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1. A miozin Ca™ -regulicio molekuliaris mechanizmusanak vizsgalata

A reguldlt miozinokat vagy az un. regulaciés domén (RD) reverzibilis foszforilacidja,
vagy kozvetleniil Ca*"-ionok kotédése szabalyozza. A Ca*'-reguldlt miozinok hdrom tipusa
ismert. A konvenciondlis miozinok (miozin II) koziil az &ltalunk mar hosszabb ideje
tanulmanyozott kagylé izom miozint a Ca*" a kalmodulin-szerii (de csak egy funkcionalis EF-
kéz motivumot tartalmazo) esszencialis konnyii lanchoz (ELC) koétddve aktivalja, mig a
Physarum plazmodidlis nydlkagomba miozint, ugyancsak az ELC-hez koétddve gatolja. A
nem-konvenciondlis miozinok tobbségénél a konnyii lanc alegységek kalmodulinok (CaM), s
a Ca’"-kotédés aktivalo és gatlo hatast is kifejthet a motor aktivitisara. A palyazat soran
elsésorban a Ca2+-gétlés szerkezeti alapjai kapcsdn értiink el eredményeket, de tortént
eldrelépés a Ca*'- és a foszforildcién alapul6 szabdlyozds Osszehasonlitdsa kapcsan is.

1.1. Egy konvencionalis miozin nem-konvencionalis Ca’ -kotése. A Physarum miozin 11
RD szerkezeti vizsgialata

Nagyobbrészt korabbi a OTKA palyazatunkbdl finansziroztuk azt a munkat, aminek a
keretében azonositottuk a Physarum miozin 11 gatlé Ca**-kt6helyét az RD-n beliil, az ELC
els6 EF-kéz motivumaban. A kotohely nem teljesen specifikus Ca**-ra, de tranziens kinetikai
moédszerekkel bizonyitottuk, hogy a fiziologiasan valoszinileg kotédé Mg** ionok
disszocidci6s sebességi dllandGja elég nagy, igy a Ca*" a regulacidhoz sziikséges idéskalan
kotddni tud, s a miozin gatlasan keresztiil leallitja a plazmoédium citoplazma aramlésat.
Mutagenezis kisérleteink eldrevetitették, hogy a Ca”" kétddése az ELC-hez nem jar egyiitt a
CaM szupercsaladra altalanosan jellemzd ,,zart-nyitott” konformacios atmenetével
(Farkas et al., JBC, 2003).

A Physarum miozin ELC Ca*"-kétésének nem-kanonikus viselkedésére szerkezeti
magyardzatot az Ca*'-telitett RD rontgenkrisztallografiai vizsgalata adott. A rekombinans RD
harom polipeptidlancat (a nehéz lanc két IQ motivuma, az ELC és az Gn. regulacids konnyt
lanc) egy vektorrol torténd koexpresszidval, E. coli rendszerben tudtuk eléallitani. A
térszerkezetet az ELTE-MTA krisztallografiai csoportjaval egyiittmikodve, 1,8 A-os
felbontasban sikeriilt meghataroznunk (PDB hozzaférési kéd: 2BLO). Ez a mésodik ismert
kristalyszerkezet a miozin teljes RD-rol, viszont a legjobb felbontast. A szerkezetbdl kitlinik,
hogy az ELC N-termindlis doménjében azért nem tortént meg a ,,zart-nyitott” konformacids
viltozds, mivel a Ca®-koté EF-kéz hurokrészének 12. aminosava, egy Glu (amely a
kanonikus Ca®" kotShelyeknél két oxigén ligandummal vesz részt az ion koordinacios
kotésében) térben til messze van a kotott Ca®*-t6l. A Ca®* csak a hurok elsé felével alakit ki
kotést, oktaéderes geometridval (az 4ltaldnosabb hetes koordinidciéval szemben). A ,kiesett”
Glu szerepét egy vizmolekula veszi at. Ugy gondoljuk, hogy ez a szerkezet a domén ,,zdrt-
nyitott” izomerizacidéjanak mintegy az atmeneti allapotaban ,fagyott be”, egyrészt az ELC-
nek az RLC-vel és a nehéz lanccal kialakitott interakcidi miatt, masrészt azért, mivel az ELC
N-terminalis doménje a kanonikus CaM doméntdl eltérden csak egy funkciondlis EF-kéz
motivumot tartalmaz. A konkldzidnkat alatimasztja egy mostandaban meghatarozott CaM
mutdns térszerkezete, ahol a zart allapotot egy diszulfid-hid stabilizdlja (PDB: 1Y6W) és
amiben a Ca®* a mi szerkezetiinkkel megegyezé modon kotédik az N-termindlis doménhez



1. dbra.

Az RD Cd**-kotéhelye az ELC elsé
EF-kéz  motivumdban  (bal) és
osszehasonlitasa egy mutdins CaM
és a kagylo RD Cd**-kotéhelyével
(jobb)
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(1. abra). Az RD kristdly mdsik érdekessége, hogy az RLC N-termindlis domén nem kot
kétértékii kationt, ennek ellenére nyitott konformaciéban van. Ennek az az oka, hogy a nehéz
lanc triptofan-gazdag un. kampé régidja (egyébként az amfipatikus CaM célszekvencidkhoz
hasonléan) stabilizdlja a nyitott domén szerkezetet. Megjegyzendd, hogy a kristdly
aszimmetrikus egysége tartalmaz az RLC C-termindlis doménjében egy olyan Ca®"-ot,
amelyet részben a kristdlykontaktusban 1évé szomszédos RLC egyik aminosav oldallanca
koordindl. Hasonlé intermolekuléris Ca®" lithaté a legjobb felbontasi (1 A) CaM
krist4lyszerkezetben is.

