet a HO-1l-enzim
lebontja, a képz6d6 vas pedig a ferritinben tarolodik.

A hem-oxigendz/ferritin rendszer

A hem molekula egy porfirin-vazas vegyiilet, melyben a négy pirrolgyiirii egy két
vegyértékii vasionnal (Fe?*) alkot komplexet. A hem-medialt sejtkarosodassal
szemben a HO/ferritin rendszer nyajt védelmet. A HO enzim katalizalja hem
molekula lebomlasat, melynek soran vas, biliverdin és szénmonoxid keletkezik. A
hem-oxigenaz-1 (HO-1) izoforma egy 32-kD-os hdsokkfehérje, mely
transzkripcids szinten indukalhato és citoprotektiv tulajdonsagokkal rendelkezik. A
HO-1 enzimnek szamos induktora van, melyek koziil jelen dolgozat keretein beliil
kiemelend6 a hem és Hb formak.

A ferritin intracellularis vastarolé molekula, mely egy fehérjeburokbdl (apoferritin)
¢és vasmicellakbol all. A multimer H- és L-ferritin alegységekbdl épiil fel, melyek
koziil a H-alegység rendelkezik ferroxidaz aktivitdssal. Az L-alegységnek a vas
ferritin molekulaba torténd beépitésében és megtartdsdban van kiemelt szerepe. A
ferritin egyik legfontosabb feladata, hogy korlatozza a szabadgyok képz6déséhez

rendelkezésre all6 szabad vas-ionok mennyiségét.
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Hemolizis és az akut vesekarosodds (AKI)

A hem-csoportot tartalmazd fehérjék tobbek kozott direkt citotoxikus hatasuk
révén képesek akut veseelégtelenséget okozni. Az ismétlddéen kialakuld akut
vesekarosodas hajlamosit kronikus veseelégtelenség kialakulasara.

A hem prooxiddns jellege, a hem mint Fenton reagens

Az emberi szervezet teljes vaskészletének mintegy 70%-a a Hb molekula hem
prosztetikus csoportjdban van jelen A hemben taldlhaté vas az oxigén
transzportjaban, megkotésében és elengedésében jatszik szerepet. A vas és az
oxigén kozott lejatszodo Fenton-reakcid kovetkeztében reaktiv hidroxil-gyokok
keletkeznek

A hem proinflammatorikus jellege, a hem mint veszély asszocialt molekuldris
mintazat (DAMP)

A hem veszély-asszocidlt mintazatként (DAMP) is funcional. Az NLRP3
inflammaszéma aktivalasan keresztiil hozzajarulhat az innate immunrendszer
aktivalasdhoz, kovetkezményesen a  podocytdk karosoddsdhoz és a
glomerulosclerosis 1étrejottéhez.

Az oxidalt Hb-formadk prooxidans és proinflammatorikus hatdsai

A vorosvértestekbdl felszabadulo Hb-t a ROS-ok metHb-na oxidaljak. A metHb a
hemhez hasonldan képes oxidativ karosodast okozni az endothelsejtekben, fokozza
a HO-1 és a ferritin szintézisét. Az endothelsejtek érzékenyitése a hem indukalta
HO-1/ferritin rendszer miikddésének felfokozasaval segithet kivédeni az oxidativ
stressz okozta akut szervkarosodast. A vas Fe** (ferril) allapota nem stabil, ezért
kénnyen visszatér a stabilabb Fe®* allapotba, mikdzben a globin-lncokat alkotd
aminosavakkal reakcioba 1ép. Az igy keletkez$ globingyokok egymassal reagalva
kovalens kotéseket alakitanak, melyek révén keresztkotott Hb multimerek
képzédnek, ezek Osszessége a ferrilHb. A ferrilHb endothelsejtekben
proinflammatérikus hatdssal bir, karositja az endothelsejtréteg integritdsat és

fokozza a permeabilitasat.



2. Célkitiizések

Tudomanyos kutatasaim soran az alabbi célokat fogalmaztam meg:

Steril hemolizis egérmodellben vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt
Hb-formak, illetve a szabad hem mennyiségét a plazmaban.

Steril hemolizis egérmodellben vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt
Hb-formak, illetve a szabad hem mennyiségét a vizeletben.

In vitro koriilmények kozott vizsgaljuk a kiilonb6z6 oxidaltsagi allapota
Hb-formak, illetve a szabad hem ROS-termelésre kifejtett hatasat és
sejttoxicitast indukald hatasat human podocytakon.

A podocytakkal végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitisa az
endothelsejtekkel kapcsolatos ismereteinkkel.

In vitro koriilmények kozott vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt
Hb-formak, illetve a szabad hem hatasat a podocytak HO-1 és ferritin
expresszidjara és analizaljuk ezen fehérjék szerepét a podocytak hem-
stressz elleni védelmében.

A podocytakkal végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitisa az

endothelsejtekkel kapcsolatos ismereteinkkel.



3. Anyagok és Médszerek

3.1. Human podocyta sejtvonal tenyésztése

A human podocyta sejtvonalat Moin Saleem (University of Bristol) adomanyozta
kutatocsoportunknak. Az AB 8/13 jelzéssel ellatott normal huméan podocyta tipust
sejtvonalat ,,permissziv” koriilmények kozott 33°C-on szaporitottuk RPMI 1640
médiumban, majd az 50-60%-os konfluenciat elért tenyészetet 37°C-0s
inkubétorba helyeztiik at un. ,,nem permissziv” koriilmények k6z¢é 14 napig.

