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FIZIL ADAM-GASPARI ZOLTAN-BATTA GYULA

Egy gombaellenes gombateheérje

PAF, a blivos hatdéanyag

gyogyaszatban alkalmazott terapias szerek ellen kiala-

Al;ulc’) rezisztencia miatt egyre nagyobb az igény az 1j

ntimikrobialis hatéanyagok fejlesztésére és alkalmaza-

sara. Tudjuk, hogy a Fold biomasszajanak mintegy fele gomba.

Ezek egy része korokozo, igy az altaluk okozott fertdzések célzott
¢és hatékony kezelése nem mindennapi kihivas.

Egy az elmult években létrehozott nemzetkdzi, osztrak és ma-
gyar kutatocsoportok kozott kialakult egyiittmiikodés eredménye-
ként néhany olyan 0j gombaellenes fehérjét fedeztek fel és jelle-
meztek molekularis szinten [1], melyeknek szerepe lehet bizo-
nyos gombafertdzések okozta betegségek gyogyitasiban. Erdekes
modon ezeket a fehérjéket is gombék termelik. Am a nyilvanvalo
szerkezeti hasonlosag ellenére a kiilonbozd fehérjék eltérd hatas-
mechanizmussal pusztitanak egyes gombafajokat. {rasunkban a
fehérjecsalad altalunk legbehatobban tanulmanyozott képviseld-
jének, a PAF-nak atomi felbontasu szerkezetét és belsé dinamika-
jat feltard vizsgalatainkat foglaljuk Gssze.

A PAF (Penicillium Antifungal Protein), mint neve is mutat-
ja, a Penicillium chrysogenum gomba altal termelt gombaellenes
fehérje, amely tobbek kozott az Aspergillus torzsek novekedését
gatolja. Az emldssejtekre nincs hatasa, igy
terapias alkalmazasa tavlatilag igéretesnek
mondhat6. Hatasmechanizmusarol jelen-
leg annyit tudunk, hogy a megtamadott
gombaszervezetben programozott sejtha-
lalt (apoptozist) okoz, azonban ennek rész-
letei, igy pl. a fehérje tamadaspontja nem
ismert. Erdekes, hogy a PAF legismertebb
rokona, az Aspergillus giganteus éltal ter-
melt AFP fehérje hatdsmechanizmusa mas.
Reményeink szerint a PAF atomi szin-
tl szerkezetének és belsé dinamikajanak
(molekularis mozgasok) vizsgalata koze-
lebb vihet benniinket mikodésének meg-
értéséhez.

Az 55 aminosavbol felépiild PAF rend-
kiviil stabil. Emiatt kivaldan alkalmas ol-
datfazisban végezhetd6 NMR- (magneses
magrezonancia) spektroszkopiai mérése-
ken alapul6 szerkezeti és dinamikai vizs-
galatokhoz. A leglijabb kutatasok azt igazoljak, hogy a fehérjék-
nek nem csupan a haromdimenzids szerkezete, hanem annak kii-
16nb6z06 idéskalan torténd valtozasa, azaz a fehérjék dinamikaja
is donté mértékben meghatarozza a miikodés, vagyis a biologiai
szerep betdltésének mechanizmusat. Célunk ezért a térszerkezet
tisztazasa mellett a belsd mozgasok leirdsa és azok szerepének
értelmezése is volt.

A PAF szerkezetére a hidrogénhidakkal stabilizalt bé-
ta-red6zott masodlagos szerkezet jellemzdé, ami kedvez a
spektroszkdpusnak abbol a szempontbdl, hogy az egyes amino-
savak kémiai egységeinek (pl. amid NH-csoportoknak) a kor-
nyezete kiillonb6zd, igy az NMR-spektrumban a megfeleld jelek
jol elkiiloniilnek, vagyis a jelek feloldhatosaga kivald. A mole-
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kula harom diszulfidhidat tartalmaz, amelynek mintdzata, azaz
a résztvevd cisztein aminosavak kapcsolodasi sorrendje csak az
NMR-mérések alapjan nem volt egyértelmi. Ennek pedig oka
az, hogy a hatbol négy cisztein kénatomjai nagyon kozel helyez-
kednek el egymashoz, igy akar kétféle mintazat is lehetséges.
Ezek biztos meghatarozasa csak a kémiailag szintetizalt fehérje
tomegspektrometrids elemzésével volt lehetséges. Legujabban
ir kutatokkal k6z0s rontgen-krisztallografiai vizsgalatok is ala-
tamasztottak ezeket az eredményeket, fiiggetlen megerdsitését
adva korabbi kovetkeztetéseinknek.