A Physarum miozin Ca®" gatlasanak molekuldris mechanizmusét Ggy magyarazzuk,
hogy az ELC Ca**kotésének hatdsdra a regulaciés domén (RD) flexibilitdsa csokken, aminek
kovetkeztében a motor domén és az RD kapcsolata is ,.fesziiltté” valik, és ez altal csokken a
motorfehérje aktivitdsa. A kagylé izom miozinban Ca®* ktés hatdsara pontosan az ellenkezé
viltozds torténik, illetve ott a Ca®" nélkiili allapotot egy kiilonleges, de a motorfehérjék
vildgdban nem egyediildllé aszimmetrikus fej-fej és fej-farok interakcié immobilizélja, és ily
moédon gétolja. A Ca”" nélkiili RD-t ugyan nem sikertilt kristalyositanunk (a Ca*"-telitett RD
kristdlyok szétestek Ca®"-keldtor hozzdaddsdra), azonban az apo- és a holo-komplex
szerkezetét hidrogén-deutérium kicserélodési kisérletekkel és molekularis dinamikai
szimulacidkkal 0ssze tudtuk hasonlitani. A Fourier-transzformalt infravords spektroszkdpiai
mérések azt mutattdk, hogy a Ca®" kotés szignifikdnsan csokkenti az egész RD konformécios
flexibilitdsat. Az 10 nsec-os dinamikai szimuldcié soran a Ca*‘-mentes RD szignifikansan
nagyobb (2-4 A) fluktudciGt mutatott, mint a Ca*'-telitett szerkezet. Elsésorban a két konnyi
lanc kozotti interakcié volt ersebb Ca®* jelenlétében (részben extra hidrogén-hidaknak
koszonhetden). Eredményeink arra utalnak, hogy a CaM-koté és Ca’'-szabdlyozott nem-
konvenciondlis miozinok aktivitdsa legaldbbis részben a fentebb vdzolt mechanizmussal, az
RD dinamikai véltozasan keresztiil valésul meg, sok més allosztérikus fehérje regulacidjadhoz
hasonléan.

(Debreczeni et al, JBC, 2005).

1.2. Rekombinans kiméra regulalt miozin II fragmentumok eldallitasa és vizsgalata

A Ca2+-szabélyozott miozin II szerkezet-funkcié tanulmanyozasat nehézzé teszi, hogy
ez idaig senkinek sem sikeriilt aktiv fragmentumokat eldallitani rekombinans tton. E palyazat
témavezetdje (és még néhany laboratorium a vilagban) sok éve probalkozik ezzel, de sajnos
kevés sikerrel. Ebbol a szempontbdl fontos eredmény, hogy eld tudtunk allitani olyan kiméra
nehéz meromiozinokat (HMM), amelyek nem csak a Ca2+-reguléci(’), de a Ca’'- és a
reverzibilis foszforildcion alapulé szabalyozds osszehasonlitdsara is alkalmasak. Rovarsejt
kultdraban, rekombindns bakulovirusok segitségével expresszalunk olyan kimérdkat, amelyek
motor doménje az RLC foszforilacidjaval szabdlyozott gerinces simaizom illetve nem-izom
miozin II-bdél szarmazik, mig az RD, valamint a coiled-coil szerkezetii farok domén



proximalis szakasza (S2, Id. 2. fejezet) kagylé miozin eredetii. A kiméra nehéz lanc
konstrukcioval (~850 aminosav) koexpresszaljuk a konnyii lancokat, amelyek a kagylobol
vagy a simaizom miozinbdl szarmaznak. Az S2 a konstrukcidk egy részében teljes hosszisagu
(~250 aminosav), de készitiink olyan rovid HMM-eket is, ahol a molekula dimeriz4l4sat egy,
az élesztd GCN4 transzkripcids faktorbdl szdrmazo leucin-cippzar motivummal érjiik el. Ez
utébbi molekuldk reményeink szerint jobb eséllyel kristalyosodhatnak, mint a mar t6bb mint
tiz éve probalt proteolitikus HMM preparatumok. A jovendd kristalyositds szempontjabol
fontos, hogy a bakulovirus expressziés rendszer igen jo hatdsfokkal termeli a kiméra
miozinokat (2. dbra; 100 ml sejtkultirdbdl 2-5 mg miozint izoladltunk Ni-affinitds oszlopon,
ami az irodalmi adatok alapjan ,,rekord kozeli” mennyiség). Megjegyzendd, hogy eddig nem
sikeriilt még semmilyen regulalt miozin fragmentum kristalyszerkezetét meghatarozni.

2. dbra

Simaizom miozin MD - kagylé miozin RD-S2 kiméra expresszidja
rovarsejtekben (bal), Ni-affinitas oszlopon tisztitott rtekombindns
HMM (jobb; nyil, nehéz ldnc fragmentum)

Az eddigi, még csak konferencidra bejelentett eredményeink szerint a kdnnyl lanc
hibrid-kimérak (ahol az RD nehéz lanc és ELC alegysége kagylé miozinbdl, mig az miozin
RLC simaizom miozinbol szdrmazik) kettds regulaciét mutatnak: alapallapotban az ATPaz
aktivitasuk és motilitdsuk gatolt, viszont aktivalni lehet ket mind Ca’"-mal, mind az RLC-t
foszforildlé miozin kénnyt lanc kindz (MLCK) enzimmel (1d. tdblazat).

HYBRID/CHIMERA MOTILITY (p1m/sec)
CONSTRUCTS -P +P
Smooth HC/RLC/ -Ca 0 1.29+0.28 (30)
Scallop ELC +Ca 0.42 £0.09 (28) | 1.34 £0.25 (22)
Smooth HC/ -Ca 0 -

Scallop ELC/RLC +Ca 0.40 +0.18 (12) | -

A csak kagylé miozinbdl szdrmaz6 RD-vel bird kimérdk természetesen ,,csak” Ca*'-
kotés hatdsdra mutatnak aktivitdst. Az eredmények azt sejtetik, hogy a bekapcsolé jel (pozitiv
ill. negativ ion) és a szabalyozasi pozicié (ELC ill. RLC) kiilonbozosége ellenére, az sszes
reguldlt miozin II szabdlyozashoz sziikséges molekuldn beliili kommunikécids dtvonal k6zos
a motor és regulacios domén kozott. Bar a nagyfelbontdsti szerkezetek hidnyaban csak
taldlgatni lehet, munkahipotézisiink szerint a Ca®" illetve a foszforildcié az RD dinamikdjanak
befolydsoldsan keresztiil szabalyozza a motorfunkciét. A kimérak részletes kinetikai analizisét
megkezdtiik steady-state és tranziens kinetikai médszerekkel.

