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1. Bevezetés

Ma mar ismeretes, hogy az Osztrogén (elsésorban 6sztradiol; E2), amely a
klasszikus nézdpont szerint féleg a n6i nemi mikoddés szabalyzasaban jatszik donté
szerepet, valamint az energiahaztartast regulaléo pajzsmirigy-hormonok (PMH-k)
szamos egyéb élettani folyamat iranyitasaban is részt vesznek. igy tébbek kdzott
kulcsszerepet jatszanak a kézponti idegrendszer fejlédésében, vagy olyan sejtélettani
jelenségekben mint a sejtosztddas, a sejtproliferacid, a programozott sejthalal és az
intracellularis metabolikus folyamatok, amelyek gyakorlatilag valamennyi sejtélettani
folyamatra kihatnak. A fenti hormonoknak a felsorolt folyamatokra kifejtett hatasa

alapvet6en a kdvetkez6 mechanizmusoktol fugg:

1. Specifikus hormonreceptorok (E2- és PMH-receptorok; ER és PMHR) mint

transzkripcids faktorok aktivalasa (genomialis hatasok);

2. Plazmamembranba integralt hormonreceptorok altal medialt rapid (nem

genomialis) intracellularis kaszkadreakciok aktivalasa; és

3. A kuloénb6zb hormonreceptorok altal aktivalt reakciéutak (genomialis és nem

genomialis) komplex egymasra hatasa.

Az E2 és PMH-k altal kozvetitett tréfikus hatasok kifejlédését nagyban
befolyasolja az, hogy e hormonok hogyan moddositjak egymas receptorainak a
kifejez6dését, és ezen keresztil hogyan modulalédnak az adott ligandszinthez
tarsithatd intracellularis folyamatok. Ezek alapjan belathatd, hogy a szdban forgd
hormonok kozotti igen Osszetett inter- és intracellularis kolcsonhatasok a
hormonhatasok szinte végtelen sokrétliségét eredményezik. A hormoninterakciok e
komplexitasa egyben arra is ravilagit, hogy az egyulttes hormonhatasok kisérletes

tanulmanyozasa rendkivul nehéz és igen nagy korultekintést igényel.

Régota ismeretes, hogy az ER-ok és a PMHR-ok a kdzponti idegrendszer
egészében el6fordulnak, megoszlasuk azonban régidspecifikus, életkorral, és a
hormonhaztartastol figgéen széles spektrumon belll valtozik, az azonban még

messze nem tisztazott, hogy e hormonreceptorok expresszidja hogyan korrelal az
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aktualis hormonszinttel, és az sem, hogy a receptorgének atirédasat hogyan koveti a
receptorfehérjék szintézise az agy egyes terlletein az egyedfejlédés soran. E
kérdések megvalaszolasahoz egy olyan primer kisagyi szemcsesejteket tartalmazé in
vitro kisérletes modellt hoztunk Iétre, amely lehetbvé teszi a fejl6d6 idegrendszerben
talalhatd idegsejtek kulonalldé és szimultan hormonhatasokra adott valaszanak
tanulmanyozasat ugy, hogy kisérletesen befolyasolhaté a tenyészetben talalhato
gliasejtek jelenléte. Kisérleteink soran glia-tartalmu (Glia+) és glia-mentes (Glia-)
kulturakban vizsgaltuk PCR és Western blot technikakkal az E2 és PMH-k (trijod

tironin, T3; tiroxin, T4) elkuldnitett és kombinalt hatasat a receptoraik expresszidjara.

A kornyezeti endokrin diszruptorok (ED-ok) olyan szelektiv hormonreceptor-
modulatorok, amelyek agonistaként vagy antagonistaként hatnak a széban forgd
hormonreceptorokon. Az ED-ok a hormonhaztartas karositasa révén befolyasolhatjak
az idegrendszer normalis fejl6édését, emiatt gyakran maradandd, hosszutavu
karosodast okoznak az allati és emberi szervezetben. Szamos tudomanyos kutatas
bizonyitotta, hogy a biszfenol A (BPA), mint ED hatasu kérnyezeti szennyezd
molekula, képes megvaltoztatni az 6sztrogénfiiggd endokrin jelatviteli utak fiziologias
mikodését.

