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Roviditések jegyzéke

5-HD: 5-hidroxidecanoat

3-NPA: 3-nitropropionsav

AMPA: alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-proprionsav
DIAZ: diazoxid

HEt: hidroetidin

I/R: iszkémia/reperfuzio

mCSF: mesterséges cerebrospinalis folyadék
NMDA: N-metil-D-aszpartat

OGD: oxigén-gliikoz deprivacio

ROS: reaktiv oxigén speciesz

SDH: szukcinat-dehidrogenaz

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TMRE: tetrametilrodamin-etil-észter

AY¥Y,: membranpotencial



Bevezetés

A fejlett orszagokban a stroke a vezetd haldlokok kozé tartozik. A kedvezdtlen
mortalitdsi mutatok mellett tovabbi problémat jelent, hogy az atmeneti vagy tartos
vérellatasi zavarok kovetkeztében kialakuld neurologiai €s pszichiatriai betegségek
hatalmas terheket ronak a tdrsadalomra, a betegellaté rendszerekre €s a csaladokra. Ezért
nagyon fontos lenne olyan terapidk kifejlesztése, amelyek hatékonyan tudjak csokkenteni
a stroke kovetkeztében kialakuld agyi kdrosoddsokat. Manapsag az egyik legigéretesebb
stratégianak a farmakologiai prekondicionalassal kialakitott iszkémids tolerancia tiinik.
Az alkalmazott farmakonok hasonlo folyamatokat indukalnak, mint amilyenek révid
iszkémids inzultusok hatdsdra keletkeznek az agyban, igy a neurondlis szovetet
ellenallova tudjak tenni egy késobbi, egyébként letalis stresszel szemben.

A prekondicionald hatast kivaltd vegyiiletek koziil az egyik leginkabb kutatott a
mitochondrialis ATP szenzitiv K™ (mitoKtp) csatornakon haté diazoxid (DIAZ). A szer
hatasmechanizmusa még nem teljesen tisztazott, de mar tobb részletét ismerjiikk. A DIAZ
egy chlorothiazid szarmazék, amely tobbek kozott a mitoKarp csatorndkat nyitja és
feltehetdleg ez az ut is szerepet jatszik a védettség kialakitasaban. Ezt a megallapitast
alatimasztja, hogy a mitochondrialis K™ csatorna-blokkold 5-hidroxidekanoat (5-HD)
gatolni képes a protektiv hatdst. Azonban a 5-HD féleg in vivo kisérletekben és a
védelem akut fazisdban hatdsos, ami azt feltételezi, hogy a DIAZ-nak a mitoKarp
csatorndk mellett egyéb célpontjai is vannak a protektiv hatas kialakitdsa soran. Tobb
mint 30 éve ismert, hogy a K csatornakon kifejtett hatdsan tal a DIAZ gatolja a
szukcinat-dehidrogenaz (SDH) aktivitasat is, aminek kovetkeztében a citromsav ciklus
gatlédik és a mitochondridlis flavoproteinek oxiddlodnak. Feltételezhetd tehat, hogy a
DIAZ a SDH gatlasan keresztiil is képes védelmet kialakitani. Ezt az utat latszik
megerdsiteni, hogy a specifikus SDH blokkold 3-nitropropionsavnak (3-NPA) is
neuroprotektiv hatdsardl szamoltak be. Feltehetéen mindkét mechanizmusnak fontos
szerepe van, de lehetséges, hogy amig a mitoKarp csatorna nyitdsa egy koztes 1épés a
prekondicionalas fel¢, addig a szabadgyokok kozvetitésén keresztiil zajlo folyamat lehet a

végsd fazis. Uj fejlesztésti vegyiilet a szintén mitoKarp csatorna-nyito BMS-191095,



amely a legutobbi irodalmi adatok szerint kisebb d6zisban nagyobb neuroprotektiv hatast

képes eldidézni, mint a DIAZ.

Célkitizések

Kisérleteink célja az volt, hogy a farmakologiai prekondicionalas kialakitdsa soran
gyakran alkalmazott mitoKap csatorna nyitok hatdsmechanizmusat széles korben
megvizsgaljuk. Ezért in vivo és in vitro modelleken is végeztiink vizsgalatokat. In vivo
kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy

1. a DIAZ-nak van-e hatdsa a posztiszkémias mitochondrialis duzzadasra,
valamint a Ca®" akkumulaciéra,

2. az iszkémia/reperfuziot (I/R) megel6zé DIAZ kezelés képes-e meglrizni az
vajon kivédhet6-e a mitoK s1p csatorna-blokkold 5-HD-vel, jsziilott malacokban.

