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BEVEZETES

A génexpresszios szabalyozas szintjei

Az emberi genom koriilbeliil 25.000 fehérje koédold gént tartalmaz. Ezek koziil szamos gén,
mint példaul az Gigynevezett hdztartasi gének, szinte minden sejt szamara nélkiilozhetetlenek
a szervezetben, azonban a legtobb a gén szovet-specifikus kifejez6dést mutat. A
szovetspecifikus gének expresszidja tobb szinten szabalyozott. A transzkripciod szabalyozasa
eukariotakban elsésorban a kromatin szerkezet és a transzkripcids faktorok és ko-regulatorok
kolesonhatasanak az eredménye.

A kromatin alapveté szerkezeti egysége a nukleoszoma, amelyet az oktamer hisztonok és
azok koré tekeredd DNS alkot. A hisztonok mddositasai, mint az acetilacio, foszforilacio,
metilacio és ubikvitinacio, fontos mechanizmusa a génszabalyozasnak. A hisztonok szamos
helyen ugyanabban az idoben mddosithatok. Szamos hiszton moddositdsban szerepet jatszo
enzimet ismeriink. A hiszton acetiltranszferazok (HAT), mint példaul a CBP / P300, olyan
enzimek, amelyek acetilaljak a hiszton fehérjék oldallancan a lizin aminosavat és ezaltal
eldsegitik a kromatin-szerkezet fellazuldsat és a génexpressziot. Az acetilacid eltavolitasat, a
deacetilalast hiszton deacetilazok (HDAC) végzik, és ezek elsdsorban az adott genomi régiod
repressziojat idézik eld. Hisztonok lizin vagy arginin metiltranszferazok altali metilacioja is
ismert, amely esetén a metil-csoport a metil-donor S-adenozil methyoninrol (SAM)

szarmazik.

Az arginin metilacio és a kromatin atrendezodése

A Protein arginin metiltranszferdzok (PRMT) csaladjaba tartozo enzimek hiszton és nem
hiszton fehérjék arginin metilacidjat katalizaljak. Eddig a csalad tizenegy tagjat azonositottak
emlosokben (PRMT1-11). A PRMT3 kivételével minden PRMT rendelkezik metil-
transzferaz aktivitassal és képesek hiszton-szubsztratok metilaciojara. Az enzim aktivitas

alapjan az enzimek harom csoportba sorolhatoak. Az 1. tipusu enzimek (PRMT1, 2, 3, 4, 6 és



8) aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) képzddését katalizaljak, mig a II. tipusu (PRMTS)
enzim szimmetrikus dimetilarginin (SDMA) képzdédéséhez vezet. Mind az I. és II. tipusu
enzimek képesek a koztes terméknek szamité monometilarginin (MMA) 1étrehozasara. A 1l1.
tipust enzim (PRMT7) csak MMA-t general.

Fontos megjegyezni, hogy az arginin metiltranszferazok specificitisa nem korlatozodik a
hiszton fehérjékre és a csalad tagjai a szubsztrat specificitas széles spektrumat mutatjak.
Tobbek kozott ismert bizonyos ko-regulatorok arginin metilacioja, ami szerepet jatszik azok
génexpresszio-szabalyozo funkcidjaban. A CBP ko-aktivator CARML altali metilacidja jol
ismert a GRIP1-fiiggd transzkripcids aktivacio és hormon indukalt gén aktivalas soran. lzolalt
hisztonokon végzett tanulmanyok kimutattak azt is, hogy a H4 PRMTL1 altali metilacioja

elosegiti annak P300 4ltali acetilaciojat.

Retinsav-jelatvitel és a retinsav receptor

A ligand altali kozvetlen transzkripcids szabalyozas egyik legjobban karakterizalt példaja a
retinsav jelatviteli Gtvonal. Az A-vitamin biologiai hatasokat kivalto aktiv formaja két
Iépésben jon létre. Az elsé 1épésben az alkohol-dehidrogenazok (ADH) és retinol
dehidrogenazok (RDH) katalizaljak a retinol oxidacidjat retinaldehiddé (retinal). A masodik
1épés magaban foglalja a retinaldehid oxidaciojat retinsavva retinaldehid dehidrogenazok
(Aldhlal, Aldhla2 és Aldhla3) altal. A retinsavat (RA) nem minden sejt képes szintetizalni a
testben, azonban az aktiv szintézisre nem képes sejtek is hozzaférhetnek a retinsavhoz a
kornyezetiikbol. A retinsav intracellularis szintjét részben annak metabolizmusa szabalyozza.
A citokrom P450 alcsalad enzimei (Cyp26al, bl és cl) katalizaljak azokat a reakciokat,
amelyek soran az RA atalakul, elsésorban 4-hidroxi-retinsavva. A citoplazmaban a retinsav
intracellularis retinsav koté fehérje 2-t (Crabp2) kot és annak segitségével szallitodik a

sejtmagba.



A sejtmagban a retinsav az RAR: RXR (retinsav receptor : retinoid x receptor) heterodimer
aktivalasan keresztiil hat. A RAR (RARa RARP és RARy) és RXR (RXRa, RXRp és RXRy)
a magreceptorok kozé tartozo fehérjék, amelyek egymassal heterodimert alkotva megkotik a
DNS-t és kozvetleniil szabalyozzak a transzkripciot. A RAR és RXR a magreceptorokra
jellemzO6 konzervalt fehérje szerkezetet mutatjak, rendelkeznek DNS-ko6t6 doménnel (DBD)
és ligand-k6t6 doménnel (LBD). A RAR koti a retinsavat, mig a heterodimer RXR partner 9-
cisz-retinsavat kot. A ligand-kotott RAR:RXR heterodimerként kotodik a szabalyozott gén
kozelében talalhato specifikus szabalyozo elemekhez a DNS-en, az ugynevezett RA
valaszado elemhez (RARE). In vitro kotési és transzaktivacios vizsgalatok kimutattak, hogy a
RAR:RXR elsdsorban tn. direkt repeat (DR) szekvenciakhoz kotodik, amelyet 2, egymastol 5
vagy 2 nukleotiddal (DR5 és DR2) elvalasztott hexamer motivum (A / G) G (G / T) TCA)

alkot.

