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I. Bevezetés

A mellékvesekéreg daganatai gyakoriak, az eléfordulasok az
¢életkorral parhuzamosan emelkedik. Dont6 tobbségiik- az
esetek kortlbeliill kétharmada- hormonalisan inaktiv, nem-
funkcionalé adenoma (NFA), igy klinikai tiineteket altalaban
nem okoz. A ritka kortizoltermelé adrenocorticalis adenoma
(CPA) a Cushing-szindroma kialakitasa révén jelentds
morbiditassal ¢és mortalitassal jar. Az adrenocorticalis
carcinoma (ACC) nagyon ritka (incidencia: 0,5-2 f6/millio
ember/€v), agressziv viselkedésli daganat. Az Gtéves tulélés
elérehaladott stddiumban alacsony, 15-30% kozé tehetd. A
mellékvesekéreg daganatok dignitasat megbizhatéoan jelzo
preoperativ biomarker napjainkig nem keriilt leirasra. A
rosszindulatisadg jelzésére jelenleg leginkabb képalkotd
vizsgalatokat (CT, MRI) hasznalunk, de ezeknek is szamos
korlatja van. A mellékvesekéreg daganatok szdvettani
vizsgalata nehéz, nagy gyakorlatot igényel. A szovettani
vizsgalat nehézségei, valamint a daganat tokjanak esetleges
sériilése nyoman jelentkez6 daganatterjedés veszélyére
tekintettel biopszias mintavétel nem ajanlott.

Az utobbi évtized molekularis biologiai kutatasainak egyik
legjelentdsebb eredményének a mikroRNS-ek (miRNS)
felfedezése tekinthet6. A MiRNS-ek rovid (19-25 nukletoidbol
all6) nem kodolé RNS-ek, amelyek a génexpressziot foként
poszttranszkripcionalis szinten befolyasoljak. E hatasukat
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nemcsak szovetekben, hanem kiilonféle testfolyadékokban is
megtalalhatoak. A vérben keringd miRNS-ek minimalisan
invaziv biomarkerek lehetnek a malignitas és a prognozis
megallapitasara. A MiIRNS-ek egy része aktiv szekrécié soran
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extracellularis vezikulakba (EV) keriil, amely a vérben stabil
igy markerként hasznalhato. A mellékvesekéreg daganataira
jellemz6 szoveti és keringd miRNS-eket tébb kutatocsoport,
igy munkacsoportunk is vizsgalta, azonban a keringé miRNS-
ek eddigi érzékenységi-fajlagossagi adatai rutinszer(i klinikai
alkalmazasukra még nem voltak elég jok. Az EV eredeti
miRNS-ek bar mennyiségiik kisebb, aktiv szekréciojuk 1évén
specifikusabbak lehetnek, mint a teljes plazmabol izolalt
miRNS-ek. A mellékvesekéreg daganatokban a keringé EV-
asszocialt miRNS-ek expresszidja, tovabba az NFA, CPA és
kortizoltermeld6 ACC (CP-ACC) miRNS mintazatait sem
vizsgaltak eddig.



II: Célkitiizés

Doktori munkam soran az alabbi célokat allitottam fel:

1.

Célom volt mellékvesekéreg adenomaban (ACA)
illetve  mellékvesekéreg  carcinomaban  (ACC)
szenved0 betegek preoperativ vérmintaiban az
extracellularis vezikulak mikroRNS mint4zatanak
vizsgalata a diagnosztikaban alkalmazhato
minimalisan invaziv, malignitast elorejelzd
biomarkerek azonositasa céljabol.

Vérplazma eredeti EV-asszocialt mikroRNS-ek
expressziojanak vizsgalata nem-funkcionald ACA-
ban, kortizoltermeld6 ACA-ban, és kortizoltermel6
ACC-ben szenved6 betegek korében.

Keringé EV-asszocialt mikroRNS-ek kifejez6désének
és a kortizolszekréciés  paraméterek  kozotti
kapcsolatanak vizsgalata.



