dc_846_14

MTA Doktori Ertekezés Tézisei

A LEGUTI GYULLADAS ES AZ OXIDATIV STRESSZ
NON-INVAZIV VIZSGALATA
TUDOBETEGSEGEKBEN

Dr. Antus Balazs

Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai Intézet

Budapest
2014



dc_846_14

1. BEVEZETES

Az asztma, a kronikus obstruktiv tid6betegség (COPD), a cisztas fibrozis (CF) vagy
a tid6transzplantalt betegekben kialakuld bronchiolitis obliterans szindroma (BOS)
alapvetd patofiziologiai jellegzetessége a kronikus 1éguti gyulladas. A 1éguti gyulla-
das kialakulasaban szamos gyulladasos sejt és mediator vesz részt. A mediatorok
legtobbszor citokinek, kemokinek, novekedési faktorok, oxidansok vagy vazoaktiv
anyagok. Mivel a kiilonboz6 tiiddbetegségekben a 1€ghti gyulladast eltérd sejtes és
mediatorképzési aranyok jellemzik, és mivel ugyanazon tiidobetegségnek tobbféle
fenotipusa is lehet, az egyes korképekben eltérd gyulladasos sejt és mediator mintd-
zatok fordulhatnak el§.

Kozismert, hogy a mindennapi klinikai gyakorlatban a tiiddbetegekben
zajlé 1égati gyulladasra nem vagy csak indirekt modon lehet kovetkeztetni. A tid6-
betegségek diagnosztikdjaban hasznalt spirometrids paraméterek ugyan fontos jel-
lemzdk, azonban a léguti gyulladas megitélésére nem alkalmasak. Hasonloan, a
vérvizsgalatok sem adnak megfeleld informaciot e gyulladasos folyamatokrol.

Mindezekkel szemben, a kilégzett gazok, a kilégzett levegd kondenzatum
(EBC) vagy az indukalt kopet vizsgalataval a 1égutakban zajlé gyulladasos folyama-
tok kozvetlenill megitélheték. E non-invaziv vizsgalomodszerek koziil az indukalt
kopet vizsgalata és a frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid (FENO) mérése néhany
gyogyintézetben mar a klinikai gyakorlatban is hozzaférhetd, bar hasznossaguk még
az asztmas tipusu 1éguti gyulladas vizsgalatdban is mai napig vitatott. A FENO-
mérés szerepe mas tiidébetegségek, igy példaul a COPD-t illetéen még bizonytala-
nabb. Ugyanakkor kiilonleges alkalmazasi teriilet lehet a tiidtranszplantalt betegek
pulmonalis sz6védményeinek (1éguti infekciok, BOS) diagnosztikéaja.

Az elmult években szamos kozlemény jelent meg gyulladasos mediato-
roknak a kdpetben és/vagy az EBC-ben valé kimutathatosagarol kiilonbdzé tiidobe-
tegségekben. Egyes szerz6k a kimutatott mediatoroknak bioldgiai nyomjelzd, un.
biomarker funkciot is tulajdonitanak. A biomarkerek a jovOben a gyulladas
fenotipizalasaban és monitorozasaban, vagy a betegek terdpias valaszkészségének

megitélésében segithetik a klinikusokat. Az eikozanoidok a mediatorok fontos cso-
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portjat képviselik, szerepiik az asztmaban jol ismert, mig mas korképekben, igy
példaul a COPD-ben funkciojuk sok szempontbol tisztazatlan.

Az EBC egyik legigéretesebb biomarkere a kémhatasa, azaz a pH-ja. A
feltételezések szerint a légutak savasodasa a 1éguti gyulladas egyik jellemz6 kiséro-
je. Az eddigi adatok azonban ellentmondasosak, és Gigy tiinik, hogy az alkalmazott
méréstechnika jelentdsen befolyasolja a kapott eredményeket. MegfelelGen standar-
dizalt modszer kimunkalasaval korabban széleskorii méréseket nem végeztek.