A retinsav receptorok epigenetikai szabalyozasa

A jelenleg elfogadott modell szerint az RAR:RXR heterodimer ligand hianyaban a
sejtmagban talalhat6, ahol kotédik a célgének valaszado elemeihez és ko-represszor
komplexet vonzz oda, amely tobbek kozott hiszton-deacetilaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét
(pl. HDAC3) tartalmaz. A ligandkotés egy alloszterikus valtozast valt ki, ami
végeredményben a ko-represszorok ko-aktivatorokra (pl. NCoA, CBP / P300, stb) torténd

lecserélodését idézi elo.

Retinsav szerepe a sejtek differencialodasaban és a neurogenezisben

Korabbi tanulméanyok kimutattak, hogy az embrionalis fejlddés soran az RA morfogénként
miikodik, koncentracio gradienst létrehozva az embrio anterio-posterior (A-P) tengelye
mentén. A retinsav embriogenezis soran jatszott lehetséges funkciodit eldszor A-vitamin

hianyos egerek tanulmanyozasa soran irtdk le. Ezek a vizsgélatok a szdmos elvaltozas mellett



arra is utaltak, hogy a retinsav alapvetd szerepet jatszik az idegrendszer fejlodése soran. A
retinsav receptorok altalanos kifejez6dése az agyban valdsziniisiti, hogy a retinoid jelatvitel
alapvetden sziikséges a neurogenezishez és a megfelelé agymiikodéshez. A retinoid jelatviteli
utvonal szerepet jatszik a fejlédé vel6csében lejatszodo neuralis differencialas kezdeti
szakaszaért, szabalyozza gerincveldi motoros neuronok differencialodasat, és meghatarozza a
hatsoagyat fejlodését. Kisérleti eredmények arra utalnak, hogy mindezen folyamatokban
fontos szerepet tolt be a RA-fiiggd Hox gének indukcidja. Ezzel szemben a retinsav aktivitas
bizonyos idegrendszeri funkcidk, mint példaul a korai eléagy kialakuldsa, nem lényeges.

Annak ellenére, hogy a rendelkezésre allo genetikai in vivo modellek értékes informaciokkal
szolgaltak a retinsav utvonal embriogenezisben betoltott szerepének megismerését illetden, a
mechanisztikus részletek és molekularis események leirdsdban csak limitalt informacidval
szolgaltak. Sejtes modell rendszerek, mint példaul az embrionalis Gssejtek alkalmazasa,
segithetnek jobban megérteni hogyan képes a retinsav koordindlni a sejt sorsat a

differenciacio soran.

Az embrionalis 6ssejtek, mint a sejtdifferencialodas modell rendszerei

A felfedezésiik ota az embrionalis Ossejtek az embrogenezis és a sejtdifferencialodasi
vizsgalatok egyik legfontosabb modell rendszereivé valtak. Az embrionalis Ossejtek
pluripotens sejtek, amelyeket a blasztocisztak un. belsé sejttomegébdl izolalnak  az
embrionalis fejlodés 3-4. napjan. Az 6ssejtek megtartjak azon képességiiket, hogy a szervezet
szinte minden sejttipusava képesek differencialodni megfeleld korilmények kozott. Az
Ossejtek aggregalddasaval 1étrejové tn. embrionalis testek (EB) sokkal inkabb utanozzak a
normalis embrionalis fejlédés korai allapotat, mint azt korabban gondoltak, igy értékes in
vitro modellként szolgalnak az embriogenezis folyamatanak megértésében.

A neurogenezis modellezésében kiilonosen kozkedvelt modellsejtek az Ossejtek, és

alkalmazasuk jelentds elérelépéssel kecsegtet neurologiai és a kdzponti idegrendszer (CNS)



sériiléseinek kezelésében. Tobb kisérletes példa megerdsitette, hogy az in vivo torténések
reprodukalasaval in vitro hatékonyan iranyithatd az embrionalis Ossejtek differencialasa
bizonyos neuralis sejttipusok iranyaba. Szamos jelatvitela Gt, amelyet a retinsav, FGF, Wnt és
DKK kapcsol be, nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a gerinces embrionalis kozponti

idegrendszer kialakulasaban.



CELKITUZES
A tanulmanyaim koézéppontjdban az egér embrionalis Ossejtek retinsav  indukalt

differencidlodasi folyamatanak transzkriptomikai és epigenetikai karakterizalasa allt.

Az altalanos célkitlizés az volt, hogy megértsiik a kdvetkezd jelenségeket a transzkripcios
szabalyozasban:

1. gén szelektiv transzkripcids szabalyozas

2. jel érzékenység finomhangolasa

3. az adott differenciacios jel sejttipus-specifikus értelmezése

4. a jel félreértelmezésének funkcionalis kovetkezményei

Sziikebb értelemben célul tiiztiik ki, hogy:

1. Meghatarozzuk a retinsav tutvonal komponenseinek kifejezodését differencialatlan
embrionalis dssejtekben

2. Karakterizaljuk a retinsav indukalt gének epigenetikai szabalyozasat

3. lgazoljuk a P300 és PRMT1 kozotti lehetséges szabalyozo kapcsolatot

4. Jellemezziik a PRMT1-fiiggé transzkripcids sejtdifferencialodasi eseményeket

5. Bedllitsunk egér embriondlis Ossejtek neuronokkd torténd  differencidlasanak egy
tobblépcs6s modelljét, ami alkalmas felfedezni 0j ko-regulatorok, mint a PRMT1 és PRMTS,

neurogenezisben bet6ltott mechanisztikus és funkcionalis szerepét.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Embrionalis 0ssejt kultura

Az embrionalis Ossejteket mitotikusan inaktivalt egér primer embriondlis fibroblasztokon
(PMEF) vagy SNL taplalo sejteken novesztettilk. A sejttenyészeteket 5% CO, mellett 37°C
hémérsékleten tartottuk fenn. Az Ossejteket 15% FBS-sel (Hyclone) kiegészitett DMEM
Glutamax médiumban tartottuk, 1000U leukémia gatl6 faktor (LIF), penicillin / sztreptomicin,

nem esszencialis aminosav és 2-merkapto-etanol jelenlétében.