IT1. Modszerek

IT1.1. Betegek és plazmamintak

Munkam els6 részében dsszesen 46 preoperativ plazmamintat
vizsgaltunk. A felfedez6 kohorsz 6 ACA-bol és 6 ACC-bdl
allt, mig a validaciés kohorsz 18 ACA-ban és 16 ACC-ben
szenvedod betegbdl tevodott 6ssze. Munkdm masodik részében
13 NFA, 13 CPA és 9 CP-ACC-ben szenvedé beteg
preoperativ  plazmamintdit elemeztik és vizsgaltuk a
korrelaciét a keringd miRNS-ek (-dCT) szintje és a
kortizolszekrécios paraméterek kozott (bazalis Kortizol, 24
oras gyljtott vizelet szabad kortizol és kortizol kis dézisu
dexametazon szuppresszios teszt (LDDT) utan). 7 plazma
parban elemeztik a miRNS-ek kifejezddésének valtozasat
LDDT el6tt és utan.

111.2. Extracellularis vezikula izoldlas és EV preparatumok
vizsgalata

Munkam elsé részében két kiilonboz6 EV izolalasi modszert is
hasznaltunk. Masodik munkamban az EV izolalast
precipitaciés modszerrel, a Total Exosome Isolation Kit
(Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval tortént a gyartd
utasitdsai szerint. Masodik moddszerként az EV izolalast
plazmabol  differencialt  ultracentrifugalasi  modszerrel
végeztik el.



Az ultracentrifugalassal izolalt EV-kat transzmisszids
elektronmikroszkdppal elemeztiik. A metszetek elemzéséhez
Hitachi 7100 elektronmikroszképot (Hitachi Ltd) hasznaltunk.

Az EV-kat aramlési citometriaval is vizsgaltuk. Az EV-kat
formaldehid/szulfat Latex gy6ngyok (Molecular Probes)
felszinéhez kotottik. Munkank soran a CD9, a CD63, a CD81
és az annexin V molekuldkat vizsgaltuk. Az aramlasi
citometriat FACSCalibur (BD Biosciences) eszk6z6n hajtottuk
végre és elemzéséhez FlowJo szoftvert hasznaltunk (Tri Star
Inc).

Az EV-k méreteloszlasat dinamikus fényszoras modszerrel
Zetasizer Nano S eszkozon (Malvern Instrument) hataroztuk
meg.

111.3. RNS-izolalas és mikroRNS expresszios vizsgalatok

111.3.1. Plazma EV-asszocialt RNS izolalas

A teljes RNS kivonas Total Exosome RNA and Protein
Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific) alkalmazéséaval
tortént. A munkam soran minden esetben a cel-miR-39 spike-
in kontrolt hasznaltuk referencia génként.

Az ultracentrifugaléssal izolalt EV-kbdl az RNS izolalashoz
(n=4 ACA, n=4 ACC) az RNeasy Mini Kit (Qiagen) és az
RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) hasznaltunk a gyarto
utasitasai szerint. A vezikularis RNS-ek elemzéséhez kapillaris
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elektroforézist alkalmaztunk (Agilent Small RNA Kit) Agilent
2100 Bioanalyzer felhasznéalasaval (Agilent Technologies).

IIL.3.2. Nagy ateresztoképességii miRNS expresszios
mérések

Az EV-asszocialt miRNS expresszio profilozast TagMan
Array Human MicroRNA A-kartyaval v2.0 pool (Thermo
Fisher Scientific) végeztiik el. Mintanként 377 emberi miRNS
expressziojat vizsgaltuk.

A nyers adatok statisztikai értelmezését az Applied
Biosystems qPCR Analysis Modules on Thermo Fisher Cloud
szoftverrel végeztiik el.

I11.3.3. Validalas egyedi kvantitativ PCR mérésekkel

Nagy ateresztoképességii TagMan Low Density Array
(TLDA) mérések alapjan, kettd miRNS expresszalodasat (hsa-
miR-101 és hsa-miR-483-5p) vizsgaltuk 18 ACA ¢és 16 ACC
mintan RT-gPCR  modszerrel. A  mMIRNS  expresszios
méréseket egyedi TagMan probakkal végeztiik el. Az adatok
értekeléséhez a -dCT (CT) modszert alkalmaztuk.

Az ultracentrifugalasi moédszerrel izolalt EV-asszocialt hsa-
miR-483-5p miRNS-ek expresszidjat a fent részletezett modon
elemeztik. Munkdm masodik részében az alabbi 6t miRNS
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expressziojat elemeztiik: hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p,
hsa-miR-210-3p, hsa-miR-320b és hsa-miR-375.