(Németh et al., MBE Vindorgyiilés, 2006)



2. A miozin fej/rud régio szerkezetvizsgalata

A miozin motorok dimerizacidjaért a coiled-coil szerkezetli farok domén felelds. Bar
ezt a szerkezeti elemet Crick mar 1953-ban megjodsolta, az elsé nagyfelbontasu szerkezeti kép
csak a mult szdzad kilencvenes éveiben, a GCN4 transzkripciés faktor Leu-cippzar
motivumanak kristdlyositdsa utdn sziiletett meg. A fibrézus coiled-coil fehérjék kristalyositasa
sokdig megoldhatatlan feladatnak tiint, hiszen ezek altalaban nem tokéletes coiled-coil-ok,
azaz rOvidebb fragmentumaik nem dimerizdlnak, a hosszabb molekuldk viszont
parakristdlyokat képeznek. Ezért a miozin farok domén, illetve a fej/rad 1régid
szerkezetvizsgélata is sokat késett, habar ennek a molekularésznek a miozin funkcidjaban és
reguldcidjaban is fontos szerepet tulajdonitanak. Néhany évvel ezelott egy egyszeri ,trilkkkel”
sikeriilt a kagylé miozin proximalis farok doménjét kristalyositasra alkalmas dimer formaban
eldallitanunk. Feltételeztilk, hogy az egyébként instabil peptid szegmenst (korabbi
vizsgalataink azt mutattdk, hogy minimum 300 aminosav sziikséges a farok doménbdl, hogy a
fragmentum coiled-coil dimert képezzen) Leu-cippzarral dimerizdlasra késztethetjiikk. A
fej/farok tradiciondlis hatarat jelentd konzervativ Pro utani 50 aminosavhoz (7 heptad
ismétlodés) kiméraként a hozzaragasztottuk az élesztdé GCN4-bdl szarmazd Leu-cippzart (4
heptad). Az igy kialakitott kiméra E. coli expresszids rendszerben konnytszerrel eldallithatd
volt, szobahdmérsékleten stabil dimert képzett (CD spektroszkopidval kovetett hddenaturacio
alapjan: T, = 49,5°C), és szerencsénkre rontgendiffrakcids vizsgélatokra alkalmas
kristalyokat is képzett. A szerkezetet Carolyn Cohen csoportjaval egyiittmikddve (Brandeis
Univ., USA) 2,5 A-06s felbontisban sikeriilt meghataroznunk. [Megjegyzem, hogy ezt a
munkét kisebb részben a korabbi OTKA pélydzatom finanszirozta. ]

Az a-helikdlis coiled-coil a fehérjeevolucio egyszerii, de sok mindenre alkalmas
szerkezeti ,taldlmanya”. Az altalunk meghatarozott szerkezettel egy funkciondlisan minden
bizonnyal instabil fehérje szuperhélixet sikeriilt vizualizdlnunk. A proximalis S2
flexibilitasara és/vagy letekeredésére sziikség lehet a miozin erégeneralasa €és szabalyozasa
soran is. Ennek a régiénak az instabil voltara korabbi, tobbek-kozott a mi csoportunktol
szdrmazd vizsgalatok is rdmutattak, de direkt bizonyitékot erre, mégha kissé paradox médon
is, a kristalyszerkezet szolgaltat. A proximdlis S2 szerkezete szdmos olyan tulajdonsagot
mutat, ami a flexibilitds illetve instabilitas fizikai alapjat képez(het)i. Az N-termindlis 14
aminosava rendezetlen szerkezetii. A Leu-cippzartél az N-terminélis irdnyaban fokozatosan
valik instabilld a coiled-coil, amit tobbek-kozott a szuperhélix dtmérdjének ndvekedése (9-10
A-r6l 11 A-re) és szamos ,,core”, azaz az intermolekularis hidroféb varratot alkotd a és d
pozicidkban [évé oldallanc elégtelen ,,csomagolddasabol” adodik. Feltiing, hogy a
meghatarozott szerkezetben nincs egyetlen interhelikalis sohid sem (elsésorban a g-e’
sohidaknak van fontos coiled-coil stabilizdl6 szerepiik), aminek kovetkeztében tobb apolaros
»core” oldallanc is kitetté valik a vizes fazis felé. Kimondottan instabilizalé szerepe van az a
pozicioban elhelyezkedd két Lys oldallancnak és a kanonikus coiled-coil szekvencidknal
nagyobb szamu a és d pozicidju polaros oldallancnak. Ilyen pl. a GIn849, amelyik raadasul
aszimmetrikusan ,,csomagolddik” a dimer két ldnca kozott. Mivel a kristdly aszimmetrikus
egységében két S2 dimer taldlhatd, szamos, a fentebb emlitett oldallanc kiilonb6z6
konformaciét vesz fel a két szerkezetben. A Lys 867-es poziciéndl a két S2 dimerben a
coiled-coil hajldsa kiilonbozik (~1° ill. ~5°). Ezen régié funkcionalis jelentdségére utal, hogy a
B-szivizom miozin nehéz lancban egy pontmuticié 6rokletes hipertréfids kardiomiopatidhoz
vezet.

(Li et al., Nature, 2003)

A Leu-cippzérral stabilizélt proximdlis S2-t, a kordbbi 16°C-on kiviil 4°C-on is sikeriilt
kristalyositani (a korabbitol eltérd két tércsoporttal), s a szerkezetiiket meghatarozni. Ennek az
a jelentOsége, hogy egyrészt kivédhetjiik a korabbi szerkezetet ért kritikat, hogy a megfigyelt



coiled-coil instabilitast esetleg a magasabb kristalyositasi homérséklet kovetkezménye,
masrészt most mar Osszesen Ot S2 szerkezetet tudunk Osszehasonlitani (3. dbra). Az {j
szerkezetek meger6sitik a fentebb Osszefoglalt, a coiled-coil instabilitisat okozo
tulajdonsagokat, igy a séhidak hidnya miatt poldros a és d poziciés oldallancok kitettségét, az
a poziciés Lys-ek rossz, a GIn849 aszimmetrikus ,,csomagolédasat”, a coiled-coil tovabb
vastagoddsat az N-termindlis irdnyaba. A leglényegesebb ujdonsiga a még nem publikalt
szerkezeteknek, hogy a teljes szekvencia lathatévd valt: a-helikdlis a 838-as poziciétdl, s
coiled-coil a 840-es pozici6tol.

