Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repository of the Academy's Library

ZAROBESZAMOLO

A pélyazat cime: A WFIKKN fehérjek és a miosztatin, GDF11 kozétti kélcsonhatés

jellemzése

OTKA nyilvantartasi szama: 72125

A kutatasi téma ismertetése: elozmények és a kutatas célja

A WFIKKN1 és WFIKKN2 két egymassal nagyfoki rokonsagot mutaté multidomén
fehérje, melyeket néhany évvel ezeldtt a human genom bioinformatikai elemzésével
azonositottunk. Mindkét fehérje egy WAP-homoldg, egy Follisztatin-homolog, egy
Immunoglobulin-homolog, két Kunitz-tipusu és egy NTR-homoldg domént tartalmaz. A
fehérjéket felépitd doménekkel rokon domének szdmos protedz inhibitor fehérjében
megtalalhatdak, ezért feltételeztik, hogy az Gj fehérjék protedz inhibitorok, amelyek akar

tobbféle protedz gatlasara is képesek lehetnek (Trexler M. Banyai L. and Patthy L. (2001) A human
protein containing multiple types of protease-inhibitory modules. Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 3705-3709, Trexler M,
Banyai L, Patthy L.(2002) Distinct expression pattern of two related human proteins containing multiple types of

protease-inhibitory modules. Biol. Chem. 383: 223-228).

Feltételezéslinkkel 6sszhangban, a WFIKKN1 masodik Kunitz-tipusu doménjérél
(KU2) kimutattuk, hogy valdban gatolja a tripszint, de nincs hatasa tobb, tripszin-szert szerin
proteéz aktivitasara (Nagy A, Trexler M and Patthy L (2003) Expression, purification and characterization of
the second Kunitz-type protease inhibitor domain of the human WFIKKN protein. Eur J Biochem 270, 2101-2107). A
WFIKKN1-KU?2 fehérje térszerkezetének vizsgalata, valamint az a tény, hogy a WFIKKN1-
KU2 tripszin gatlasanak inhibicios allandoja (K;) tébb nagysagrenddel magasabb, mint a
BPTI tripszin gatlés K; értéke, arra utal, hogy a WFIKKNL1 fehérje elsédleges biologiai
szerepe nem a tripszin gatlas (Liepinsh E, Nagy A, Trexler M, Patthy L, Otting G. (2006) Second Kunitz-type
protease inhibitor domain of the human WFIKKNL1 protein. J Biomol NMR. 35:73-8).

Néhany éve Hill és munkatarsai human szérumbdl a miosztatinhoz és GDF11
novekedési faktorhoz kotddo €s azok aktivitasat gatolo fehérjeként izolaltak a WFIKKN2-t.
Tovébbi vizsgalataikban kimutattak, hogy a WFIKKN2 gatolja a miosztatin és GDF11
aktivitasat és az erett novekedesi faktor mellett a miosztatin prodomén régiojaval is

kdlcsdnhatasba 1ép (Hill 33, Qiu Y, Hewick RM, Wolfman NM. (2003) Regulation of myostatin in vivo by growth
and differentiation factor-associated serum protein-1: a novel protein with protease inhibitor and follistatin domains.

Mol Endocrinol. 17:1144-1154).

A miosztatin/GDF8 és GDF11, a TGFp ndvekedési faktor csalddba tartozd, egymaéssal
nagy hasonlésagot mutato fehérjék. A miosztatin az izomfejlédést szabalyozo, az
izomnovekedést gatolo fehérje. A miosztatin génben bekdvetkezd mutdcidk az izmok
nagymértékii ndvekedése mellett a zsirlerakddas csokkenését okozzak. A GDF11 ndvekedesi
faktor szerepet jatszik az idegsejtek differenciaciojaban, megakadalyozza a PC12 sejtek
neuron-szert sejtekké alakuldsat. Mindkét fehérje aktiv forméja inaktiv prekurzorbol
proteolitikus processzalés révén képzddik. Egy furin tipust proprotein konvertaz hasitasaval
képz6doé N-terminalis prodomén és C-terminalis érett novekedési faktor inaktiv un. latens
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aktiv ndvekedési faktor. A miosztatin és GDF11 prodomének degradacidjaban fontos szerepet