Ossejt kultirak neuralis differencialodasa

Az 6ssejteket a differencialast megelézoen taplald sejt-mentes allapotban tenyésztettiik 0,1%
zselatinnal bevont tenyészté edényekben. Az embrioid test kialakulasat ugy idéztiik el6, hogy
4*10° sejtet raktunk ki bakteriologiai Greiner Petri-csészékre 15 ml differenciacios
médiumban (10% FBS). A differenciacié 5. napjatél a 8.napig a mediumot retinsavval
egészitettiik ki 5 umol végkoncentracioban. A 8. nap az EB-kbdl 0,05% tripszin segitségével
egy sejtes szuszpenziot készitettiink, és a sejteket 2%10° sejt per cm? sfirliségben, N2
tapfolyadékban (DMEM, F-12, L-glutamin, inzulin, transferrin, szelenit, putreszcin,
progeszteron, BSA) el6zetesen poli-L-ornithin-laminin kezeléssel elokészitett sejttenyésztd

edényekbe raktuk Ki.

shRNS-alapu stabil géncsendesités

A PRMTI és PRMTS8 gén csendesitéshez ShRNS lentiviralis plazmidot (MISSION shRNS,
TRCNO0000018490-493 és TRCN 0000097479-483) hasznaltunk (Sigma). A lentivirusokat az
shRNS lentiviralis plazmidok és helper plazmidok (pMD2.G, pRSV-Rev, pMDLg / pRRE)
293T sejtekbe torténd tranziens transzfekcidjaval allitottuk eld. A virus-transzdukalt sejteket
puromicin szelekcio alatt tartottuk. Kontrollként nem szekvencia-specifikus shRNS-t

hasznaltunk.



Plazmid és tranziens transzfekcio

A teljes hosszusagu vad tipusu human PRMT1 Henry MF-t61 szarmazik. Az Nhf-290-Hoxb1-
luciferaz és 2xDR2-luciferaz plazmidokat T Ogura és RM Evans bocsatotta rendelkezésiinkre.
A Hoxbl, Cyp26al, Pmp22, Spsbl vagy PRMT8 luciferaz riporter assay-ket az adott gén
enhancer régidinak PCR amplifikacidjat kovetd klonozassal allitottuk els. A teljes
hosszisagi human PRMTS szekvenciat a korabban 1étrehozott GFP-PRMT8 (M. Bedford)
plazmidbol PCR-ral amplifikaltuk fel, és klonoztuk EcoRI / Sall hasito helyek segitségével
pCMV-Tag2 (Stratagene) expresszios vektorba. Az 6sszes konstruktot DNS-szekvenalassal
validaltuk. A transzfekciot FUGENE transzfekcios reagens (Promega) segitségével végeztiik,
a gyarté utmutatisai szerint. A luciferaz aktivitdst Luciferase Assay System (Promega)

alkalmazasaval detektaltuk, és a normalizalds a P-galaktozidaz aktivitds azonos mintakbol

torténd meghatarozasaval tortént.

Real-time kvantitativ PCR (RT-gPCR)

Total RNS-t TRIZOL reagenssel (Invitrogen) izolaltunk. A ¢cDNS szintézist High capacity
cDNS Reverse transcription kit (Applied Biosystems) alkalmazasaval végeztiik, a gyartd
ajanlasa szerint. A kvantitativ PCR real time PCR (ABI PRISM 7900, Applied Biosystems)
késziiléken tortént. A relativ génexpresszid mértékét az Osszehasonlitoé Ct modszer és

GAPDH-ra torténd normalizalast kdvetden hataroztuk meg.

Microarray

A microarray kisérletek kivitelezését az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Kft
végezte GeneChip Mouse Gene 1.0 ST tipusu array-ek alkalmazasaval. Az adat analizise
GeneSpring GX 12.6 szoftver (Agilent, Santa Clara, CA) alkalmazasaval tortént. Els6ként az
Affymetrix adatfajlokat importaltuk a GeneSpring szoftverbe RMA16 algoritmus alkalmazasa

mellett. A normalizaldas a kontroll mintadk median értékeire tortént. A valtozd gének
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meghatarozasa paratlan t-teszt, aszimptotikus p-érték szamitasa és Benjamini- Hochberg-féle
korrekcio alkalmazasaval tortént. Az adatok tovabbi elemzéséhez IPA (Ingenuity® Systems,

www.ingenuity.com) on-line szoftvert hasznaltunk fel.

RNS-szekvenalas

Az RNS-szekvenalas Illumina késziiléken tortént (Centre National de Genotypage (CNG)
Parizs, Franciaorszag). Az RNS-Seq konyvtarakat minden esetben legalabb két biologiai
ismétlésben allitunk elé TruSeq RNA-sample Preparation Kit hasznalataval (Illumina), a
gyarto utmutatasait kovetve. Az RNS-seq adatok elemzését Horvath Attila végezte (Klinikali

Genomikai és Személyre Szabott Orvoslasi Kozpont, Debreceni Egyetem).

Western-blot analizis

20 ng teljes sejt fehérje extraktum futtatasa tortént SDS-gélelektroforézissel 10 vagy 12,5% -
os poliakrilamid gélen, majd a mintakat Immobilon-P transzfer membranra (Millipore Crp.,
Billerica, Massachusetts) transzferaltuk. A fehérjéket anti-PRMT1 (07-404, Millipore), anti-
PRMT8 (ab73686, Abcam), anti-ASYM24 (07-414, Millipore), anti-SYM11 (07-413,
Millipore), anti-OCT3 / 4 (sc5279; santa Cruz), anti-aktin (A2066, Sigma), anti-GAPDH

(sc32233; santa Cruz) antitestek felhasznalasaval vizsgaltuk, a gyarto ajanlasai szerint.

Ossejt és differencialédasi markerek kimutatasa immunfluoreszcencia segitségével

A sejteket 4% -os paraformaldehid hozzaadasaval fixaltuk, majd 1 oran at inkubaltuk
blokkoldé pufferben (PBS, 10% FBS-t, és 0,1% Triton X-100). A primer antitesteket
megfeleld higitasban adtuk hozza a sejtekhez és a mintakat egy éjszakan at 4°C-on tartottuk.
Harom 1xPBS-sel torténé mosast kovetéen FITC konjugalt masodlagos antitesteket adtunk a
sejtekhez 1: 200 higitasban és szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubaltuk. A sejteket haromszor

mostuk PBS-ben, és a specifikus fest6dést Axiovision inverz fluoreszcens mikroszkop
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segitségével vizsgaltuk. A vizsgéalatainkhoz felhasznalt elsddleges antitestek a kovetkezd
forrasokbol szarmaztak: anti-OCT3 / 4 (SC-5279; Santa Cruz), anti-SSEA (MC-480; DSHB),
anti-TUJ1 (MMS-435P; Covance), anti-PRMT1 (07 -404, Millipore), anti-PRMT8
(HPA039747, Sigma), anti-H4R3me2a (Active Motif, Cat.no 39705), anti-SYN1 (Millipore,

AB1543P ¢s BD Biosciences Cat.no 611393).