3.2. Human umbilikalis véna endothelsejtek (HUVEC) tenyésztése

Az endothelsejtekkel ujsziilottek koldok vénajabol szeparaltuk és Komplett
Médiumban tenyésztettiik.

3.3. Immunfluoreszcens festés

A podocytakat human synaptopodin elleni antitesttel, illetve a citoszkeletont
felépitd F-aktin halozatot FITC-cel konjugalt falloidinnel tettiik lathatova. A
mintakat DAPI magfest6t tartalmazo EverBrite™ mounting mediummal fedtiik.
3.4. Time-lapse imaging videomikroszkopia

A sejttenyészetet 37°C-os inkubatorba helyeztik és a 0. naptdl a 14. napig
videomikroszkop segitségével kovettiik a sejtek differencialddasanak folyamatat.
3.5. Human vesébdl szarmazo szévetminta immunhisztokémiai festése

A vese cortexébdl szarmazd, formalinban fixalt, paraffinba agyazott
szOvetmintaban a podocytdkat Wilms tumor-1 elleni antitesttel, a benniik
expresszalodd H-ferritint pedig a Paolo Arosiotol kapott monoklonalis antitest
segitségével festettiik meg. A vizsgalt antigéneket Vectastain Elite ABC el6hivo
kit segitségével vizualizaltuk.

3.6. Giemsa festés

A metanollal fixalt podocytakat Giemsa oldattal festettiik.

3.7. Sejtmagok preparalasa és a kromatin struktura vizsgalata

A podocytakat permeabilizaltuk, majd colcemiddel metafazis-blokkot végeztiink.

Jégecet és metanol 1:3 ardnyu elegyével izolaltuk, majd fixaltuk a sejtmagokat. A



sejtmag preparatumot targylemezre cseppentettiik €¢s DAPI-t tartalmazé sejtrogzitd
kozeget helyeztiink a fed6lemez ala (EverBrite mounting medium, Biotium Inc.).
3.8. Antioxidans enzimek aktivitasanak vizsgalata

A podocytakat KH,PO4 pufferben szonikalassal feltartuk és a feliiliszokbol
meghataroztuk a katalaz, a SOD és a GPX enzimek aktivitasat.

3.9. Western blot analizis

A podocytakat és az endothelsejteket kezelést kovetden szolubilizald oldatban
lizaltuk. A H-ferritin vizsgalatdhoz a mintdkat 6%-os nativ poliakrilamid gélen
valasztottuk szét, a HO-1 vizsgalatdhoz pedig 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen
szeparaltuk a fehérjéket. A nativ gél hasznalatat az indokolta, hogy a H-ferritin
elleni antitest a fehérjének egy olyan konformacios epitopjat ismeri fel, mely a
fehérje nativ szerkezetének megdrzése mellett tud bekdtddni. A nitrocelluldz
membranra blotolt fehérjék kimutatashoz human FtH elleni els6dleges antitestet,
illetve human HO-1 elleni elsdleges antitestet hasznaltunk. A kovalens modon
keresztkotott Hb formak kimutatdsdhoz vizeletet szeparaltunk 12%-o0s SDS-
poliakrilamid gélen, majd a Hb kimutatasara tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt
anti-Hb antitestet alkalmaztunk.

3.10. Kvantitativ valos idejii polimeraz lincreakcio (QRT-PCR)

Az endothelsejteket és a differencialt podocytikat RNA-STAT60 reagensben
szolubilizaltuk, és RNS-t izolaltunk beldlik. Az RNS-t cDNS-sé irtunk at
SuperScript™ II reverz transzkriptaz segitségével. A cDNS mintakkal osszeallitott
PCR reakcidt valos idejii qPCR késziilékben futtattuk. A HO-1 gén amplifikacioja
soran iTaqTM polimerazt és validalt FAM fluoroforral konjugalt TagMan probat,
valamint a tervezett primereket alkalmaztunk. Haztartasi génként a GAPDH-t
hasznaltuk. A relativ génexpresszios valtozasokat AAC; moddszer segitségével

szamitottuk ki.



3.11. Human L-ferritin mérés ECLIA technikaval

Az endothelsejteket és a podocytikat a Western blotnal alkalmazott szolubilizald
oldatban wvettiik fel. A ferritin meghatarozasat szendvics technikan alapuld
elektrochemilumineszcens immunoassay modszerrel végeztiik automataval.

3.12. A podocytak viabilitasanak vizsgalata

A podocytakat hemmel, H,O,-dal, vagy e két anyag kombinacidjaval kezeltiik. A
kombinalt kezelésnél a H>O, hozzdadasat a sejttenyészethez 1 6ras hem-eldkezelés
elézte meg. Négy ora elteltével a sejtekhez MTT-reagenst adtunk, az é16 sejtek
altal termelt formazan kristalyokat DMSO-ban oldottuk, az oldat abszorbanciajat
pedig spektrofotométer segitségével mértitk 590 nm-en.

3.13. Tiobarbitursav reaktiv anyagok meghatarozasa

A podocytakat 6% SDS tartalma KH,PO4 pufferben lizaltuk és a mintakhoz
TBAR-reagenst (2-tiobarbitursav, HCI, triklorecetsav) adtunk. N-butanol
hozzaadasaval extrahalast végeztiink és a Szerves anyagokat tartalmazo fazis
optikai denzitdsat532 nm-en megmértiik.

3.14. ROS-termelés vizsgalata

Endothelsejtekhez és differencialt podocytakhoz H;DCFDA-t adtunk, majd
hemmel (5 pmol/l) és H2O,-dal (100 umol/l) kezeltiik a sejteket. Az intracellularis
észterazok hatdsara a HoDCFDA-bol fluoreszcens DCF képzddott. A mintak
fluoreszcens jelintenzitasat 4 6ran keresztiil lemezolvasdval detektaltuk.

