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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az  Onszervez6dd  folyamatok eldfordulasa a  természetben ¢és a
nanotechnologiaban i1s gyakori jelenségnek szadmit. Ezeknek a folyamatoknak
nagyon nagy biologiai jelentdsége van, hiszen a molekularis onszervez6dd
folyamatok az €16 sejtek miikodéséhez elengedhetetlenek. A lipidekbdl felépiild
membranok, a DNS kettds spirdl €és a fehérjék negyedleges szerkezete csupan
né¢hany példa, de ezek mindegyike van olyan fontos, hogy a tudomanyos
érdekldédés kozéppontjaban alljon.
specidlis modszerekre van sziikkség. Ilyen példaul az atomerd mikroszkop
(atomic force microscope = AFM) 1s, mely 1986-ban jelent meg a pasztazo
mikroszkopok csaladjanak tagjaként. Az AFM egy nagyon kis rugoallanddju
rugolapka végén elhelyezkedd néhany nanométer gorbuleti sugaru tiivel
pasztazza végig a vizsgalandd objektum felszinét. A mérés sordn a van der
Waals er6k 4altal befolyasolt felszini egyenetlenségek okozta tliclhajlast
detektaljak. A technika hamar elterjedt biologiai objektumok tanulmanyozasara,
szubnanométeres felbontdképessége mellett a folyadékban torténd mérések
lehetdsége kivételes eldnynek szamit.

Munkdm célja makromolekuldk szervezddésének tanulmanyozasa volt
kulonbozd feluleteken. Tanulmanyoztam a DNS épitdelemeinek szervezddési
tulajdonsagait muszkovit csilldm feliletén, és kazein fehérjekomplexek

felépulését toltéssel rendelkezd feluleten.

A dolgozat egyes részeiben a kovetkezd kérdésekre keresem a vélaszt:

1. Az oligonukleotidok (ODN) 10-20 bazisparbol all6 makromolekuldk, az
orokitbanyagot hordozd DNS alkotoelemei. Funkciojuk betoltéséhez

nagyon fontos, hogy specifikus oOnszervez6d6 tulajdonsaggal



rendelkezzenek. Az onszervezddés eredményeként jellegzetes alakzatok
jonnek 1étre. Az atomerd mikroszkop kozvetlen modszerként haszndlhatd
a jellemzd struktirdk vizsgalatara. Célul tlztuk ki annak megmutatasat,
hogy a kiilonboz6 kornyezeti, fizikai-kémiai (oligonukleotid koncentracio,
oldat pH-ja, felilet mindsége) paraméterek hogyan befolydsoljdk az
oligonukleotidok 6nszervezddési tulajdonsagait. Ezekbdol a vizsgalatokbol
egy altalanos kovetkeztetést reméliink levonni arra vonatkozoan, hogy a
biologiailag fontos oligonukleotidok /makromolekuldk sztereospecifikus
reakcidinak katalizdladsaban milyen szerepik lehet a kilonféle
feluleteknek.

2. Feluletek megfelel6 modositasaval befolyasolhatjuk, hogy milyenek legyenek
a rajtuk kialakulo struktirdk szervezddési feltételei. Azt mar korabban
megmutattak, hogy a  vdltakozoan  pozitiv/negativ  toltési
polielektrolitokbol felépitett filmek képesek a fehérjéket stabilizalni
anélkul, hogy azok szerkezetét, biologiai aktivitdsat jelentGsen
befolyasolndk. Mi most a polielektrolit filmeknek ezt a képességét akartuk
kihaszndlni arra, hogy nagyon alacsony koncentracioju kazein oldatokbol
szinte egyenként adszorbealtatva/rogzitve a fehérje molekuldkat a filmek
feszinén, 1€épésrol-lépésre nyomon kovethessik a kazeinek bioldgiai
funkcigjdhoz, a kdalcium-foszfat szallitdsdhoz szikséges micelldk
kialakuldsat. Két vizsgalati modszer, az AFM €s a Fourier transzformacios
infravords  spektroszkopia segitségével nyomon tudjuk kovetni a
lépésenként felépitett kazein micelldk makroszkopikus (nm-es skala)
szerkezetének kialakulasat, illetve a fehérjekomplexek masodlagos
szerkezetét.