A diszulfidhid-mintazat segitségével, az NMR-spektroszkopiai
mérésekkel meghatarozott oldatfazisi PAF térszerkezetet 2015-
ben publikaltuk. [2] Ehhez j6 néhany két-és haromdimenzios
NMR-spektrumra volt sziikség, amit tobb hetes mérési idot igé-
nyelt. A szerkezetet bekiildtiik a fehérje- (pdb) adatbankba, ami
az alapos ellendrzé eljarasokat kovetden igazolta, hogy a szerke-
zet jo mindség.

Az 1ij szerkezeti biologiai szemléletmod szerint a térszerke-
zet onmagaban nem elegendd egy fehérje mikddési mechaniz-
musanak atomi szintli megértéséhez: ehhez a molekula belsé

1. 4bra. Balra: a PAF térszerkezeti modellje a béta-szalak kiemelésével (kék nyilak), az
Oket 0sszekoté hurokrégiok sziirkével abrazolva. Jobbra: a PAF kozvetleniil észlelhet6
formajanak sokasagmodellje (lila), valamint a meleg (344 K, piros) és hideg (268 K, kék)
allapotokra jellemzd, egymastol leginkabb kiilonbozo szerkezeti modellek. Jol lathato,
hogy a hideg és meleg forma kozotti kiillonbségek a hurokrégiokban a legnagyobbak

mozgasainak feltérképezése is sziikséges. A bels6 mozgasok
soran torténd szerkezeti atrendezodések kovetkeztében a mole-
kulak alakvaltoztatasai hatarozzak meg azt, hogy milyen part-
nermolekulékkal tudnak hatasos kolcsonhatast kialakitani. Ez
elsésorban — de nem kizardlagosan — a ps-ms idéskalaju belso
mozgasokra igaz, mig az ennél gyorsabb mozgésok jellemzd-
en a konformacios entropia (rendetlenség) és annak a kotddés
hatasara torténé megvaltozasa révén befolyasoljak a moleku-
laris felismerést.

Ezért olyan NMR relaxaciés méréseket végeztiink, amelyek
a PAF kiilonbozd iddskalan lejatszodo belsé6 mozgasainak ko-
vetését lehetdvé tették. A gyors, ps-ns idoskalaju belsé mozga-
sok esetében a PAF viszonylag merev, a mért ,,rend-paraméte-
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rek” nem utaltak valtozatos dinamikara. Ezért igencsak megle-
podtiink, amikor a hémérséklet fiiggvényében felvett egyszerii
spektrumok kiértékelésébe kezdtiink. Azt talaltuk, hogy a mole-
kula mind magas, mind alacsony hémérsékleten jelentds valto-
zason megy at. Ez a véltozas azonban csak a molekulak Osszes-
ségének szintjén értelmezhetd. Arrdl van ugyanis sz9, hogy az
észlelt jelek a homérséklet emelésével és csokkentésével a mo-
lekulak egyre kisebb hanyadabol szarmaztak, azaz egy optimalis
hémérséklettol (kb. szobahdmérséklet) tavolodva, a molekulak
egyre nagyobb hanyada valt ,NMR-lathatatlanna”. Régota is-
mert, hogy a fehérjék szerkezete meleg és hideg hatdsara is at-
mehet komoly valtozasokon, a stabil haromdimenzios szerkezet
felbomolhat, kitekeredhet, a PAF esetében tapasztalt valtozasok-
nak azonban két meglepd aspektusa is van. Az elsd, hogy egy
igen kompakt, harom diszulfidhiddal 6sszekotott szerkezetrdl
van sz0, ahol bizonyos, hogy pusztan a hémérséklet valtoztata-
saval a diszulfidhidak nem bomlanak fel, igy nem szamitottunk
hagyomanyos értelemben vett kitekeredésre, illetve ilyen irdny-
ba mutato jelentds szerkezeti valtozasokra. A masodik nem vart
eredményiinkre akkor deriilt fény, amikor a kitekeredés fizikai