In vitro kisérleteinkben az vizsgaltuk, hogy

1. a DIAZ-nak van-e kozvetlen hatdsa a cerebrovaszkulédris endothél sejtek
mitochondriumain 0jsziilott malacbol nyert sejtkultiran,

2. a DIAZ elokezelés képes-e megvédeni a kortikalis neuronokat oxigén-gliik6z
deprivacio (OGD) vagy glutamat behatdssal szemben patkany idegsejt tenyészeten és a
hatas blokkolhato-e 5-HD-vel, szuperoxid dizmutazzal (SOD) vagy esetleg protein kinaz
gatlokkal.

3. az uj-fejlesztéstt BMS-191095, amely szintén szelektiven nyitja a mitoKatp
csatornakat, vajon képes-e a DIAZ-hoz hasonlé protekciot 1étrehozni patkanybol nyert

kortikalis neuron tenyészeten OGD vagy glutaméat behatas ellen.



Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

In vivo kisérleteinket altatott, szobalevegdvel lélegeztetett 0jsziilott malacokon
végeztiik. A kisérletek alatt az artérias kozépnyomast, az artérias vérgdz paramétereket és
a rektalis homérsékletet fiziologias értéktartomanyban tartottuk. A bal parietalis csonton
kor alaku kraniotomiat végeztiink, majd a dura matert felmetszve a koponyacsontba 17
mm 4tmérdjli rozsdamentes acél koponya-ablakot helyeztiink, amelynek kozepébe kor
alakt feddlemezt rogzitettiink. Az agykéreg felszine és az agyi ablak altal hatérolt teret
mesterséges cerebrospinalis folyadékkal (mCSF) toltottik fel, igy a kéreg felszinén
elhelyezkedd pia arterioldkat fiziologias koriilmények kozott figyelhettik meg.
Intravitalis mikroszkopia sordn a pia arterioldkat a mikroszkoéphoz kapcsolt videokamera
segitségével tévémonitoron jelenitettiik meg, majd video-mikrométer segitségével
folyamatosan mértiik az ératmérd valtozasait.

Az in vitro kisérletekhez 18 napos Wistar patkany embriok kortexét hasznaltuk. A
kortex darabokat diszpdz I enzimmel inkubaltuk, majd az emésztés utan poly-D-lizinnel
bevont feddlemezeken (2x10° sejt/cm?), illetve 96 lyuku tenyésztlemezen (10° sejt/cm®)
sejttenyészeteket készitettiink. A tenyészeteket Neurobasal mediumban tartottuk, amelyet
minden harmadik napon cseréltiink. Kisérleteinket 7-9 napos kultarakon végeztiik,
amikor a sejtek mar expresszalnak N-metil-D-aszpartat (NMDA), alfa-amino-3-hidroxil-

5-metil-4-isoxazol-proprionsav (AMPA), valamint kainat receptorokat.

Globalis agyi (I/R)

A globalis agyi iszkémia kialakitdsahoz a bal frontalis koponyacsonton keresztiil a
szubarachnoidalis térbe 3 mm atmérdjli szondat vezettiink be, amelyen keresztiill mCSF
kvantitativ vizsgalatok igazoltak, hogy az eljarassal az egész agy teriiletén, beleértve a
gerincveldt és a retinat is komplett, Un. ,,no-flow” iszkémia hozhato 1étre. Az iszkémia
ideje alatt kialakulo erdteljes vérnyomas emelkedés (Cushing reflex) kompenzéldsara a
vena femoralisba vezetett katéteren keresztiil 20-30 ml/kg vénés vért vettiink, hogy az

artérias kozépnyomast a fiziologias értéken tartsuk. A 10 perces iszkémias periddus utan



crer

reperfuzidt intravitalis mikroszkdpiaval ellendriztiik.

Az agyi erek reaktivitasanak vizsgalata

Hiperkapnia kivaltdsdhoz az allatokkal 5 vagy 10% CO, tartalmu gazkeveréket
I¢legeztettiink, majd a 1étrejovo érreakciokat 5-7 percen keresztiil folyamatosan mértiik.
A koponya-ablakot minden stimulus utan atmostuk mCSF-kal és megvartuk amig az

arteridla atmérdje visszatér a kiinduldsi értékre.