jatszanak a BMP1/Tolloid tipust metalloproteazok (wolfman, N. M., McPherron, A. C., Pappano, W.
N., Davies, M. V., Song, K., Tomkinson, K. N., Wright, J. F., Zhao, L., Sebald, S. M., Greenspan, D. S., and Lee, S. J.
(2003) Activation of latent myostatin by the BMP-1/tolloid family of metalloproteinases. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
100, 15842-15846; Ge, G., Hopkins, D. R., Ho, W. B., and Greenspan, D. S. (2005) GDF11 Forms a Bone
Morphogenetic Protein 1-Activated Latent Complex That Can Modulate Nerve Growth Factor-Induced
Differentiation of PC12 Cells . Mol. Cell. Biol. 25, 5846-5858).

Kutatdsunk célja a WFIKKN1 és WFIKKN2 fehérjék és a [F&kakdba tartozd
novekedési faktorok, elsGsorban a miosztatin/GDF8 és GDF11 kozotti kolcsonhatas

szerkezeti és funkciondlis jellemzése volt.

Elért eredmények:

1. Rekombinans fehérjék eloallitasa

A vizsgalatokhoz hasznalt névekedési faktorokat kereskedelmi forgalombol szereztiik
be, a tobbi fehérjét kulonféle expresszids rendszerek alkalmazasaval laboratériumunkban
allitottuk el6. Létrehoztunk olyan Drosophila S2 sejteket, amelyek stabilan expresszaljak a
WFIKKN1 és WFIKKN2 fehérjéket.

Pichia pastoris szekrécios expresszids rendszerben eléallitottuk a WFIKKN1 és
WFIKKN?2 fehérjék kiilonboz6 szakaszait tartalmazo fehérjéket: az egyetlen doment
tartalmazé WFIKKN1_FS, WFIKKN1 KU2, WFIKKN1 NTR és WFIKKN2_NTR
fehérjéket, és a két domént tartalmazé WFIKKN1_WAP-FS, WFIKKN1_KU1-KU2,
WFIKKN1 KU2-NTR, WFIKKN2_WAP-FS és WFIKKN2_KU2-NTR fehérjéket.
Ugyancsak Pichia Pastoris éleszt6 sejtekben expresszaltuk a miosztatin és GDF11 nagy
affinitasu receptorénak, az Activin-Receptor I1b (ACRIIb) és a BMP2 és BMP4 novekedési
faktorok nagy affinitasu receptoranak a BMPRIa extracelluléris, ligand-k6t6 doménjeit.

Megoldottuk a prepromiosztatin, a miosztatin prodomén, a miosztatin prodomén N-

eldallitasat.

A rekombinans fehérjék szerkezeti integritdsat CD spektroszkdpiaval és N-terminalis
aminosav szekvenalassal ellendriztiik.

2. AWFIKKN1 és WFIKKN2 fehérjék és a miosztatin és GDF11 kozotti kdlcsdnhatas
jellemzése

Fellleti plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel jellemeztiik a WFIKKN fehérjék és a
miosztatin és GDF11 kozotti kdlcsonhatast. Megallapitottuk, hogy a WFIKKN2 fehérjehez
hasonléan a WFIKKNL1 fehérje is nagy affinitassal kéti a GDF8 és GDF11 novekedési
faktorokat. Az SPR mérésekbdl szamolt egyensulyi disszociacios allandok azt mutatjak, hogy
a WFIKKN2 mindkét novekedési faktort erésebben koti, mint a WFIKKN1. A disszociacios
allanddkat az alabbi tablazat mutatja:




Kdlcsonhatd fehérjék Ka (M) Kélcsonhaté fehérjék Kg (M)

GDF8 — WFIKKN1 3.3x10% GDF8 — WFIKKN2 2.8x 10"
GDF11 — WFIKKN1 2.2x10° GDF11 — WFIKKN2 1.6 x 101

A miosztatin és a WFIKKN feherjék kilonallé doménjeit vagy két tandem doménjét
tartalmazo fehérjék kdzotti kdlesonhatas vizsgalataval azonositottuk a névekedési faktor
kotéhelyeket hordozoé doméneket. Megallapitottuk, hogy a WFIKKN fehérjék elsdsorban a
FS doménjiik révén kotik a miosztatint, de az NTR domén is részt vesz a kdlcsdnhatas
kialakitasaban (Kondas K, Szlama G, Trexler M, Patthy L. (2008) Both WFIKKN1 and
WFIKKN2 have high affinity for growth and differentiation factors 8 and 11. J Biol
Chem. 283:23677-84).