3. A kazeinek biologiai fontossdga mind az emldsok életében, mind az
emberiség taplalkozasdban rendkivili. Ezért nagyon fontos annak
megértése, hogyan szervezOdik az a szerkezet, aminek révén a kazeinek

nagy mennyiségli kdlcium-foszfatot tudnak az emldsok Ujszilottjeinek
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csontképzédés€éhez szallitani. Mivel az emberiség taplalkozasanak
jelentds 1észe ¢épul a kulonbozé allatok tejére, 1illetve azok
“biotechnoldgiailag™ feldolgozott formaira, ezek az ismeretek gazdasagi
szempontbdl 1s nagyon fontosak. Az eddigi kutatasok — a megfeleld
technikdk hidanya miatt mindig csak a kész, mar kialakult micellak
szerkezetét tudtdk vizsgalni — két, egymdsnak ellentmondé modellhez
vezettek.  Célunk, hogy az eddigiektél alapvetbéen  eltérd
megkozelitésiinkkel, amikor a polielektrolit filmek tulajdonsagainak
véltoztatasa révén sz€les tartomanyban valtoztathatjuk az onszervezddés
feltételeit, olyan ismeretekhez jutunk a micelldk felépilésének
mechanizmusat illetéen, melyekkel ezen modellek kozti ellentmondasok

feloldhatoak.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Oligonukleotid-szintézis és mintakészités

Az 5'-GAGCTGCACGCTGCCGTC-3> szekvenciaju, 18 bazisbdl 4llo
oligonukleotid Expedite 8909 tipusu szintetizatorral. A tisztitds Kromasil 100-
CHS8 250 x 10 mm ID oszlopon, nagynyomasu folyadékkromatograffal tortént,
0,1 M-os trietilammonium-acetat-acetonitril  (pH=7.0) keveréket hasznalva
oldoszerként. Az oligonukleotidokat Dr. Bottka Sandor csoportja (MTA Szegedi
Biologiai Kozpont) készitette.

A mintak el6allitdasahoz 50 ul vizes oldati ODN-t cseppentettem frissen
tisztitott, 15 x 15 mm*-es csillam (egyes méréseknél uveglap, szilicium, illetve
grafit) felszinére, majd a mintat tisztitott levegds fuvassal 1 oran at szaritottam.

Az ODN-oldatokat nagytisztasagu vizzel (Fluka) készitettem.



Polielektrolit filmek és kazein rétegek felépitése

A polielektrolit filmek készités€éhez a pozitiv toltésii poli-allilamin-hidroklorid
(PAH), illetve a negativ toltésii poli-sztirol-szulfonat (PSS) 1-1 mg/ml
koncentracidju oldatat hasznaltam. A felilet teljes fedettségének eléréséhez hat
PAH/PSS kettds rétegre volt sziikség.

Az AFM méréseknél a film hordozdja frissen hasitott, atomi simasagu
negativ toltésti csilldmlemez volt, amin a hat kettdsréteg felépitését PAH
réteggel kezdtem.

A teljes visszaverddéses Fourier-transzformacids infravords (ATR-FTIR)
méréseknél a polielektrolit film hordozdja maga a teljes visszaverddéses
fényvezetést biztositd ZnSe kristaly volt, aminek felszinét — a megfeleld tapadas
érdekében — el kellett kezelm a pozitivan toltott poli-etilén-imin
adszorpciojaval (szintén 1 mg/ml oldatbol). Ezutan a hat kettOsréteg felépitése a
negativ PSS adszorpciojaval kezdddott. A polielektrolit filmek felszinének
toltését pozitivra, illetve negativra ugy dllitottam be, hogy utolso rétegként
PAH-t, illetve PSS-t adszorbealtattam.

Az o~ ¢ésx -kazeinecket 10mM HEPES pufferben 0.1 mg/ml
koncentracioban oldottam fel, és ezekbdl az oldatokbol adszorbealtattam a
polielektrolit filmek felszinére. Az alacsony koncentracioju oldatbdl a kazeinek
természetes aggregacios folyamata infravoros spektrométerrel kovetheté mdodon
zajlik le, igy magat a micella felépulésének folyamatat lathatjuk, nem csak a
végeredményt, mint az eddig alkalmazott modszerek esetén.