3.15. Egér kisérletek

A véletlenszeriien két csoportra osztott 12 darab C57BL/6 egér koziil az egyik
csoportnal PHZ intraperitonealis (i.p.) adasaval hemolizist valtottuk ki, a kontroll
egerek pedig PBS-t (i.p.) kaptak.

3.16. Hemoglobin-koncentracié meghatarozasa spektrofotometrias médszerrel
egér plazmabdl és vizeletbdl

C57BL/6 egerekben PHZ-val indukalt steril hemolizist kovetden gylijtott vér,

s

denzitas értékek alapjan szamitottuk ki.



3.17. Hemoglobin preparalas

Heparinnal alvadasgatolt vérbdl vordsvértestekbol hemoglobint preparaltunk. A
vorosvértesteket fiziologias sdoldattal higitottuk és mostuk, Na-foszfat pufferrel
lizaltuk, majd a lizatumhoz 1/20-ad térfogataranyban Tris bazist (1 mol/L) adtunk.
A wvt-lizatumot DEAE Sepharose CL-6B gyantat tartalmazé oszlopra vittiik fel. A
hemoglobint az oszloprol Tris bazis pufferrel elualtuk. A hemoglobin
80xAs30; [MetHb]=279xAs30-3XAs72. MetHb elballitasahoz 1,5-szeres molaris
mennyiségii Ks[Fe(CN)g]-tal, a ferrylHb eldallitisahoz pedig 10-szeres molaris
mennyiségii HO-dal reagaltattuk a hemoglobint, majd dializaltuk a mintakat.
3.18. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 5.0 szoftverrel paratlan és paros t-
teszt, valamint Tukey post-hoc teszttel kiegészitett ANOVA felhasznalasaval

végeztiik. Szignifikans kiilonbségnek a p<0,05 értéket tekintettiik.
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4. Eredmények

4.1. Extracellularis Hb, oxidalt Hb-formak és szabad hem megjelenése egér
plazmaban és vizeletben steril hemolizist kovetéen

Modelliinkben C57BL/6 egerekben indukaltunk steril hemolizist fenilhidrazin

(PHZ) intraperitonealis injektalasaval. Az egerek plazmajaban meghataroztuk a

s

s

PHZ-nal indukalt hemolizis soran jelent6s mértékben megndtt a plazmaban az
extracellularis Hb, a metHb, €s a hemikrém mennyisége, valamint a szabad hem
koncentracidja is. A valtozas mar 4 ora elteltével jol észlelhetd volt, 16 ora utan
pedig minden mért paraméter tekintetében szignifikans valtozast tapasztaltunk.

20 6raval a hemolizis indukcidjat kovetéen a Hb, a metHb és a hemikrom
meghataroztuk. A PHZ-nal kezelt egerek vizeletének Hb tartalma nem tért el a
kontroll egerekét6l, azonban az oxidalt Hb-formak: a metHb és a hemikrom
koncentracidja joval magasabb volt ezeknek az allatoknak a vizeletében.

Kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a kovalens moddon
keresztkotott ferrilHb-formak jelen vannak-e a vizeletben PHZ-nal indukalt steril
hemolizist kdvetden. Vizeletet gyijtottiink a hemolizis indukcidja utan 4, 16 illetve
20 oraval és megvizsgaltuk a vizelet mintak Hb tartalmat redukald koriillmények
kozott Western blot technikaval. A PHZ-nal kezelt egerek vizeletében 16 illetve 20
oraval a kezelés utin Hb monomerek (16 kDa) és dimerek (32 kDa) jelenlétét
igazoltuk, a kontroll egerek vizeletében viszont nem észleltik a Hb-formak
jelenlétét.

Munkank tovabbi részében a podocytak hemolizisre, illetve hem-stressz
hatasara bekovetkez valtozasat vizsgaltuk in vitro korillmények kozott az altalunk
hasznalt immortalizalt human podocyta sejtvonal osztodasi és differencialodasi

tulajdonsagaival osszefiiggésben.
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4.2. A podocyta sejtvonal osztéodasaval és terminalis differencialédasaval
kapcsolatos vizsgalatok

Amint a 33°C-on permissziv koriilmények kozott osztdodd podocyta
sejttenyészet elérte az 50-60%-os konfluenciat, nem permissziv koriilmények kozé
helyeztiik at a sejttenyészetet, hogy megkezdddhessen a sejtek differencialodasa.
valamint a sejtszamnak a valtozasat. A novekedési gorbe elemzésébdl azt lattuk,
hogy az els6 9 napban folyamatosan nétt a sejtszam, a sejtek szama a 9-10. nap
kozott érte el a maximalis értéket, majd egy enyhe csdkkenést kovetden kozel
allandova valt. A 10-14. nap kozott mar csak elvétve lattunk sejtosztodast.

Miutan a sejteket 37°C-ra helyeztik, a nem differencialt sejtek
fokozatosan vették fel a differencialt podocytakra jellemzd morfologiat. Nem
permissziv kortilmények kozott a kis méretii, epithelszer(i sejtek megjelenésére a
macskakd-rajzolat volt jellemz6. Ezzel szemben a permissziv koriilmények kozott
differencialédott podocytak sejttestje jelentdsen megnétt, szabalytalan alakuva
valt, valamint szamos, kiilonbdz6 alaku és méretti rovid lekerekitett, vagy hosszu
orsoszerli labnytlvanyok jelentek meg. Az orsoszerli nytlvanyok kialakulasat
megelézéen gyakran megfigyelhetd volt a citoplazmatikus kitliremkedések
részleges visszahtzodasa. A differencialt sejtek kozott tobb esetben lattunk
cellularis hypertrophiat, illetve a sejthalal kialakulasat, mig mas sejtek
nyulvanyokat kezdtek ndveszteni. Szamos két magvi, nem osztdodd sejtet is
felfedeztiink a tenyészetben. Noha a 9. nap utan a sejtszam kis mértékben
csokkent, a sejtek motilitasa valtozatlanul élénk maradt. A sejtek migracidja
mindaddig megfigyelhetd volt, amig a tenyésztd edény aljat teljes egészében le
nem fedték.