Kromatin immunprecipitacio

Az embrionalis éssejteket retinsav jelenlétében vagy hianyaban tenyésztettiik, majd a sejteket
két 1épésben keresztkotottiik diszukcinimidil glutarat (DSG) (ProteoChem) és 1% metanol-
mentes ultratiszta formaldehid (Thermo Scientific, # 28908) hozzaadasaval. A szonikalas
Diagenode Bioraptor ultrahang szonikatorral tortént és a kromatint a kdvetkezd antitestekkel
immunprecipitaltuk: 1gG (Millipore, 12-370), RXR (Santa Cruz, sc-774), RAR (Santa Cruz,
sc-773), P300 (Santa Cruz, SC- 585), HDAC3 (santa Cruz, sc-11417), Oct3 / 4 (santa Cruz,
sc-8628), H3K27ac (Abcam, ab4729) és H4R3me2a (Active Motif, Cat.no 39.705). A mintak
szekvenalasahoz a konyvtarak Klinikai Genomikai és Személyre Szabott Orvoslasi Kozpont,
Debreceni Egyetem épiiletében torténtek. A ChlIP-seq konyvtarak az Ovation Ultralow
Library Systems (Nugene) vagy TruSeq ChIP Sample Preparation Kit alkalmazéasaval, a
gyartd utasitasai szerint késziiltek. A ChIP-seq adatok elsédleges elemzését a Klinikali
Genomikai és Személyre Szabott Orvoslasi Kézpont, Debreceni Egyetem munkatarsai, Czipa
Erik, Nagy Gergely és Barta Endre végezték. Az adatok bongészéséhez és vizualizalasahoz az
Integrativ Genomics Viewer (IGV2.3, Broad Institute) hasznaltuk. A mintak vagy kondiciok
kozott atfed6 csucsokat VennMaster program segitségével jelenitettiik meg. Meta-hisztogram

készitését és motivum feldusulas vizsgalatat a Homer programcsomag segitségével végeztiik.

12



Kalcium imaging, loose-patch, és teljes sejt patch-clamp

Az 6ssejtbol differencialtatott neuronokat kalcium indikator festékkel toltottiik fel a méréseket
megelézéen. A Kalcium képalkoté méréseket az Elettani Intézet (Debreceni Egyetem)
munkatarsai végezték el, Zeiss Axioskop mikroszkoppal. A neuronalis akcids potencial
tiizelések extracellularis loose-patch mérései soran mesterséges cerebrospinalis folyadékkal
feltoltott mikropipettakat hasznaltunk. A sejtek voltage-clamp modban torténd elektromos
aktivitasanak rogzitéséhez Axopatch 200A erésitot alkalmaztunk. Az adatrogzités 10-kHz
mintavételi frekvencia mellett tortént. A teljes sejt patch clamp (whole cell patch clamp)
Narishige vertical puller segitségével, 5 MOhm rezisztencia alkalmazasaval htizott patch
pipettak felhasznalasaval tortént. Teljes-sejt patch-clamp aktivitasanak rogzitéséhez Axopatch

200A er6sitot alkalmaztunk, 10-kHz mintavételi frekvencia mellett.

Szovetmintak

A glioblastomas és a normalis agyszovetek gyljtése az idegsebészeti miitétek soran az
Idegsebészeti Klinikan (Debreceni Egyetem) tortént. Minden minta kiilon betegbdl
szarmazott. A normal mintdkat epilepszia kezelése soran bekovetkezd vagy egyéb, nem
tumoros agyszovetek miitétei soran gyljtotték az Orszagos Etikai Bizottsag és minden beteg

irasos engedélyével.

Statisztikai analizis

Az RT-qPCR és a ChIP-gPCR méréseket minden esetben harom bioldgiai parhuzamoson
végeztiik el. Az értékek mint atlag = SD vannak feltiintetve. GraphPad Prism (verzié: 5.02)
programot hasznaltunk az adatok megjelenitéséhez és statisztikai kiértékeléséhez (paratlan t-

teszt). Az eredményeket p <0.05 érték mellett tekintettiik szignifikansnak
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EREDMENYEK

A retinsav jelatviteli ut elemeinek kifejezédése differencialatlan éssejtekben

Munkank elsé 1épéseként azonositottuk, hogy a retinoid jelatviteli it mely elemei vannak
jelen a differencidlatlan embriondlis dssejtekben. A globalis génexpresszios elemzések azt
mutattak, hogy csak a cellularis retinsav koto fehérje 1 (Crabpl), a retinsav receptor gamma
izoformaja (Rary) és a retinoid-X-receptor alfa és béta izoformak (Rxra, Rxrp) fejezédnek ki
magasabb szinten differencialatlan Ossejtekben. A retinol kot fehérje (RBPs), alkohol
dehidrogenaz (ADH) és Cyp26 enzimek csak nagyon alacsony mRNS szinten voltak jelen.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a differencidlatlan Ossejtek-képtelenek endogén

retinsav termelésre.

Retinsav indukalt gének azonositasa

A retinsav altal embrionalis Ossejtekben szabalyozott gének azonositasa céljabol RNS-Seq
kisérleteket végeztiink. Rovid tavh retinsav kezelést kovetden csak 35 gén (pl. Cyp26al,
Dhrs3, Dleu7, Hoxal, Hoxbl, Rarf, Stra6 vagy Stra8) volt kimutathatd, mint statisztikailag

szignifikansan szabalyozott gén.

Retinsav fiigg epigenetikai valtozasok

A kovetkezd 1épésben a jol jellemzett Cyp26al és Hoxal gének retinsav valaszadd elemén
retinsav  hatasara  lezajlé  epigenectikai  valtozasokat  karakterizaltuk.  Kromatin
immunprecipitacio segitségével meghataroztuk a RAR ¢és RXR receptorok kotésének
dinamikajat, illetve a ko-represszor HDAC3 és ko-aktivator P300 levalasat és kotodését a
fentebb emlitett két gén enhancerén. Mig az RAR és RXR mindkét esetben detektalhato volt a
retinsav kezelést kovetéen, a P300 vagy HDAC3 kotddését nem tudtuk kimutatni egyetlen

vizsgalt idépontban sem a Cyp26al enhancer esetén, ami arra utalt, hogy létezik egy
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enhanszer-specifikus epigenetikus szabalyozas a retinsav indukalt transzkripcios események

esetén.