Mivel munkam soran bizonyitast nyert, hogy az dsztrogén képes befolyasolni a
PMHR-ok kifejez6désének meértékét, logikusnak latszott feltételezni, hogy a BPA
onalléan, illetve E2 és/vagy PMH-okkal egyutt szintén hatassal lehet a PMHR-ok

expressziojara.



2. Célkitlzés

A. A céljaink vizsgalatara alkalmas in vitro kisérleti rendszer kidolgozasa (primer

kisagyi idegsejt-tenyészet)

B. A E2 és PMH-ok ERB-ra, PMHRa-ra és PMHRpB-ra kifejtett hatasanak

vizsgalata egyedileg és kombinacidban.

C. A BPA PMHR-okra (PMHRaq,B) kifejtett hatasanak vizsgalata.

D. A kapott eredmények értelmezése a kisagy tukrében.

E. A kapott eredmények értelmezése a hipotalamusz tikrében: E2 és PMH-ok
hatasairdl rendelkezésre all6 szakirodalom figyelembevételével, kulonos

tekintettel a hipotalamusz taplalékfelvétel szabalyozasaban betdltott szerepére.



2. Anyag és médszer

Kisérleteinket 7 napos Sprague-Dawley patkanyokbodl (testsuly: 18-20 g)
készitett primer kisagyi sejttenyészeten végeztik. Mivel sem korabbi tanulmanyok,
sem pedig sajat eredményeink nem mutattak kulonbséget a nemek kozott, a
vizsgalatokban a him és néivaru allatokat egyarant felhasznaltuk. A vemhes anyakat
a kiseérlet el6tt minimum 4 nappal korabban beszereztik, és standard laboratoriumi
korilmények kozott, ad libitum etetés és itatas mellett, 12-12 éras sotét és vilagos
ciklusban tartottuk. Az ellés napjat tekintjuk a 0. posztnatalis napnak (PO). A kisagyi
sejtek kiultetése a 7. napon tortént. Az eredményeinket a fiziologias allapothoz is
szerettik volna hasonlitani, ezért in situ kontrolként 14 napos patkanyok kisagyat
hasznaltuk. A kisérleteinket a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karan

végeztiik. Allatvédelmi engedély szama: 22.1/3947/003/2008.

A primer sejtkulturat az alabbi modon allitottuk elé: Az allatok gyors dekapitalasa
utan izolaltuk a kisagyat. A kisagyi sejteket szérum- és szteroidmentes médiumban
szuszpendaltuk. Az igy elballitott szuszpenzidt 40 ym porusnagysagu sejtszirdvel
atszlrtuk, és a korabban poli-L-lizinnel bevont Petri-csészékbe Ultettik ki. A sejtek
kozvetlen érintkezését elkertlendd, a sejtszuszpenzidt tapfolyadékkal addig higitottuk,
amig el nem értiik azt a slriiséget, amely a 2300-2700 sejt/ mm?-es sejtszamot
eredményezte 7 napos inkubacidt kovetéen. A kizardlag neuronalis sejttenyészet
létrehozasahoz a tenyészethez 24 6ras inkubalast kdvetéen arabinofuranozil-citidint
(AraC) adtunk, amely a gliasejtek elszaporodasat gatolta, majd a sejttenyészetet
tovabb inkubaltuk. A tenyészeteket a betakaritas el6tt 6 oraval (QPCR) vagy 18 oraval
(Western blot) fiziologias koncentraciéban 17-béta-6sztradiollal (E2), trijod-tironinnal

(T3), tiroxinnal (T4) vagy ezek kombinaciojaval kezeltuk.

Kisérletsorozatunk masodik felében az el6zéekben felsorolt anyagok mellett
biszfenol A-t (BPA) is adtunk a sejttenyészetekhez. Referenciaként olyan gliasejtes
(Gliat+), valamint gliamentes (Glia-) tenyészetet is hasznaltunk, amelyeket sem

hormonokkal, sem pedig BPA-val nem kezeltunk (kezeletlen kontroll, ntC).
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Az E2-nek illetve a T4-nek az Osztrogén- (ER) illetve pajzsmirigyhormon-
receptorok (PMHR) kifejez6dési szintjére gyakorolt ko- és keresztmodulaciés hatasat
kvantitativ PCR (gPCR) és Western bolt kisérletek segitségével vizsgaltuk. Kezelési

csoportonként 6 Petri-csészét hasznaltunk fel.