Kisérleti csoportok az in vivo vizsgalatokhoz

Mind az agyi erek reaktivitasdnak vizsgalatandl, mind a mitochondrialis
valtozasok vizsgalatanal az els¢ allatcsoport DIAZ (3 mg/kg, iv) eldkezelést kapot 15
perccel az I/R eldtt. A kontroll csoportndl a DIAZ oldészerét adtuk az I/R eldtt. A
harmadik csoport annyiban kiilonb6zott az elsé csoporttol, hogy a DIAZ kezelés eldtt 15
perccel 5-HD-t (20 mg/kg, iv) kaptak az allatok.

Mintaelokészités az elektronmikroszkopos hisztokémiai vizsgalathoz és a CAl piramis
sejtek analizise

Az elektronmikroszkopos vizsgéalatokhoz az allatokat specidlis fixald folyadékkal
perfundaltuk (3% glutaraldehid, 90 mmol/l oxélsav, pH 7.4), majd az agy eltavolitasa
utan a hippokampuszt izolaltuk és ugyanabban a fixald oldatban egy éjszakan keresztiil
utéfixaltuk. Az izolalt hippokampuszbol kb. 1 mm vastag metszeteket készitettlink,
amelyeket kalium-oxalat tartalmi cukor oldattal mostunk, majd tovabbi két oOran
keresztiil fixaltuk kalium-piroantimonat tartalma fixalé oldattal. A fixalas utan
elvégeztiik a dehidralast és polimerizalast, ultramikrotommal félvékony metszeteket
készitettiink, amelyeket festettiink és fénymikroszkop alatt a CA1 piramis sejtek rétegét
tartalmazoé ultravékony metszeteket készitettiink. Az oxalat-piroantimonat eljaras soran a
szubcellularis struktira jol megtartott marad, ami lehetévé teszi a Ca®" kimutatasat. A
random mddon kivélasztott piramis sejtek perikaridlis régidjarol 12000-szeres nagyitason
fotokat készitettiink, majd mikrograf segitségével pont-szdmlalos modszerrel analizaltuk

a metszeteket.



Az OGD és a glutamat excitotoxicitas hatasanak vizsgalata az in vitro prepardtumokon

Az OGD kialakitasdhoz a neuron tenyészetekre deoxigenalt, gliik6z mentes
tapoldatot tettiink, majd a sejteket 70 percre 37 °C-os anaerob kamraba helyeztiik (5%
CO2, 5% Ha, 90% N,), ahol az oxigén szint a kisérlet alatt végig 0,1% alatt volt. A
kontroll tenyészetekre gliikéz (5,5 mM) tartalmi tépoldatot tettiink ¢és normal
sejttenyésztd inkubatorban tartottuk 70 percen keresztiil. A 70 perc elteltével az OGD-
nek kitett sejteken a tapoldatot gliikoz tartalmura cseréltiik és normal inkubatorba
helyeztiik a lemezeket. A sejtek életképességét mikroplate spektrofotométerrel (490 nm)
mértiikk az OGD utan 24 éraval.

Glutamat excitotoxicitast 200 uM-os glutamat oldattal idéztiink eld, amellyel egy
oran keresztiil inkubaltuk a sejteket 37 °C-on tenyészté inkubéatorban, majd 24 ora

elteltével a fentiekhez hasonloan mértiik a sejtek életképességét.

DIAZ és BMS-191095 kezelés

A sejteket 50, 100, 250 500 vagy 750 uM diazoxiddal, illetve 1, 5, 10, 20, 30, 40
uM BMS-191095-tel kezeltiik 1 vagy 24 o6raval a glutamat behatas eldtt, majd a glutamat
kezelést kovetden, 24 ora elteltével életképességet mértiink. Az OGD esetén mindkét
szerbdl a fenti dozisokat hasznaltuk, azonban a sejteket egy nappal vagy hadrom napon
keresztiil naponta egyszer az OGD el6tt kezeltiik. Az OGD-t kovetd 24 ora elteltével a

sejteken ¢€letképességet mértiink.

