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1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3"-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil); 3-
octadecyl-2-[3-(3-octadecyl-2(3H)-benzoxazolylidene)- 1-propenyl]-,

perchlorate (DiO); 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES);
4,4'-dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonic acid (bis-ANS); 4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide =~ (MTT); 8-
Anilinonaphthalene-1-sulfonic acid (ANS); Alzheimer kér (AK); amiloid
prekurzor fehérje (amyloid precursor protein; APP); amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA); béta-amiloid (amyloid-beta; A,
AP1-42); cink transzporter fehérje 3 (zinc transporter 3; ZnT3); Cornu
Ammonis (CAl, CA2, CA3); dentate gyrus (DG); dimetil sulfoxide
(DMSO); disszociacios konstans (Kd); ethylenediaminetetraacetic acid és
Ca®- al szaturalt formaja (EDTA, CaEDTA); ex vivo rendszer (ex vivo
system; ExViS); HEPES-pufferelt sooldat (HEPES-buffered saline; HBS);
hilus (Hil); hosszutavu potencirozodas (long-term potentiation; LTP); human
béta-amiloid (h-Ap); human neuroblasztoma sejtvonal (SH-SYSY); laktat
dehidrogenaz (LDH); magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum;



FBS); mesterséges cerebrospinalis folyadék (artificial cerebrospinal fluid;
ACSF); mikrotubulushoz asszocialt fehérje 2 (microtubule-associated protein
2; MAP2); N-Methyl-D-aspartic acid vagy N-Methyl-D-aspartate (NMDA);
N-Methyl-D-aspartate ~ Receptor  (NMDA-R);  N,N,N',N'-tetrakis(2-
pyridinylmethyl)-1,2-ethanediamine (TPEN); nicotinamid adenin dinukleotid
fosztat (NADPH); normalizélt fluoreszcencia intenzitds (NFI); oldékony
amiloid prekurzor fehérje (soluble amyloid precursor protein; sAPPa);
optikai denzitas (OD); organotipikus hippokampalis agyszelet kultura
(organotypic hippocampal slice culture; OHSC); oxigén-gliikdz megvonas
(oxygen-glucose deprivation; OGD); patkany béta-amiloid (rat amyloid-beta;
ABA2His; r-Ap); propidium jodid (propidium iodide; PI); serkentd
posztszinaptikus mez6-potencial (field excitatory postsynaptic potential;
fEPSP); sokelektrodas rendszer (multi-electrode array; MEA); subiculum
(Sub); ,theta-burst” stimuléacié (TBS).

1. Bevezetés

Az Alzheimer-kor (AK) lefolyasa soran a hippokampusz neuronjainak 80%-a
karosodik és/vagy elpusztul. Ennek kovetkeztében a betegség elérehaladtaval
kognitiv zavarok jelennek meg, valamint dezorientacid és 11j — elsésorban az
idore és térre vonatkozd6 — emlékek Iétrejotte lehetetlenné valik. A
hippokampusz glutamaterg rendszerében az N-metil-D-aszpartat receptorok
(NMDA-R), nagy stirliségben fordulnak el6, igy ez az agyteriilet kiemelkedd
szerepet tolt be a memoéria és a tanuldas kozponti formaiban. A
posztszinaptikus NMDA-R lokalis regulacidja és aktivacioja olyan jelatviteli
kaszkadokat indit el, amelyek kulcsfontossaguak az tUn. hosszutava
potencirozodas (LTP) 1étrejottében és a szinaptikus plaszticitasban.

Az agyszelet-technikdk fejlodésével az ex vivo (él6 szervezeten kiviili,
szovetazonos szerkezettel) modellek egyre nagyobb jelentdségre tesznek szert
a  neurodegenerativ  betegségek  pathofiziologidjanak  szdvetszintii
tanulmanyozasaban. Az in vivo modellekkel szemben, alkalmazasukkor nincs
sziikség hosszadalmas és bonyolult miitétek elvégzésére, pl. az agyi sériilés
modellezése céljabol vagy szamos, Osszetett paraméter nyomonkdvetése
miatt, ugyanakkor megérzik az eredeti szoveti architekturat és sejt-sejt
kapcsolatok dinamikajat. A hippokampalis agyszeletek alkalmassagat a
szinapszisok szerkezeti és funkcionalis tanulmanyozasara szdmos tanulmany
validalta, mind molekularis, mind sejt- és halozati szinten. A hippokampalis
agyszeleteken végzett sikeres, ill. fiziologiailag relevans mérések egyik
kulcsfontossagu tényezdje az életképesség minél hosszabb ideji fenntartasa
az in vivo fiziologias koriilmények biztositasaval. Ennek érdekében
laboratoriumunk  kifejlesztett egy késziiléket, egy un. ex vivo rendszert
(ExViS), amely koltséghatékony és mikodoképes megoldast nyujt az akut



agyszeletek ¢letképességének megoOrzésére, akar tobb oOras kezeléseket
igényld kisérletekben is.

Az AK soran kialakulo, un. szenilis plakkok egyik meghatarozé komponense
a béta-amiloid peptid (AP) kiilonb6zd szintii aggregadtuma. Bar e plakkoknak
is vannak karos tulajdonsagai (pl. disszociacids egyensulyi forrasok), az AP
szolubilis, oligomer formdir6l ma mar tudjuk, hogy kiilonosen
neurotoxikusak. Az AP aggregatumok toxicitdsanak és 1j gyogyszerjeldltek
védd hatasanak mérésére megbizhatd, gyors, reprodukalhatd, érzékeny és
relevans tesztekre van sziikség a kutatasban. Az ex vivo agyszeleteken végzett
elektrofiziologiai vizsgalatok mellett, az in vitro sejtkultirakon végzett
tetrazolium teszt (MTT) — amely a mitokondridlis NADH-aktivitasrol
tdjéjoztat — is altalanosan alkalamzott moddszer az AP toxikus hatasanak
vizagalatara. Célunk az volt, hogy egy olyan tjszer(i eljarast tervezziink,
amely képes az AP élettani hatdsainak kvantitativ mérésére a hippokampusz
szovetszintli kontextusaban. Mérési modelliinket az Gregedés egy relevans
eseményével egészitettiik ki: az AB1-42 kezelés mellett az akut hippokampalis
agyszeletek egy enyhe gliikdz-oxigén megvonason (OGD) is atestek. Az agyi
hipoperfuzio az AK egy ok-okozati jelensége, amely novelheti a betegség
kialakulasanak kockazatat. Az OGD-kezelt akut hippokampalis agyszeleteken
az AP toxicitas relevans modellként jelenik meg, amely ezéltal egyszert,
kvantitativ ex vivo modszerként szolgalhat potencialis védéanyagok
tesztelésére.