A statisztikai analizist egy- illetve kétutas ANOVA modszerekkel végeztik el. A
szignifikancia mértékét az alabbiakban hataroztuk meg: *p<0,05; **p<0,01;

p<0,001. Az adatokat ezutan az Excel és a GraphPad Prism (version 4) szoftver

segitségevel értekeltuk ki.



3. Eredmények és megyvitatasuk

Az E2 és a PMH-ok hatasanak vizsgalata primer kisagyi sejtenyészeteken

A primer szemcsesejteken végzett kisérleteink eredményét a szakirodalomban
kozoltekkel dsszhangban a szoveti integritas és a biokémiai kornyezet tekintetében
élettani szempontbdl intakt mintakhoz viszonyitottuk (in situ kontroll). Ennek
ertelmében a tanulmanyban alkalmazott kisérleti modell nélkulozte a szOveti
integritast, tovabba a gliamentes kulturakban a gliasejtek proliferacioja, a gliapopulacio
novekedése teljes mértékben gatolva lett. Az eredmények konnyebb értelmezése
végett megjegyzendd, hogy az E2-nel kezelt csoportokra PMH-mentes csoportként,
mig a T3/T4-vel kezelt csoportokat 6sztrogénmentesként tekintettiik. Az ntC csoportok

mind az E2-t6l, mind a PMH-oktél mentesek.

A Gliat+ és a Glia- csoportok 6sszehasonlitasabol a gliasejtek endokrin
funkciojara kovetkeztethetlink, mig a Glia- csoportokon detektalt hormonhatasok,
lévén e csoportokban a gliasejtek szamaranya elenyészd, j6 kdzelitéssel kizarolag a

neuronok mikodésének tudhatok be.

Valamennyi kisérletes csoportban a hormonreceptorok mRNS-expresszidja
megnovekedett az in situ kontrollhoz viszonyitva, ami arra utal, hogy a szdveti
integritas hianya megnoveli a sejtek E2 és PMH sziikségletét, amely alapfeltétele lehet
annak, hogy a sejtek az uj kornyezethez alkalmazkodva meg tudjak &rizni
életképességiket. A Glia- és Glia+ csoportok kdzott mind transzkripcidés, mind
transzlacidés szinten megnyilvanulé kualdénbségek arra utalnak, hogy a gliasejtek
feltételezhetéen a neuronokat célzé szignalizacios utak modulalasan keresztil
kulcsszerepet jatszanak a PMHRa,B bioszintézisében. Ezzel ellentétben az ERP
tekintetében a megndvekedett MRNS szintet emelkedett proteinszint kisérte a glia

jelenlététdl fuggetlendl.



A Glia+ csoportok esetében kapott eredmények szerint a szdveti integritas
elvesztése (egyedul a E2-kezlelt Glia+ alcsoporttdl eltekintve) énmagaban nem
befolyasolja a PMHRa expreszidjat, ugyanakkor a PMHRa protein normal szinten valé
tartasa az élettanihoz képest megnovekedett transzkripcios aktivitast igényel. A
megnovekedett transzkripcios aktivitas ugyanakkor a killtetett sejtekben lejatszodod

regenerativ folyamatoknak is betudhato.

A PMH-deprivalt (azaz kizarélag E2-vel kezelt) kulturak vizsgalata alapjan
elmondhatd, hogy a PMHRa proteintermelésre gyakorolt gliahatas a jelenlévd
hormonok fliggvényében valtozik. Ennek megfeleléen PMH-ok hianyaban nem
érvényeslult a glia hatasa, hiszen PMHRa protein expressziéja mind a Glia-, mind a
Glia+ csoportban ugyanugy jelentésen lecsdkkent az in situ-hoz viszonyitva. Mindez
arra utal, hogy a PMHRa expresszi6 tekintetében a glia nem annyira az E2-, hanem

sokkal inkabb a PMH-hatast medialja.