2. abra. A PAF szerkezeti formainak dinamikus egyensulyi rendszere. Alul kozépen
a szobahdmérsékleten észlelhet6é f6 forma, pirossal a magas, kékkel az alacsony
homérsékletre jellemzo részlegesen kitekeredett formak, zolddel pedig a f6 formaval
szobahomérsékleten kicserélédésben 1évo allapot. A dinamikus egyensiilyban részt vevé
formak egy részérol jelenleg nincs informaciénk

modelljét leir6 egyenleteket raillesztettiik a mért adatainkra. En-
nek alapjan ugyanis még a maximalis stabilitds hdmeérsékletén
is, tehat amikor a mintaban 1évé molekulak legnagyobb része
lathaté”, még mindig mintegy 20-30%-ra becsiilhetd a ,,latha-
tatlan” molekulak aranya. Ez az érték hasonlo, illetve nagyobb
az egyéb fehérjék esetében publikalt értékeknél, és értelmezése
nem egyszerd.

Az eredmények lehetséges magyarazatahoz ismét a belso di-
namikat kell segitségiil hivnunk. A fehérjék sokasagat ugy kép-
zelhetjiik el, hogy nagyszamu (a konkrét mérésekhez hasznalt
mintacsében 107-10'® db) molekula folytonos szerkezeti at-
alakuldson megy keresztiil, ahol egyenstly esetén mindig adott
szamu molekula van bizonyos szerkezeti allapotokban. Az un.
ergodikus hipotézisnek megfeleléen, minden egyes molekula
idejének ugyanakkora részét tolti egy-egy allapotban, amekko-
ra része az egész sokasagnak egy adott idépillanatban abban az
allapotban eléfordul. Lényeges szempont, hogy az egyes allapo-
tok kozotti atalakulas milyen gyakori, vagyis az adott szerkeze-
ti atrendez6dés milyen idéskalan megy végbe, ez természetesen
fligg a konkrét allapotoktdl, amelyek kozott ez megtorténik. Vé-
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giil, de nem utolsdésorban, természetesen maguknak az egyes al-
lapotoknak a pontos szerkezeti jellemzdit is ismerniink kellene.
Ekkor, a kutatok altal csak részben megértett okokbol, eléfor-
dulhat, hogy a molekulék egy része az adott mérési eljaras segit-
ségével nem detektalhatd. A hdmérséklet valtoztatasa a fennalld
dinamikus egyensulyt eltolja, ezért a nem észlelhetd allapotok
aranya is megvaltozhat.

Ha a vazolt kép minden lényeges vonasat ismernénk, akkor
rendelkezésiinkre allna a dinamikus egyensuly teljesnek te-
kinthet6 leirasa. Ez azonban tobb okbol sem tekinthetd realis
célkitiizésnek. A valds rendszerben a molekulak szama olyan
nagy, hogy azt még megkdzelitéleg sem tudjuk mar csak taro-
lasi kapacitas szintjén sem leirni, ennél 10—12 nagysagrenddel
kevesebb fehérjeszerkezet szamitogépes reprezentacidja sem
tekintheté még rutinnak. Emellett ismerniink kellene a moleku-
la altal felvehet6 lehetséges térszerkezeteket, ami még ennél is
komolyabb problémat jelent: az elméletileg lehetséges Gsszes
konformacid szama csillagaszati, a mi 55 aminosavas fehér-
jénk esetében minimalisan 3%-ra, azaz kb. 10*-ra tehetd (a fe-
hérjefeltekeredés Levinthal-paradoxona szerint). Végil pedig
ezen csillagaszati szamu allapot kdzot-
ti lehetséges atmenetek részleteit, valo-
szinliségét is ismerniink kellene, amihez
sziikség lenne nem csupan az allapotok,
hanem a koztiik atvezetd atalakulasi ut-
vonalak energetikai viszonyainak feltér-
képezésére is.