Az agyban ¢és a hippokampuszban megfigyelhetd neurodegenerativ
jelenségekrdl bovebb, mélyebb ismeretek szerezhetdk, ha a sejtszintii
fiziologiai vizsgalatainkat szdvetszintli statikus képalkoto eljarasokkal is
kiegészitjiik. In vitro sejttenyészeten, valamint akut hippokampalis
agyszeleteken egyarant az AP oligomerizacioval kapcsolatos vizsgalataink
bizonyitottak az oligomer-specifikus bis-ANS fluoreszcens festék neuronok
jelolésére valo alkalmassagat. E tanulmanyban kifejtettiik a bis-ANS ujszerti
alkalmazasi lehetéségét mechanikailag sériilt neuronok jelolésére az akut
hippokampalis szeletek felilletén és e tulajdonsagait a mar széleskorben
ismert és alkalmazott propidium jodid (PI) és a karbocianin alapu Dil
fluoreszcens festékek kontextusaban szemléltettiik.

Az endogén eredetl, glutamaterg forrast cink ionok (Zn*") kulcsofontossagu
szerepet jatszanak a szinaptikus plaszticitas, a tanulds és a memoria-kapcsolt
folyamatok megfelelé6 mitkdésében. Szamos tanulmany ramutatott arra, hogy
a cink homeosztazis felboruldsa — legyen sz6 cinktobbletrdl vagy hianyrol —
kapcsolatba hozhat6 kiilonbdzé neurodegenrativ betegségekkel, beleértve az
AK-t is. A neuronokbdl felszabaduld Zn** kdlcsonhatasba 1éphet az AB-val —
akar mar a szinaptikus résben is — ¢és kimutathatd az AK paciensek post
mortem feltart agyabol szarmazd szenilis plakkok centrumaban. A kivalasztott



Zn* kotédik az NMDA, AMPA és glicin receptorokhoz és altalaban
attenuacioval szabalyozza azok dinamikajat. A hippokampuszban talalhato
Zn*" elengedhetetlen feltétele az LTP indukcionak. A kodzelmultban publikalt
tanulméanyunkban kimutattuk, hogy amennyiben massziv Zn** felszabadulést
indukalunk az akut hippokampalis agyszeletek neuronjaiban, az AP1-42
szinte azonnal bis-ANS festékkel specifikusan jel6lhetd oligomerekké
aggregal. A jelenség kovetkeztében sériil az akut hippokampalis szeletek
¢életképessége és az LTP.

2. Célkitiizések

Doktor-jelolti  tanulméanyaim alatt végzett kutatds sordn, szoros
csapatmunkaval az alabbi célkitiizéseket valositottuk meg:

1. Az MTT ¢és a laktait dehidrogendz (LDH) tesztek ujszerii
alkalmazasa az AP1-42 aggregacidé hatdsanak vizsgdlatdban, az
Oregedd agyat modellezd akut hippokampalis agyszeletekre
finomhangolva;

2. A bis-ANS fluoreszcens festék Ujszerii alkalamazasi lehet6ségének
feltarasa az akut hippokampalis szeletek felszinén talalhaté neuronok
nyulvany-keresztmetszeteinek  jelolésére,  valamint  részletes
fluoreszcens képalkotasban val6 alkalmazasa az ex wvivo
hippokampusz strukturalis, szovetszintli kontextusaban;

3. A Zn* 4ltal indukalt AR aggregacio ex vivo modelljének kidolgozasa
és az aggregalt AB-Zn-precipitditum hatdsanak validalasa az
¢életképességre és szinaptikus miitkddésre.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Akut hippokampalis és mas agyszeletek elkészitése
Kloral-hidratos altatast (0,4 g/kg) kovetden a 10 + 1 hetes him patkanyokat
dekapitaltuk. A skalpbdr nélkiili fejet 1 percre jéghideg desztillalt viz ala
helyeztiik. Az agyat gyorsan kivettiikk, majd alacsony Ca*" és emelt Mg*'
tartalmi, 4 °C hoémérsékletli mesterséges gerincveldfolyadékba (ACSF,
preparalo oldat) meritettiik. A preparalé oldat sszetétele a kovetkezo volt (az
értékek mM-ban értenddk): NaCl 127; KC1 2; MgClI* 3,5; CaCl, 0,5; NaHCO;
25; d-gliikéz 10; pH = 7,4. Ezutan 0,4 mm vastagsaga agyszeleteket vagtunk
Mcllwain szdvetszeleteld késziilékkel a hippokampuszbol, a kisagybol ¢és a
neokortexbdl 4 °C homérsékleten. Az agyszeletek teriiletének méretét
preparald mikroszkop alatt hatdroztuk meg. A wellek teriilete (15 mm?)
szolgalt a kalibracié alapjaul. A =9 mm? teriiletli szeleteket tovabbi kezelés
céljabdl gyorsan a karbogenizacidés minikamraba (4.1 fejezetben ismertetett
ExViS) vagy festés esetén Petri-csészébe helyeztiik.



3.2. H-ACSF oldatok osszetétele kiilonb6zo kisérletekhez
Kisérleteinkben az aldbbi  4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsav
(HEPES)-tartalmu ACSF oldat-variaciokat alkalmaztuk (a mennyiségek mM-
ban értendok):

e H-ACSF/1: NaCl 122; KCI 3; CaCl, 0,3; MgCl, 3.7; NaHCO; 25;
HEPES 5; d-gliik6z 10; pH=7 4.

e H-ACSF/2: NaCl 132; KCI 3; CaCl, 2; MgCl, 2; NaHCO; 25;
HEPES 5; pH=7 4.

e H-ACSF/3: NaCl 120; KCI 3; CaCl, 2; MgCl, 2; NaHCOs; 25;
HEPES 5; d-glucose 12; pH=7,4 (normal kalcium, magnézium és
gliikoz szint)