A PMHRPB esetében a szoveti integritas elvesztése 6nmagaban nem
csOkkentette az expressziét, mert barmely hormon adagolasa a normalisnak megfelel6
szinten tartotta a PMHR protein expresszidjat. Ezzel szbges ellentétben valamennyi
Glia- csoporton belll jelentésen lecsokkent a PMHRpB proteinszint az in situ-hoz
képest, teljesen fuggetlenul az E2 és/vagy PMH-ok jelenlététél. Ebbdl az kdvetkezik,
hogy a PMHRp proteinszintli expresszidjat fenntartd6 hormonhatasok szintén a glia
modulalé hatasa alatt allnak. A PMHRa-hoz hasonléan a PMHRpB fehérjeszintjét
jelentésen megnovekedett mMRNS-szint biztositotta, ami a tenyésztett sejtekben fellépd

transzkripcids szint(i kompenzacios folyamatokra utal.

Az ERpB-val kapcsolatos eredmények tekintetében a leginkabb figyelmet érdemld,
hogy mind az mRNS, mind a protein szintek egyontet és szamottevé megemelkedése
volt az in situ mintakéhoz viszonyitva. Ezek alapjan maga a szoveti integritds hianya
az, ami a glia jelenlététél figgetlenul ERB mRNS és protein szintek emelkedését idézi
el6. E jelenség feltehetéen része a Kkilltetett kisagyi sejtek regenerativ

valaszreakcidjanak, és kiemeli az ER neuronalis szabalyozasban betdltott potencialis



szerepét. Az ERB mRNA expresszidé mintazatat tekintve szamos parhuzam fedezhetd

fel a PMHR és ERp ligand-indukalta transzkripcios aktivitasaban.

A fent bemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy az E2 és a PMH-ok
nemcsak sajat specifikus, hanem egymas receptoraira is kifejtik hatasukat. A
ligandfuggdé ER-PMHR interakcidk egyik lehetséges mechanizmusa ugy valdsul meg,
hogy e receptorok homo- vagy heterodimer formaban is kot6édhetnek a DNS megfelel6
hormon-fliggé promoter régiéihoz. Ezen tulmendéen, valészinlsithetd, hogy az egyes
promoter régiok olyan szakaszokat is tartalmaznak, amelyekhez mindkét ligandkotott
receptor kotédni képes. Tehat az ER-ok és PMHR-ok vélhetéen egymassal
versengenek a kotéhelyekért, ami joggal feltételezi egyes E2- és PMH-vezérelte

folyamatok magas szintl atfedését, amit szamos publikacio alatamaszt.

A BPA hatasa a PMH-okra

A BPA-val kapcsolatos eredményeinket tekintve rendkivil érdekes, hogy az
endokrin diszruptor in vitro koralmények kdzott gatolja a PMHR mRNS expressziot. A
receptorok (PMHRa, PMHR) transzkripciéjaban tapasztalt valtozas legalabb részben
a glia mikodésének tudhaté be, 1évén a Glia- ntC értékek meghaladtak a parhuzamos
Glia+ értékeket. Ez a jelenség abban az esetben is fennallt, ha a tenyészeteket
kizarolag BPA-val kezeltik. Jollehet ezen eredmények részben alatamasztast nyernek
a korabbi adatok fényében, a BPA-nak a PMHR transzkripcidjara kifejtett hatasa mégis

vélhetben egy, a gliasejtek altal vezérelt multifaktorialis folyamat.

Az ntC-ben tapasztalt mMRNS-szupresszalé hatasok ellenére a BPA
hormonokkal kombinalt adagolasa rendkivil megndvelte a széban forgd receptorok
transzkripcids aktivitasat, fluggetlenll az alkalmazott hormontél. Bar ez az eredmény
az irodalmi ismeretek alapjan varhaté volt, mégis felhivja a figyelmet a BPA és a

vizsgalt hormonok kdzotti eddig még teljességgel feltaratlan szinergista hatasokra.

Altalanosan elmondhaté, hogy a BPA énmagaban, vagy mas hormonokkal

kombinalva sokkal kevésbé hangsulyos hatast valtott ki transzlacios szinten, mint
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ahogy azt a transzkripcié tekintetében lattuk. Ez alapjan belathaté, hogy a BPA
biolégiai hatasa a regularis hormonhatasok mellett sokaig rejtve maradhat, jollehet a
hattérben drasztikus transzkripciés hatasok érvényesulnek. A transzkripcios és
transzlacios hatasok kozotti ily meértékl eltérések arra is ravilagitanak, hogy a ket
folyamatot egymassal szinkronizalé mechanizmusokat (pl. a mikroRNS-regulacio)
szintén befolyasolhatjak az ED-ok. Ebbél vilagosan kitinik, hogy az ED-ok
hatasmechanizmusanak értelmezése soran nem szabad figyelmen kivul hagyni, hogy
a szbéban forgo kornyezeti karositdk nem csak a transzkripciora gyakorolnak jelentds
modulalé hatast, de a fehérjeszintézis mas részfolyamatai is sulyosan érintettek

lehetnek.