II1.4. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai elemzéséhez GraphPad Prism 7.02
(GraphPad  Software) szoftvert hasznaltunk. Az elsé
munkédmban az az ACA ¢és az ACC kozott eltérd expressziot
mutatd6 miRNS-eket Student féle T-probaval vagy Mann-
Whitney teszttel elemeztiik a Shapiro-Wilk normalitas teszt
eredménye alapjan. Minden Osszehasonlitasban a p<0,05
eredményt fogadtam el statisztikailag szignifikansnak. A
mMiRNS-ek  preoperativ  diagnosztikai  alkalmazhatdsagat
Receiver Operating Characteristics (ROC) analizissel
vizsgaltuk (GraphPad).

Munkam masodik részében a MiIRNS-ek kifejez6désének
kiilonb6z0ségét a harom csoportban Shapiro-Wilk normalitas
teszt eredményétol fliggben ANOVA-t kovetd Tukey-féle
poszt-hoc teszttel vagy Kruskal-Wallis tesztet koveté Dunn
teszttel elemeztiik. Spearman korrelaciot hasznaltunk a miRNS
—dCT értékei illetve a kortizolszekrécios paraméterek kozotti
kapcsolat megitéléséhez. A miRNS-ek LDDT kovetd
kifejezddésbeli valtozasanak megitélése céljabol a Shapiro-
Wilk normalitas teszt utan Student-féle T-probat hasznaltunk.



1V. Eredmények
1V.1 Az extracellularis vezikulak jellemzése

Az  ultracentrifugaldsi  modszerrel  izolalt  EV-krol
transzmisszios  elektronmikroszkoppal (TEM)  készitett
mikrofényképek megerésitették, hogy az altalunk izolalt EV-k
az irodalomban az exoszomakra jellemzOé morfologiai és
méretbeli tartomanyba esnek

Ultracentrifugalasi modszerrel izolalt EV-k  aramlasi
citometriai vizsgalataval igazolni tudtuk a CD9, CD63 és
CD81 membran fehérjék és az annexin V citoszolikus fehérje
jelenlétét. A Kit felhasznalasaval izolalt EV-k esetén a CD9,
CD81 és annexin V kifejez6dését tudtuk azonositani. Igy a
TEM ¢és az aramlési citometria modszerével is igazoltuk az
EV-k jelenlétét a mintakban.

Az extracellularis vezikulak méreteloszlasanak
meghatarozasahoz dinamikus fényszorasmérés technikat
alkalmaztunk. Osszesen 4 mintit elemeztiink, amelyeket Kit
felhasznalasaval izolaltunk. A Z-atlagérték a 4 mintaban
80,83+19,07 nm adodott.

1V.2. EV-asszocialt miRNS expresszios mintazat vizsgalata
mellékvesekéreg daganatokban

12 preoperativ plazma EV minta miRNS expresszios profiljat
elemeztik (n=6 ACA, n=6 ACC), annak c¢éljabdl, hogy
kiilonb6z6 kifejez6désti keringé EV-asszocialt miRNS-eket
azonositsunk ACC és ACA kozott. Nem talaltunk olyan
MIRNS-t ami szignifikdns mértékben eltért volna a két
csoportban. Két miRNS (hsa-miR-101 és hsa-miR-483-5p)
tendenciézus mértékben eltérd kifejezodést mutatott a két
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csoport kozott. Igy ezeket valasztottuk ki tovabbi célzott
validécio céljara.

IV.3. A miRNS expresszié vizsgialata RT-qPCR mddszerrel

IV.3.1. Mellékvesekéreg-adenoma és carcinoma
osszehasonlitasa

Két miRNS esetén szignifikansan magasabb kifejezddési
értéket talaltunk preoperativ. ACC (n=16) plazma EV
mintakban  ACA  (n=18) mintdkhoz viszonyitva. A
szignifikancia szint hsa-miR-101 esetén p=0,0052-nek, mig
hsa-miR-483-5p esetén p<0,0001-nek adodott.

Az ultracentrifugdval izoldlt EV-k esetén is Szignifikdnsan
magasabb kifejez0dését talaltuk a hsa-miR-483-5p-nek az
ACC (n=4) betegcsoportban ACA-hoz (n=4) viszonyitva
(p=0,0221).