3.3. Akut hippokampalis agyszeletek fluoreszcens festése

Az elkésziilt agyszeleteket, festés céljabol, a szovetszeleteld talcardl azonnal
Petri-csészébe helyeztiik. Mosas utan a szeleteket targylemezre helyeztik, a
mintat fed6lemezzel boritottuk. A fed6lemez és a targylemez tavolsagat egy
kétoldal ragasztopapir segitségével allitottuk be 0,4 mm-re. Minden, a
hippokampusz kdzépsd részebol (= 2 mm) szarmazo, anatomiailag ép szelet
alkalmas volt a kisérletekre. A festd oldat az alabbi kompnenseket tartalmazta
(a mennyiségek mM-ban értendék): NaCl 129; HEPES 20; NaHCO; 10;
szukroz 10 (pH = 7,4), kiegészitve 10 pM bis-ANS, 3 uM PI vagy 50 uM Dil
fluoreszcens festékekkel (1%-o0s dimetil szulfoxid [DMSO] oldatban). A bis-
ANS ¢és PI festékeket szimultan alkalmaztuk 10 percig, mig a bis-ANS/Dil
jelolés soran a kétféle festést egymas utan végeztiik el. Eloszor 15 percig
festettiink Dil-vel, majd a fent leirt Gsszetételi oldattal mostuk a mintat,
ezutan 10 percig festettiink bis-ANS-vel.

3.4. Neuroblasztoma sejtek tenyésztése és fluoreszcens festése

Az SH-SYSY neuroblasztoma sejtvonalat 24 oraig Petri-csészében 37 °C-on
szélesztettik 3x10* sejt/well és 5%-os konfluencia eléréséig, CO,
inkubatorban. A sejtek tapoldata az allabbiakat tartalmazta: Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (MEM):F-12 (1:1) fenol vords, 1-glutamin (4 mM),
penicillin (200 egység/ml), sztreptomicin (200 g/ml), MEM nem esszencialis
aminosav oldat (100x folyadék mg/L) és 10% magzati szarvasmarha szérum
(FBS). Miutan egy pengével egy egyenes vonal mentén vagast ejtettiink a
monolayeren, 10 percig inkubaltuk a sejteket bis-ANS és PI jelenlétében.

3.5. Fluoreszcens mikroszkopia

A méréseket szobahomérsékleten (24 °C) végeztiik. A képek egy 24-bites
Colour-View II FW kameraval késziiltek (2080 x 1544 pixel CCD
érzékenység), amely az OLYMPUS IX71 inverz fluoreszcens mikroszkop
képalkotod rendszeréhez kapcsolodott. A képeket az analySIS 3.2 szoftver



segitségével készitettiik és elemeztiik. A kiilonbozo festékek fluoreszeenciajat
az alabbi hullamhossz beallitasokkal detektaltuk: (ex./em.): 380/535 nm (bis-
ANS), 530/620 nm (PI) and 550/620 nm (Dil).

3.6. Hippokampalis szeletek AB1-42 kezelése

A szeleteket jéghideg H-ACSF/1 oldatban preparaltuk, majd fotokat
készitettiink, hogy meghatarozhassuk a teriiletiket. A kb. 9 mm? teriileti
szeleteket gyorsan athelyeztiik az ExViS minikamraba (max. 5 szelet 1 ml H-

ACSF/1 oldatban) és 30 percig kondicionaltuk karbogenizalt preparalo
oldatban (95/5% : 0,/CO,) szobahdmérsékleten (24 °C).

30 perc elteltével a hippokampalis szeleteket a minikamrabol 1 orara gliikoz-
mentes H-ACSF/2 oldatot tartalmazé (3 mL/Petri-csésze), karbogenizalastol
mentes Petri-csészébe helyeztiik. (A Petri-csésze egyenletes, korkords
mozgatasat BIOSAN TS-100 thermo shaker eszk6z segitségével biztositottuk
375 rpm-en.) 1 ora elteltével az agyszeletek médiumat H-ACSF/3 oldatra
cseréltiik (3 mL/Petri-csésze). A szeleteket az AB1-42 kezelésre athelyeztiik a
minikamrakba (max. 5 szelet 1 mL). 950 uL H-ACSF/3 oldathoz 50 uL
frissen elkészitett AP1-42 oldott oligomert adtunk (az AP1-42
végkoncentracioja: 20 pM). A habzast a minikamrakba helyezett, 5 mm
atmér6ji Gsz6 milanyag golydval gatoltuk meg. Pozitiv kontrollként
kalsszikus apoptototikus agensekkel kezeltiik a szeleteket (pl. NaN3, H202,
KCN és Thapsigargin).

3.7. MTT és LDH mérések

A szeletek 4 o6ras, 20 pM AB1-42 kezelése utan, az LDH mérésre szant
feliiliszot leszivtuk és kamranként 0,9 mL H-ACSF/3 oldatra cseréltiik,
amelyhez 0,1 mL MTT oldatot adtunk (5 mg/mL H-ACSF/3, az MTT
végkoncentracioja igy: 0,5 mg/mL volt). Az MTT hatdideje alatt (15 perc) a
kamraban (ExViS) sziinetelt a karbogenizalds. Hogy leallitsuk az MTT
tovabbi redukcidjat, eltavolitottuk a szeletekr6l a médiumot (H-ACSF/3),
majd tiszta DMSO-val (100 plL/szelet/well) kioldottuk a formazan
kristalyokat a szeletekbdl (30 perc 96-well plate-ben). Ezutan 70 pL DMSO-t
pipettaztunk at minden wellbdl (szeletrél) egy masik 96-well plate-be, hogy
az oldott formazan optikai denzitdsat (OD) plate reader segitségével
megmérjilk (550/620 nm). A kovetkezd képletet alkalmaztuk az adatok
szinkronizalasdnak érdekében: (OD550 — OD620)/szelet teriilete (mm?) =
100% a kontrollban (AB1-42-vel nem kezelt szeletek).

Az LDH méréshez a fentebb emlitett feliiliszot (H-ACSF/3) hasznaltuk. 10
percig 500 x g-n centrifugdltuk, majd az LDH aktivitast standard LDH kit
segitségével mértiik meg. Az eredményeket az alabbi képlet segitségével
szamoltuk ki: (OD450 — OD620)/szelet teriilete (mm?) = 100% a kontrollban
(AB1-42-vel nem kezelt kamrakbdl szdrmazo médium).