Az ilyenfajta teljes leiras helyett ezért
olyan modellek felallitdsa lehet a realis
cél, amely az egyes fobb allapotok 1énye-
ges vonasait tiikrozi, és megmutatja, hogy
a molekula mely részeinek atalakulasa ja-
rulhat hozza jelentés mértékben az észlelt
jelenségekhez. Ehhez a legmegfelelébbek
az utobbi 10-15 évben terjedni kezdd n.
sokasagalapu leirasok, amelyek a hagyo-
manyos szerkezeti modellekkel szemben
nem varjak el, hogy az észlelt kisérleti pa-
ramétereknek vald megfelelést egyetlen

szerkezeti modell segitségével érjék el,
hanem az egyes jellemzoket sok kiilon-
boz6 szerkezet atlagaként értelmezik. [3]
Az ilyen modellek természetiiknél fogva
kozelebb allnak a valdsaghoz, hiszen a
mérések soran is sok molekularol kapunk
azok atlaganak megfelelé informaciot, ugyanakkor felvetik az
un. tulillesztés lehetdségét, amikor a paramétereknek vald meg-
felelés tetszOlegesen sok, de nem feltétleniil biologiailag relevans
szerkezet segitségével is elérhetd. Ezért fontos az eldallitott so-
kasagok fliggetlen elemzése, az eléallitasukhoz nem felhasznalt
paraméterekkel valo Osszevetése, akar annak konkrét vizsgalata,
hogy kevesebb szerkezettel megkaphatd-e ugyanolyan vagy jobb
megfelelés.

A kisérleti adatoknak megfelel$ sokasagok alapvetden kétféle
modszerrel allithatok el6. Az elsé modszer a kisérleti megkotése-
ket felhasznalé molekuladinamikai szimulacio, ahol a molekulak
belsé mozgasait korlatok kdzé szoritva biztositjuk a kisérleteknek
valé megfelelést oly modon, hogy egyidejlileg tobb molekulat szi-
mulalunk és a paramétereket az egyidejiileg szamolt molekulakra
vonatkoztatott atlagként értelmezziik. A masodik modszer eseté-
ben egy elore 1étrehozott, nagy szerkezeti valtozatossagot mutatd
molekulahalmazbdl szelekcios eljarassal valasztunk ki egy olyan
sokasagot, alhalmazt, amely Osszességében megfelel a mérési
eredményeknek. Az els6 mddszert altalaban akkor alkalmazzuk,
amikor viszonylag kisebb léptékii elmozdulasokat, azaz egy jol
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meghatarozott atlagos térszerkezethez kozeli
szerkezeti allapotokat kivanunk feltérképezni,
mig a masodik akkor keriil el6térbe, amikor
véltozatos, nagyobb léptékii dtrendezddéseket
kivanunk jellemezni.

A PAF esetében mindkét modszert alkal-
maztuk. A gyors, ps-ns idéskalaju mozgasok-
ra jellemz6 paramétereket egy szimulaciohoz
plusz feltételként hozzaadva olyan sokasagot
kaptunk, amely varhatoan jol tiikrozi a mo-
lekula kozvetleniil észlelhetd formajanak di-
namikai valtozatossagat azon a hémérsékle-
ten, ahol ezen forma aranya a legmagasabb.
[4] Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a
hideg és meleg hatasara megjelend, részle-
gesen kitekeredett formak mennyire térnek
el egymastol, azaz hasonlo-e a magas és az
alacsony homérséklet hatasara bekdvetkezo
szerkezeti-dinamikai valtozas. Ehhez a két
sz¢Is6 homérsékleten mért Gn. kémiai eltolo-
dasadatokat hasznaltuk fel, melyek az egyes
atommagok kémiai kdrnyezetére jellemzo-
ek, ezaltal a molekula haromdimenzios szer-
kezetétdl is fiiggnek. Egy elére elkészitett,
valtozatos konformacios halmazbdl mindkét
hémérsékleten 10 000-szer megismételtiink
egy véletlenszerl elemeket is tartalmazo sze-
lekcids eljarast. Ezutan minden egyes szer-
kezetre megvizsgaltuk, hogy hanyszor ke-
riiltek be a végso, szelektalt sokasagba a két
hémérsékleten. Végiil kivalasztottuk azokat
a szerkezeteket, amelyek esetében a legna-
gyobb kiilonbség volt abban, hogy hanyszor
keriiltek be a magas és hanyszor az alacsony
hémérsékletre jellemz6 paraméterek alap-
jan szelektalt sokasagokba. Ezaltal olyan
szerkezetekhez jutottunk, amelyek esetében
a két széls6 homérsékletre jellemzo jelleg-
zetességek kozotti kiilonbségek varhatéoan
maximalisak vagy ahhoz kozeliek. Fontos
ugyanakkor megjegyezni, hogy ezek a szer-
kezetmodellek viszonylag kevés adat alap-
jan késziiltek, tehat megbizhatdésaguk va-
lamelyest elmarad a kozvetleniil észlelhetd
format reprezentalod sokasagétol. A varako-
zéasoknak megfelelden a PAF nem tekeredik
ki, a szerkezeti valtozasok a béta-szalak kozotti hurokrégiokra
koncentralodnak, am ezek kiilonboznek a hideg és meleg hata-
sara kitekeredett formakban (1. abra).