IV.3.2. Hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomak
és kortizoltermelé jo- és rosszindulati mellékvesekéreg-
daganatok dsszehasonlitasa

Munkam masodik részében a plazma EV-eredetti miRNS-ek
kifejez6dését vizsgaltam hormonalisan inaktiv ACA-ban
(n=13, NFA), kortizoltermel6 ACA-ban (n=13, CPA) és
kortizoltermel6 ACC-ban (n=9, CP-ACC).

Az NFA csoportban szignifikans mértékti alulexpresszalodast
talaltunk hsa-miR-22-3p esetén CPA-hoz viszonyitva (fold
change (FC)=3,21; p<0.01), tovabba CP-ACC-hoz képest is
(FC=7, 34; p<0,0001).

A hsa-miR-27a-3p szignifikansan kisebb mértékben fejez6dott
ki NFA-ban a kortizoltermel$ daganatokhoz viszonyitva, mind
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CPA-hoz képest (FC=3,55; p<0,05), mind CP-ACC-hez
viszonyitva (FC=4,59; p<0,05).

A hsa-miR-320b szignifikinsan magasabb expresszidjat
igazoltuk a CP-ACC csoportban (FC=10,88 p<0,0001) és a
CPA csoportban (FC=2,57 p<0,05) NFA-hoz viszonyitva. CP-
ACC-ben is szignifikansan magasabb értéket mutatott a
kifejezddés CPA-hoz viszonyitva (p<0,01).

Hsa-miR-210-3p tekintetében csak a CP-ACC csoportban
tudtunk szignifikdns mértékli feliilexpresszalddast kimutatni
NFA-hoz viszonyitva (FC=3,1 p<0,05).

Nem talaltunk szignifikans kifejezédésbeli eltérést a hsa-miR-
375 esetében a harom tumor csoport kozott

IV 4. Mellékvesekéreg carcinomak azonositasara alkalmas
minimalisan invaziv biomarker miRNS-ek vizsgilata
ROC-analizissel

Munkam els6é részében ROC analizissel vizsgaltuk az EV-
asszociadlt ~ miRNS-ek  potencialis alkalmazhatosagat
minimalisan invaziv biomarkerként a malignitds elérejelzésére
adrenocorticalis daganatokban. E célbol a szignifikans
expresszios eltérést mutatd miRNS-eket (hsa-miR-101 és hsa-
mMiR-483-5p) vizsgaltuk. A  dCThsamir-asssp Mutatta  a
legnagyobb gorbe alatti teriiletet: 0,965. A teszt szenzitivitasa
87,5%, mig a specificitaisa 94,44% volt ACA és ACC
megkiilonboztetésében. A hsa-miR-101 esetén a ROC
elemzéssel nem adodott kellden magas szenzitivitasi (68,75%)
és specificitasi (83,33%) érték.

Munkam masodik részében ROC analizissel vizsgaltam a hsa-
miR-320b diagnosztikai hatékonysagat CPA ¢és CP-ACC
elkiilonitésére. A klinikai alkalmazhatosdghoz (gorbe alatti
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teriilet: 0,8632) nem taldltunk kellden magas szenzitivitasi
(88,89%) ¢és specificitasi (76,92%) érteket.

IV.S. Keringé EV-asszocialt miRNS expresszio és
kortizolszekrécios  paraméterek  kozotti  korrelacio
vizsgalata

Spearman-korrelacios vizsgalattal elemeztiik a keringé miRNS
(-dCT) és kortizolszekrécios paraméterek kozotti kapcsolatot.
Ezek alapjan nem talaltunk kapcsolatot a bazalis kortizol szint
és a miRNS-ek kifejezodése kozott. Szignifikans kapcsolatot
tudtunk azonban igazolni a vizelet szabad kortizol szintje és a
hsa-miR-22-3p (r=0,7606; p<0,0001), a hsa-miR-27a-3p
(r=0,7628; p<0,0001) és a hsa-miR-320b expresszidja kozott
(r=0,7843; p<0,0001).

Ezenkiviil szignifikans korrelaciot mutattunk ki LDDT utani
kortizol koncentraci6 és a hsa-miR-22-3p (p=0,0237) illetve a
hsa-miR-320b (p=0,0216) expresszidja kozott.