3.8. A vezikularis Zn** felszabadulasa és a felszabadult Zn** altal
indukalt AP oligomerizacié ex vivo detekalisa

A fluoreszcencia intenzitds valtozasanak kinetikdjat 96-well plate-specifikus
NOVOstar OPTIMA plate reader-rel mértiik, amelynek iivegszal optikaja (@
3 mm, 20 villanas/well/ciklus) lehetdvé tette az adott akut agyszelet teljes
feliiletének detektalasat a well-ben.

Miutan az agyszeletek 30 percig pihentek a minikamraban (ExViS)
szobahdémérsékleten, Ca**-mentes karbogenizalt ACSF-ben 30 masodpercig
mostuk 6ket 2 mL elomelegitett HEPES-pufferelt soéoldatban (HBS,
Osszetétele mM-ban: NaCl 125; KCI 2; CaCl, 2; MgCl, 2; HEPES 25; d-
glikoz 12; pH=7,4; 36 °C). Ezutan az agyszeleteket egy levagott hegyl
pipetta (20-200 pL tipus) segitségével a plate well-ekbe helyeztiik (a wellek
aljanak teriilete: 15 mm?). A szeleteket a médiummal egyiitt helyeztiik at: 120
uL HBS/well. A HBS oldatot ezutan 6vatosan leszivtuk a szeletekrdl és — a
mérés céljatol fliggden — az alabbiak egyikével helyettesitettiik:

a) RhodZin3, a Zn*'-specifikus fluoreszcens festék HBS-ben oldva (10uM, 40
uL/well), hogy az endogén felszabaduld Zn*'-et detektalhassuk; vagy

b)Bis-ANS, AB oligomer-specifikus  fluoreszcens fest¢k 10 uM
koncentracioban az AB-Zn** aggregacio detektalasdra. Ennek érdekében, a
bis-ANS-HBS oldatot szintetikus human vagy patkany A peptiddel (50 uM)
egészitettiik ki. Minden mérés eldtt az AP peptid oldatot (0,5 mM) frissen
készitettiik el desztillalt vizzel (pH=5).

Minden well kozepén egy immobilizalt szelet foglalt helyet. Az
immobilizaciot egy 40 pm poérus atmérojii, kerek mianyag hald biztositotta.
Az eszkoznek nem volt auto-fluoreszcenciaja és keramia csipesszel fogtuk
meg. E folyamat legfeljebb 2 percet vett igénybe 10 szeletenként. A plate-et
35-36  °C hémérsékletre elomelegitettiik. A plate reader belsejének
hémérséklete 36 °C volt. A szeletkre helyezett miianyag halo és a well teteje
kozotti tavolsagot egységesen 9 mme-re allitottuk be egy 8,9 mm-nél jeldlt
mianyag csé segitségével.

A KCl kezelést (végs6 koncentracio: 50 mM) a plate reader-be épitett mikro-
pipettor segitségével hajtottuk végre (pipettazhaté mennyiség alsé hatara: 1
pL), 420 pL/masodperc pipettazasi sebességgel. A fluoreszcencia
intenzitisinak mérését 1 perccel a KCI kezelés elétt inditottuk el. A Zn**-
felszabadulast és Zn>*-Ap precipitaciot detektald mérésekben a normalizalt
fluoreszcencia intenzitast (NFI) a kovetkez6 képlet segitségével szamoltuk ki:
(Fumax-Fo)/Fo]/szeletteriilet (mm?), ahol F, a festékek kezdeti fluoreszcencia
intenzitasa a kezelés el6tt; Fra.x pedig a fluoreszcencia intenzitds maximuma a
Zn*" felszabaduldsat kovetden. Egy ciklusban legfeljebb 10 well (1



szelet/well) szkennelhetd (RhodZin3 A ex. 550, em. 580 nm; bis-ANS: A ex.
350 nm, em. 540 nm).

Egy ciklus id6tartama 10 masodperc (1 masodperc/well, 20 felvillanas). A
Zn*-specifitdst CaEDTA hozzaadasaval ellendriztiik. Az emissziot a wellek
aljan mértiik.

3.9. Elektrofiziologiai mérések sokelektrodas rendszerrel (MEA)
Egy akut hippokampalis szeletet 3D-MEA chipre helyeztiink, amelyen 60
hegyes 60 pm magas elektroda helyezkedett ell 100 pm-es tavolsagra
egymastol. A szeletrdl eltavolitottuk az oldatot és egy halo segitségével
immobilizaltuk. A szeletet a detektalas alatt folyamatosan karbogenizalt
ACSF oldattal perfundaltuk (1,5 mL/perc; 34 °C). A vizsgalat el6tt a
szeleteket kétszer atmostuk ACSF oldatban majd tovabbi 1 6ran at inkubaltuk
a minikamraban, hogy meggy6zddhessiink rola, hogy a preparalds soran nem
maradt vissza K vagy peptid a médiumban. A szeleteket ezutin 30 percre
stabilizaltuk a MEA chipen.

Az adatokat sokcsatornas rendszeren rogzitettilk. A Schaffer-kollateralisokat
kétfazisu hullamforma (100 + 100 ps) aram injektalasaval stimulaltuk 0,033
Hz frekvenciaval egy valasztott elektrodan. Minden szeleten azonos régiobol
valasztottunk elektrodat. A CAl proximalis stratum radiatum régidjabol
szarmazé serkentd posztszinaptikus mezé-pontencidlok (fEPSP) amplitado
cstcsait vizsgaltuk. Egy 30 perces inkubacios periddust kdvetden, a szeleteket
folyamatosan kozepes erejii stimulusokkal ingereltiik. Amikor leaglabb 20
percre sikeriilt stabil fEPSP-t eldidézni, meghataroztuk az ingerlés
kiiszobértékét, majd felvettiik a stimulus - kivaltott valasz gorbét fokozatosan
ersitve az ingerlést (I-O gorbe, azaz input-output) a maximalis
ingerelhetdség eléréséig. A kiilonbozo kezelési csoportok I-O gorbéje kozott
nem volt szignifikans kiilonbség. A stimulusok intenzitasat folyamatosan
noveltiik 120 pA-ig, 10 pA-es Iépésekben. A teszt stimulus erfsségét a
kiiszobinger és a maximalis stimulus kozotti intervallum 30%-ara allitottuk.
10 perces stabil kontroll szekvencia utan théta-burst stimulacioval (TBS; 15 x
100 Hz-es burst vonatok, 5 impulzus/burst, 200 ms torés intervallumok) LTP-t
indukaltunk, maximalis intenzitast stimulalds utan 60 percig rogzitettiik az
fEPSP értéket.