Membranpotencial (AP,,) mérés

A AY,, méréshez a AY,, -érzékeny tetrametilrodamin-etil-észter (TMRE) festéket
hasznaltuk. A sejteket 0,5 uM TMRE tartalmii Neurobasal médiummal 15 percen
keresztiil, sotétben eldinkubaltuk. Az inkubacidt kovetden a sejteket haromszor mostuk
foszfat pufferrel. A sejtek TMRE fluoreszcencidjanak konfokalis képét 1ézer scanning
mikroszkoppal rogzitettiik. A sejtek egy részét eldinkubaltuk 5-HD-vel, majd az
elokezelt, illetve a 5-HD-vel nem kezelt sejteket is kezeltiik DIAZ-dal. A kezelés utan 6t
percen keresztiil, minden 20. méasodpercben régzitettiik a sejtek fluoreszcens képeit (Aex =
488, Aem > 560 nm), majd a sejttestek atlagos pixel intenzitasat specidlis méréprogrammal

kiértekeltiik.



ROS képzodeés merése

A szabadgyokok képzddésének méréséhez az oxidacid-érzékeny hidroethidin
(HEt) festéket hasznaltuk. Az idegsejt kultarakat sotétben, 3 percig 5 uM HEt tartalmt
foszfat pufferben eldinkubéltuk. A festés utan a sejtek HEt fluorescens konfokalis képét
ugyan azzal a konfokalis mikroszkdpos technikaval rogzitettiik, mint amelyet a
membranpotencial mérésnél hasznaltunk. A médiumba 300 és 500 uM diazoxidot vagy
200 uM glutamatot tettiink, majd a fluorescens képet rogzitettiik (Aex = 488, Aern > 560
nm). A képeket 10 percen keresztiil, minden 20. mdsodpercben rogzitettilk, majd a

sejttestek atlagos pixel intenzitasat specidlis méréprogrammal kiértékeltiik.

Western blot analizis

A tenyésztett sejteket Osszegyljtottiik, majd centrifugaldas utan Lowry-féle
modszerrel fehérjetartalmukat meghataroztuk. A 10 pg Osszfehérje tartalmu mintakat 3
percen keresztiil 100 °C-on forraltuk, majd 10%-os poliakrilamid gélre vittiik fel 6ket és
elvégeztiik a gélelektroforézist. A szétvalasztott fehérjék transzferalasa nitrocelluloz
membranra tortént. A fehérjék blokkolasa utan (5%-os tejpor 50 mM TBS-ben oldva, pH
7,5) kiilonbozd antitestekkel szobahOmérsékleten egy éjszakan keresztiil inkubaltuk a
mintakat. Az elsddleges antitestek vizualizalasara tormaperoxidaz konjugalt kecske anti-
nyul vagy anti-egér IgG tipusu masodlagos antitestet hasznaltunk. A blottolt mintakat

rontgenfilmen hivtuk eld, majd denzitometrias képanalizissel értékeltiik.

Statisztikai analizis

Eredményeinket atlag+atlagszoras formaban adtuk meg. A csoportok kozotti
kiilonbségek feltardsahoz variancia analizist hasznalunk. Amennyiben az F értékek
szignifikans kiilonbséget jeleztek, a paronkénti eltérések meghatarozasahoz a Student-
Newman-Keuls tesztet, illetve a Tukey-tesztet hasznaltuk (SigmaStat statisztikai

programcsomag). Szignifikans eltérésnek a P<0.05 értéket tekintettiik



Eredmények és kovetkeztetések

A DIAZ protektiv hatasa az endothélium-fiiggo hiperkapnia altal kivaltott vazodilataciora
I/R utan

Kozvetlenill az iszkémia el6tti szelektiv mitoKarp csatorna nyitdé DIAZ-dal
torténd kezelés megakadalyozza a hiperkapnidval kivaltott érreakciok csokkenését. A
DIAZ oOnmagaban, iszkémia nélkiil nem befolydsolja a hiperkapnidval kivaltott
vazodilataciot. A DIAZ mitoKarp csatorndra gyakorolt protektiv hatdsat valdsziniisiti,
hogy 1) a DIAZ onmagaban nem hoz létre szamottevd vazodilataciot, 2) szelektiv
antagonistaja, a 5-HD meggatolja a szer protektiv hatasat. Habar a mitoKsrp csatorna
aktivacion keresztiil kialakuld protekcidé mechanizmusa még nem tisztazott, valoészintinek
tlinik, hogy a mitochondriumoknak jelentds szerepiik van. Malac cerebrovaszkularis
endothél tenyészeten vizsgaltuk, a DIAZ esetleges direkt hatdsat a mitochondriumon.
Mitochondrialis potencial-érzékeny festéket (MitoTracker Red) haszndlva kimutattuk,
hogy a DIAZ-nak erételjes kozvetlen hatdsa van a cerebrovaszkularis endothél sejtek
mitochondriuman. Habar a mitochondrium ¢és az I/R 4ltal okozott endothelialis
diszfunkcio 1étrejottének megakaddlyozasa kozotti kapcsolat még nem tisztazott, a
legvalosziniibbnek az tlinik, hogy a mitoKatp csatorna nyitasa sordn a mitochondrialis

reaktiv oxigén speciesz (ROS) termelés csokken.