Mivel szerettiik volna megtudni, hogy 14 nap alatt teljes mértékben
lezajlott-e a podocytak differencialodasanak folyamata, megvizsgaltuk a nem
differencidlt és a differencialt sejtek synaptopodin expresszidjat immunfestés

segitségével. A nem differencialt podocytdkban nem volt megfigyelheto
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synaptopodin-fest6dés, mig a differencialt sejtek jol lathaté modon expresszaltak a
synaptopodint. A citoszkeleton atalakulasat a differencialédas folyamata soran az
aktinhoz kotddni képes falloidin segitségével tettiik lathatova.

A differencialodas folyamata alatt a sejtmag atmérdje is jelentdsen
megndvekedett. A differencialt sejtmagok nagyméretiiek, mig a nem differencialt
sejtmagok kisméretiiek. Szerettik volna megtudni, hogy a sejtmag méretének
novekedése egyiitt jar-e a kromatin szerkezet valtozasaval. Nem differencialt és a
differencidlt sejtmagokat lizaltunk, majd a kromatin szerkezetet megfestettiik
DAPI-val. A nem differencialt sejtek nukleoplazmajaban elszortan szamos
terlileten lathattunk heterokromatint, ahol a géntranszkripcié tobbnyire inaktiv.
Mikroszkdpban kromoszoémakat is megfigyeltiink, melyek a kromatin szerkezetnek
egy kondenzaltabb allapotat mutatjak. Ezekben a régiokban magas foku mitotikus
aktivitas észlelhetd. Ezzel szemben, a differencidlt podocytak nukleoplazmajaban a
kromatin szerkezet sokkal homogénebb elrendez6dést mutat. Kevesebb
heterokromatin lathatd, mivel az aktivan atir6dé gének lazabb szerkezetbe
rendezddtek.

4.3. Hem hatiasa az endothelsejtek és a podocytak oxidativ stressztiiré
képességére és ROS termelésére

Az endothelsejtek szamara a hem 6nmagéaban nem citotoxikus, azonban
mar alacsony koncentracidban is jelentésen fokozza a kiilonféle ROS-ok sejthalalt
indukald hatasat. Vizsgaltuk a hem és a H,O> altal elinditott oxidativ stresszvalaszt
podocytakon, melyet Osszevetettiink az endothelsejteknél tapasztalt valaszokkal.
Az endothelsejtekben a hem és a H,O, 6nmagaban nem okozott sejthalalt, azonban
hem-elokezelést kovetéen a H.O, 50 umol/L koncentracidban mintegy 40%-0S,
100 umol/L koncentracidban pedig mintegy 50%-o0s sejtpusztulast eredményezett.
Ezzel szemben a podocytakra nézve sem az 6nmagaban alkalmazott hem vagy
H20,, sem pedig a hem elékezelést kdvetden adott HoO, nem volt toxikus hatassal.
Azt tapasztaltuk, hogy a podocytak nagymértékben ellenalloak az oxidativ stresszel

szemben.
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Endothelsejteket és differencialt podocytakat kezeltiink HBSS-pufferben
higitott hemmel (Spmol/L), H20.-dal (100 pmol/L), vagy hem-eldkezelést
kovetden alkalmazott HoO,-dal. A ROS-termelést DCFDA-modszerrel vizsgaltuk.
Az endothelsejtekben H>O; hatasara kis mértékben, hem hatésara viszont jelentds
mértékben fokozodott a ROS termelddése. Tendenciajaban mindenhol fokozodott a
sejtek ROS-termelése, de szignifikdnsan magasabb ROS-képzddést csak az elsd
ordkban mértiink. Ezzel szemben podocytdkban a hem fokozta a ROS-termelést,
de a H202 nem. A hem el8kezelést kovetéen adott H,O, tendencigjaban novekvo
ROS-képzddést eredményezett. A két sejtet Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy
a podocytak az altalunk vizsgalt Osszes koriilmény hatdsara kevesebb ROS-t
termelnek, mint az endothelsejtek.

A hem a podocytak HO-1 mRNS és fehérje expressziojat is fokozta az
endothelsejtekhez hasonldé modon. Azonban amig endothelsejtekben dozisfiiggd
valaszt kaptunk mRNS ¢és fehérjeszinten egyarant, addig a podocytakban 10 uM
hem mar maximalis HO-1 fehérje expressziot valtott ki, dozisfiiggést nem
tapasztaltunk.

Egereken végzett in vivo kisérleteink soran lattuk, hogy a hem a
plazmaban elssorban kiilonféle oxidaltsagi allapoti Hb-hoz kotott formaban van
jelen. Ezért megvizsgaltuk, hogy vajon ezek a Hb-formak képesek-e hem
forrasként szolgalni az endothelsejtek és podocytak szamara.