Onmagéban a PMHRa eredményeket elemezve elmondhatd, hogy mig a
Glia+/Glia- csoportok expresszidés mintazata egymashoz hasonlé volt, addig kulén
figyelmet érdemel, hogy a kizarolag BPA kezelésen atesett Glia+ csoport alacsonyabb
PMHRa mRNS expressziot mutatott, mint a csak E2-vel kezelt csoport. Tovabbi
érdekesség, hogy a Glia- parhuzamos csoportjainal a trend éppen ellenkezd volt.
Abban az esetben, ha glia jelenlétében barmely kombinacibban PMH-t adtunk a
tenyészethez, a PMHRa proteinexpresszidja kdzel kétszeresére nétt, az E2 azonban
onmagaban nem valtott ki semmilyen értékelhet6 valtozast az ntC-hez képest. Mindez
hozzajarul ahhoz, hogy a klasszikus médon az E2-mimikalé hatasardl ismert BPA
karositd hatasat ujra értelmezzuik, és sokkal inkabb egy olyan vegyuletként tekintsunk
ra, amely altalanosan modulalni képes a magreceptorok hatasmechanizmusat,

legalabb részben fliggetlenul a receptor ligandspecifitasatol.

A Glia- kulturakba a legnagyobb expresszios kilonbségek a csak E2 és/vagy
PMH kezelt és az E2 és/vagy PMH+BPA kezelt csoportok kozott jelentkezte, ami
szintén arra utal, hogy a PMH-ok jelenléte sziikséges a fent emlitett (és az ntC-hez
viszonyitott) kétszeres proteinexpresszié fenntartasahoz, ugyanakkor ezt a hatast a
BPA jelenléte tovabb mar nem moddositja. Lévén a Glia- kulturakban kétszeres

proteinexpresszid csak BPA jelenlétben voltak tapasztalhatdk, arra kovetkeztethetlnk,
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hogy a Glia- kulturakban a neuronok PMHRa fehérjeszintézisét elsédlegesen a BPA

hatarozta meg a hozzaadott hormontdl fliggetlendl.

PMHRB eredmények azt mutattdk, hogy a receptor fehérjeszinti
expressziojaban a glidlis szabalyozas nem latszik egyértelmlien, ugyanakkor a
transzkripcidban jatszott szerepe nem elhanyagolhat6. A PMHRa-nal tapasztaltakhoz
hasonldéan a PMHR-nal is elmondhatd, hogy a BPA jelentésen befolyasolja a protein
expressziojat. Mindebbdl vilagosan latszik, hogy az expresszioban kozremikodd
komplex szabalyzémechanizmusok miatt a szoban forgd receptorfehérjék
transzkripcids és transzlaciés szintl kifejez8dése kulon-kildén értelmezve félrevezetd
kOvetkeztetésekhez  vezethet, azok eredményeit egyuttesen, egymassal

osszehasonlitasban kell kiértékelni.

Mivel a BPA PMHRPB fehérje expressziéra gyakorolt hatasabdl levont
kovetkeztetés félrevezetd lehet, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a transzkripciot
és transzlaciét egyuttesen kell megvizsgalnunk ahhoz, hogy megértsuk a BPA, és

ezzel egyltt mas ED-ok Osszetett hatasat a PMHR szabalyozasara.