3.10. Statisztika

Az eredményeket az értékek atlagaban + az atlag standard hibéja (S.E.M)
adtuk meg. A statisztikai analizist és az eredmények abrazolasat Microsoft
Excel és SPSS 10.0 szoftverben Student-t teszttel €&s ANOVA Bonferroni post
hoc teszttel végeztiik el. A csoportok kozotti kiilonbségeket a kontroll

mérésekhez viszonyitva adtuk meg. Az értékeket szignifikdnsnak tekintettiik,
ha p<0.001 és p<0.05.



4. Eredmények

4.1. Az akut hippokampalis agyszeletek életképességét és a béta-
amiloid toxicitasat vizsgalo kisérletek

4.1.1 Megoldas az akut agyszeletek tobb oras kezelése miatt sziikséges
tulélésére az ExViS sajat fejlesztésii rendszer segitségével

Az akut, ex vivo agyszeleteken végzett, lentebb emlitett kezelések €s toxicitas
mérések a szeletek 4-6 Oras talélését igénylik. Hogy az agyszovetbdl preparalt
szeletek megorizhessék "akut" jellegiiket, egy specidlis, a laboratériumunkban
kifejlesztett, karbogenizacios (5% CO,, 95% O-) rendszerbe helyeztiik Sket
(ExViS). A késziilék kiemelkedden fontos egységét képezik a legdmbolyitett
végli, | mL munkatérfogata kis kamrak. A kezelés, illetve a karbogenizacio
szoba- és testhomérsékleten (36 °C) is végbemehet ebben a gumitdmitéses,
csavaros kupakkal szemi-hermetikusan lezart rendszerben. A csavaros kupak
manualis, precizids kontrollt biztosit a megfelelé karbogenizaciés nyomads
beallitasara. A dugdn fiiggdlegesen keresztiilhalad egy tii (9=0,6mm), amely
a kamran kiviil egy kemény milanyagcséhoz csatlakozik. A csOben egy
gaznyomast szabalyozd billentyl talalhat6. Minél tobb agyszelet keriil egy
kamraba, annal rovidebb ideig biztosithatd az életbenmaradasuk azonos
térfogatit médiumban. Legfeljebb 10 hippokampalis agyszelet inkubalhato
biztonsagosan 30 percig ugyanabban a kamraban. Az ezen a rendszeren
alapul6, késébbiekben kifejlesztett hasonld metodikankban, amelyet ebben a
dolgozatban is részletezek, ahol az akut hippokampalis agyszeleteket az A
toxicitds mérésére hasznaltuk (MTT és LDH teszttel), az életbenmaradast a 4
oras kezelés soran is biztositani tudtuk (5 szelet/1mL).

4.1.2 Az ExViS validalasa

Az ExViS srendszert MTT életképességi teszttel és elektrofizioldgiai méréssel
validaltuk.

Az MTT teszt eredménye: 30 ¢és 180 perc karbogenizacid utan nem talaltunk
kiilonbséget az akut hippokampalis agyszeletek mitokondrialis redukald
képessége, azaz ¢letképessége kozott. Ugyanakkor, a nem karbogenizalt
agyszeletek életképessége szignifikansan lecsokkent mar kevesebb mint 180
perc elteltével.

Elektrofiziologiai eredmények: Vizsgaltuk a TBS-el indukalt LTP-t, hogy
kideritsiik, karosul-e egy-egy hosszabb kezelés/inkubacid alatt a szinaptikus
transzmisszio. A hippokampusz CA1 disztalis és proximalis stratum radiatum

novekedése mindkét régioban kitartott 60 perccel a TBS utéan is.

4.1.3 Az AP1-42 toxicitas mérése gliikéz-oxigén megvonason atesett
hippokampalis agyszeleteken MTT és LDH tesztekkel

Az altalunk kidolgozott protokoll az alabb felvazolt Iépésekben valosult meg:

10



1. Az agy eltavolitasa és az akut hippokampalis szeletek preparacidja
utan ezeket 30 percre karbogenizalt H-ACSF/1 oldatba helyeztiik 24
°C homérsékleten, a fentebb emlitett ExViS rendszerben.

2. Ezutén, 1 6ran at enyhe OGD-t alkalmaztunk athelyezve a szeleteket
a H-ACSEF/2 oldatot tartalmazo Petri-csészébe.

3. A szeleteket visszahelyeztikk a karbogenizalt minikamraba és
oligomer allapoti AB1-42 peptiddel kezeltiik 4 oran at H-ACSF/3
oldatban.

4. A szeletek életképességét MTT és LDH tesztekkel vizsgaltuk.

A két teszt egyiittes alkalmazasa az OGD hippokampalis modellben koherens
eredményeket adott az AB1-42 toxikus hatasara vonatkozoéan. Mind az MTT,
mind az LDH teszt kimutatta, hogy 1 ora pihentetés OGD koriilmények
kozott csokkenti az akut agyszovet életképességét. Az OGD és AP1-42
szimultan kezelés okozta a legnagyobb mértéki életképesség-csokkenést.

4.2. ADbis-ANS fluoreszcens festék uj alkalmazasi lehetéségei
neuronok jelolésére az akut agyszovetben

Kisérleteinkben, melyeket a kovetkezd fejezetben részletezek, a bis-ANS
nem-kovalens, extrinsik fluoreszcens festéket hasznaltuk, hogy megvizsgaljuk
a Zn*" és AP1-42 kozotti kapesolatot. E kisérletek soran, egy véletlennek
koszonhetden felfigyeltiink ra, hogy a festék alkalmas az akut hippokampalis
szeletek neuronalis strukturainak jelolésére a gyrus dentatus (DG), Cornu
Ammonis (CA) 1-3, hilus (Hil) és subiculum (Sub) régidkban.

A bis-ANS ujonnan felfedezett neuron-jelolé tulajdonsaganak vizsgalata
soran az alabbi megfigyeléseket tettiik:

1. A bis-ANS csak él6 szovetben ad specifikus jelet. Az akut, ¢é16
agyszeletekkel ellentétben, a formaldehiddel fixalt szeletek nem
specifikus, homogén jelet adtak.