A két sejt Hb-formakkal indukalt HO-1 mRNS és fehérje indukciojaban
apro6 kiilonbségeket tapasztaltunk. Példaul a Hb az endothelsejtekben nem, ezzel
szemben a podocytakban kismértékben emelte a HO-1 mRNS szintjét. Az oxidalt
Hb-formak, a metHb és a ferrilHb mindkét sejtben indukaltak a HO-1 mRNS-t, és
koziilik a ferrilHb volt az erésebb induktor. A HO-1 fehérje expresszidjat
podocytakban és endothelsejtekben a metHb ¢€s a ferrilHb fokozza.

A kiilonboz6 oxidaltsagi foktt Hb-formaknak a hatasat a ferritin kétféle
alegységének expresszidjara szintén megvizsgaltuk endothelsejtekben és

podocytakban. Az endothelsejtek kontroll koriilmények kozott alacsony mértékben
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expresszaljak a ferritin H-alegységét (FtH), azonban a hem jelentés mértékben
fokozta az FtH expressziot. Ezzel szemben a podocytakban kontroll koriilmények
kozott is magas a FtH expresszioja, mely hem kezelésre nem fokozodott.
Endothelsejtekben az FtH expresszidjat a metHb kismértékben, a ferrilHb
erdteljesebben fokozza. A podocytdk FtH expresszioja kontroll koriilmények
kozott meghaladja az endothelsejtek FtH expresszidjat, ferrilHb hatasara pedig
tovabbi emelkedést tapasztaltunk. Endothelsejtekben az FtL expresszidjat a hem és
a ferrilHb emelte meg szignifikdansan. Podocytdknal alapallapotban az FtH
expresszidjahoz hasonldéan a FtL expresszidja is magasabb, mint az
endothelsejteknél. Podocytakban az FtL alegység expresszidjat nem csupan a
ferrilHb, hanem a hem is indukalta.

Osszehasonlitottuk a differencidlt és a nem differencidlt podocytak
oxidativ rezisztenciajat. A nem differencialt sejtek érzékenynek bizonyultak a
H>0,-dal szemben. A 125-500 pmol/l koncentracioban alkalmazott H,O; hatasara a
nem differencialt podocytdk koriilbeliil 50%-nal tapasztaltunk sejthalalt. Ezzel
szemben ugyanezen H,0, dézisok mellett a differencialt podocytaknal nem
észleltlink citotoxicitast. A nem differencialt podocytakhoz 6nmagaban hozzaadott
hem dozis-fliggd moddon okozott sejthalalt. Ugyanazokban a ddzisokban
alkalmazva a differencialt podocytaknal semmilyen citotoxikus hatasa nem volt a
hemnek. Amikor nem differencialt sejtekhez adtunk hem eldkezelést kovetGen
H202-t, még tovabb csokkent a sejtek életképessége (53,3% vs. 25,3%), mig a
differencialt sejtek talélték az éretlen sejtek szamara haldlos stimulust jelentd
kombinalt hem- és a H2O,-kezelést.

A nem differencialt podocytaknal hem- és H,O,-kezelés hatasara egyarant
dozisfiiggé moédon megemelkedett a TBARS oxidativ metabolitok szintje. Ezzel
szemben ugyanazon mértékii stimulus a differencialt sejteknél nem okozott
szignifikans TBARS-szint emelkedést. Az antioxidans enzimek koziil mind a GPX,
mind a katalaz, mind pedig a SOD enzim aktivitasa jelentésen magasabb volt az

érett podocytakban, mint a nem differencialtakban.
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Kontroll kériilmények kozott a differencialt podocytak FtH expresszidja
mintegy négyszerese volt a nem differencialt sejtekének, illetve magasabb, mint az
endothelsejteké. A nem differencialt sejtek FtH expresszioja hem hatasara
dozisfiggé modon emelkedett, ugyanakkor a differencialt podocytakban csak a
legmagasabb hem dozisnal tapasztaltuk az FtH expressziojanak kismértéki
fokozodasat. Human felnétt vesébdl szarmazd szovettani metszeteken WT-1-elleni
antitesttel tettiik lathatéva a podocytakat a glomeruluson beliil, és ezzel
parhuzamosan FtH-elleni antitesttel is megfestettiik Oket. Azt lattuk, hogy a
cortexben elhelyezkedd glomerulusokban szamos podocyta erés FtH festodést

mutatott.
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5. Megbeszélés

Munkénk soran az intravaszkularis hemolizis modellezéséhez C57BL/6
egerekben indukaltunk steril hemolizist PHZ intraperitonealis injektalasaval.
Ezeknél az egereknél mar 4 ora elteltével jelentdés mértékben megnétt a plazmaban
az extracellularis Hb, a metHb, a hemikrém mennyisége, valamint a szabad hem
koncentracidja is. Intravaszkularis hemolizissel jaré betegségekben az akut
vesekdrosodds a hemolizist kdvetden par Oran beliill kialakul, a kronikus
vesekarosodas viszont csak honapok vagy évek multan valik nyilvanvaléva. Az
intravaszkularis hemolizissel jard epizoédok tovabb ronthatjdk a karosodott
vesefunkciot, melyre kiemelt figyelmet kell forditani a kronikus veseelégtelenség
(CKD) globalis epidémiaja miatt. A CKD-ban megfigyelheté irreverzibilis
podocyta-karosodas pontos mechanizmusa egyel6re nem ismert.