Az eddig ismert biomarkerek egy masik csoportja a tiidében zajlo oxidativ
stressz mértékérdl ad informaciot. Az oxidativ stressz 1ényege az oxidans anyagok
l1éguti felhalmozddasa, ami a gyulladas fenntartasan, kiillonb6z6 vazo- és broncho-
konstriktor hatasti mediatorok termel8désén és a tiidd szoveti strukturdinak kozvet-
len karositasan keresztiil jarul hozza a tiidébetegségek kialakulasahoz. Az oxidativ
stressz kiilondsen a COPD-ben jatszik kdzponti patofizioldgiai szerepet a dohanyfiist
nagy mennyiségli oxidans tartalma miatt. Munkacsoportunk feltételezése szerint, az
oxidativ stressz monitorozasanak egyik modszere lehet a malondialdehidnek (MDA-
nak) — mint a lipidperoxidacié egyik ismert melléktermékének — a 1éghiti mintakban
val6 koncentracio valtozasanak mérése.

A 1égnti biomarkerek kutatasa kozel két évtizedes multra tekint vissza az
Orszagos Koranyi Tbe és Pulmonologiai Intézet Korélettani Osztalyan. A kutatasok
megalapozoja Horvath Ildikoé professzorasszony volt. E kutatomunkaba gyogyitd
klinikusként bekapcsolodva kettds cél vezérelt: (i) pontosan és reprodukalhatoan
mérheté biomarkerek meghatarozasa 1éguti mintakban, valamint (ii) a biomarkerek
klinikai alkalmazhatosaganak vizsgalata kiilonboz6 tiidébetegségekben.

Disszertaciomban az elmult 10 évben tiidébetegeken végzett kutatasaimat
foglaltam Ossze. Vizsgalataink részben gyulladdsos mediatorok és oxidativ stressz
markerek mennyiségi kimutatasara, részben a légati pH mint biomarker szerepének
tisztdzasara iranyultak. Vizsgalataink egy masik csoportjaban a FENO-mérés lehet-
séges klinikai felhasznalasat elemeztik COPD-s, illetve tiid6transzplantalt betegek-
ben. A vizsgalatokba az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai Intézetben kezelt
betegeket vontuk be, kihasznalva az Intézetben megforduld betegek hazankban sok

szempontbdl egyediilallonak tekinthetd soksziniiségét.
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2. CELKITUZESEK

Az értekezésben ismertetett kutatomunkam célkitiizéseit

az alabbiakban foglalom 6ssze:

A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid mérés szerepének meghatarozasa
a tiidétranszplantalt betegek pulmonalis sz6védményeinek diagnosztikaja-
ban.

A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid koncentracidjanak vizsgalata a
kronikus obstruktiv tiiddébetegség akut exacerbaciojaban, a mérés predik-
tiv értékének maghatiarozasa a betegek funkcionalis valaszkészsége szem-
pontjabol.

A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid és a kopet sejtprofil kapcsolata-
nak vizsgalata krénikus obstruktiv tiidébetegség akut exacerbaciéjaban.

A kilégzett levegé kondenzatum pH-janak vizsgalata asztma és krénikus
obstruktiv tiidébetegség akut exacerbaciéjaban.

A Kkilégzett levegé kondenzatum pH-janak vizsgalata cisztas fibrozisban,
rosszindulati tiidédaganatban és bronchiolitis obliterans szindrémaban
szenved6 tiidébetegekben.

A Kkilégzett levegé kondenzatum citokin mintazatianak vizsgilata rosszin-
dulati tiildédaganatban és bronchiolitis obliterans szindrémaban szenvedd
tiidébetegekben.

Az oxidativ stressz vizsgalata kronikus obstruktiv tiidébetegségben a léguti
malondialdehid koncentracié meghatirozasa alapjan.

Eikozanoidok vizsgalata kronikus obstruktiv tiidoébetegségben szenvedd

betegek kopetében.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek és vizsgalati protokollok

A vizsgalati protokolltol fliggben az asztmas, a COPD-s és a CF-es betegeket stabil
klinikai allapot vagy akut exacerbacio jellemezte. Az exacerbacid miatt korhazi
felvételre szorult betegeknél mintagytijtésre és funkcionalis mérésekre két alkalom-
mal kertilt sor: eloszor a betegek korhazi felvételekor, majd masodszor a kezelést
kovetden a betegek korhazbol vald tavozasakor. A tiidédaganatos betegekben a
mintagytijtés az onkoldgiai kezelés elbtt tortént. A tidStranszplantalt betegeknél a
mintagyiijtésre stabil klinikai allapotban vagy léguti infekcio/BOS kialakuldsa soran

kertilt sor. A vizsgalatokat az Intézet Etikai Bizottsdganak engedélyével végeztiik.