A DIAZ protektiv hatdsa a CAl piramis sejtek mitochondridlis duzzaddsdra és Ca’”
akkumulaciojara

Az iszkémiat kovetd reperfizid korai fazisdban a neuronalis mitochondriumok
térfogata szignifikdnsan megnd, ami egybe esik egy Ca’" akkumulacids csticesal. Ez a
korai mitochondrialis duzzadas valdsziniileg fontos szerepet jatszik az I/R soran kialakuld
neuronalis kéarosodasban mivel ismert, hogy a mitochondridlis matrix megndvekedett
térfogata stimulalja az elektrontranszport-lanc aktivitasat, a mitochondrialis ROS és/vagy
proapoptotikus faktorok termelddését.
Az I/R elétti DIAZ kezelés megakadalyozza a posztiszkémias mitochondrialis duzzadast
és a Ca”" akkumulaciot a CA1 piramis sejtekben. Azonban a hatas nem védhet ki 5-HD-

vel, ami azt valészintisiti, hogy habar a DIAZ-ot szelektiv mitoKarp csatorna nyitoként



tartjak szamon, valdsziniileg egyéb tdmadasi pontja is van, mint pl. a mitochondriélis

1égzési lanc I1-es komplexe.

A DIAZ és a BMS-191095 protektiv hatasa a kortikalis neuron tenyészeteken OGD és
glutamat excitotoxicitas ellen

Az OGD el6tt harom napon keresztiil, naponta egyszer alkalmazva a DIAZ
megvédte a neuronokat a sejtpusztulastol. A DIAZ protektiv hatasa 5-HD-vel
antagonizalhatd volt, ami azt valosziniisiti, hogy mitoKarp csatorna aktivacion keresztiil
alakul ki a védelem. Azonban a protekcio kialakitdsdhoz sziikséges DIAZ koncentracio
joval magasabb volt, mint ami az irodalom szerint a mitoKsrp csatorna aktivacidhoz
sziikséges. Megvizsgaltuk, hogy a DIAZ-nak van-e kozvetlen hatasa a kortikalis
neuronok mitochondriumain. DIAZ kezelés hatisara a kortikdlis neuronok
mitochondriumai depolarizalédnak. A hatas 5-HD-vel kivédhetd, azonban az altalunk
hasznalt 5-HD dézisa joval nagyobb volt, mint ami a mitoKtp csatornak blokkolasdhoz
sziikséges, illetve irodalmi adatok szerint a mitoKarp csatorndk nyitdsa miatti K*
bearamlds nem elegendd ahhoz, hogy depolarizalni tudja a mitochondriumot. Tovéabbi
vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy a DIAZ szignifikansan gatolja a SDH aktivitast a
sejtkultarakon. Feltételezzlik, hogy a SDH gatlasa a citromsav ciklus és a II-es komplex
gatlasdhoz vezet és igy az elektrontranszport-lanc gatldsa révén depolarizalodik a
mitochondrium. A DIAZ szignifikdnsan megnoveli a ROS termelddést a tenyésztett
neuronokon ¢és SOD mimetikummal gatolhatdé a neuroprotektiv hatdsa. A SOD
mimetikum hatdsa azt mutatja, hogy a szuperoxid valoszinlileg medidtora a DIAZ-
indukalta neuronalis prekondicionalasnak.