2. NaHCO;-mentes oldatban a bis-ANS nem emittal specifikus
jelet 10 perc festés utan. Ugy tiinik, a bis-ANS fluoreszcenciaja
NaHCOs-fliggd. A mechanizmus nem ismert.

3. A bis-ANS csak membransériilt sejteket jelol. Nem differencialt
SH-SYS5Y monolayer neuroblasztdma sejttenyészeten egy penge
¢élével egyenes vonalll vagast ejtettiink a Petri-csésze aljan. 10 percig
bis-ANS-sel és Pl-dal (amely szintén csak mechanikusan sériilt
sejtekbe jut be) festettiik a sejteket, majd fluoreszcens mikroszkop
alatt vizsgaltuk a mintat. A digitalis képeket egymasra helyeztiik. Azt
tapasztaltuk, hogy a két festék csak a vagas mentén elhelyezkedd
sejteket jelolte.
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4.3. Az AB1-42 Zn** iltal elGidézett toxikus aggregaciéjanak hatasa
a sejt-életképességre és a szinaptikus funkciéra

4.3.1 K*-indukalt Zn** felszabadulas a kiilonb6z6 ex vivo agyszeletekben
A KCl-os kezelés (50 mM) a neuronok massziv depolarizacidjat idézi eld,
amelynek kovetkeztében Zn?" szabadul fel az extracellularis térbe (akut
agyszeletek médiumaba). A Zn?' felszabadulés intenzitasat kiilonbozd agyi
régiokbol szarmazo szeletekben mértiik a cink-specifikus RhodZin3
fluoreszcens festék alkalmazasaval. A fluoreszcencia intenzitas kinetikaja
szignifikdnsan kiillonbozott a thalamuszbdl, neokortexbdl illetve a
hippokampuszbdl szarmazé szeletekben. A legerésebb jelet a hippokampalis
szeletek produkaltdk, mig a thalamikus szeletek nem mutattak detektalhatd
Zn*'-felszabadulast. E tapasztalatok megegyeznek az irodalmi adatokkal.

4.3.2 Zn**-kel indukalt in vitro Ap aggregacié

jelenlétében. Az aggregaciét a bis-ANS oligomer-specifikus  festék
fluoreszcencidjanak segitségével detektaltuk. Azt talaltuk, hogy a Zn®'
hatasara (50 pM) a human AB1-42 (h-AB; 50 uM) aggregacidja masodpercek
alatt végbement, am a folyamat konnyen visszafordithaté volt miutan cink-
specifikus kelatort (CaEDTA, 0,5 mM) adtunk a rendszerhez. Zn*" hidnyaban
a h-Ap lassaban és tokéletleniil aggregalodott és ezt nem befolyasolta a KCl
hozzadaddsa sem, amelyet az endogén Zn*'-felszabadulds eldidézésére
hasznaltunk a tovabbi kisérletekben.

4.3.3 A K'-mal indukalt Zn**-felszabadulas hatisa az AB aggregacijira
ex vivo hippokampalis agyszeletekben

A h-AP gyorsan bis-ANS fluoreszcens festékkel detektalhatd oligomerekké
aggregalodott, miutan az akut hippokampalis agyszeletekben K'-mal Zn?*'-
felszabadulast idéztiink elé. A gyors h-Af aggregaciot gatolni lehetett, ha a
magas K'-tartalmi pufferbél a Ca®'-ot kivontuk, tehat az aggregalodast
serkent faktornak mindenképpen a szinaptikus aktivitds soran kellett a
médiumba keriilnie. Az aggregacié folyamata visszafordithatdé a cink-
specifikus CaEDTA hozzaadasaval és a K'-os kezelés nem okozott
detektalhatd aggregaciot a patkany AP (r-AP; APA2His) esetében. E két
megfigyelés alatimasztja, hogy az aggregaciot okozo faktor a Zn*',

4.3.4 Az akut hippokampalis agyszeletek ex vivo kezelése Zn**-kel és
AB-val

4.3.4.1 A Zn** és AP kezelések toxikus hatdsa

Az akut hippokampalis agyszeleteken MTT életképességi tesztet végeztiink,
miutdn azokat AP1-42 (h-AP) és Zn** kezelésnek tettiik ki (15 uM mindkét
kezelés). A szeleteket nem tettiik ki magas K" szintnek. Az MTT eredmények
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azt mutattik, hogy a 3 6rds Zn*" vagy AP1-42 kezelés nem csokkentette
jelentésen az életképességet, am a két agenssel vald egylittes kezelés
szignifikans (p<0.001) életképesség-csokkenést okozott. A kontroll esetében
nem tapasztaltunk életképesség-csokkenést a 3 oras inkubacid utan.

4.3.4.2 Az LTP sériilése Zn** és AP kezelések kivetkeztében

A Zn*'-kel kezelt szeletekben el8idézett valasz az 50-90 pA stimuldcios
tartomanyban szignifikansan kisebb intenzitasu volt a kontrollhoz képest. Az
h-AB-val kezelt szeletek eldidézhetdé valasza még kisebb volt. Nem vart
modon, azokban a szeletekben amelyeket egyszerre kezeltiink Zn**-kel és AB-
val, nem tudtunk a stimulusra adott valaszt kivaltani. 10 perces stabil
kontrollszekvencia rogzitése utdn LTP-t indukaltunk TBS-val. A maximalis
intenzitasu stimulaciéra kapott fEPSP értékeket 60 percig rogzitettiik. Az h-
AB-val és Zn*'-kel egyidejlileg kezelt szeletekben nem tudtunk LTP-t
kivaltani.

5. Diszkusszio

A hippokampalis agyszelet modelleket széles korben alkalmazzdk a
preklinikai és alapkutatdsban a szinapszisok struktirdjanak és mikodésének
molekularis, sejt- és halozatszintii vizsgalatara. Harom, az akut hippokampalis
agyszeleteken alapuld technikat fejlesztettiink ki és sikeresen alkalmaztuk
Oket kisérleteinkben, amelyekben modellezni szerettik volna az AP1-42
toxikus oligomerizacidjanak sejt-életképességre €s a szinaptikus miikddésre
gyakorolt hatasat szoveti kontextusban.