Eredményeink egybevagnak olyan in vivo allatmodellen végzett kisérletekkel,
ahol a pajzsmirigy-aluimikodése a fejlédés kritikus fazisaiban egy sor sulyos
idegrendszeri elvaltozast okozott, jéllehet PMHRa és PMHR[B egymas hipofunkcidjat
kompenzalni képes. Az altalunk megfigyelt BPA-hatasok in vivo is hasonl6 modon
jatszédnak le, nem szem elél tévesztve azt, hogy a PMHR kifejez8dése szdvet
specifikusan és az egyedfejl6dési stadiumok tekintetében is eltérd mértékben torténik
meg. Hozza kell tennunk tovabba, hogy a BPA, ahogy ez mas ED-okrdl is mar
megeroésitést nyert, megnodveli az intracellularis reaktiv oxigéngyok-képzddest, ezzel
oxidativ stresszt idéz el és apoptotikus folyamatokat indukal a kaszpaz-3 és- 9
aktivalasa révéen. Mindez végeredményképpen tOomeges sejthalalhoz, renyhe
szovetfejlédéshez vezet. Ezek fényében az ED-ok biolégiai hatasmechanizmusa az

eddiginél sokkal szélesebb spektrumban kivan vizsgalatokat.
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4. Konkluzidé

Az értekezésem eredményei ravilagitanak az E2 és a PMH-ok sajat- és egymas
receptor expresszidjaban betdltoétt komplex szabalyozd szerepére. A fiziologias
receptorszint fenntartasahoz elengedhetetlen a ligandhormonok megfelel6
koncentracioja, amelyre a gliasejtek jelenléte, vagy hianya is hatassal van. Ezen
eredmények alatdmasztjak azon feltételezéseket, amelyek szerint az E2 és PMH-ok
(és ezen hormonok receptorainak megfelel6, finomhangolt aranya) az idegrendszeri
fejlédésben, memodria képzésben és a neuroprotektiv folyamatokban alapvet6
funkcioval rendelkeznek. A szervezetben a normalistol eltéré pajzsmirigyfunkciok és /
vagy a szoveti szintl E2 / PMH szint ezen folyamatok fiziologias mikodésében tesz
kart. Figyelembe véve a hormonok kozti intra- és intercellularis szinten is jelenlévé
jelatviteli interakciok sokasagat és bonyolultsagat, feltételezhetd, hogy ezen egyensuly
felborulasa lehet a felel6s bizonyos neuronalis- és glialis tumorok kialakulasaért is.

Az eredmények masodik fele bizonyitékkal szolgal a BPA az endokrin rendszert
karositd hatasanak meglétere. A BPA képes a PMHR-ok expresszids szintjiének
befolyasolasara, hiszen: 1. a BPA az E2 és PMH hatasaival egyutt befolyasolia a
receptorexpresszios folyamatokat, 2. a glia moduldlja (medialja?) a BPA hatasat a szévetben.
Azonban kérdéseinkre, amelyek arra a hatasmechanizmusra keresik a valaszt, amellyel a BPA
képes az mRNS és fehérjeszinteket befolyasolni, még nem kaptunk valaszt. Feltételezhet6 egy
receptorfehérje-flggé negativ-visszacsatolason alapuld6 mechanizmus, amely a BPA
hatasanak intenzitasat csokkenti le az altalunk meért szintre. Emellett a sejtekben az energia, és
épitbanyagok (véges mennyiségben megtalalhatd) szintje is limitalhatia a maximalisan
kivalthatd BPA hatas er6sségét. Azonban, a hattérben zajl6 folyamatok hatasara kialakuld, az

élettani mikodeéstdl elterd hormonalis PMHR regulacié megléte bizonyitast nyert, amelynek

sz
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4. Uj tudomanyos eredmények

e Egy U in vitro Kkisérleti modell létrehozasa, amelynek segitségével
vizsgalhatdva valtak a kisérletben felhasznalt hormonok hatasai, anélkul, hogy
azokat a modellben talalhaté sejtek egymas kozotti kommunikacios utakon
befolyasolhatnak.

e A Kkisérletek bizonyitékkal szolgaltak a ligandfliggé szabalyozas meglétére az
ERPB és PMHRa,3 mRNS és fehérjeexpresszié szintjén.

o Bebizonyosodott egy, az ER és a PMHR kozott transzkripcids és transzlacios
szinten is megtalalhaté regulaciés folyamat jelenléte gqPCR és Western-blot
technikak segitségével.

e Bebizonyosodott az, hogy a glia medialé hatassal rendelkezik az ERB és
PMHRa,3 mRNS és fehérjeszintek ligandfliggé regulaciojaban.

e Egy, a taplalkozast szabalyoz6 hipotalamikus regulacids folyamatokat leird
irodalmi attekintés megirasa a jelenlegi legfrissebb tudomanyos irodalom, és

az elvégzett kisérletek alapjan.
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