A kalcium-foszfat nanoklaszterek kialakitdsahoz elsé 1€pésben 1 M-os
CaCl, oldattal “arasztottuk el az adszorbealddott kazeint, a masodik 1épésben
50 mM koncentraciéju Na,HPO, oldattal egyrészt lemostuk a nem kotott Ca>*
ionokat, masrészt kialakitottuk a fehérjéhez kotott kalcium-foszfat klasztereket.
Ezen klaszterek meglétét alapos pufferes mosas utan FTIR méréssel ellendriztik

az 1200-1000 cm™ tartomanyban megjelend erés foszfat savok alapjan.



Atomerd mikroszkopia

A méréseket Asylum MFP-3D tipusu AFM-mel végeztem. A képkészitést AC
(tapping) modban végeztem, a rugdlapkat sajatfrekvencigjahoz kozeli értéken
rezgetve. A képek 512x512 képpontos felbontdssal késziiltek. Az
oligonukleotidok tanulmanyozasdhoz szaraz mintdkat hasznaltam €s a mérés
levegbben tortént, a kazein fehérjével kapcsolatos kisérleteket pedig
folyadékban végeztem. A pasztdzas soran a rugolapka mindkét irdnyba torténd
mozgasat kiilon regisztraltam, majd a kapott képeket 6sszehasonlitva sziirtem ki
az esetleges miihibakat €s beallitasi problémakat.

Az oligonukleotidok szervezddésekor megjelend struktirak leképezéséhez
aluminiummal bevont, szilictumbol készult AC240TS-C2 tipusu tiket
hasznaltam. A tik rezgési frekvencigja 70 kHz, rugdallandojuk 2 N/m ¢€s
gorbiileti sugaruk 10 nm-nél kisebb.

A polielektrolit filmeken ¢és kazein fehérjén folyadékban végzett
topografiai €és erdmérések arannyal bevont, szilicium-nitridbdl készilt Bio-
Lever A (BL-RC150 VB-C1) tipusu tiikkel készultek. A rugolapkak nominalis
rugodallandgja 30 pN/nm, sajat rezgési frekvencidja 37 kHz levegbben.

Az AFM segitségével a topografia mellett a felszin rugalmassagarol is
kaphatunk adatokat. Az erémérések a képkészités sordn i1s hasznalt tlikkel
torténtek. A Young modulus kiszdmitadsdhoz az erdgorbék felszin felé tarto agat
hasznaltam. A kemény csillam felszinen referenciagérbéket készitettem,
melyeket kivonva a fehérjerétegen mért erdgorbékbdl az Ggynevezett
benyomodasi gorbékhez jutottam. A benyomddas mértéke informaciot nyujt az
anyag keménységére vonatkozdan. Erdoméréseket végeztem a fehérje minden
allapotaban (minden kezelés utdn), és a kapott er0-benyomodas gorbéket

Osszehasonlitottam.



Infravoros spektroszkopia

A planans kazeinréteg szerkezetének vizsgalatira az AFM mellett infravoros
spektroszkopiat hasznaltam teljes visszaverddéses izemmodban (ATR-FTIR). A
méréseket Bruker Vertex 70 tipusi Fourier-transzformacidos infravoros
spektrométerrel és Bruker Opus szoftverrel végeztik. Belsd reflexios elemként
egy ZnSe kristalyt haszndltam, ez biztositotta a szilard hordozofeliiletet a
polielektrolit/fehérje film felépitéséhez is. A spektrumokat szobahdmérsékleten,
D,0 alapu pufferben vettem fel.

Minden egyes réteg adszorpcidja, vagy barmilyen, a mar meglevé mintat
befolydsolo beavatkozas (pl. kalcium-foszfat nanoklaszterek kialakitdsa) utan
infravoros intenzitds spektrumot vettem fel. Ezekbdl azutan a megvalaszolando
kérdés kivanalmainak megfelelden tetszés szerint szamolhattam infravoros
abszorpcios spektrumokat, a beavatkozas el6tt felvett intenzitds spektrumot
tekintve a hattérnek, a beavatkozas utanit pedig a mintdnak. Ily modon ki
lehetett mutatni az adott 1€pésben adszrobedltatott polielektrolit/fehérje réteg
meglétét/szerkezetét. A fehérjék jellemzésére elsésorban az 1700-1600 cm’

tartomanyban levd Amide I’ tartomanyt hasznaltam fel.