3. AWFIKKN fehérjék szerepe a miosztatin és GDF11 bioldgiai aktivitasanak
szabalyozasaban

Kompeticids SPR mérésekkel vizsgaltuk, hogy a WFIKKN fehérjék kotédése a
miosztatinhoz és GDF11-hez hogyan hat a novekedési faktorok és els6dleges, nagy affinitasa
receptoruk, az Activin-Receptor 11b kozdétti kélesonhatasra. Kimutattuk, hogy a WFIKKN
fehérjék valamint a Follisztatin homoldg doménjeiket tartalmazé fragmensek gatoljak a
miosztatin és GDF11 kotédését az immobilizalt ACRIIb extracelluléris, ligand-kotd
doménjéhez. 20 nM WFIKKN1 vagy 12 nM WFIKKN2 fehérje jelenléte 50%-al
csokkentette a miosztatin és a receptor kdzotti asszociacio sebességét. Hasonléan, a GDF11 és
a receptor kozotti kdlcsénhatast 40 nM WFIKKN1 vagy 5 nM WFIKKN2 gatolta 50 %-al.

A novekedési faktorok és nagy affinitasu receptoruk kozotti kdlcsénhatas kialakitasara az
NTR domeéneknek nem volt hatasa.

A WFIKKN fehérjék hatdsat a ndvekedési faktorok biologiai aktivitasara emlés
sejtenyészetben a miosztatin és GDF11 altal kivaltott transzkripcios jelek detektalasara
alkalmas, a luciferaz riportergén expressziojan alapulo kisérleti rendszerben is vizsgaltuk.
Mindket fehérje hatékonyan gatolta a miosztatin és GDF11 ndvekedesi faktorok altal kivaltott
jelétvitelt. 6 nM WFIKKN1 és 3 nM WFIKKN2 fehérje a miosztatin aktivitasat a felére
csokkentette. A WFIKKN1 és WFIKKN2 fehérjék a GDF11-nek is hatékony inhibitorai: 50
nM WFIKKN1 80%-al, 50 nM WFIKKN2 pedig 90%-al csokkentette a GDF11 aktivitasat.
(Szlama G, Kondas K, Trexler M, Patthy L.(2010) WFIKKN1 and WFIKKN2 bind
growth factors TGFB1, BMP2 and BMP4 but do not inhibit their signalling activity.
FEBS J. 277:5040-50).

A harom kiilonb6z0 vizsgalati rendszerben végzett méréseink egyértelmiien és
egymassal 6sszhangban azt bizonyitjak, hogy mindkét WFIKKN fehérje hatékony
antagonistaja a miosztatin és GDF11 novekedési faktoroknak.

4. A WFIKKN fehérjék hatasa mas, a TGFB ntévekedési faktor csaladba tartozd
ndvekedési faktor aktivitasara




Megvizsgaltuk, hogy a WFIKKN fehérjek a miosztatin és GDF11 mellett hatnak-e
mas, a TGFp csaladba tartozo ndvekedési faktorra. SPR mérésekkel kimutattuk, hogy mindkét
fehérje jelentds affinitassal koti a TGFB1, BMP2 és BMP4 ndvekedési faktorokat (Kd ~ 107'-
10®M ). Gyengébb kdlcsdnhatést detektaltunk a BMP3 és BMP8b névekedési faktorokkal és
nem volt mérhet6 kélcsonhatas az Aktivin A-val. Domén-szintii kdlcsonhatas vizsgalatok
szerint a WFIKKN fehérjék elsdsorban az NTR doménjeik révén kdtddnek a BMP2, BMP4,
TGFbetal, BMP8b és BMP3 fehérjékhez.