Munkank tovabbi részében a podocytak hemolizisre, illetve hem-stressz
hatasara bekdvetkezd valtozasat vizsgaltuk. A podocytak igen fejlett, specidlis
képességekkel rendelkezé sejtek. Labnyulvanyaik a résdiafragmat alkotva
koriilveszik a glomerularis kapillarisokat. Az egymassal fésiiszerien 6sszefonddod
labnyulvanyok alakitjdk a résmembran filtracids poérusait, melyek a glomerularis
filtracidés barrier szelektiv permeabilitasat biztositjdk. A podocytak karosodasa
fehérjevesztéshez, proteinuridhoz vezet, mely a legtobb glomeruldris eredetii
betegségben megfigyelhet6. A podocytik differencialodasanak folyamatat time-
lapse videomikroszkopia segitségével €16 sejteken vizsgaltuk, a Moin Saleem és
mitsi. altal létrehozott immortalizalt podocyta sejttenyészeten. A podocytak szamos
mitézison és egy teljes differencialodasi folyamaton atestek: Kialakult a nagy
sejttest és a hossz lamellipodiumok. A sejttestben és a podocytak
labnyalvanyaiban az aktin filamentumok longitudindlisan nagy kotegekbe
rendezédtek. A synaptopodin egy podocyta-specifikus fehérje, melynek fontos
szerepe van a citoszkeleton integritdsanak megOrzésében, lehetdvé teszi a
labnyulvanyok dinamikus plaszticitasdnak fenntartasat. A synaptopodin a

differencidlodéas folyaman jelenik meg a sejtekben. A sejteket a differencialodas
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lezajlasat kovetéen is fokozott motilitas jellemezte. Egy kézlemény — melyben
négyféle podocyta sejtvonal tulajdonsagait vetették 6ssze a szerz6k —, szintén arrdl
szamolt be, hogy a human podocytdk migracios aktivitdsa és motilitdsa igen
magas. A sejttenyészetben ¢é16 podocytak progresszive modon kilépnek a
sejtciklusbol és ezzel parhuzamosan elveszitik azt a képességiiket, hogy onmagukat
megsokszorozzak, azaz poétoljak a karosodott funkcidji vagy elpusztult sejteket.
Liapis és mtsi. altal kordbban leirtakkal 0sszhangban mi is azt lattuk, hogy a
podocytak az érési folyamat sordn elveszitették mitotikus aktivitasukat és tobbé
mar nem voltak képesek osztdodasra. Mindezek magyarazzak azt a
megfigyelésiinket, miszerint a nem differencialt sejtkultura proliferacios rataja
magasabb, mint a differencialt sejttenyészeté.

Kutatasainkat megelézéen kevés informacio allt rendelkezésre a
glomeruléris podocytak sejtmagjainak tulajdonsagair6l. A szakirodalomban
leirtaknak megfeleléen mi is azt talaltuk, hogy a nem differencialt sejtek
magszerkezete, illetve kromatin szerkezete kiilonbozik a differencialt sejtekétol. A
nem differencialt sejtek magjaban elszortan és tobb helyen volt lathatd
heterokromatin allomany. Azt lattuk, hogy a nem differencialt podocytak
sejtmagjaban szamos heterokromatin régid talalhatd, emellett szabad szemmel jol
lathaté kromoszomakat is tartalmaznak a sejtmagok, mely a sejt magas mitotikus
aktivitasara utal. Ezzel szemben, az érett, differencialt podocytaknal sokkal
homogénebb kromatinszerkezetet talaltunk: kevesebb volt a heterokromatikus
régio, az aktivan atirod6 gének lazadbban szervezddtek. Ezek az észlelések is azt
tamasztjak ala, hogy a differencialt podocytaknal magas a génexpresszios rata,
viszont nem lattunk szorosan szervez6dott kromatinallomanyt és mikroszkopban
szabad szemmel észlelhetd kromoszomakat, ami arra utal, hogy ezek a sejtek kis
valdsziniiséggel mennek végig a sejtcikluson.

A podocytékat oxidativ stresszel szembeni rezisztenciajat, illetve azokat a
pontos mechanizmusokat, melyek a sejt tulélését segitik ezidaig nemsokan

vizsgaltak. Balla és mtsi. korabban ismertették az endothelsejtek hem-stresszre
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adott valaszat, miszerint a hem 6nmagaban nem citotoxikus az endothelsejtek
szamara, azonban mar alacsony koncentracioban is jelentdsen fokozza a reaktiv
oxigéngyokok citotoxikus hatasat. A glomerulusban szoros kontaktusban €16 és
egylittmikodd endotheleknél és a podocytaknal vizsgaltuk Gsszehasonlitasban a
hem ¢és a H,O, altal elinditott oxidativ stresszvalaszt. A varakozasainknak
megfelelden az endothelsejtekben a hem és a H>O, 6nmagaban nem okozott
sejthalalt, azonban hem-eldkezelést kovetden a H>O, 100 umol/L koncentracioban
50%-o0s sejtpusztuldst eredményezett. Ezzel szemben a podocytdkndl sem az
Oonmagaban alkalmazott hem vagy H»O,, sem pedig a hem-elékezelést kovetden
adott H;O, nem volt toxikus. Azt lattuk, hogy a podocytak nagymértékben
ellenalloak az oxidativ stresszel szemben.