EREDMENYEK

1. Oligonukleotidok adszorpcidja és szervezddése

A 18 bazispara oligonukleotidok (ODN) vizes oldatat leszaritottam, majd
atomerd mikroszkdpos képeket készitettem. Az ODN-ek oOnszervezddésének
tanulmanyozasakor harom paraméter hatasat vizsgaltam: a felvitt anyag
koncentracidjat, a kiindulasi oldat kémhatasat €s a feliilet anyagi mindségét.

Tobb kiilonbozd ODN-koncentracidju oldatot készitettem a frissen tisztitott
muszkovit csillam felszinére. Azt tapasztaltam, hogy a kiinduldsi oldat
koncentracidjanak figgvényében killonbozd strukturdk alakulnak ki. 20 nM-os
koncentracidt haszndlva 1 pm hosszu, atlagosan 1.1 + 0.3 nm magas, az in vivo
koralményekre emlékeztetd szalas alakzatok jelennek meg a felszinen. A
koncentracid novelésével a kialakuld strukturdk egyre bonyolultabba valnak, a
szalak egymason atfednek €s haldzatokat alkotnak.

A 20 nM ODN-koncentracioju oldatot leszaritva azt tapasztaltam, hogy a
szdlas szerkezetek csak akkor alakulnak ki, ha a kiindulési oldat pH-ja egy jol
meghatarozott, sziik, savas tartomanyon (pH=3.4-4.0) belil van. Mas
esetekben apro csomok formdjaban figyelhetjilk meg az aggregaloddo ODN-t a
csillam felszinén.

A harmadik vizsgalt paraméter a feltlet anyagi mindsége, ezzel probalvan
feltarni a felszin kémiai Osszetételének szerepét a strukturak kialakulasaban.
Négy kulonbozo feluletre szaritottam oligonukleotidokat. A méréseket a szélas
struktardk kialakuldsa szempontjabol optimdlisnak tekintheté 20 nM-os
koncentracidju ODN-oldattal végeztem pH = 4.0-n. Az alkalmazott feliletek (az
eddig hasznalt muszkovit csilldmon kivil) a kovetkez8k voltak: tveg,
szilicium (100) és magas rendezettségli pirolitikus grafit (HOPG). A szilicium
felszinén a szalas alakzatok helyett apré (2-3 nm magas) csomokként jelentek

meg az ODN molekuldk. A HOPG feluletén az olgonukleotidok tanulmanyozasa



sikertelennek bizonyult, csupan a grafit lamellaris szerkezetét tudtuk leképezni
az AFM segitségével. A leszaritott makromolekulak feltehetdleg az egyes
rétegek talalkozasi pontjaiban helyezkedtek el. Az tvegfelileten, annak néhany
nanomeéteres felszini érdessége miatt, az AFM-mel technikailag lehetetlennek
bizonyult az oligonukleotidok megfigyelése. A csillam feliletén feltehetbleg a
felszini toltések segitik el6 a jellegzetes strukturak megjelenését. Feltehetdleg a
szaritdsi procedura alatt kialakult gyengén lokalizalt pozitiv toltések
(a K'-ionokhoz kothetdk) adjak, a részlegesen negativ oligonukleotidok

szamara, a kik6t6dés lehetdségét a megtigyelt szalak formajaban.
2. Polielektrolit filmek és fehérjék kolcsonhatasa

Dolgozatom masodik felében toltéssel rendelkezd polielektrolitokbol felépitett
tobbrétegi filmek feluletére adszorbedlt kazein fehérjek aggregalodasat,
viselkedését mutatom be. Els6é 1€pésben egy kazein monoréteget hoztam 1étre
szilard hordozoéfelilleten, majd azt vizsgaltam milyen korilmények kozott
alkalmas ez a réteg kalcium- ¢és foszfationok megkotésére, ill. tovabbi
fehérjékkel valo kolcsonhatasra. Az ATR-FTIR mérések soran készitett
abszorpcios spektrumokon az Amid I’ sdvok mutatjadk a fehérje jelenlétét,
mennyiséget €s szerkezetét, a megjelend foszfatcsticsok pedig igazoljdk, hogy a
fehérje ,,mikodéképes™, azaz képes az adott ionok megkotésére.