3.2. Légzésfunkcios vizsgadlatok
A légzésfunkcids vizsgalatokat elektronikus spirométerrel (MEDICOR MS-11,
Piston Kft., Budapest) végeztiik.

3.3. FENO-mérés

A FENO mérésére kemilumineszcens analizatort (Model LR2500; Logan Research,
Rochester, UK) hasznaltunk, 250 vagy 50 mL/sec kilégzési aramlasi sebesség mel-
lett.

3.4. Kopet gyiijtés, feldolgozas és kiértékelés

A kopetindukeio hipertonias (4%) sooldat ultrahangos porlasztoval valo belélegezte-
téssel tortént. Spontan kopetet a reggeli orakban gyijtottiink. A kopetmintakat
dithiothreitol segitségével dolgoztuk fel.

3.5. EBC gyiijtés
Az EBC gyfijtése EcoScreen (Jaeger, Hoechberg, Németorszag) és/vagy R-Tube
(Respiratory Research Inc., Charlottesville, VA, USA) tipusi kondenzatorokkal,

konstans koriilmények kozott tortént.
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3.6. EBC pH-janak meghatarozasa
Az EBC pH-jat a laboratoriumunkban korabban kifejlesztett szén-dioxid
standardizacios modszerrel mértiik. A mérések reprodukalhatosagat eldkisérletekben

vizsgaltuk.

3.7. Citokin microarray

A vizsgalatok soran az EBC mintakbol 1-2 mL-t liofilizaltunk, majd a mintakat
csoportonként egyesitettiik (poolozds). A poolozott EBC frakciokat 120 kiilonboz6
citokin parhuzamos detektalasara alkalmas microarray (Raybiotech Inc., Norcross,
GA, USA) vizsgalatnak vetettiik ald.

3.8. MDA-mérés az EBC-ben és a kdpetben

folyadékkromatografia (HPLC, Jasco FP-2020 Plus, ABL&E-Jasco Ltd., Budapest,
Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg. A méréseknél intra- és inter-assay
reprodukalhatosagot és napi variabilitast szamoltunk. A kopetindukcionak az MDA

szintre gyakorolt hatésat el6kisérletekben vizsgaltuk.

3.9. Eikozanoid-mérés a kdpetben
A kopetfeliilaszok leukotrién-B, (LTB,), ciszteinil-leukotrién (cisz-LT), 8-
enzim immunoassay moédszer (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) segitségé-

vel mértiik.

3.10. Statisztikai analizis

Az adatokat varianciaanalizis, Student-féle t-proba, Wilcoxon elGjeles rang-proba,
Mann-Whitney vagy Newman—Keuls teszt segitségével elemeztiik. A korrelacios
koefficienseket a Pearson- vagy a Spearman-modszer szerint szamoltuk. A prediktiv
értéket a Receiver Operating Characteristic gorbe analizise alapjan, mig a reprodu-
kalhatosagot és a variabilitast a variacids koefficiens és a Bland—Altman teszt segit-

ségével hataroztuk meg. A kiilonbségeket p<0.05 esetén tekintettilk szignifikansnak.
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4. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

4.1. A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid mérés szerepének meghatarozasa

a tiiddétranszplantalt betegek pulmonalis szovédményeinek diagnosztikajaban.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a tiid6transzplantalt betegek 1éguti infekcidja
soran a FENO koncentraci6 szignifikinsan megemelkedik, ami segitheti az infekcio
diagnézisanak felallitasat. A FENO-mérés infekcio-szlirésre ugyanakkor az alacsony
szenzitivitas (57%) miatt csak korlatozottan alkalmazhat6. Az infekciokkal ellentét-
ben a BOS kialakulasa nem okoz szignifikans FENO koncentracio emelkedést, igy e

szovédmény diagnosztikajaban a FENO-mérés szerepe nem jelentds.