P212121 P212121 P21 P21 Cc2
AB CD AB CDh AB

3. abra

A kagylo miozin proximdlis S2-Leu-
cippzar  kiméra  szerkezete  hdrom
kristdlyszerkezetben (két kristdly
aszimmetrikus egysége két S2 dimert
tartalmaz)

Mivel a kordbban meghatarozott kagylé RD és teljes fej (S1) szerkezetekben a Pro835 utdni
két aminosav a-hélix szerkezetli, bizonyitotta valt, hogy a miozin fej/rid régiéban a nehéz
lanc (beleértve a korabban feltételezett ,,hatar” Pro-t is) folyamatos o-hélixet is tud képezni. A
kordbban Cohen és mitsi 4ltal publikdlt miozin és az 1j S2 szerkezeteket egybeépitve
elkészithetjiik az els6, kisérleti adatokra épiilo ,kétfeji” HMM modellt (amelyet még
finomitas alatt all). A fent emlitett ,.teljes a-hélix” konformacié a modelljeinkben csak egy
lancra terjed ki, mig a tdbbiben (6sszesen 5 dimer, azaz 10 lanc szerkezetérél van
informécionk, 1d. dbra) tobb-kevesebb N-termindlis aminosav kinyujtott coil szerkezetet
mutat. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy az utébbiak azt az 4llapotot reprezentalhatjak, amikor
a fej/rid régié nem a-helikalis szerkezetli, mivel azt nem stabilizdlja a kozeli RLC A4-hélixe
(azt jelenleg nem tudjuk, hogy ez a motor ,kikapcsolt”, ,,bekapcsolt”, vagy valamilyen
intermedier allapotara lehet jellemz6). Tovabbi kovetkeztetésiink, hogy a fej/farok tényleges
hatara nem a Pro835, hanem a Leu836 és Leu837 kozotti kotés lehet, mivel a Leu836
oldallanca alakit ki egy, a konzervativ KPLL «-hélixet stabilizalé interakciét az RLC A-
hélixével (4. dbra).

4. dabra

., Knobs-into-hole” interakcio a miozin nehéz ldnc
Leu836 (kék) és az RLC A-hélix négy aminosav
oldallanca kozott

Ez utobbi egy tipikus, a coiled-coil ,,core”-ra jellemz6 ,.knobs-into-hole” interakcié a Leu
oldallanc és a szomszédos lanc négy oldallanca altal kialakitott ,lyuk” kozott (ime egy, a sok
tanulsagos példa koziil, amelyet az ,.egyszerii” coiled-coil szerkezetektdl tanulhatunk). Az 1j
szerkezeteket Osszevetve az irodalomban a miozin II regulaciérdl rendelkezésiinkre 4116



adatokkal (1d. részben a zardjelentés 1. fejezete), az ,,on-off”” atmenetrdl azt mondhatjuk, hogy
abban a fej/rad régié dinamikus voltanak nagy valosziniiséggel fontos szerepe van.
Amennyiben azt feltételezziik, hogy a ,.kikapcsol” jel (a regulacios tipustdl fiiggden a Ca**
disszociacioja vagy az RLC defoszforilacioja) ,,lefelé” hat, azaz nem kozvetleniil az RD feldl
a motor felé, hanem az RLC dinamikdjat, s ezen keresztiil a fej/rad régié mobilitasat
valtoztatja meg, akkor a szerkezeti eredményeink a fizikai alapjan mutatjdk ennek a
reguldciés mechanizmusnak.

Molecular dynamic simulations
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5. dbra. A kagylo és simaizom proximalis S2 stabilitdsanak
osszehasonlitasa CD spektroszkopiaval (bal) és molekuldris
dinamikai szimuldacioval (jobb)

A Nature-ben publikdlt munkdnkban Osszevetettiik az instabilnak talalt kagylé S2
szekvencidt mds miozin II proximadlis rdd szekvencidkkal, s azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy azok stabilabb coiled-coil szerkezettel rendelkeznek, mint a kagyl6 izom miozin. Ennek
magyarazata lehet, hogy a harantcsikolt izom sokkal gyorsabb szabalyozast kivan, mint pl. a
gerincesek simaizom avagy nem-izom miozin Il motorjai, s ez lehet a magyarazata a jéval
flexibilisebb szerkezetnek. Kisérleti bizonyitékot a fenti predikcidkra CD spetroszkdpidval és
molekuldris dinamikai szimuldciokkal szereztiink. A simaizom S2 hddenaturaciojanak Ty,
értéke 20°C-kal magasabb a kagyl6 S2-nél. Az dltalunk meghatarozott S2 térszerkezetekbol
mint kiinduldsi modellekbdl, illetve a simaizom proximalis S2 homologia modelljébol (a
simaizom S2-Leu-cippzdr konstrukciét is sikeriilt kristdlyositanunk, de azok nem adtak
értékelhetd diffrakcios mintdzatot) kiindulva egy 10 ns-os szimuldcié is szignifikdnsan
nagyobb konformdciés fluktudciét mutat az instabil kagylé proximdlis S2-nél mint a
simaizom S2-nél (5. dbra).

(Brown, J., Resetnyikova, L., Siiveges, D., Kardos, J., Hetényi, Cs., Cohen, C., Nyitray,
L., kézirat megirds alatt)

3. Miozin VI dimerizacié vizsgilata farok doménekkel. Egyszili, sok toltéssel
rendelkezé stabil o-hélix (SAH), mint fehérjeszerkezeti elem?

A miozin VI egyediildll6 a miozin szupercsalddban abbdl a szempontbdl, hogy az
egyediili ,,hatrameneti” motor, amely az aktin filamentum negativ vége felé képes mozogni
processziv médon (rdaddsul ~36 nm-t 1ép, annak ellenére, hogy a ,nyaka” csak egy IQ
motivumot tartalmaz). A farok régiéja szekvencia predikcié alapjan coiled-coil dimert képez,
amelyet a globuldris kargd kotd domén kovet. Az in vitro kisérleteket mesterségesen
dimerizalt (pl. miozin II S2-vel) HMM-mel végezték, ami a feltétele a processziv motor
funkcidnak, viszont a nativ miozin VI-ot csak monomer forméban sikeriilt izoldlni. Az



ellentmondas felolddsara rekombindns, coiled-coil-nak prediktalt konstrukcidkkal (amelyeket
E. coli expresszios rendszerben allitottunk eld) szerkezeti vizsgédlatokat kezdtiink. Kémiai
kereszkotés (zerd-hossziisagi karbodiimid keresztkotokkel), limitdlt proteolizis és foként
spektroszkoépiai eredményeink azt mutatjak, hogy a miozin VI farok regié szubdoménjei sem
kiilon-kiilon, sem egyiittesen NEM képeznek dimert, kivéve, ha Leu-cippzarral stabilizaljuk
Oket (kiméraként, hasonldképpen a proximalis S2 konstrukcidinkhoz; 1d. 2. fejezet). A cc2-
nek elnevezett konstrukciéo (Glu916-Arg981) ennek ellenére tipikus «-helikdlis CD
spektrumot mutatott. A spektrum homérsékletfliggése nem mutat kooperativitast, ellentétben a
coiled-coil szerkezetek jelentds kooperativitist mutaté letekeredésével (6. dabra). A
trifluoretanolban felvett spektrumot referencia o-helikdlis spektrumnak tekintve, a cc2 -
hélix tartalma ~70%.
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6. dbra. A nativ cc2 (fekete) és cc2+50% TFE (magenta) CD spektruma (bal), valamint a
222 nm-nélt ellipticitds hémérsékletfiiggése (jobb). A kooperativ letekeredést a coiled-coil
kagylé S2 mutatja (zold)