A DIAZ kezelés glutamat excitotoxicitds ellen is megvédte a neuronokat a
sejtpusztulastol, azonban mig OGD ellen csak késdéi prekondicionaldst tudtunk
kialakitani, addig glutamat ellen akut protekcio is 1étrejott. A kiilonbség feltehetden a
kiilonb6zé modellek hasznélata miatt volt. A DIAZ protektiv hatasat SOD mimetikkel
antagonizalni tudtuk, mig a 5-HD hatastalannak bizonyult. Ez szintén aldtdmasztja azt a
feltételezést, hogy a ROS termelddés fontos szerepet jatszik a neuroprotekcio

kialakitasaban.
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A BMS-191095 kezelés OGD ellen kés6i, mig glutamat excitotoxicitas ellen mind
akut, mind késdi neuroprotekciot kialakit. A protektiv hatast a 5-HD nem blokkolta.
Ellentétben a DIAZ kezeléssel, a BMS-191095 alkalmazasakor nem ndvekedett a ROS
termelddés, ami azt valosziniisiti, hogy a DIAZ kezelés soran felszabadulo szabadgyokok
inkabb a SDH gatlas miatt szabadulnak fel, mint a mitochondrium depolarizacidja miatt,

mivel a BMS-191095 nem befolyasolja a SDH miikddését.

Osszegzés

Kisérleteink ramutatnak arra, hogy a mitoKarp csatorna nyitok, mint a DIAZ és a
BMS-191095 fontos szerepet jatszanak az I/R utani neurondlis/vaszkularis funkciok
megOrzésében. Mindazonaltal az is vilagossa valt, hogy nemcsak az akut illetve a késdi
neuroprotekcios utak kozott van kiillonbség, de az in vivo €s az in vitro modellek kozott
is. A DIAZ dozisadban és hatasadban jelentkezd kiilonbségek az in vivo és az in vitro
modellekben feltehetden a sejtek kiilonb6zo kornyezete miatt adddott, mivel in vivo a
sejtek eredeti kdrnyezetiikben vannak €s igy mas faktorok, mint pl. a glia sejtek, az agyi
endothél sejtek erdsithetik a DIAZ protektiv hatdsat azaltal, hogy az iondlis egyensulyt
in vivo a DIAZ kis dézisban és akutan is hatékony, mig in vitro meglehetdsen nagy dozis

sziikséges €s tobbnyire késoi protekciot valt ki.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik hozzajarultak a Ph.D.
dolgozatom elkésziiléséhez.

Halasan koszonom témavezetdmnek, Prof. Bari Ferencnek, hogy megtanitott az in
vivo keringésélettani vizsgalatok metodikdjara és, hogy a munkam soran végig tamogatott
¢s iranyt mutatott. Valamint koszonom a tézisek alapjaul szolgédld kozlemények és a
disszertacio elkészitésében nyujtott segitségét.

Koszonetet szeretnék mondani David W. Busija professzornak, aki lehetévé tette
szamomra, hogy a laboratériumaban dolgozzam az Amerikai Egyesiilt Allamokban,
Eszak-Karolindban, a winston-salemi Wake Forest Egyetem Elettani és Farmakolégiai
Intézetében.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Kis Bélanak, aki tars-témavezetom volt az
Egyesiilt Allamokban és aki lehetdvé tette szamomra, hogy megtanuljam az in vitro
technikdk hasznalatdt. K6szondm a batoritast, a tdmogatast €s a segitséget, amelyet a
kisérletek megtervezéséhez ¢€s kivitelezéséhez nyljtott és végiil szeretném megkdszonni a
tézisek alapjaul szolgalo kéziratok elkészitésében nyujtott segitségét.

Tisztelettel koszondm Prof. Jancs6 Gébornak, hogy részt vehettem az
,Jdegtudomany” elnevezésti Ph.D. programban.

Koszonetemet  fejezem ki Prof. Benedek Gyorgynek, a  Szegedi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézete vezetSjének, amiért
lehetéséget adott, hogy az intézetben dolgozzam ¢és tamogatott a Ph.D. fokozat
megszerzésében.

Kiilon koszonet illeti Dr. Domoki Ferencet, akihez barmikor fordulhattam a
munkdm sordn felmeriild problémakkal, illetve To6th-Sziiki Valériat a kitind technikai
segitségert.

Szeretnék koszonetet mondani barataimnak és kollégdimnak a segitségiikért,
kivaltképp Andy J. Snipesnak, Dr. Erdés Benedeknek, Nishadi Rajapaksenak, Dr.
Annahazi Anitanak, Dr. Zimmermann Aliznak, Dr. Lenti Lauranak.

Végiil szeretném megkoszonni az Elettani Intézet minden munkatarsanak, hogy

tamogattak a disszertacio és a tézisek elkészitésében.
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