Az ExViS rendszer — amely egy ex vivo agyszovet modellek életbentartasara
alkalmas univerzalis minikamra rendszer — kifejlesztésének célja az volt, hogy
kiilonb6z6  idegrendszeri  betegségek  pathomechanizmusat, illetve
gyogyszerjeloltek hatasat tudjuk gordiilékenyen és koltséghatékonyan
vizsgalni. A késziilék gazdasagosan felépithetd és legfobb elénye a piacon
megtalalhaté hasonlé késziilékekkel szemben, hogy kis munkatérfogatban is
viszonylag hosszu ideig (3-4 ora) életbentarthatd az agyszovet. A kis
munkatérfogat (1 mL) kiilondsen hasznosnak bizonyul, amikor draga
kezeldanyagokkal kell dolgozni. Ezen kiviil, a késziilék un. "lebegtetd
inkubacidt" biztosit, ennek kovetkeztében az agyszeletek nincsenek olyan
nagymértékben kitéve a gravitacio-torzitd hatasainak, mint egy kétdimenzios
rendszer esetében. E minikamras késziilék alkalmassagat MTT teszttel és LTP
vizsgalattal validaltuk Wistar patkanybol szdrmazoé  hippokampalis
agyszeleteken.

E sajat rendszer lehetévé tette szamunkra, hogy ex vivo hippokampalis
agyszeleteken 3-4 6ras kezeléseket el6ird protokollokat tervezhessiink. Hogy
a szeletek életképességét vagy bizonyos kezelések hatasat szamszeriisitve
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mérni tudjuk, a sejtkulturakon széles korben alkalmazott MTT tesztet
"atszabtuk" az ex vivo hippokampalis szoveti modellre.

Az MTT és LDH tesztek megbizhato és viszonylag konnyen kivitelezhetd ex
vivo technikdknak bizonyultak az AP1-42 toxikus hatdsanak agyszovet
szeleteken végzett kvantitativ vizsgalataban. A modellt az Oregedés
szempontjabdl az OGD elékezeléssel kiegészitve igyekeztiink relevansabba
tenni. Az MTT ¢és LDH tesztek egyiittes alkalmazasa megbizhato
eredményeket szolgaltatott az AB1-42 toxikus hatasarél az OGD akut
hippokampalis  szeletmodellen. Mindkét kolorimetrikus  teszt az
¢életképességet méri az OD Osszefliggésében, amely az MTT teszt esetében
egyenesen, mig az LDH tesztben forditottan aranyos az életképességgel. Ez a
kiilonbség a két teszt eltérd hatasmechanizmusabol adodik: mig az MTT teszt
az ép sejtekre jellemzd mitokondrialis dehidrogenaz enzim aktivitasat méri,
addig az LDH a médiumba sejtkarosodas utjan kiiiriilt laktat-dehidrogenazt.
Az OGD és AP1-42 kezelés egyiittes hatdsa erdteljesebb életképesség-
csokkenést okozott, mint kiilon-kiilon alkalmazva. A metodikat klasszikus
toxikus agensekkel, mint a H,O, vagy a Thapsigargin is validaltuk.

Mikozben a Zn*' hatésat vizsgiltuk az AP1-42 aggregéacios hajlamara,
felfedeztiik, hogy az eredetileg kis rendezettségii oligomerek detektalasara
fejlesztett bis-ANS fluoreszcens festék képes bizonyos koriilmények kozott
neuronokat jeldlni az ex vivo agyszeleteken. A festék neuron-jelld
tulajdonsagait tehat mélyebben is megvizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a bis-
ANS membran-sériilt neuronokat fest az ¢l6 szdvetben, igy a szeletek vagasi
felszinén lehetévé teszi a nytlvany-keresztmetszetek mennyiségének képi
analizisét. A festék nem jeloli a neuronokat fixalt szoveten, illetve NaHCO;-
mentes festdoldatban. Ez utdobbi mogott rejlé mechanizmus még nem ismert.
A bis-ANS fluoreszcencia jelét kollokalizalni tudtuk sejtszinten PI jelével
(membran-sériilt neuronok DNS-ét jeldli) és régio szinten a csupan intakt
neuronokat jelolé Dil fluoreszcencidjaval. A bis-ANS tehat, oligomer-
specifitasa mellett, alkalmas az ex vivo agyszeletek neuronalis struktirainak
egyszeri és gyors vizualizicidjara, valamint a nyulvanysiriség
meghatarozasara képanalizal6 modszerekkel.

Az irodalmi adatokkal dsszhangban azt talaltuk, hogy a Zn*" és AP kozott
lejatszodo reakeid toxikus AP oligomereket képez és a folyamat a spontan
aggregacional rovidebb id6 alatt jatszodik le. Ennek kovetkeztében sériil az
LTP ¢és a hippokampalis agyszeletek mitokondrialis (NADH termelés)
aktivitasa.

Az extracellularis AP toxikus oligomerizaciojara egy olyan modellt javaslunk,
amelyben a Zn*" felszabadulasa fontos szerepet jatszik és az dregedéssel jard
rosszabb energiahaztartds miatt, a neurotranszmisszié soran, a sejtek Zn*'-
visszavétele kevésbé hatékony (1. abra). E mechanizmus kovetkeztében
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megnd az extracellularis Zn®* mennyisége, elOsegitve az AP gyors
tiriil. Az AP és a Zn* igy a szinaptikus résben keletkezd aggregatumokba
csapdazodik és a szinapszis sériiléséhez vezet. Zn**-specifikus keldtor
hatdsara az aggregatumok felbomlanak. A szinaptikus résbe iiriilt Zn**
visszavételének mechanizmusai tovabbi kutatasokat igényelnek. Jelenleg 24
cink-transzporter fehérjérdl tudunk, amelyek a cinket a citoplazmaba, a
vezikulakba (pl. a glutamaterg vezikulak ZnT3 cink-transzportere), vagy a
sejten kiviilre juttatjak. Ismert néhany olyan csatorna is, amely a sejtbe vald
visszajuttatast végzi, ugy mint a Divalent Metal Transporter 1, AMPA/kainat
és NMDA receptorok. A Zn** kapcsolodik az NMDA receptorhoz és
attenualja, gatolja azt, igy elméletiink szerint a Zn** az NMDA receptor
internalizdlasaval és reciklizalodasaval juthat vissza a sejtbe. (Az NMDA
receptor képes a Zn*'-felvételt szabalyozni, de nem ismert, hogy ez lenne a
Zn*"-visszavétel f6 utvonala).