A P300 retinsav-fiiggo kotédésének genom szintii jellemzése embrionalis dssejtekben

A P300 retinsav-fiiggd kotésének vizsgalatat elvégeztik genom szinten is ChIP-seq
segitségével. Osszesen 3420 konszenzus P300 kétdhelyet tudtunk — azonositani
differencidlatlan embriondlis Ossejtekben. A P300 altal kotott DNS szakaszok motivum
elemzése kimutatta, hogy a P300 féleg olyan genom régiokban kotodott, amelyek az Ossejt
specifikus transzkripciés faktorok (Oct3 / 4, Sox2, Klif4, Esrrb és Nanog) motivumait
tartalmazzak. Erdekes médon a retinsav kezelés hatasara a kothelyek szamanak ~ 3-sz0ros
csokkenését mértiik. A P300 ChlP-seq adatok megerdsitették a szelektiv retinsav-fiiggé P300
kotodését a Hoxal vs. Cyp26al enhancerek esetén, illetve az RNS-szekvenalassal
meghatarozott célgének tovabbi példakkal szolgaltak a két csoportra. Ennek megfelelden a
géneket P300-fiiggetlen (pl. Cyp26al, Dleu7, Stra8) vagy P300-fliggd (pl. Hoxal, Hoxbl,
Pmp22) csoportokba soroltuk.

Mas csoportok altal kozolt Oct3 / 4, Nanog és Sox2 ChIP-Seq adatok megerdsitették, hogy a
P300-ko6té enhanszerek legalabb az egyik Ossejt-specifikus transzkripcios faktor kotését is

mutatjak. Ezek a helyek 6ssejt-specifikus szabalyoz6 "hot spot"-oknak tekinthetok.

A PRMT1 a "hot spot"-ok szelektiv ko-represszora

Korabbi irodalmi eredmények alapjan felmertiilt, hogy a protein arginin metiltranszferazok
csaladjaba tartoz6 PRMT1 és a P300 kozott funkciondlis kapcsolat allhat fenn. RNS-
szekvenalasbol szarmazd génexpresszios adatok alatdmasztottdk a PRMT1 magas szintii
expresszidjat embrionalis Gssejtekben, arra utalva, hogy a PRMT1 meghatarozo szerepet

jatszhat a differencialatlan Ossejtek aszimmetrikus arginin metilacidjaban. Ahhoz, hogy
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vizsgaljuk a PRMT1 szerepét a P300 altal kozvetitett transzkripcids és epigenetikai
folyamatokban, 1étrehoztunk stabil PRMT1 géncsendesitett sejteket.

A kontrol és PRMT1 hianyos embriondlis 6ssejtekbdl spontan differenciacioval létrehozott
embrioid testek retinsavval vald kezelését koveté genom-szintli génexpresszios eredmények
Osszehasonlitasa soran kideriilt, hogy a PRMT1-hianyos sejtek egy megvaltozott retinsav
valaszt mutatnak. Mig a legtobb ismert retinoid célgén, mint példaul a Cyp26al, Dhrs3,
Dleu7, Rbpl és Stra8 hasonldéan indukaldodott mind a kontrol és PRMT1 géncsendesitett
sejtek esetén, a Hoxal, Hoxbl, Stra6, Pmp22 és Spsbl géneknél magasabb indukcié volt
detektalhaté a PRMT1-hidnyos sejtekben. A PRMT1 hidnyaban detektalt szelektiv hatas és a
P300 esetén tapasztalt szelektiv kotddés figyelemre méltod atfedést mutatott, tovabb erdsitve
azt az elképzelést, hogy a PRMTI1 és P300 kozott funkciondlis kapcsolat 1étezik szdmos

retinsav indukalt gén szabalyozésa esetén.

PRMT1hianyos embrionalis dssejtek differencialasi képességének vizsgalata

Az embriondlis Ossejtek  differencidlodasi  képessége vizsgalhato azok spontan
differencialtatisaval, ami az embrioid testek Iétrehozasdval indukalhatd. A spontan
differencialodas mintegy 1000 gén esetén okozott jelentés génexpresszids valtozasokat vad-
tipusu Ossejtekbdl kiindulva. Genom szintli 6sszehasonlitd vizsgalataink és RT-qPCR alapt
validalasok kimutattak, hogy a klasszikus endoderma, mezoderma és ectoderma csiralemez
markerek hasonloképpen indukélodtak a spontan differencialodéds soran kontrol és PRMT1-
hianyos Ossektekben. PRMT1 -/- 6ssejtek injekcidja immunhianyos egerekben teratoma
kialakulasat eredményezte, mindharom magzati réteg nyilvanvald jelenlétével, ami tovabbi
bizonyitekul szolgalt, hogy ezek a sejtek képesek differencidlodni, akar a PRMT1 gén teljes

hianyaban is.
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Az aszimmetrikus arginin metilaci0 a retinsav altal Kkivaltott idegi differencialodas
kiillonb6z6 szakaszaiban

Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy a PRMTI1 ¢érintett tobbek kozott a Hoxal és
Hoxblgének retinsavra adott valaszanak meghatarozasaban. Ezek a gének elengedhetetlenek
a megfeleld idegi differencialodas sordn, igy felmeriilt a kérdés, szerepet jatszik-e a PRMT1
az idegsejt-differenciacioban. Ennek vizsgalatahoz beallitottuk az idegsejt differencialodas
egy embrionalis &ssejt-alapi modell rendszerét, ami négy f6 szakaszbol all: (I) a
differencidlatlan embrionalis dssejtek, (II) spontan differencialodoé sejtaggregatumok (III) a
retinsav kezelés eredményeként idegsejt progenitorok iranyaba elkotelezett sejtek (IV) a
teljesen differencialodott neuronalis sejtek. Az igy kapott véglegesen differencialodott
neuronok elektrofiziologiai tulajdonsagai hasonloak az agyi eredetii neuronokéhoz.