A fehérje kezelésének minden 1épésekor (a fehérje nélkili ,.csupasz”
polielektrolit filmen, a kazein réteg filmre torténd rahelyezése utan, a
fehérjefelilet CaCl,-oldatba helyezése utan, a Na,HPO,-0s kezelés utan, majd az
ujabb fehérjével torténd kolcsonhatas utan 1s) AFM képeket készitettem a réteg
felszinérol, és az er6-benyomddas gorbéket is mértem. A felszinen jellegzetes,
kb. 20 nm-es csomok lathatok.

Az erOmérések alapjan egyértelmiien megdllapithatd, hogy a fehérje
szerkezetében a kalciumionok hatasara szerkezetvaltozas kovetkezik be, ami a

felszin keményedésével jar. A foszfatos kezelés mar nem véltoztatja tovabb a
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kalctumionok kotésekor 1€trejott kompakt szerkezeti strukturat. A felszin egy
ujabb fehérjeréteg adszorbedldsaval visszanyeri eredeti rugalmassagat.

A pozitivan toltott polielektrolit rétegre adszorbedlt kazeinréteg
elvesztette képess€égét mind a kalcium-foszfat nanoklaszterekkel, mind a tobbi
kazein molekulaval valé kolcsonhatdsra. Pozitiv  toltésti  felszinre valo
adszorpcio esetén a kazeinekre nagyon jellemzd foszfoszeril oldallancoknak
mindenképpen részt kell venniiik a polielektrolit filmmel vald kolcsonhatasban.
Ezzel bizonyitottam, hogy ezek a negativan toltott csoportok részt vesznek a
kalctum-foszfat nanoklaszterek kialakitasaban, illetve, hogy a kalcium-foszfat
nanoklaszterek hianyaban nem folytatddik a micella felépilése.

Abban az esetben, ha a fehérje alatt kozvetleniil polianionos réteg
helyezkedik el az adszorbedlodott kazeinréteg megdrzi kalcium- €s foszfatkotd
képességét. A CaCl,, illetve a Na,HPO, kezelés sorrendjének felcserélésével
bebizonyitottam, hogy (6sszhangban a fenti AFM eredményekkel) a fehérjének
elébb kalcium 1onokat kell megkotnie, €s csak azutdn valik szerkezete
alkalmassa a foszfationok kotésére is, ebben az dllapotaban pedig 0j kazein

fehérjével taldlkozva aggregalodasra hajlamos.
3. Kazein rétegek egymasra épiilése

A fenti kisérleti elrendezést haszndlva modelleztam a kazein micellak
felépiilését €s a kalcium-foszfat szerepét a folyamatban.

Megallapitottam, hogy a kalcium- és foszfationok kotése utan a kazein
alkalmassa valik ujabb fehérjékkel torténd kolcsonhatas kialakitasara. Ez a
megdallapitds az altalam haszndlt o, ¢és k -kazeinre egyarant érvényesnek
bizonyult. Ezek a kélcium-foszfat klaszterek daltal Osszetartott fehérje-
aggregatumok nagyon hasonloak lehetnek az in vivo eléfordulé micellaképzdés
soran kialakul¢ strukturakhoz.

Annak ellendrzésére, hogy az aggregatumok novekedése megdllithato-¢ a

természetben 1s valOszintlsithetéen eléforduld6 modon, ellendriztem képes-e
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valamelyik kazein eldzetes kalcium- €s fosztatkezelés nélkil is kolcsonhatast
kialakitani a fels@ fehérje réteggel. Megallapitottam, hogy a felszini kdlcium-
foszfat klaszterek jelenléte nélkil csupan a k-kazein képes adszorbealodni az o-
kazein feliletére, és ez a kolcsonhatas B szerkezeti elemek megjelenéséhez
vezet. Ez a k-kazein réteg mar nem képes mas fehérjével kolcsonhatasba 1€pni.
Kisérleteim alapjan a kazeinek in vivo micellaképzddésére vonatkozoan a
kovetkezd eredményre jutottunk: A micelldk kb. 20 nm-es kazein
aggregatumokbol épiilnek fel, melyeket hidrofob kolcsonhatasok tartanak ossze.
A fehérjék negativ foszfoszerril csoportjai biztositjdk a kalcium-foszfat
nanoklaszterek szamara a kotddést, amihez aztan wabb fehérjék képesek
aggregalddni, most mar pozitiv oldallancok segitségével. Ez az aggregalodas
mindaddig fenntarthato, amig kalcium-foszfat van jelen. Kélcium-foszfat
hidnyaban csak a k-kazein képes kotddni a kordbban adszorbedltatott kazein
molekuldkhoz, €s a mérések szerint sokkal “lagyabb* 1évén, aza -kazeinnel valo
kolcsonhatdsaban olyan -szerkezetek indukalodnak, amik az a-kazeinben nem,
€s amelyek képesek lehetnek “befedni a micella tovabb épuiléséhez sziikséges
csoportokat, kalcium-foszfat kotOhelyeket. Ezért a kalcium-foszfat nélkili