Az in vivo és in vitro modellek néhany hatranyat kikiiszobdlve, az ex vivo,
akut agyszelet-technika alkalmasnak bizonyult a specifikus stimulusokkal
kozvetleniil kivalthatd molekularis események vizsgalatira, vagy az
¢életképességet és funkciot befolyasold kezelések hatasanak tanulmanyozasara
haromdimenzids szoveti kontextusban. A laboratdriumunkban kifejlesztett
akut hippokampalis szeleteken és az AB1-42 oligomer toxicitasanak mérésén
alapul6 metodika relevans és koltséghatékony kisérleti modellként szolgalhat
véddanyagok és hipotézisek tesztelésére viszonylag rovid id6 alatt. Lehetové
teszi az iterativ tesztelést, szovetszintii toxikologiat, valamint a részletes és
egyszerl képalkotast.
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Unsp ecific
background

Inhibitory
effect

A

® = free Zn
W = Ap-specific dye (Bis-ANS; 10 pM)
% = Synth etic Iso-Ap42 (50 M)

< = CaEDTA (0.5 mM)

A = Toxic effect

PT = presynaptic terminal
PR = postsynaptic region

MD = membrane depolarization

T = treatment with KCI (50 mM)

T’ = treatment with CAEDTA (0.5 mM) or TPEN (0.1 mM)
T = treatment only with CAEDTA (0.5 mM)

R =Zn*release

U = Zn* uptake/reup take

Glu-R = glutamate receptors

Zn*-specific dye = RhodZin3 (10 uM)

1. Abra: A szinaptikus résben felszabadulé Zn?** altal indukalt Ap aggregacié
sematikus abrazolasa és a jelenség szinaptikus miikodésre gyakorolt

hatasanak szemléltetése

6. Osszefoglalas

Annak érdekében, hogy az in vitro és in vivo metodikdk néhany kozismert
hatranyait kikiiszoboljiik, kifejlesztettink egy egyszeri és gazdasagos
szerkezetet, amelyet ExViS-nek neveztiink el (Ex Vivo System; univerzalis
minikamra rendszer) és amely képes életben tartani az akut szovetszeleteket.
A rendszer megkonnyitette és lehetdvé tette tovabbi akut (ex vivo)
hippokampalis agyszeleteken alapuld technikak fejlesztését, hogy az AK-ra
jellemz6 egyes patomechanizmusokat modellezni tudjuk. PhD tanulmanyaim
soran az alabbi akut hippokampalis agyszeleteken alapulé metodikakat és ex
vivo modelleket dolgoztuk ki:

1.

Az AB1-42 aggregatumok (pl. oligmerek) toxicitdsanak gyors,
megbizhaté és kvantitativ meghatarozasa oregedé (OGD) akut
hippokampalis  szelet-modellen @~ MTT ¢é LDH  tesztek
alkalmazasaval,

A Zn** altal elBidézett AB1-42 oligomerizacio toxikus hatasanak
kvantitativ meghatarozasa akut hippokampalis szeleteken MTT
teszttel;

16



3. Részletgazdag fluoreszcens képalkotds a neuronok nyulvany-
keresztmetszeteirdl és nyulvany-halozatarél akut hippokampalis
agyszeleteken a bis-ANS Ujszerti alkalmazasaval és annak
egyiittfestési variacioival;

4. A glutaméterg szinapszisokban felszabaduld Zn** hatisa az AB1-42
memoriara (pl. LTP) gyakorolt hatdsdnak modellezése akut
hippokampalis agyszeleteken.

Az akut hippokampalis agyszeleteken alapulé modellek alkalmas eszkdzei az
AK-ra  jellemzo, a hippokampusz mikodését befolyasolo
pathomechanizmusok mélyebb megértésének, kiilons tekintettel az A
oligomerizaciora. Igy kovezik ki a kiilonbozd hipotézisek vagy potencialis
véddanyagok teszetlés¢hez vezetd utat, valamint az in vivo megfigyelt
jelenségek és az in silico predikciok validalasat is lehetévé teszik.

7. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom a kdvetkezd személyeknek, akik nélkill ez a kutatas és
doktori tanulméanyaim nem valosulhattak volna meg. Témavezetdmnek és
baratomnak Dr. Datki Zsoltnak, aki nagy szakértelemmel és ralatassal
segitette munkdmat és mind szakmailag, mind emberileg tdmogatott a
legnagyobb kihivasokkal teli idészakokban is, valamint lehetdséget teremtett
egy régen elkezdett kutatds fonalanak ujrefelvételére és disszertaciova
formalasara. Kiilondsen halas vagyok Dr. Penke Botond Professzor Urnak,
amiért szamos lehet6séget biztositott szamomra a szakmai fejlodéshez és az
elhivatott kutatd példaképeként tekinthettem ra kutatoéveim soran. Készoném
Dr. Hunya Akosnak, hogy megtanitott azokra az alapvetd metodikakra és
készségekre, amelyek e disszertacio egyes kisérleteinek is alapjaul szolgaltak
¢és hozzasegitettek, hogy laborunk hasznos(abb) tagjava valljak. Koszonom
Dr. Fiilop Lividnak és Dr. Bozsé Zsoltnak a biokémidban nyujtott oridsi
szakmai segitséget és Dr. Szegedi Viktornak, hogy szakértelmével lehetové
tette az elektrofizioldgiai méréseket. Koszonom Dr. Galik-Olah Zitanak,
hogy kisbabdja mellett nagy tiirelemmel és az id6t nem sajnalva alaposan
atnézte ¢és kijavitotta dolgozatomat. Koszondm Orszagné Mihék
Monikanak ¢és Galné Batki Marianak, a vilag két legratermettebb
laboratoriumi  asszisztensének, hogy  gyakorlati  szakértelmiiknek
koszonhetben a kisérletek gordiilékenyen valdsulhattak meg.

Nem utolsé sorban egy csodalatos am energiaigényes kisfiu édesanyjaként,
szinte lehetetlen lett volna megszakitds nélkiili hosszabb iddt forditanom e
dolgozat megirasara, ezért koszondm férjemnek, hogy mindezt tiirelemmel és
odaadassal lehetové tette (€s a dolgozat abrainak szerkesztésében is segitett),
valamint csaladomnak a tamogatast és batoritast.
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