A cc2 szekvencidja meglepden magas toltéssiiriiséget mutat (0,86):
EKERKRREEDEKRRRKEEEERRMKLEMEAKRKQEEEERKKREDDEKR

Eredményeink azt sejtetik, hogy a cc2 a hdarmas-négyes ismétlddéseket mutatd ellentétes
toltések kozott kialakuld, so-hidakkal stabilizalt stabil egyszali o-hélixet konforméaciot vesz
fel fiziologids koriilmények kozott. Modellépités és molekularis dinamikai szimuldcidok
megero6sitik, hogy a cc2 konstrukcio egyszala stabil a-hélixet (SAH) alkot (7. dbra).

7. dbra
A cc2 szubdomén in silico modellje (— toltés, piros;
+ toltés, kék)

A mi munkdnk mar folyt, amikor megjelent egy kozlemény a miozin X farok régi6jaban
szintén coiled-coil-nak prediktalt ~30 tagi peptidrol, amelyet a szerzOk szintén stabil,
egyszali o-helikalis szerkezetiinek talaltak (Peckham et al, JBC, 2005). Megkiséreltiik a cc2
fragmentum kristalyositdsat onmagédban és fuzids fehérjékként is (cc2-Leu-cippzasr, cc2-
GFP), eddig siker nélkiil. NMR spektroszkdpiai vizsgdlataink azonban, legaldbbis részleges
sikerrel kecsegtetnek ('°N és *C-jelslt mintdkkal) .

Felvet6dott benniink, hogy hasonlo toltésmintazatot kovetd szekvencidk eléfordulnak-
e mas fehérjékben? Egy kereso algoritmust irtunk, amelyet a Swissprot adatbazison lefuttatva,
kb. 50 talalatunk volt, koztiikk a két nem-konvencionalis miozin szekvencia és a kaldezmon
egy kordbban mar szintén egyszali a-hélixnek taldlt doménje. Nagyrészt atfedo talalatokat



adott az aminosav szekvencia adatbazisok tesztelése toltésmintdzat frekvencidk Fourier-
analizisével is. Ko6zos ezekben a szekvencidkban, hogy egyikilk térszerkezete sem ismert.
Jelenleg néhdny kivalasztott szekvencia rekombindns konstrukcioként torténd eldallitdsan
dolgozunk, hogy igazolhassuk a SAH domén, mint szerkezeti motivum 4ltalanos elterjedését a
fehérjék vilagaban.

(Siiveges et al JMRCM, 2005)

4. Egy motor domén konformacios szenzor vizsgalata Dictyostelium miozinon

A miozin motor domén (MD) egy kiilonosen reaktiv Lys oldallancot tartalmaz,
amelyet a 60-as évek 6ta haszndlnak konformaciés szenzorként, mivel az MD és az RD
interakcids felszinén, azaz a funkcionalis domének kommunikacids utvonala mentén fekszik.
Az itt ismertetett munka ezzel a lizinnel és a kémiai kornyezetével foglalkozik, hely-
specifikus mutagenezis segitségével, ami az els6 ilyen jellegli vizsgalat ezzel a reaktiv
aminosavval. A kordbbi, a reaktiv lizinnel kapcsolatos kisérletek zomét vazizom miozin II-vel
végezték, amelyet heterolég expresszios rendszerben (a kagyld izom miozinhoz hasonléan)
gyakorlatilag nem lehet eldallitani. A laboratériumunknak azonban rendelkezésre all a
,miozinoldgidban” legegyszeriibben hasznalhato rekombinans miozin rendszer, a
Dictyostelium sejtes nydlkagomba, amely az MD mutdnsok homol6g expresszidjara kivaldan
alkalmas. A Dictyostelium MD-ben a Lys84-et Met-re ill. Glu-ra, mig a reaktiv Lys-hez
térben kozeli Arg704-et szintén Glu-ra cseréltiik. A kiinduldsi konstrukci6é egy olyan mutdns
MD volt, amelybdl Malnasi Csizmadia A. eltavolitott harom Trp-t, ezaltal csak egyetlen,
szintén konformaciés szenzorként hasznalhaté Trp-t tartalmaz (Trp501+). Az eredmények
egyrészt egyértelmiien bizonyitjak, hogy az MD 56 Lys oldallanca koziil egyediil a Lys84-nek
nagy a reaktivitdsa trinitrofenildlassal szemben, masrészt kiemelik az Arg704 és a Lys84
kozott fenndlld taszité kolcsonhatds fontos, bar nem egyediili szerepét a Lys84 kiilonleges
reaktivitisdban. A kozeli pozitiv toltés csokkentheti a Lys €-amino pK-jat. A taszito
interakci6 az MD két szubdoménje (az N-termindlis ,,25 kDa” és az un. konverter
szubdomének) kozott jon 1étre akkor, amikor a nukleotid kotohely kozelében levo ,,switch-2”
hurok régi6 (a G-fehérjékkel homolog, konformécios kapcsoloként mikodd egyik szerkezeti
elem) nyitott 4llapotban van. A nukleotid kotés hatdsara bekovetkezd, a motor ,,felhtizasaért”
felelés nagy konformdcios atmenetet kivalto ,,switch-2” nyitott-zart konformacids valtozds a
taszité ionpart eltavolitja egymastdl, ezaltal a Lys reaktivitdsa is csokken. A rendszer
érdekessége, hogy a reaktiv Lys trinitrofenildlasat a kozeli Trp501 fluoreszcencidjanak
Forster-energiatranszferral — torténd  kioltasaval is  kovetni  lehetett.  Osszefoglalva
megallapithatjuk, a Lys84 reaktivitdsa €s annak nukleotid-fiiggése az 6sszes konvenciondlis
miozinra egyarant jellemzo, és az ATPaz ciklus soran bekovetkezd dinamikus valtozasokat
szenzorként tiikkrozi.