4.2. A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid koncentracidjanak vizsgalata a

értékének maghatarozasa a betegek funkcionalis valaszkészsége szempontjabol.

Kovetéses vizsgalatunkban Kimutattuk, hogy exacerbacié miatt hospitalizalt COPD-
s betegekben a FENO szint szoros, pozitiv korrelaciot mutat az exacerbacio kezelése
soran elért er6ltetett kilégzési masodperctérfogat (FEV;) novekedésének mértékével.
Kimutattuk tovabba, hogy 26.8 ppb-s optimalis FENO hatarérték mellett a terapiara
reagald és nem reagald (FEV-ndvekedés szempontjabol) alcsoportok 74%-0s szen-
zitivitassal és 75%-0s specificitassal elkiilonitheték egymastol. A FENO és a FEV -
novekedés kozott kimutatott dsszefiiggéseket nem befolyasolta a betegek dohanyzasi

statusza vagy inhalacios kortikoszteroidokkal vald kezelése az exacerbacié elott.

4.3. A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid és a kopet sejtprofil kapcsolata-

nak vizsgalata krénikus obstruktiv tiidobetegség akut exacerbaciéjaban.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az exacerbacioban 1évé és kopet eosinophiliat
(>3%) mutato COPD-s betegek funkcionalis valaszkészsége (AFEV;) nagyobb a

kopet eosinophilidval nem rendelkezd, azaz kizardlag neutrophil 1éguti gyulladassal
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jellemzett betegekhez képest. Vizsgalatunk soran azt is igazoltuk, hogy (i) a FENO
szint szoros pozitiv korrelaciot mutat a kopet eosinophilsejtszamaval, tovabba (ii) a
FENO j6 prediktiv értékii biomarkere a kopet eosinophilianak exacerbacioban 1év6
COPD-s hetegekben.

4.4. A Kkilégzett levegé kondenzatum pH-janak vizsgalata asztma és krénikus

obstruktiv tiidébetegség akut exacerbaciéjaban.

Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, az exacerbacioban 1évo és korhazi ellatasra
szoruld asztmas betegek EBC mintai savasabbak az egészségesekhez képest. Az
exacerbacié kezelése soran az asztmas betegek EBC pH-ja normalizalodott, ami
felveti e betegcsoportban a pH lehetséges 1égati biomarker szerepét a korkép moni-
torozasaban. Ugyanakkor a COPD-s betegek akut exacerbacidja soran a kondenza-
tum kémhatésa szamottevé valtozast nem mutatott. Munkank soran azt is igazoltuk,
hogy (i) az R-Tube tipust kondenzatorral gyiijtott EBC mintdk pH-ja szamszeriisé-
gét tekintve kisebb az EcoScreen késziilékkel gylijtott mintdkéhoz képest, (ii) a
dohanyzas csokkenti a kondenzatum pH-jat, (iii) az EBC mintak nyallal valé konta-
minécidja kizarhatd, tovabba (iv) a pH a spirometriai paraméterekkel korrelaciot

egyik betegcsoportban sem mutat.

4.5. A Kkilégzett levegé kondenzatum pH-janak vizsgalata cisztas fibrozisban,
rosszindulatu tiidédaganatban és bronchiolitis obliterans szindrémaban szen-

vedé tiidébetegekben.

Keresztmetszeti vizsgalataink eredményei szerint: (i) az EBC pH-ja CF-ben vagy
rosszindulatt tidédaganatban szenvedd betegekben nem tér el az egészségesekben
mért értéktdl, (i) a tiid6transzplantlt betegeken végzett kovetéses vizsgalataink
szerint a BOS kialakulasa savasodast nem okoz, valamint (iii) a szamszerti pH érté-
kek vizitek kozotti variabilitasa a BOS-ban szenved6 és a BOS-mentes betegekben
hasonlo. Mivel a transzplantaltak nagy része BOS 1 stadiumba keriilt a vizsgalat

soran, megéllapitasunk mindenekeldtt a BOS korai idészakéban helytdllo. Osszessé-
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gében, mérési eredményeink nem tamogatjak a pH-mérés esetleges alkalmazasat e

korképek diagnosztikajaban.