K-kazein adszorpcio végeét vetheti a kazein micella épulésének.
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OSSZEFOGLALAS

Atomerd mikroszkoppal sikerilt megfigyelnem csillamfelileten a 18 bazisu
oligonukleotidok jellegzetes Onszervezddési strukturait, amelyek szerkezetét
kulonbozd fizikai/kémiai paraméterek befolyasoljak. Meghataroztam azokat a
kezdeti korilményeket (20 nM, pH = 4), melyek optimalisak a szdlas alakzatok
megjelenéséhez csillam felszinén. Kimutattam, hogy a felilet mindségének
meghatdrozo szerepe van a struktirdk kialakulasaban. (Journal of Physical
Chemistry C, publikacios lista 1.).

Szilard feluleten 1étrehozott polielektrolit film és kazein fehérjék
kolcsonhatasat vizsgaltam. Kisérleteim hozzgjarulnak a kazein micellak
felépulésének megértéséhez. Vizsgaltam a kalcium- €s foszfationok szerepét a
folyamatban. Az AFM-es mérésekbodl szarmazo informaciokat ATR-FTIR
mérésekkel 1s alatamasztottam, kiegészitettem. Megallapitottam, hogy kélcium-
foszfat jelenlétében a fehérjék aggregalodasra hajlamosak, beldlik multirétegek
allithatok eld. A folyamat lezardsara a kalcium-foszfat jelenléte nélkil is kot6do
k-kazein képes. (Journal of Biological Chemistry €s a European Biophysics
Journal, publikécios lista II-111.).
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KOSZONETNYILVANITAS

Doktori értekezésem a MTA Szegedi Biologiai Kutatékdzpont Biofizikai
Intézetében végzett munkdm €s tanulmanyaim eredményeként készilt. Munkdm
sikeréhez nagymértékben hozzgjarult az a rengeteg tamogatds melyet
munkatarsaimtol, bardtaimtol kaptam.

Mindenekel6tt témavezetdmnek, Dr. Varé Gyorgynek fejezem ki mély
tiszteletem ¢€s koszonetem. Attol a pillanattdl kezdve, hogy harmadéves
egyetemi hallgatoként csatlakoztam csoportja tudomanyos munkdjahoz, nagy
odafigyeléssel segitette, irdnyitotta szakmai tanulmanyaimat €és munkamat.
Szakmai tudasa €s jelleme kovetendd példa szamomra.

Koszondm kozvetlen munkatarsaimnak, Dr. Balint Zoltannak, Dr.
Szegletes Zsoltnak €s Végh Attila Gergelynek a sok értékes szakmai tanacsot,
amit munkdm sordn kaptam. A mérések kivitelezé€sénél, az adatok
kiértékelésénél tapasztalataikkal segitségemre voltak.

Halas vagyok Dr. Szalontai Baldzsnak ¢€és munkatarsainak, hogy részt
vehettem a polielektrolitokkal €s a kazein fehérjével kapcsolatos kutatasokban, a
kisérletekhez sziikséges anyagokat a rendelkezésemre bocsatottak €és a témaban
szerzett tapasztalataikkal segitették munkdmat.

Ko6szonom Dr. Ormos Palnak, a Biofizikai Intézet igazgatojanak, a Szegedi
Bioldgiai Kutatdintézet féigazgatdjanak a lehetdséget, hogy az AFM csoporthoz
csatlakozva az intézet munkatarsaként végezhettem PhD tanulmanyaimat. A
Biofizikai Intézet 0sszes dolgozojanak koszondm az 6sztonzd, kreativ légkor
megteremtését €s a mindennapos hasznos beszélgetéseket.

Kiulon koszondom csaladomnak a szeretet €s batoritast, valamint minden

baratomnak, aki mellettem allt €s tAmogatott ezekben az években.
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