Az endothelsejteknél a hemmel végzett szenzitizalast kovetden kialakuld
oxidativ sejthalal lezajlasdban kiemelt szerepe van a fokozott ROS termelésnek.
Kisérleteink soran azt lattuk, hogy az endothelsejtekben H»O, hatasara kis
mértékben, hem hatdsara viszont jelentds mértékben fokozodott a ROS
termel6dése. Amikor az endothelsejtek hem el6kezelést kovetéen és HoO»-dal
kezeltiik, a hemhez hasonld, vagy még annal is nagyobb mértéki ROS-termelést
észleltiink. Tendenciajaban mindenhol fokozodott a sejtek ROS-termelése, de
szignifikdnsan magasabb ROS-képzddést csak az els¢ oOrakban mértiink. Ezzel
szemben podocytakban csak a hem fokozta a ROS-termelést, a H,O2-kezelés nem.
A hem el6kezelést kovetden adott H,O, tendenciajaban névekvé ROS-képzodést
eredményezett. A két sejtet dsszehasonlitva megallapitottuk, hogy a podocytak
ROS-termelésének fokozodasa minden vizsgalt koriilmény esetén elmarad az
endothelsejtekétol.
biliverdin, CO és vas-ion keletkezik. A szakirodalomban leirtakkal 6sszhangban
endothelsejtekben hem hatdsara dozisfiiggé modon fokozodott a HO-1 mRNS és

fehérje expresszidja. A hem az endothelsejtekhez hasonléan a podocytak HO-1

s
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glomeruléris sejttipus kozott a HO-1 fehérje expresszidjanak dozisfiiggésében,
mivel endothelsejtekben dozisfiiggd valaszt valtott ki a hem mRNS ¢és
fehérjeszinten egyarant, a podocytaknal viszont mar 10 pM hem maximalis HO-1
fehérje expressziot indukalt és dozisfiiggést nem tapasztaltunk.

A ferritin molekula a hem degradacioja soran a hembdl kiszabaduld vasat
szekvesztralja, és biologiailag inaktiv modon tarolja a citoszolban. Hemolizis soran
a vorosvértestekbol szabadda valé hemoglobin foként dimer formaban van jelen a
plazmaban, mely kisebb méreténél fogva konnyen atjut a glomerulusokon és a
reaktiv kornyezetben oxidalédva nephrotoxikus hatast fejt ki. Kisérleteinkben az
endothelsejtek alapallapotban csupan kis mértékben expresszaltak a ferritin H-
alegységét, a hem azonban jelentds mértékben képes volt fokozni az FtH
expressziojat. Ezzel szemben a podocytakban mindenféle behatas nélkiil, kontroll
koriilmények kozott is magas az FtH expresszidja, mely hem-kezelés hatiasara nem
fokozodott.

Ezt kovetéen a Hb-formak FtH indukciot kivaltd hatasat vizsgalva azt
észleltiik, hogy az endothelsejtekben az FtH expressziojat a metHb kismértékben, a
ferrilHb er6teljesebben fokozza. A podocytak FtH expresszidja kontroll
koriilmények kozott meghaladja az endothelsejtek FtH expresszidjanak mértékét,
és ferrilHb hatasara tovabbi emelkedést tapasztaltunk. Endothelsejtekben az FtL
expresszidjat a hem ¢és a ferrilHb is szignifikansan megemelte. Podocytaknal az
FtL expresszidja is magasabb volt kontroll koriilmények kozott, mint az
endothelsejteké. Az FtL alegység expressziojat a hem és a ferrilHb is indukalja
podocytakban. A podocyak magas FtH koncentracidja és ebbdl kifolyolag magas
oxidativ stressztliré képessége hozzajarulhat a podocytak hosszu élettartamanak.

A dolgozatban bemutatott endothelsejtes kisérleteket sajat magam végeztem,
melyek eredményei Osszhangban vannak az irodalomban mar korabban
kozoltekkel. Az endothelsejtekkel végzett kisérletek tobbsége nem tekinthetd
ujnak, csupan a podocytakkal kapott eredmények értékét és relevancigjat

ndvelendd végeztiink Osszehasonlitast a két sejttipus kozott, referenciasejtként

20



hasznalva az endotheleket. Ez aldl kivételt képez az oxidalt Hb formak 4altal
kivaltott HO-1 és ferritin indukcid, mely 0j eredménynek mindsiil.

Kisérleteink eredménye alapjan beszamoltunk arrél, hogy a differencialt
podocytak oxidativ rezisztencidja a H.Or-indukalta oxidativ stresszel szemben
joval nagyobb, mint a még nem differencialt sejteké. A hem Onmagaban
dozisfiiggé modon és erdsen szignifikdns mértékben csokkentette a nem
differencidlt podocytak életképességét, mig ugyanazon doézisban alkalmazva
semmilyen citotoxikus hatast nem fejtett ki a differencialt sejteknél. Amennyiben a
nem differencialt podocytakat hem-el6kezelésben is részesitettiik a HoO»-kezelést
megeldzden, é€letképességiik még inkabb lecsokkent. Ezzel szemben az érett
differencialt sejtek ezt a halalos kombinaciot is talélték.

A H0; és a hem altal okozott sejthalal a nem differencialt podocytaknal
egyiitt jart a TBARS-szint novekedésével, mig ugyanezek a triggerek a
differencialt podocytiknal nem eredményeztek szignifikins TBARS-szint
emelkedést. A differencialt sejteknél a fokozott oxidativ rezisztencia mellett az
antioxidans GPX, katalaz és SOD enzimek aktivitdsat is magasabbnak talaltuk,
mint a nem differencialt sejteknél.

A FtH képes szekvesztralni a Fenton-rekaciot katalizalé vas-ionokat. A
FtH védelmet nyujt a szoveti karosodas ellen, az FtH kondicionalis delécidja
fokozza a nephrotoxicitast az akut vesekarosodas kisérletes egér modelljében.
Eredményiink 6sszhangban van az irodalomi adatokkal, miszerint az FtH kiemelt
szerepet jatszhat a podocytdk karos hatasokkal szembeni védelmében. A
differencidlt podocytak ellenallobbak az oxidativ stresszhatdsokkal szemben és
tobb FtH-t expresszalnak, mint a nem differencialt podocytak.