Meéréseink igazoltak, hogy az embrionalis Ossejt allapotban szamos fehérje tartalmazott
aszimmetrikus és szimmetrikus dimetilalt arginincsoport. A differenciacioé soran a fehérjék
aszimmetrikus arginin metilacios szintje dinamikusan valtozott, mig a szimmetrikus arginin

metilacios jel esetén szignifikans valtozas nem volt tapasztalhato.

A PRMT gének kifejezodése a neuralis differencialodas kiillonb6zo szakaszaiban

Az embriondlis dssejtekben dominansan kifejez6d0 PRMT1 szintje a neurondlis
differencialodas soran alland6 maradt, egy enyhe novekedést mutatva a RA-kezelést
kovetéen. A PRMT2, PRMT6 és PRMTS szignifikdnsan megemelkedett kifejezOdését
tapasztaltuk differencialt idegsejtek esetén. Osszhangban a fehérje szinten észlelt valtozatlan

SDMA szinttel, a Il. tipusat PRMTS5 expresszioja jelentsen nem valtozott.

A PRMTS egy retinsav indukalta célgén

......

korai kifejezodését figyeltik meg. A PRMTS kifejezése indukalhaté volt RAR specifikus
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ligand AM580 altal, de nem mutatott emelkedett génexpressziot az RXR specifikus LG268
kezelést kovetden. Bioinformatikai analizis kimutatta, hogy a PRMT8 promoterében ( a TSS-
hez képest -1.400 - -1.450bp) egy RAR:RXR kotésére képes DRO szekvencia
(AGGTCAAGGTCA, DRO) talalhatd. Az adott valaszado elemet tartalmazd ~ 300 bp méretii
genomi régid luciferdz assay-be torténd klonozasaval sikeriilt az elem RAR:RXR kotésének

funkcionalis megerdsitése.

A PRMTS a retinsav jelatviteli ut ko-aktivatora

A PRMTI1 és PRMTS nagyfoku szekvencia hasonlosaga alapjan felmeriilt, hogy a PRMTS is
szerepet jatszhat bizonyos gének esetén a retinsav valasz szabalyozasaban. A Hoxbl
valaszado elemet tartalmazo luciferaz vektor transzfekcidjaval kimutattuk, hogy a PRMTS8
noveli a retinsav-véalaszt. A PRMT8 hianya a retinsav altal kivaltott jel intenzitasanak

csokkenését eredményezte, amelyet a PRMT8 thlexpresszalasaval sikertilt visszaallitani.

A PRMT1 és PRMTS szabalyozza az idegsejtekben Kkifejezédott gének expressziojanak
szintjét

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy a PRMT1 és / vagy PRMT8 hianya milyen
kovetkezményekkel jar a retinsav indukalt neurondlis differencidlodas soran. A
differencialodas 12. napjan a PRMT1 és PRMTS8-hidnyos neuralis sejtek normalis morfologiat
¢és a tipikus neuralis markerek (mint példaul a Lhx1, Pax6 vagy Tujl) magas expressziojat
mutattak, hasonldan a vad-tipust sejtek. A 16. napon végzett genom szintli expresszios
neuronokban. A PRMT1 vagy PRMTS8 hianya els6sorban a gének alacsonyabb expressziojat

eredményezte.
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A PRMT1 és PRMTS egy fehérje komplexben vannak jelen és szabalyozzak neurologiai
betegségekkel dsszefiiggésbe hozott gének kifejezodését

A géncsendesitett sejtekben kiilonbdzden expresszalt gének Csoportositasa sordn azt talaltuk,
hogy a gének nagy része (947 koziil 473) hasonld kifejez6dési zavart mutatott mindkét
sejttipusban. Fehérje ko-immunprecipitacids kisérletek megerdsitették, hogy a két fehérje
valoszintileg egy komplexben van jelen. A 473 gén bioinformatikai elemzése arra utalt, hogy
a PRMT1 ¢és PRMTS szerepet jatszhat a neuronalis szinaptikus kapcsolatok kialakulasaban,

illetve a glutamat receptor mitkodésében.

A PRMTS hianya PRMT1-fiiggetlen transzkripcios valtozasokat is eredményez

A génexpresszios adatok elemzése Kimutatta, hogy tobb gén, mint példaul a Cxcr4, Dhfr vagy
Efempl, korabban glialis differencialodassal és gliomagenesissel dsszefliggésbe hozott gének
csak PRMTS8 géncsendesitett sejtekben mutatnak eltérd expressziot. A PRMT1-PRMT8 dupla
géncsendesitett sejtek vizsgalata igazolta, hogy ezek a gének valoban PRMTS8-fliggé maddon,

de PRMT1 altal nem befolyasolva szabalyozottak.

A PRMTS kifejezédés hianya a glioblastoma multiforme markere

Ezen gének PRMTS8-fiiggd szabalyozasa miatt felmeriilt a PRMTS8 szintjének
Osszehasonlitasa is. A RT-qPCR mérések kimutattak, hogy a PRMTS Iényegesen alacsonyabb
expresszios szintet mutat GBM mintdkban a kontrol mintdkhoz képest. A PRMT1 nem
mutatott kiillonbséget a csoportok kozott. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a PRMT8 a GBM

markerének tekinthetd és potencidlisan a hidny hozzajarulhat a betegség kialakulasahoz.
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MEGBESZELES

Retinsav utvonal az embrionalis éssejtekben

Mara koztudott, hogy a retinoidok ¢és a retinoid jelatviteli Ut alapvetd szerepet jatszik az
embrionalis Ossejtek differencialodasaban. A retinoidokat széles korben hasznaljak, mint
differenciaciot indukaldo agenseket, ugyanakkor a ligand hatasara bekdvetkezd
transzkriptomikai és epigenetikai események még nem jellemzettek részleteiben.
Eredményeink arra utalnak, hogy a retinsav receptorok jelen vannak a differencialatlan
Ossejtekben, de a retinsav szintézisében résztvevd enzimek (pl. Aldhlal-a3) hianyoznak.
Genom szintli génexpresszids analizissel azonositottuk a retinsav indukalta korai célgéneket.
A szabalyozott gének kis szdma a korai indukcid soran némileg meglepd. Azonban szamos
fontos transzkripcids faktor szerepel a listan. Ennek legvalosziniibb magyarazata, hogy a
retinsav az elsé hullamban un. mester szabalyozokat kapcsol be (mint példaul a Hox-klaszter
tagjai), és az ezen transzkripcids faktorok altal masodik hullamban szabalyozott gének

lesznek felelések a kés6bbi dramai morfoldgiai és génexpresszids valtozasokért.