Kolcsdnhatd fehérjék Kq¢ (M) Kolcsonhaté fehérjék Kg (M)
BMP2 — WFIKKN1 7.2x 107 BMP2 -WFIKKN?2 43x10°
BMP3 — WFIKKN1 3.3x10° BMP3 -WFIKKN2 1.8x 107
BMP4 — WFIKKN1 8.2x 107 BMP4 -WFIKKN2 6.5x10°®
BMP8b — WFIKKN1 3.0x10° BMP8b -WFIKKN2 5.3x 107
TGFp1 — WFIKKN1 45x107 TGFB1 -WFIKKN2 2.8x10°
8.9x10° 3.3x10°

A TGFB1, BMP2 és BMP4 novekedési faktorok esetében is megvizsgéltuk, hogy a
WFIKKN fehérjék kotddése a ndvekedési faktorokhoz hogyan befolyéasolja a novekedési
faktorok és nagy affinitasu receptoruk kozotti kolcsonhatas kialakulasat. A kompetitiv SPR
mérések az mutattak, hogy a WFIKKN fehérjék a direkt kolcsonhatas mérésekbdl szamitott
Kq értékek alapjan vartnal joval magasabb koncentracional — néhany uM — gatoltdk a TGFp1,
BMP2 és BMP4 novekedési faktorok kotédését a TGFB-RII ill. BMPRIa receptorok
extracelluléris doménjéhez. A TGFB1, BMP2 és BMP4 ndvekedési faktorok bioldgiai
aktivitasanak detektalasara alkalmas riporter vizsgalatokban nem tapasztaltunk gatlast.
(Szldma, Gy., Kondas, K., Trexler, M. and Patthy, L.(2010) WFIKKN1 and WFIKKN2
bind growth factors TGFb1, BMP2 and BMP4 but do not inhibit their signalling
activity. FEBS Journal 277, 5040-5050., Kondas, K., Szlama, Gy., Nagy A., Trexler,
M. and Patthy, L (2011) Biological function of the WAP domain containing multidomain
proteins, WFIKKN1 and WFIKKN2., Biochem Soc Trans. 39:1416-20.)

Eredményeink azt mutatjak, hogy a WFIKKN1 és WFIKKN2 a miosztatin és GDF11
novekedesi faktorok specifikus inhibitorai, amelyek szerepet jatszhatnak a miosztatin és
GDF11 novekedési faktorok altal szabalyozott bioldgiai folyamatok finomhangolasaban.
Tekintettel arra, hogy a két fehérje expresszids mintdzata eltér, a molekularis szint
funkcidjukban tapasztalt hasonldség ellenére a fehérjék bioldgiai funkcioja eltéré lehet: azt,
hogy egy adott szovetben a két fehérje kozil melyik vesz részt a miosztatin vagy GDF11
aktivitasanak szabalyozéasaban a fehérjek expresszioja hatarozza meg.



A TGFB1, BMP2 és BMP4 esetében a WFIKKN fehérjék nem gatoljak a novekedési
faktorok bioldgiai aktivitasat, de feltételezzik, hogy a ndvekedési faktorok kozott kialakuld, a
miosztatinhoz és GDF11-hez képest gyengébb kolcsonhatasok eldsegithetik a novekedési
faktor gradiensek kialakulasat.

5. AWFIKKN fehérjék szerepe a miosztatin aktivaldsaban

Munkahipotézisiink szerint WFIKKN fehérjék elsédleges funkcidja a miosztatin és
GDF11 nbvekedési faktorok szabalyozasa. A miosztatin és GDF11 aktivitasa tobb szinten
szabalyozhato:

- gatolhat6 a prekurzor fehérjék proprotein konvertazok altal torténé hasitasa, a latens
komplex képzddése

- gatolhato a latens komplex proteolizise és az érett ndvekedési faktor felszabadulasa
- gatolhato az érett ndvekedési faktor és a receptor kdzotti kdlcsdnhatas kialakulasa

Az 1.-4. pontokban ismertetett eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a
WFIKKN feheérjék gatoljak az érett névekedési faktorok és receptoraik kdzotti kolcsonhatas
kialakulésat. Feltételezziik, hogy a WFIKKN fehérjék szerepet jatszanak a miosztatin — és
GDF11- aktivalasahoz vezet6 proteolitikus folyamatok szabalyozaséaban is.