IV.6. Kis dézisa dexametazon tesztnek a miRNS-ek
expresszidjat befolyasolo hatasanak vizsgalata

Munkacsoportunk korabbi vizsgalata sordan a miRNS
expresszio esetleges valtozasait tanulmanyozta kis dozisu
dexametazon teszt és ACTH-stimulacios teszt soran normalis
mitkodést hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
tengellyel rendelkez egyénekben. E plazmamintdkat ujra
vizsgaltuk harom EV-eredeti miRNS expresszidjanak
elemzése céljabol 7 normalisan miikodé hypothalamus-
hypophysis—mellékvese tengellyel rendelkezé paciensnél
LDDT elétt és utan. Ezek alapjan az EV-eredetti hsa-miR-27a-
3p kifejezdését az 1 mg dexametazon szignifikans mértékben
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serkentette. Hsa-miR-22-3p és  hsa-miR-320b  esetén
tendencidzus, a szignifikancia hatdrat nem elérd valtozast
talaltunk.

12



V. Kovetkeztetések

1.1.  Egy piaci forgalomban elérhetd kit vizsgalataval egy
olyan EV-izolalasi modszer hatékonysagat bizonyitottuk,
amely a mindennapi klinikai gyakorlatban is felhasznalhato. A
kit eredményei parhuzamosak voltak az ultracentrifugicion
alapulo, arany standardnak szamito protokollal, amely klinikai
célokra nehezen alkalmazhatd. Aramlasi citometridval mind a
kit, mind az UC-val izolalt EV-k esetén ki tudtuk mutatni az
EV-ra jellemzo felszini markerek koziil az annexin V, a CD9
¢és a CD8I jelenlétét. Dinamikus fényszoras méréssel elvégzett
méreteloszlas vizsgalata is megerdsitette, hogy az altalunk
izolalt EV-k mérettartomanya megegyezik a szakirodalomban
leirtakkal.

1.2. A nagy ateresztOképességi TLDA A-kartyaval
elvégzett EV-eredetii miRNS profilozas alapjan tendencidzus
mértékben eltéréen expresszalddé hsa-miR-101 és hsa-miR-
483-5p szignifikdns mértékii feliilexpresszalddasat tudtuk
kimutatni fiiggetlen és magasabb elemszamu mintak esetén
RT-gPCR  mddszerrel ACC-ben  szenvedd  betegek
vérmintaiban ACA csoporthoz viszonyitva.

1.3. A hsa-miR-483-5p diagnosztikai hatékonysagat az
ACA és ACC elkiilonitésére ROC-analizissel vizsgalva a
klinikai gyakorlatban is alkalmazhatd, kellden magas
szenzitivitasi (87,5 %) és specificitasi (94,44 %) értéket
talaltunk 0,965 gorbe alatti teriilettel.

1.4,  Mind az ultracentrifuga, mind a kit alkalmazasaval
izolalt EV-k esetén sikeresen ki tudtuk mutatni a hsa-miR-
483-5p szignifikans mérteki feliilexpresszalodast az ACC
betegcsoportban.
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15. A fentiek alapjan az EV-eredetii hsa-miR-483-5p
minimdlisan invaziv biomarker lehet a mellékvesekéreg-rak
preoperativ diagnosztikajaban.

2.1. Korabbi sajat eredményeink ¢és irodalmi adatok
alapjan kivalaszott 5 miRNS koziil a hsa-miR-22-3p, a hsa-
miR-27a-3p és hsa-miR-320b szignifikansan
feliilexpresszaloddott a kortizoltermeld (CPA és CP-ACC)
daganatokban NFA-hoz viszonyitva. A hsa-miR-320b CP-
ACC-ben is magasabb kifejez6dést mutatott CPA-hoz képest.
A hsa-miR-210-3p csak CP-ACC-ben expresszalodott feliil
szignifikans mértékben NFA-hoz képest. A hsa-miR-375
expresszioja nem mutatott eltérést a harom betegcsoportban.

2.2. Az eredményeink alapjan az EV-eredetli miRNS-ek
eltér6 modon expresszalodnak hormonalisan inaktiv és
kortizoltermel6 mellékvesekéreg-daganatokban.