A retinsav indukalt génexpressziot Kiséré epigenetikai események

A retinsav receptorok és ko-regulatorok retinsav kezelés hatasara bekovetkezd kotédésének
vizsgalata  felvetette a jelenleg elfogadott modell bizonyos mértékii korrekciojanak
sziikségességét. Azt talaltuk ugyanis, hogy a RAR:RXR kotés sokkal inkabb indukalhato,
mint statikus. Azt is megfigyeltiik, hogy a P300, amit eddig a RAR:RXR altalanos ko-
aktivatoraként tartottak szamon, gén-szelektiv kotodést mutat. Ezt a fajta szelektivitast
valdsziniileg a sejt-specifikus transzkripcids faktorok biztositjak. Ebben az esetben ez egy

ujabb példa arra, hogyan biztosithato bizonyos gének sejttipus-specifikus kifejez6dése.
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A P300 és PRMT]1 a retinsav kozvetitett jelatviteli ut szelektiv szabalyozoi

A vizsgalataink soran azonositottak a PRMT1-et, mint P300-fiiggd retinsav érzékenység egy
Uj lehetséges szabalyozojat. Korabbi kutatdsok mar leirtdk a PRMT1 masodlagos ko-aktivator
szerepét kiilonbozé magreceptorok altal szabalyozott gének esetén. A PRMT1 ezekben az
esetekben primer ko-aktivatorok aktivaciés doménjéhez (AD2) kotédik és fokozza ezaltal a
transzkripcidt. Ezzel szemben, az Ujabb eredmények kiilonb6zd bioldgiai kontextusban
felvetettek a PRMTL1 ko-represszor funkcidjat is, hasonléan az altalunk kapott
eredményekhez. Fontos megjegyezni, hogy egyes ko-regulatorok esetén ilyen ellentétes
szerepek a génexpresszid szabalyozasaban mar leirasra keriiltek.

A tapasztalt gén- és enhanszer szelektivitas is egy ujszerii és feltiing jellemzdje PRMT1-nek,
azonban a pontos mechanizmus tisztazatlan maradt. Figyelemre mélt6 modon, a PRMT1-
érzékeny teriiletek egyfajta sejttipus-specifikus szabalyozasi "hot spot"-nak tekinthetoek:
megfigyelhet6 a kulcsfontossagu transzkripcios faktorok, mint példaul Oct3 / 4, Sox2, KIf4 és

Nanog kotddése, valamint a ko-aktivator P300 is szelektiven ezeken a helyeken kot.

A PRMT1 és PRMTS funkcioja az idegsejt differenciacio soran

Eredményeink alatamasztjak, hogy a PRMT8 egy kozvetlen RA - szabalyozott gén, amely
szintén hozzajarul a retinsav érzékenység szabalyozasahoz, annak ko-aktivatoraként miikodik.
A PRMTI1 ¢és PRMTS retinsav valaszkészség szabalyozasdban betoltott szerepe kapcsan
felmeriilt a kérdés, vajon a hianyuknak van-e barmilyen kovetkezménye a retinsav altal
kivaltott neuronalis differencialédas folyamatara és / vagy a neuron-specifikus gének
kifejez0désére. Genom szintli génexpresszidos elemzésiink ravilagitott, hogy szamos gén
eltéréen fejezddik ki PRMT1 vagy PRMTS8 hianyos sejtekben €s ezek a gének kapcsolhatok
kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségekhez. Erdekes, hogy mind a PRMT1 és PRMTS hianya
hasonlo gének eltérd kifejezddését idézte eld. Az emlds PRMT-ken végzett korabbi

Osszehasonlito vizsgalatok kimutattak, hogy a PRMT1 és PRMTS mutatja az enzim csaladon
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beliil a legmagasabb foku hasonlosagot. Nemcsak a két fehérje aminosavszekvenciaja, hanem
az intron-exon hatarok is nagy mértékben konzervaltak, ami arra utal, hogy a PRMT8 a
PRMT1 génduplikaciojaval johetett 1étre. A hasonldsagok ellenére azonban mar korabbi
tanulmanyok is megfigyelt¢k a PRMT1 ¢és PRMTS8 nem-redundans funkcidit a neurdlis
fejlodése soran, ami arra utal, hogy a PRMT8 1j funkciokat szerzett a megjelenése oOta a
PRMT1-hez képest.

Erdekes kérdés, hogy PRMTI1 és PRMTS részt vesznek-e az agy koéros allapotanak
kialakulasaban. Mi nagy betegcsoportok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a PRMT8
RNS-szinten szinte teljesen hianyzik human gliomas szévetekb6l. Egy trivialis magyarazat
lehet, hogy a PRMTS, egy nagyon specifikus neuralis marker, egyszertien nem fejezédik ki az
astrocyta eredetii daganatokban. Alternativaként fennall az a lehetdség, hogy a PRMTS8
elvesztése pozitivan befolyasolja az astrocyta differencialodast, ami egy eltolodast okoz a
sejtdifferencialodas soran. Tovabbi in vivo és in vitro vizsgalatok sziikségesek annak
bizonyitasara, hogy a PRMTS8 hianya ok vagy okozat a betegség kialakulasaban.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a PRMT8 hidnya a neuralis sejtekben a Gfra2 gén
expresszid csokkenését és a Cxcrd , Dhfr és Efempl szintjének novekedését eredményezi,
ezek a gének az astrocyta eredetli glioma markereinek tekinthetdk. EQy nemrégiben orokletes
gliomas megbetegedéseket mutatd csaladokon elvégzett genom szintii analizis kapcsolatot
mutatott ki egy, a PRMTS8 gén kozelében elhelyezkedé SNP és a gliomagenesis kozott. Bar
tovabbi kutatasi eredmények sziikségesek, ezek az eredmények erds indikacidi annak az
elképzelésnek, hogy a PRMT8 hianya genetikai kockazati tényez6 lehet a gliomagenesis
kialakulasaban és potencialis terapias célpont. Fiiggetleniil a mechanizmustél, eredményeink

alapjan a gliomas szovetek biomarkereként alkalmazhato.
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OSSZEFOGLALO