(Kovacs et al, JMRCM, 2004)

5. Vizsgilatok egy kalmodulin-k6to vinblasztin szirmazékkal (KAR-2).
5.1. A KAR-2 kalmodulin kitésének szerkezeti alapjai.

A KAR-2 egy antimikrotubularis hatdsu, potencialis rdkellenes szer, amely kotédik a
CaM-hoz is, méghozzd — mint azt Ovadi Judit munkacsoportja kideritette —, kiilonleges
modon. Ebbe a munkaba egyiittmikddd partnerként kapcsolédtunk be. A CaM-KAR-2
komplex kristalyszerkezeti és NMR vizsgélata azt mutatta, hogy a CaM KAR-2 kotéhelyéhez
a fehérje N- és C-termindlis doménje is hozzdjarul, és a kismolekula kotédése nem
befolyasolja a CaM célfehérjékhez kotddését. Ez utébbi tény megmagyardzhatja a KAR-2



sejtbioldgiai kisérletekben tapasztalt, a vinblasztinnal alacsony toxicitdsat. Erdekes médon, a
KAR-2 komplex erdsen hasonlit a trifluoroperazin-CaM komplex térszerkezetéhez, annak
ellenére, hogy kulonbozo CaM oldallancokkal 1épnek interakcidba, és a trifluoroperazin
gatolja a CaM célfehérje kotését. Az NMR vizsgalatokhoz sziikséges stabil izotop jelolt
kalmodulint rekombindns fehérjeként allitottuk eld, minimal taptalajon, PNH,CI jelenlétében.
(Horvith et al., JBC, 2005)

5.2. A KAR-2 hatasa miozin II és miozin V aktivitasara

A fenti munka felvetette a kérdést, hogy a nem-konvenciondlis miozinokhoz k&tott
apo-CaM-hoz, illetve a CaM csaladba tartozd konvenicondalis miozin konnyl lancokhoz
kotddik-e a KAR-2 molekula és befolydsolja-e a miozinok aktivitasat. A kérdés azért is
iddszerli, mert a miozinnak csak kevés kismolekula inhibitora ismert (a trifluoroperazin az
RLC-hez kotédve kis koncentracidban gatlé hatast, nagyobb koncentraciéban az RLC-t
disszocialtatja). Eddig csak elokisérletekig jutottunk, de azt kijelenthetjiik, hogy a KAR-2
kotddik a miozin nyaki régidjahoz (RD) és gatolja az ATP4z aktivitast (8. dbra).
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8. abra
KAR-2 hatdsa a vdzizom miozin (skeletal), nem-izom miozin 1A
(NMIIA) és miozin-V (myoV) steady-state ATPdz aktivitasdra.
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A vazizom miozin Il €s a nem-izom IIA izoforma steady-state aktivitasat a KAR-2 10 uM-os
koncentraciénal 20-30%-kal csokkent, viszont miozin V aktivitasa 90%-kal csokkent. Az
utobbi gatlas valdszintleg a 6 1Q motivumhoz kotédé CaM kozil egy vagy kettd
disszociacidjanak kovetkezménye, mivel szabad CaM jelenlétében a gatld hatas kivédhetd.
Erdekes, hogy hasonlé médon fejti ki gatlé hatdsat a Ca”", amikor teliti a miozin V CaM EF-
kéz motohelyeit. A disszocidlé CaM azonositdsara most inditottunk kisérletsorozatot.

6. Miozin V kinetikai és a karg6-koté domének szerkezet-funkcio vizsgalata

A miozin V a legtobbet vizsgilt, aktin filamentumok mentén mozgaté transzport
motor. Gerincesekben hdrom paraldgja van, amelyek koziil a miozin Va génjérdl alternativ
splicing-gal tobb szovetspecifikus izoforma irédik at. Muticidja egerekben a dilute fenotipust,
emberben a ritka recessziv betegséget, a Griscelli-szindréma egyik valfajat okozza. A
melanocita-specifikus forma farok régidjaban talalhat6 exon F-hez k6todd adaptor fehérje, a
melanofilin segitségével koti a legjobban ismert kargdjat, a melanoszomakat. A madsik két
farok alternativ exon (B és D) szerepérdl eddig keveset tudtunk. A kargokotésben, a
melanocita-forma esetében is, a globularis farokdoménnek (GTD) meghatiroz6 szerepe van.
Ennek ellenére, mivel eddig rekombinans formaban nem tudtidk eléallitani, szerkezetérdl
keveset tudunk. Ugyanigy hidnyos a kargdk, kargé-adapterek listdja és a kargdokotés
mechanizmusa(i)rél szerzett ismereteink is. A gerinctelenekben a miozin V motorokat
sejtbioldgiai szempontbdl sokat vizsgdltdk, de biokémiailag eddig nem, igy az sem volt
vilagos, hogy mennyire altaldnosithatok a tulajdonsdgai, pl. a processzivitisa.