Szerettilk volna megvizsgalni, hogy kisérleti eredményeink mennyiben
relevansak in vivo, ezért human vese cortexbdl nyert szovettani mintabol
metszeteket készitettiink és immunhisztokémiai mddszerrel tettiik lathatéva a FtH
expresszidjat. A szOvettani minta bdségesen tartalmazott glomerulusokat. A

latottak igazoltak azt a feltevésiinket, miszerint a glomerularis kapillarisokat

21



koriilvevé podocytak cytoplazméjaban jelentés mennyiségti FtH tarolodik, mely
hozzéjarulhat magas oxidativ rezisztencidjukhoz és segitheti tulélésiiket oxidativ

strszz esetén.
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6. Osszefoglalas

A podocytdk a vese glomerulusaiban talalhaté egyedi funkcidval bird
sejtek, melyeknek a fésiifogszertien egymasba illeszkedé labnyulvanyai alkotjak a
glomerularis kapillaris felszinén a résdiafragmat.

A podocytak az embrionalis fejlodés soran elveszitik osztodasi
képességiiket. Elettartamuk meglehetésen hosszi, a karosodott sejtek potlasara
érdemben nincs lehetéség. A labnyhlvanyok levalasa a kapillarisok felszinérél
egyértelmii jele a podocytak karosodasanak.

A hemolizissel jar6  betegségekben (PNH, HUS, maldria,
hemoglobinopathidk stb.) a Hb-bdl szabadda valé hem proinflammatorikus és
prooxidativ tulajdonsagai révén érkarosodast és vesekarosodast képes eléidézni. A
hem mellett az oxidalt Hb-formakrol is leirtak, hogy akutan képesek szenzitizalni
az endothelsejteket az oxidativ agensekkel szemben és citotoxicitast kivaltani. Ha
viszont krénikusan, hosszabb idén Kkeresztiil tobbszoér is talalkoznak az
endothelsejtek a hemmel és az oxidalt Hb formakkal, azok felindukaljadk a
sejtekben a HO-1/ferritin rendszert, mely védi a sejteket az oxidativ karosodassal
szemben.

Munkank célja volt feltarni, hogy a vese glomerulusainak podocytai
ugyanugy reagalnak-e az Oket éré oxidativ hatasokra, mint azt korabban az ér
endothelsejtjeinél mar leirak és a HO-1/ferritin rendszernek van-e szerepe a
podocytak tulélésében. Bizonyitékokat szolgaltattunk arra, hogy a podocytak az
embrionalis differencialédas folyamata soran alapvetd morfologiai és funkcionalis
valtozasokon mennek keresztiil, melyek az oxidativ stresszel szemben segitik a
sejtek védelmi mechanizmusainak megerdsodését, ellenallova és hosszu életiive
teszik a podocytakat. Az antioxidans enzimek és a FtH egyarant részét képezik a
human podocytdk oxidativ stresszel szembeni védelmi mechanizmusainak és
ravilagitanak ennek a fontos, de podocytdkban ezideig nem vizsgalt védelmi

rendszernek a szerepére.
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8. Koszonetnyilvanitas:

Elséként témavezetémnek szeretnék kdszonetet mondani a munka magas
szinvonalu szakmai iranyitasaért, a folyamatos tdmogatasaért, végtelen tiirelméért
és a nehezebb id6szakokban sem sajnalt biztatdé szavaiért. Mindig toretlen
lelkesedésével, kitarto és pozitiv hozzaallasaval a tudomany szeretetének atadasara
torekedett. Megtanitott a tudomany iranti alazatra. Magas szintli szakmai tudasa,
emberséges hozzaallasa és baratsaga orokérvényl utravaloul szolgal azon az tton
melynek kapujat megnyitotta eléttem.

Ko6szondm a tamogatasat Dr. Balla Jozsef professzor Urnak, aki lehetové
tette, hogy az egyetemi évek alatt megkezdett kutatasi munkamat az altala vezetett
laboratériumban folytathassam, pénziigyi tdmogatiast nyujtott a kisérletek
megvaldsitasahoz, valamint kiterjedt szakmai kapcsolatait megmozgatva segitette
az egyiittmiikodést mas munkacsoportokkal és nagyszerti szakmai meglatasaval
segitette a projekt megvaldsulasat.

Koszonetet mondok Balogh Enikének a podocytakrol késziilt time-lapse
kisérletek kivitelezésében nyujtott hathatés kozremiikodéséért és baratsagaért.
Ko6szondm a tamogatast a labor 6sszes dolgozojanak, koztiik Barna Erikanak, akik
hozzéjarultak ahhoz, hogy ez a munka megsziilethessen.

Kiilon koszondm a kisérletek kivitelezéséhez nyujtott segitségét és
baratsagat Dr. Becs Gergely kollégamnak, aki kivaldé meglatasaival és mindig
segitOkész természetével jelentdsen hozzajarult, hogy e munka megsziilethessen.

Legvégiil, de a legnagyobb szeretettel mondok kdszonetet férjemnek, Dr.
Fagyas Mikldosnak, aki nem csupan egy szeretetteljes nyugodt hatteret biztositott
szamomra az elmélyiilt munkahoz, hanem mindvégig tamogatott szakmailag és
emberileg. Hitt a munka sikerében és bizakodasaval er6t adott.

A kutatomunkankat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap
(NKFI, K116024), valamint az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eur6pai Szocialis
Alap tarsfinanszirozasaval megvalosult GINOP-2.3.2-15-2016-00005 szamu
projektek tamogattak.

Ezt a munkat nagy szeretettel ajanlom férjemnek, Miklosnak,

és gyermekeimnek, Lillanak és Leventének!
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