Genetikai modszerek és genom szintli génexpresszid technoldgidk kombinéaciojaval sikertilt
azonositanunk, hogy a P300 és a PRMT1 valamint a PRMT8 milyen szerepet jatszik egér
embrionadlis dssejtekben a retinsav vélasz szabalyozasaban illetve hogyan miikodik kozre a
PRMT1 ¢és PRMTS in vitro a retinsav indukalta neuronalis differencialodasban.
Eredményeink alapjan a kovetkez6 modellt javasoljuk: a korai szakaszban csak a PRMT1
expresszalodik és a PRMT1 szamos retinsav indukalt gén (Hoxal, Hoxbl, Pmp22 és Spsbl)
szelektiv represszoraként funkcional. A PRMT1 érzékeny gének promoter régioi szabalyozo
"hot spot™ok, Oct3 / 4, Sox2, K1f4 vagy Nanog és P300 kotédését mutatjak. Ezaltal a PRMT1
egyfajta negativ-visszacsatolasi mechanizmust biztosit a sejtnek, hogy korlatozza a retinsav
hatasat bizonyos célgének esetén.

Ezt kovetden, a differencidcid késébbi fazisaban a retinsav kozvetleniil indukélja a PRMT8
expresszidjat. Ebben a késoi szakaszban, a PRMTS egylittmiikodik a PRMT1-el, de a PRMT8
valoszintileg PRMT1-fiiggetlen komplexben is létezik. Ily moédon a PRMT1 és a hozza
legkozelebbi paralog PRMTS, integralja a morfogén retinsavra adott valaszt. A PRMT1 vagy
PRMT8 hianya tobbnyire hasonld génexpresszidés valtozasokat eredményez a neuralis

specifikaci6 soran, de PRMT8-nak van egy fiiggetlen szabalyozo hatasa is.
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Szakmai el6adasok
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10.

11.

Biokémia Vandorgytilés (Szeged, 2008. aug.30-szept.3)
Cim: A PRMT1 szerepének tanulméanyozésa egér embrionalis 0ssejtek neuralis

------

2nd Molecular Cell and Immune Biology Winter School (Krompachy, Szlovéakia
2009. jan. 6-9)
Cim: New research objects and tools: ES and iPS (angol nyelvii)

3rd Molecular Cell and Immune Biology Winter School (Mariazell, Ausztria 2010.
jan. 7-10)

Cim: Role of PRMT1 in retinoid signaling during stem cell differentiation (angol
nyelvii)

4th Molecular Cell and Immune Biology Winter School (Galyatet6 2011. jan. 11-14)
Cim: Retinoid signaling in embryonic stem cell differentiation (angol nyelvii)

Fokuszban az 6ssejtkutatas (Debrecen, 2011. marcius 10-11)
Cim: Arginine methylation in stem cell derived neurons (angol nyelvii)

5th Molecular Cell and Immune Biology Winter School (Galyateté 2012. jan. 4-7)
Cim: The nuclear receptor coactivator PRMT1 is a context-dependent repressor (angol
nyelvil)

75th anniversary of Albert Szent-Gyorgyi’s Nobel prize award (Szeged, 2012. marcius
22-25)

Cim: PRMT1 and 8 control cell fate specification of differentiating embryonic stem
cells via selectively tuning retinoid-induced gene expression (angol nyelvii)

6th Molecular Cell and Immune Biology Winter School (Galyatetd, 2013. jan. 8-11)
Cim: Genes and development (angol nyelvii)

23rd Wilhelm Bernhard Workshop (Debrecen, 2013. augusztus 19-23)
Cim: PRMT1 and PRMTS8 coordinately regulates retinoic acid-driven differentiation
of mouse embryonic stem cells (angol nyelvii)

Annual meeting of the Biochemical Society (Debrecen, 2014. augusztus 24-27)
Cim: PRMT1 and PRMT8 regulate retinoic acid dependent neuronal differentiation
with implications to neuropathology (angol nyelvii)

MTA Unnepe - Bioinformatika az agykutatasban (Budapest, 2014. november 11)
Cim: In vitro neuron, in silico PRMTS, in vivo glioma (magyar nyelvii)
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik segitettek és timogattak munkam soran.

Ez a dolgozat nem johetett volna létre témavezetdm, Dr. Nagy Lasz16 nélkiil.

Halas vagyok Prof. Dr. Fésiis Laszlonak és Prof. Dr. Tdzsér Jozsefnek, a Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézet korabbi és jelenlegi intézetvezetdinek, akik lehetdséget
teremtettek arra, hogy munkdmat egy jol felszerelt kornyezetben intelligens, elhivatott
kollégék kozott végezhessem.

Halaval tartozom Dr. Balint L. Balintnak, aki elsé tandrom volt a laborban, és megtanitott
engem a tudomanyos gondolkodas ¢s munka alapjaira.

Kiilon koszonetet érdemel a sok egylittmitkodd partner, akik nem csak adatokkal szolgaltak,
de rengeteget tanulhattam t6liik: Prof. Dr. Szabo Gabor, Imre Laszlo, Dr. Klekner Almos, Dr.
Hortobagyi Tibor, Prof. Dr. Antal Miklés, Dr. Szlics Péter, Dr. Készeghy Aron, Dr. Barta
Endre, Dr. Demény Maté, Dr. Szatmari Istvan.

Halas vagyok a magreceptor kutatd laboratorium valamennyi multbeli és a jelenlegi tagjanak
a sok Onzetlen segitségért, és folyoson lefolytatott tudomanyos vitakért. Kiilon koszonet illeti
Ixchelt Cuaranta-Monroyt, Poliska Szilardot, Czimmerer Zsoltot, Daniel Bencét, Brazda
Pétert, Nagy Gergelyt, Pap Attilat és Horvath Attilat.

Hatalmas segitséget kaptam Béladi Marta, Szalka Beata, Fiirtos Ibolya és Cseh Timea
asszisztensektol.

Sok segitséget kaptam a tehetséges diakkor diakjaimtol, Kolostyak Zsuzsannatol és Sari
Zsanettol.

Szeretném kifejezni legmélyebb halamat szeretett csalddomnak a segitségiikért és
tamogatasukért. Es végiil kiilon koszonettel tartozom a legkedvesebb embernek az életemben,
Katanak, a megértéséért, a nagylelkiiségéért és a végtelen szeretetéért. Es még csak meg sem

igérhetem Neked, hogy nem lesz tobb hétvége felaldozva a tudomanyért a jovében :)
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