Hill és munkatéarsai immunoprecipitacios pull-down kisérletekben azt tapasztaltak,
hogy a WFIKKNZ2 fehérje az érett miosztatin ndvekedési faktor mellett a miosztatin
prodomént is kototte. Ebbdl kiindulva SPR mérésekkel kimutattuk, hogy a WFIKKNL1 fehérje
is kdlcsonhatasba 1ép a miosztatin prodoménjével, a kblcsonhatas egyensulyi disszociacios
allandéja 4.85 x 10”'M. Domén-szintii kolcsonhatas vizsgalatokbol kideriilt, hogy a kotés
kialakitasaban a WFIKKN1 NTR doménjének van donté szerepe (Kondas K, Szlama G,
Trexler M, Patthy L. (2008) Both WFIKKN1 and WFIKKN2 have high affinity for
growth and differentiation factors 8 and 11. J Biol Chem. 283:23677-84).

Tekintettel arra, hogy a WFIKKN fehérjéket felépité doménekkel rokon domének
gyakran fordulnak el6 protedz inhibitor fehérjékben, feltételezziik, hogy a WFIKKN fehérjék
szerepet jatszanak a miosztatin — és GDF11- aktivalasahoz vezet6 proteolitikus folyamatok
szabalyozésdban is. A miosztatin prodomén és a WFIKKN fehérjéek kdzotti kdlcsonhatés
pedig biztosithatja azt, hogy a WFIKKN fehérjéknek - az egyébként szamos fehérje
aktivalasaban/processzalasaban részt vevo - proprotein konvertazokra és/vagy BMP1/tolloid
tipusu metalloproteazokra kifejtett szabalyozo hatasa a miosztatin (és GDF11) aktivalodasara
korlatozodjek.

Ezért fontos a miosztatin— miosztatin prodomén — WFIKKN fehérjék kozotti
kolcsonhatas-viszonyok pontos felderitése. Bakterialis expresszidval eléallitottuk a miosztatin
prodomén N-terminalis — T43-T115 aminosavak kdzotti szakasz — és C-terminalis — E116-
R266 aminosavak kozotti szakaszt — tartalmazo régiojat és vizsgaltuk kotédésiiket a
novekedési faktorhoz és a WFIKKN fehérjékhez. Az N-terminalis 42-115 régiorol eddig is
ismert volt, hogy jelenléete nelkilozhetetlen a miosztatin és receptora kozotti kdlcsonhatas
kialakulasanak megakadalyozasahoz ( Jiang Ms, Liang LF, Wang S, Ratovitski T, Holmstrom J, Barker C,
Stotish R.(2004) Characterization and identification of the inhibitory domain of GDF-8 propeptide.Biochem Biophys
Res Commun. 315(3):525-31.). SPR mérésekkel megallapitottuk, hogy a prodomén N-terminalis
régidja kotddik a ndvekedési faktorhoz, de nem kotédik a WFIKKNI és WFIKKN2
fehérjekhez. Ezzel ellentétben a C-terminalis domén nem ko6t6édott a miosztatinhoz, de nagy
affinitassal kotddott a WFIKKN1 fehérjéhez és a WFIKKNI NTR doménhez.



Meglepetésiinkre a miosztatin prodomén C-terminalis régidjat tartalmazo fehérje nem
kot6dott sem a teljes WFIKKN2-h6z, sem a WFIKKN2_NTR-hez. Ezért ellenériztiik a
miosztatin prodomén és a WFIKKN2 fehérje kdzotti kolcsonhatést: direkt SPR, kompeticios
SPR vizsgélatok és pull-down kiserletek is azt eredmeényezték, hogy a WFIKKN2 fehérje nem
koti a miosztatin prodomént.

A miosztatin prodoménnel és fragmentjeivel végzett vizsgalataink kideritették, hogy a
miosztatin prodomén fliggetlen kotohelyeken keresztiil kotddik a ndvekedési faktorhoz és a
WFIKKNI1 fehérjéhez, lehet6vé téve egy miosztatin prodomén — miosztatin — WFIKKN1
fehérjékbol allo terner komplex kialakulasat. A terner komplexben a WFIKKN1 akér proteaz
gatlo aktivitas, akar szterikus gatlas révén befolyasolhatja/gatolhatja a prepromiosztatin
¢és/vagy a latens komplex aktivalasat végzo proteazt. Az a tény, hogy a WFIKKNI fehérje
kolcsdnhat a miosztatin prodoménnel, mig a WFIKKN2 nem, arra utal, hogy a két fehérje
eltérd szerepet jatszhat a miosztatin aktivalédas szabalyozasaban.