4.6. A kilégzett levegd kondenzatum citokin mintdzatanak vizsgalata rosszindu-
latu tiidédaganatban és bronchiolitis obliterans szindromaban szenvedé tiid6-

betegekben.

Vizsgalatainkban részben azt mutattuk ki, hogy a tiidédaganatos betegek kondenza-
tumanak citokin mintazata eltér a daganatban nem szenvedd kontroll személyek
kondenzatumanak citokin mintazatatol. A legnagyobb eltérést, mégpedig novekedést
a CCL28 faktor esetében tapasztaltuk, mig a legjelentésebb csokkenést a FGF-6-nal
mértiik. Megallapitottuk tovabba, hogy a BOS szovodményében szenvedd és a BOS-
mentes tiidtranszplantalt betegek is megkiilonboztethetdk az EBC citokin mintazata
alapjan. A BOS-ban szenvedd betegekben kilenc citokin szintje mutatott legalabb 2-
szeres novekedést, mig négy citokin szintje legalabb 2-szeres csokkenést a BOS-
mentes kontroll csoporthoz képest. Minthogy e méréseket tobb betegbdl egyesitett
(poolozott) EBC mintakon végeztiik, a jovoben az adatok individualis EBC mintak

szintjén valo validalasa sziikséges.

4.7. Az oxidativ stressz vizsgalata kronikus obstruktiv tiidébetegségben a léguti

malondialdehid koncentraciéo meghatirozasa alapjan.

Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, hogy (i) a kopet MDA koncentracioja stabil
COPD-s betegekben szignifikansan magasabb az egészséges emberekéhez képest,
(if) COPD akut exacerbacidja soran a kdpet MDA szintje tovabb emelkedik, majd
(i) az exacerbacio kezelés utan az MDA szint csokken. Az MDA szintjének csok-
kenése leginkabb azokban a betegekben volt kimutathato, akiknek a 1égati aramlas-
korlatozottsaga (AFEV;) is jelentésen javult a kezelés soran. Eredményeink arra

oxidativ stressz-hatds mértéke jol nyomon kovethetd (monitorozhatd) COPD-s
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betegekben. Mindezen klinikai szempontbodl kedvez$ megallapitasainkkal ellentéte-
sek azok a mérési eredményeink, amelyek COPD-es betegek és egészségesek EBC
mintaiban az MDA koncentracidinak &sszehasonlitasaira vonatkoznak. A nevezett
két vizsgalati csoport EBC mintdinak MDA szintje nem mutatott kiilonbséget, ami-
nek elsédleges okat a markernak az EBC-ben észlelt nagyfoka napi koncentracio-

variabilitdsaban lehet keresni.

4.8. Eikozanoidok vizsgalata kronikus obstruktiv tiidébetegségben szenvedd

betegek kopetében.

Vizsgélataink soran kimutattuk, hogy stabil allapotd COPD-s betegek kopetében a
PGE, koncentracioja nagyon alacsony, ugyanakkor a koncentracidé szintje
exacerbacio esetén kifejezetten megemelkedik, majd az exacerbacio kezelését kove-
téen csokken. A kopet LTB, és 8-izoprosztan szintje szintén emelkedik COPD
exacerbacioban, azonban e mediatorok koncentracidja a betegek kezelése utan to-
vabbra is magas marad. A cisz-LT szintek a kdpetben exacerbacidban szamottevGen
nem valtoztak, ami arra utal, hogy az eikozanoidok ezen csoportja feltételezhetden
nem jatszik meghatarozo szerepet az exacerbacidval 6sszefiiggd gyulladasos folya-
matokban és 1égzésfunkcios romlasban COPD-s betegekben. Eredményeink alapjan
viszont igéretesnek tiinik a PGE,-nek 1éguti biomarkerként valo alkalmazésa a jov6-

ben, bar ennek is még tovabbi vizsgalata sziikséges.
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5. KOSZONETNYILVANITAS

Akadémiai doktori munkdmhoz kapcsoldodéan mindenekel6tt koszonetemet fejezem
Ki Strausz Janos professzor tirnak, az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai Inté-
zet korabbi, és Kovdcs Gabornak, az Intézet jelenlegi féigazgatd féorvosanak, akik
lehetdvé tették, hogy a gyogyitd munkam mellett tudomanyos kutatomunkat is
végezhettem az Intézetben.