A molekula rejtett konformereinek feltarasa érdekében
olyan méréseket is végeztiink, amelyek képesek arra, hogy az
észlelhetd allapottal adott idoskalan dinamikus egyensulyban
1év6 szerkezeti valtozatokrdl informaciot adjanak. Ezen mé-
rések segitségével valdban észleltiink egy mashogyan nem de-
tektalhato allapotot, mely kiilonbozik a szobahdmérsékleten
jellemzd, illetve a hideg/meleg hatasara részlegesen ,kiteke-
redett” formaktol is. Ez a rejtett allapot azonban a molekulak
csupan 0,15%-ara jellemzd, messze nem tehetd tehat feleldssé
a szobahémérsékleten nem lathatd mintegy 20-30%-nyit ki-
tevé lathatatlan formaért. Erre a kis hanyadban jelenlévé rej-
tett formara csak egy nagyon kozelito szerkezeti modellt tud-
tunk késziteni, amely pusztan annyit mutat, hogy a moleku-
la — egyébként térben egymashoz viszonylag kdzel 1évé — két
végén torténnek jelentdsebb térszerkezeti valtozasok. A kapott
eredmények alapjan egy olyan modellt tudunk felallitani, ahol
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3. abra. Fent: a PAF (lila) és a D19S-valtozat (narancs) szerkezetének osszevetése.
Jol latszik a hasonlé harmadlagos szerkezet és az egy hurokban valé eltérés. Alul: a
PAF (balra) és a D19S varians (jobbra) felszini toltéseloszlasanak osszevetése. Piros:
negativ, fehér: semleges, kék: pozitiv toltés

a kozvetleniil észlelhet6 forma szamos mas szerkezeti allapot-
tal all dinamikus egyensulyban, és ez az egyensuly a homér-
séklet valtozasaval eltolddik (2. abra). Az egyik ilyen, a latha-
toval egyensulyt tartd forma a molekula végeinek elrendezo-
désében kiilonbozik a f6 konformertdl, de a kozvetleniil nem
mérhetd formdk jelentds részérdl jelenleg nem rendelkeziink
informacidval, az ,,s6tét anyag”-nak tekinthetd.