3.1.  Szignifikdins mértékii korrelaciot igazoltunk a
kortizolszekrécids paraméterek koziil a 24 o6rads gylijtott vizelet
szabad kortizolszintje és a hsa-miR-22-3p, hsa-miR-27a-3p és
hsa-miR-320b expresszioja kozott. A kis dozist dexametazon
teszt utani masnap reggeli kortizol koncentracio és a hsa-miR-
22-3p és hsa-miR-320b kifejezddése kozott is szignifikans
kapcsolatot mutattunk ki. A basalis reggeli kortizolszint és a
mMIiRNS-ek expresszioja kozott kapcsolatot nem  tudtunk
igazolni.

3.2. A hsa-miR-27a-3p  Kkifejez6dését  szignifikans
mértékben fokozta a kis dozisi dexametazon teszt
fiziologiasan funkcionalo hypothalamus-hypophysis-
mellékvesekéreg tengellyel rendelkezd egyének esetében.
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VI1IIl. Koszonetnyilvanitas

Nagyon szépen koszonom témavezetomnek, Prof. Dr.
Igaz Péter egyetemi tanar urnak, a Semmelweis Egyetem II.
sz. Belgyogyaszati Klinika jelenlegi igazgatdjanak, hogy PhD
munkdm témavezetjeként minden nap szamithattam értékes
szakmai tandcsaira, és, hogy mindvégig toretlen lelkesedéssel
tamogatott és formalta kutatéi szemléletem. Koszonom
tovabba a szakmai és emberi példamutatasat is!

Szeretném kifejezni koszonetemet Prof. Dr. Racz
Karoly ¢és Prof. Dr. Toth Miklos tanar uraknak, a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyodgyaszati Klinika volt
igazgatoinak, hogy kutatomunkdmat mindvégig tdmogattak.
Nagyon kdszondm értékes szakmai tanacsaikat és javaslataikat
is!

Ko6szonom Dr. Tulassay Zsolt és Dr. Tulassay
Tivadar professzor uraknak, a Semmelweis Egyetem Klinikai
Orvostudomanyok Doktori Iskola volt és jelenlegi vezetdinek,
hogy doktori munkdmat mindenben tamogattak ¢és, hogy
lehetdséget biztositottak kutatasom elvégzésére.

Koszondom TDK munkam témavezetdjének, Dr.
Patécs Attila egyetemi docens trnak, hogy kutatdomunkam
kezdetén is messzemenden tamogatott és segitett. Tovabba
kiemelkedo szakmai tudasaval PhD-kutatasom alatt mindvégig
hasznos tanacsokkal latott el, melyek szamottevéen javitottak
kozo6s publikacidink szinvonalat!

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Buzas Edit professzor
asszonynak és Paloczi Krisztina intézeti mérnoknek a
Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet munkatarsainak az

18



extracellularis vezikula preparditumok és az aramlasi
citometriai vizsgalatok tekintetében. Koszonom Mészaros
Tamas mérnoknek, a SeroScience Kft. és Nanomedicina
Kutat6 és Oktato Kozpont munkatarsanak a dinamikus
fényszoras mérés elvégzése €s értékelése miatt.

Koszondom a  Semmelweis Egyetem I sz
Belgyogyaszati Klinika endokrin munkacsoportja minden
tagjanak valamint az Endokrin Genetikai Laboratoérium
posztdoktor kutatoinak (Dr. Butz Henriett, Dr. Doleschall
Marton, Dr. Nyiré6 Gabor), volt ¢és jelenlegi PhD
hallgatoinak (Dr. Decmann Abel, Fiilopné Németh Kinga,
Dr. Grolmusz Vince, Dr. Kovesdi Annamaria, Dr. Molnar
Agnes, Dr. Nagy Zoltan, Dr. Nagy Zsolt, Dr. Sarkadi
Balizs, Dr. Stark Julia és Dr. Sumanszki Csaba) és
asszisztensnek (Benké Mariann) mindennapos szakmai
segitségiiket valamint a Laboratoriumra jellemzo barati 1égkor
biztositasat. Tovabba a Szteroid és Izotop laboratorium és a
Klinika osszes dolgozéjanak, hogy barmikor segitségért
fordulhattam hozzajuk.

Nem utols6 sorban pedig koszonettel tartozom paromnak,
sziileimnek és testvéreimnek a sok szeretetért, tiirelemért és
tamogatasért, amit az évek soran kaptam toliik. Nélkiilik ez a
munka nem sziilethetett volna meg. Nagyon k&szondm
szlileim toretlen biztatasat és Onzetlen tamogatasat valamint
példamutat6é emberi tartasukat!

19