Halas vagyok Barta Imre biologus kollégamnak, akinek a tanacsai és kriti-
kai észrevételei nagyban segitették az értekezésben leirt vizsgalatok megvalosulasat.
Kosz6nom a sok egyiittgondolkodast, a sok segitséget a palyazatok megirdsaban és
az angol nyelvii k6z6s kdzlemények nyelvi kontrollalasat.

Harnasi Gabriella biologus az MDA-mérések, Mikoss Maria, Hernadi
Janosné és Csoszor Janosné asszisztensek a mintak gyijtésében, valamint a FENO
és a pH-mérések elvégzésében voltak segitségemre. Koszonom Kelemen Krisztina
orvos kollégamnak a CF-es betegek toborzasaban nyujtott segitségét. A pH mérés-
technika kidolgozasa Kullmann Tamds, korabbi doktorandusz kollégank nevéhez
flizédik.

Koszonet illeti Czebe Krisztina és Fillinger Janos korabbi, valamint Sotér
Szabolcs, Drozdovszky Orsolya jelenlegi PhD hallgatéimat, akik a kutatdomunkaba
bekacsolodva segit6i is voltak a vizsgalatok megvaldsulasanak. Koszonom Pap
Dalma és Juhdsz Agnes tudomanyos diakkori hallgatoim lelkesedését is, mellyel az
osztalyon folyd kutatomunka felé¢ fordultak. A hallgatok toborzasaban Zsembery
Akos egyetemi docens (Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutato- és Human
Elettani Intézet) volt segitségemre.

Koszonetet mondok Kaldsz Huba professzor emeritusnak (Semmelweis
Egyetem, Farmakologiai és Farmakoterapias Intézet) a HPLC vizsgalatokhoz nyuj-
tott értékes tanacsaiért, valamint Kardos Zsuzsanndanak, a kémiai tudomanyos kan-
didatusanak az eikozanoidok irodalmanak feldolgozasa soran nyujtott értékes utmu-
tatasaiért.

Koszonettel tartozom  Csiszér Eszter nyugalmazott —osztalyvezetd

féorvosasszonynak is, akinek szakmai iranymutatasa és segitsége mellett gyakorlo
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tidogyogyassza valhattam, és aki szintén tamogatta, hogy a gyogyitd-orvosi mun-
kam mellett aktiv kutatomunkat is végezhessek.

Kutatdi palyafutasom elinditasaban nagy szerepe volt Horvdth Ildiko pro-
fesszorasszonynak, akinek a vezetése mellett a tudomanyos kutatbmunkat az Inté-
zetben megismertem és megszerettem, és akinek a tandcsaira a késébbiekben is
szamos alkalommal tamaszkodhattam. PhD hallgatoként sokat tanultam Rosivall
LaszIlé professzor ur Nephrologiai Kutatolaboratoriumaban is (Semmelweis Egye-
tem, Korélettani Intézet), és az itt szerzett alapokat és tapasztalatokat a késdbbiekben
a pulmonoldgiai kutatomunkamban is felhasznaltam.

Koszonom a Magyar Tudomanyos Akadémianak, hogy két alkalommal is
odaitélte szamomra a Bolyai Janos Kutatasi Osztondijat. Az értekezésben leirt vizs-
galatok megvalosulasdhoz — a kutatasi dsztondij mellett — a Magyar Pulmonologiai
Alapitvany, az ETT 94/2003 sz. palyazata, valamint az OTKA F046526 és K83338
sz. palyazatai nyujtottak timogatast.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkdszonni Sziileimnek is, hogy
figyelmemet mar korabban a kisérletes tudomanyok fel¢ forditottak, és a tudoma-
nyos munka megbecsiilésére és szeretetére neveltek. Héalas vagyok Feleségem tii-

relméért és tamogatasaért is, amit a kutatdomunkam soran mindvégig t6le kaptam.
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