Megvizsgaltuk a WFIKKN1 és WFIKKN2 fehérjék hatasat a miosztatin
aktivalédasaban részt vevo furin proteolitikus aktivitasara. A WFIKKN fehérjék nem gatoltak
a furin aktivitasat a specifikus, kis méretli peptid szubsztrat esetében, és nem befolyasoltak
prepromioszatin hasitasat sem.

Azok a vizsgalatok, amelyek célja a WFIKKN fehérjeknek a latens komplex
aktivalasara képes BMP1 metalloproteaz aktivitasara gyakorolt hatasanak kideritése, még
nem zarultak le.

A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai:

A WFIKKN fehérjéknek a miosztatin és GDF11 aktivalodasaban jatszott szerepének
kideritése mellett egy Uj OTKA palyazat keretében tisztazni szeretnénk a fehérjéknek az
embrionalis fejléddésre €s a kiilonbozo, a vazizomzattdl eltérd szovetekre kifejtett hatasat.

Az ujabb kutatasi eredményekbdl ugy tlinik, hogy a miosztatin funkcioja nem
szerepet jatszik a szervezet izomszdvet — zsirszovet tomegének/aranyanak szabalyozasaban is.
A GDF11 biologiai funkcidjardl kevesebb ismerettel rendelkezilink, az eddig ismert adatok azt
mutatjak, hogy a GDF11 az idegi fejlédés, neuron differenciacio negativ regulatora. Mindkét
novekedesi faktor olyan folyamatokat szabalyoz, amelyek szorosan kapcsolddnak korunk
legnagyobb egészségligyi problémaihoz. Ezért a miosztatin és GDF11 aktivitasat befolyasolo
mechanizmusok, igy tébbek kozott a WFIKKN fehérjék hatasmechnizmusanak kideritése
népegeszségligyi szempontbdl is fontos.

Eltérések a beadott munkatervtol:

1. A beadott munkatervtdl eltéréen nem tudtuk vizsgalni a WFIKKN fehérjék és a
GDF11 prodomén kdzotti kdlcsdnhatast, mert nem siker(lt rekombindns GDF11 prodomént
eldallitanunk. A GDF11 prodomén fehérjét E. coli baktéridlis expresszios rendszerekben,
Pichia pastoris élesztében és Drosophila S2 sejtekben is megkiséreltiik eldallitani. Sem a
laboratériumunkban szamos fehérje esetében sikeresen alkalmazott Pichia pastoris szekrecios
expresszids rendszer, sem a Drosophila S2 sejtek nem szekretaltak GDF11 prodomén fehérjét
a taptalajba. Bakterialis expresszids rendszerek kozil a pPR-IBA2 vektorral sikerlt fehérjét
expresszalni, azonban a képzddott fehérje inkluzios testekben kicsapodott és kiilonbozd



renaturacios-refoldalasi eljarasokat/korilményeket alkalmazva sem tudtunk stabil, nativ
térszerkezetli fehérjét eldallitani.

2. A GDF8 és GDF11 egymassal kozeli rokonsadgot mutaté tagjai a TGH3 ndvekedési
faktor csaladnak. Bar munkaterviinkben nem szerepelt, mégis —a WFIKKN fehérjék
specificitdsa szempontjabol - fontosnak tartottuk annak tisztazasat, hogy a GDF8 és GDF11
mellett hatnak-e a WFIKKN fehérjék mas TGFB csaladba tartozd ndvekedési faktor
aktivitasara. Ezért vizsgaltuk a WFIKKN fehérjék kdlcsdonhatasat a BMP2, BMP4, BMP8Db,
BMP3, TGFbetal, és Activin A ndvekedési faktorokkal és hatasukat a TGFbetal, BMP2 és
BMP4 ndvekedési faktorok bioldgiai aktivitasara. Eredményeinket a Szlama, Gy., Kondas,
K., Trexler, M. and Patthy, L.(2010) WFIKKN1 and WFIKKN2 bind growth factors
TGFbl, BMP2 and BMP4 but do not inhibit their signalling activity. FEBS Journal
277, 5040-5050 kdzleményben ismertettiik.
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