6.1 Drosophila miozin V Kinetikai jellemzése

A Drosophila miozin V egyfeji” (S1) és ,kétfeji” (HMM) fragmentumait
bakulovirus rendszerben expresszaltuk (konnyi ldncként Drosophila CaM-t és a miozin
konnyt lanc c-t koexpresszaltunk a nehéz lanccal egyiitt). A steady-state és tranziens kinetikai
mérésektdl azt reméltiik, hogy az 6sszes miozin V enzimatikus tulajdonsagaira altalanosithato
kovetkeztetéseket tudunk levonni. Ezzel szemben arra a meglepd eredményre jutottunk, hogy
Drosophila miozin V a gerinces miozin V-tdl eltéréen nem processziv, azaz csak a miozin II-
hoz hasonléan, ,,csoportosan” képes motorként mikodni. Ennek az az oka, hogy a
mechanokémiai ciklus nagyobb részét a miozin fej az aktintdl levalt allapotban tolti (a ,,duty
cycle” ~0,1; a processzivitashoz sziikséges érték min. 0,5). Az in vitro motilitasi tesztekben, a
fentieknek megfelelden a Drosophila HMM csak magas felszini stirliség mellett volt képes a
rodamin-falloidinnal jelolt aktin filamentumokat folyamatosan mozgatni. A motor domén
aktin-koté hurok motivumat kédolo két alternativ forma aktin affinitdsa a pozitiv toltések
szdmanak kiilonbozosége miatt (+3 ill. +5) eltér, de a kinetikdjuk altalanos vondsaiban
megegyezik. A meghatdrozott kinetikai séma (amely alapvondsaiban nem kiilonbozik a
konvenciondlis ill. a gerinces miozin V kinetikdjatdl) két elemét érdemes kiemelni, amelyek
kozosnek tiinnek az 6sszes transzport motor esetén: az erds aktin affinitas, valamint a gyenge
termodinamikai kapcsolat az aktin és ADP kotése kozott. Osszehasonlitva a gerinces és a
Drosophila miozin V kinetikdjat, levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a miozin evoldcidsan
konzervativ transzport motor funkcidjat legalabb kétféle molekuldris mechanizmussal
(processziv ill. nem-processziv) is meg tudjak oldani ezek a motorfehérjék.

(Téth et al, JBC, 2005)

6.2. A miozin Va dinein konnyii lanc (DLC) kotohelyének azonositasa és a komplex
szerkezeti-funkcionalis jellemzése

A dinein konny( lancot, egy 10 kDa-os, igen konzervativ eukariéta fehérjét, nevének
megfeleléen a dinein motorfehérje alegységeként irtak le. Késobb kideriilt hogy a DLC a
miozin V-nek is alegysége €s tobb tucat mas citoplazmatikus fehérjéhez is kotddik. Szerepe a
motorfehérjék kargokotése és/vagy regulacidja lehet, egyéb funkcidirél még keveset tudunk.
Sok ridkos szovetben megemelkedik az expresszidja, ami a proapoptotikus ,,BH3-only”
fehérjék szekvesztralasdval és/vagy a p21-fliggd kinaz megkotésével hozhato kapesolatba.
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A human miozin Va és a DLC kolcsonhatasat vizsgaltuk az OTKA palyazat keretében.
Rekombindns miozin Va fragmentumokat és a DLC2 izoformat expresszaltuk, majd a
komplex kialakulését ,,pull-down” mddszerrel, gélfiltracidval, nativ elektroforézissel, limitdlt
proteolizissel €s spektroszkdpiai médszerekkel tanulmédnyoztuk. A kotohelyét a farok région
beliill a medialis és disztalis coiled-coil domén kozott, egy szerkezet nélkiili doménben
lokalizaltuk (Prol1282-Thr1293). Megallapitottuk, hogy a kotéhely kialakitasaban egy 3
aminosavat kodolé alternativ exon (exon B) esszencidlis szerepet tolt be, ugyanis az



eltavolitdasa a kotést megsziinteti (9. abra). Ez utébbi eredményt ko-transzfektalt emlos
sejtekkel is igazoltuk (10 dbra).

-exon B +exon B

DLC2

10. dbra

GFP-DLC és DsRed-miozin Va(+exon B) kolokalizdcidja
NEA4C neuroektodermdlis sejtvonalban (bal); az exon B nélkiili
miozin Va nem kotédik a DLC-hez (jobb)

myoVa

MERGE

A DLC koétd domén masik alternativ exonjanak (exon D) nincs szerepe a DLC kotésben.
NMR vizsgélatokkal és molekularis dokkolassal kimutattuk, hogy a miozin farok DLC koto
doménjébdl egy kb. 8 aminosavbdl all6 szakasz kot a DLC dimer kotdarkaba, ugyanoda,
ahova az eddig ismert partnerei kapcsolddnak (11. és 12 dbra).
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11. dbra. A miozin Va peptid (piros) -DLC 12. abra. Human DLC2 HSQC spektruma (kék)
dokkolt komplexe. Kék: a kotésben résztvevd és titrdldsa a miozin kétdpeptiddel (piros)

aminosavak; sarga: kémiai eltoléddas a HSQC
spektrum alapjan; zéld: kotdfelszin mindkét
mddszerrel azonositva

CD-spektroszkdpiai €s limitalt proteolizis vizsgalatok alapjan a DLC kotés jelentdsen
hozz4jarul a miozin Va farok stabilitdsahoz. A CD spektrumok analizise alapjan valamennyire
novekszik kotérégio a-hélix tartalma, viszont jelentdsen novekszik a hatarol6 coiled-coil
domének hostabilitasa ( ~7°C-kal; 12. dbra). Ezek szerint a DLC kotddése eldsegiti a két
nehéz lanc dimerizaciéjat (azaz a coiled-coil kialakulasat). A munkahipotézi-siink szerint a
DLC dimer-miozin Va dimer interakcié aszimmetrikus, az egyik nehéz lanc kotodik csak a
kanonikus DLC kotoarokba, a masik topologiai kényszerbdl nem éri el a szimmetrikus
kotéarkot, hanem exohely(ek)hez kithet a DLC felszinén. Egyediil a fenti mechanizmus adhat
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13. abra. DLC és egy miozin farok konstrukcio (MV2) CD spektrum. Az a-hélix
tartalom novekedése 222 nm-nél latszik (bal). Egy rividebb (M11) és egy
hosszabb farok konstrukcio hédenaturdcicja DLC nélkiil és jelenlétében (jobb)

magyarazatot a DLC kargokotd szerepére, amikor is a két kotohely koziil az egyiket a

motorfehérjének, a masikat a kargd fehérjének kell elfoglalnia.
(Hédi et al, JMRCM, 2005; FEBS J., 2005; Biochemistry, 2006, biralat alatt)

A DLC-vel kapcsolatos legiijabb eredményiink, hogy a miozinhoz ill. a kargéhoz val6
kotddést a C-terminalis aminosav el6tti Ser foszforilacidja szabdlyozhatja. Legalabbis a Ser-t
Glu-ra cserélve, a mutans DLC fizioldgids koriilmények kozott monomert képez, amely nem
kotddik sem a miozinhoz, sem a potencidlis kargékhoz. A DLC- miozin Va komplex, tovabbi
jellemzését izotermdlis kalorimetridval (13. 4bra), felszini plazmon rezonancia és
fluoreszcencia mérésekkel folytatjuk, s kiterjesztjiik a hdrmas komplexek vizsgdlatara, hogy a

fentebb vazolt munkahipotézisiinket igazolni tudjuk.
(Hodi Zs. és mtsi, .... A MBK 2006. évi konferencidjdra bejelentett poszter)
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6.3. A miozin Va globularis farokdomén (GTD) vizsgalata és , kargovadaszat”

A human miozin Va GTD expresszidjat E.coli rendszerben prébaltuk megoldani,
irodalmi elézményekbdl kiindulva. Azonban, masokkal egyetemben (pl. Langford et al)
beleiitkdztiink a GTD szolubilitds probléméjaba. Az eddigi, tobb mint kétéves erdfeszitéseink
soran csak oddig jutottunk, hogy a GST fuzids-fehérjeként eldallitott rekombinans GTD



renaturaciéjat minor mennyiségben (~10 pg/l) meg tudtuk oldani (t6bb tucat ,,csodareceptet”
bevetve). Hasonl6 kitermelést tudott elérni Hammer et al. (NIH, USA) is (személyes kdzlés).
Amit mi ezzel a mennyiséggel nem tudtunk bizonyitani, azt sikeriilt az emlitett csoportnak,
miszerint a GTD a miozin V reguldcidjdban esszencidlis szerepet jatszik ugy, hogy kargd
jelenléte nélkiil és alacsony Ca®" koncentrdcié mellett a ,kikapcsolt” éllapotban
visszabicsaklik és interakcidba 1ép a motor doménnel. 1d6kdzben a gerinces miozin V-t6l
sokban eltéré tulajdonsagokkal bird élesztdé miozin V egyik paraldgjabdl szarmazé GTD
kristalyszerkezetét megoldottdk. Mivel a GTD-nek csak egy szubdoménja mutat szekvencia
hasonlésagot a gerincesek GTD-jével (dilute ,,core” domén), a kargékotés mechanizmusanak
megismerése érdekében tovabbra is érdeklddésre tarthat szamot a rekombinans GTD
eldallitasa kristalyositasra alkalmas mennyiségben.

A fenti ,,részsiker” nem volt elegendé ahhoz, hogy a GTD-vel az eredetileg tervezett
»partnervaddszatokat” elvégezziikk. Ugyan a TAP-cimkével ellatott GTD-t Jurkat T-
sejtvonalba transzfektaltuk, de nem sikeriilt MS-vizsgalatokra alkalmas mennyiségii kotédo
fehérjéhez jutni a sejtlizaitum CaM- és IgG-affinitas oszlopokon torténd tisztitdsa utan.

[Megjegyzendo, hogy ezzel a témaval, a timogatds kétszeri megnyirbaldsa miatt kevesebbet
tudtunk foglalkozni]

7. Miozin V funkcionalis vizsgilata immunsejtekben

Terveink kozott szerepelt, hogy a miozin Va és a DLC szerepét vizsgiljuk az
immunrendszer sejtjeiben. Modellrendszerként human Jurkat-sejteket és egy patkany
hizésejtvonalat haszndltunk. A miozin Va és a DLC T-sejt aktivaciéban illetve a T-sejtek
apoptézisdban betoltott szerepét potencidlis domindns-negativ (csak a miozin Va GTD-t
illetve csak a teljes disztdlis farok régidt tartalmazé konstrukciok) és ,full-length”
konstrukciok transzfekciojaval vizsgaltuk. Bar irodalmi elézmények alapjan ugy tiint, hogy a
miozin V-nek szerepe van/lehet a raft-mozgatasok, a szinapszis-Osszeszerelés egyes
Iépéseiben, az eddigi kisérleti megkozelitéssel sem a tdltermeléssel, sem a dominans-negativ
konstrukcidkkal nem tapasztaltunk szignifikdns véltozasokat. Azt vélelmeztiik, hogy a miozin
Va kargokotdé domén konstrukciok (a GTD és/vagy a disztalis farokdomének valamelyike)
HKititrdljdk” a potencidlis kargdkat, ily mdédon azok a funkcidk, amelyben a transzport
motornak szerepe van, gitldédnak. A negativ eredmény magyardzata lehet a miozin V
paral6gok redundancidja, vagyis az miozin Vb és/vagy Vc izoforma atvehette a kiesett Va
funkcigjat. A DLC tultermeléstdl azt vartuk, hogy pl. a sejt apoptdzis szignalra adott vdlasza
csokken, azon okndl fogva, hogy a DLC szekvesztrilja a sejt teljes ,,BH3-only” proapoptdzis
fehérjekészletét (Bim, Bmf), s ezaltal a tilélés szigndlok keriilnek tdlsulyba (pl. Bcl-2, Bcel-
XL). Az itt kapott negativ eredmény szintén lehet redundancia kovetkezménye, mivel a két
human DLC paral6g koziil csak a DLC2-vel prébalkoztunk (mivel irodalmi adatok alapjan ez
kolokalizdl specifikusan az aktin citoszkeletonhoz). Erdekes moédon, a miozin V izoformak
expresszids szint emelkedését sem tudtuk igazolni T-sejt aktivdcié sordn. A kotranszfektélt
GFP-vel és/vagy DsRed fehérjével fuzionalt miozin Va és DLC2 sejten beliili lokalizalasat
konfokalis mikroszkopidval végeztiik el. A DLC, az irodalmi adatoknak megfelelden diffuz,
foként citolazmatikus, de gyengébb maglokalizaciét is mutatott. A miozin Va fragmentumok
viszont feltehetdleg aggroszoméakban lokalizalodtak. Ugyan felvetddott az irodalomban
centroszoma lokalizacié is, de ezt centroszéma specifikus markerrel torténd kolokalizacioval
nem sikeriilt megerdsiteni. A sejtaktivacié sordan a miozin V GTD-hez k6t6dd molekulak
,haldszata” jelenleg is folyik.

[Tovabbi megjegyzés, hogy a fentebb emlitett kényszert forrashidny a 6.3. téman tal ezt a
munkaterv pontot érintette.]



Osszefoglalva a zirdjelentést, a projekt lezdrasdig elért eredményeinket 8 folydirat
kozleményben (Osszesitett impakt faktor 69,52), 1 birdlat alatt 4ll6 kozleményben és 3
konferencia absztraktban publikaltuk. Az eddig csak konferencidkon bemutatott és a fentebb
részletesen ismertetett (lasd 2.2) eredményekbdl 3 teljes kozlemény megirdsa elkezdddott
vagy mar eldkészités alatt all.