Azt jelenleg nem tudjuk megmondani, hogy az észlelt szer-
kezeti-dinamikai kiilonbségeknek van-e funkcionalis szerepe, és
ha igen, milyen mddon jarulnak hozza a molekula hatdsmecha-
nizmusanak kialakitasahoz. Bar a PAF-nak nem ismerjiik ko6to-
partnereit, az igen valdszinti, hogy a feliiletén jelenlévd sok po-
zitiv t6ltési oldallanc (lizin) szerepet jatszik a gombaellenes ha-
tas kialakulasaban. Ennek feltérképezésére tobb olyan varianst
allitottunk eld, amelyek felszinén egy-egy aminosavat megval-
toztattunk. Ezek koziil az egyik legérdekesebb az, amelyben a
19. pozicidéban 1évé, negativ toltésli aszparaginsav aminosavat
semleges toltésti szerinre cseréltiik, ennek neve az aminosavak
egybetiis roviditéseit felhasznalva D19S varians. Funkcionalis
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oldalrél a D19S-valtozat lényegesen gyengébb gombaellenes
anyag, mint a vad tipusu PAF, és ez a kiilonbség leginkabb ab-
ban érhetd tetten, hogy névekvé Ca*-ionkoncentracio hatasara
hamarabb elveszti hatasossagat. Szerkezeti oldalrol igen érdekes
kiilonbséget latunk a D19S és a vad tipusu PAF kozott: a szer-
kezet egésze keveset valtozik, azonban egy hurokrégié konfor-
macioja jelentésen mas lesz a mutacio hatasara, és ez egyiitt jar
a felszini toltésmintazat megvaltozasaval (3. abra). A felszinen
1évé, toltéssel rendelkezé aminosavak kdlcsonhatasainak részle-
tes elemzése arra utal, hogy az ezek kozotti kapcsolatok nagy-
mértékben atrendezédnek. Ennek magyarazata, hogy a 19-es
pozicidban 1év6 negativ toltés kiesésével az ugyanannyi pozitiv
toltésti felszini oldallancra eggyel kevesebb negativ t6ltésii ol-
dallanc jut, és a pozitiv toltések igy inkdbb azok k6zé csopor-
tosulnak. A valtozas ennél annyival Osszetettebb, hogy termé-
szetesen a sok pozitiv toltés kozotti taszitas is szervezd eréként
jelentkezik. Osszességében a funkcionalis és szerkezeti valtoza-
sok megerdsitik, hogy a felszini toltéssiirliségnek ¢€s -eloszlas-
nak szerepe van a bioldgiai hatds megjelenésében. [5]

A PAF tehat igéretes gombaellenes hatéanyag lehet, azonban
mikodése kapcsan nagyon sok még az ismeretlen tényez6. Eddi-
gi erbfeszitéseink ellenére kevés, a PAF fehérjével specifikus kol-
csonhatasba 1ép6 molekulat talaltunk (membranalkoté foszfatidil-
inozitolok és membran kivonatbol szarmazo ismeretlen nagy fe-
hérjékkel vald kolcsonhatast azonositottunk eddig). A PAF tehat
nagy stabilitasa ellenére, természetes allapotaban bonyolult dina-
mikus egyenstlyban létezik és csak részben jellemezhetd kozvet-
leniil a nem detektalhato szerkezeti formakkal. A felszini toltés-
eloszlas szerepe felveti, hogy az egyes szerkezeti atrendezddések
Osszefliggésben lehetnek a hatasmechanizmussal. Annyi jelenleg
bizonyosnak latszik, hogy a PAF ¢és variansai még hossza ideig el-
latnak benniinket és egyre tobb egyiittmiikddd partneriinket Gjabb
felderitendo titkokkal és szakmai feladvanyokkal. =
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Az utak hatasa
az ¢lovilagra

nyezetre. Megvaltoztatjak a taj arculatat és tobbnyire negativ
atassal vannak az élévilagra. Egy ttszakasz kiépitése az al-
latok elgazolasatol az élohelyek feldarabolasaig sokféle kovetkez-
ménnyel jarhat. Az uthalézatok kiterjedése vilagszerte egyre novek-
szik és egyre jelentdsebb kdrnyezeti gondokat okoz. Az él6lényekre
kifejtett negativ hatasait meglehetésen sok tanulméany dokumental-
ta. Mésfeldl viszont az egyre intenzivebben hasznositott tajakon az
utakat kisérd természetkozeli
¢lohelytoredékek (mezsgyék,
arokpartok) az eredeti ¢letko-
z0sségek utolsd menedékhe-
lyeiként szolgalhatnak.

A korunkra jellemzd glo-
balizacio egyik jellegzetessé-
, ge, egyszersmind a vilagmé-
retli kereskedelem és kozle-
kedés novekedésének jellem-
z6 mutatdja, hogy az Eurdpai
Unio tagallamain beliil a 2008-
ig létesiilt burkolt utak hossza
meghaladta az 5 millio kilo-
métert, az Egyesiilt Allamok-
ban a 4 és fél millio kilomé-
tert, Japanban csaknem elérte
az 1 millio, Kinaban pedig a
3 milli6 kilométert.

Az utak sokasdga negativ
Osszefliggést mutat a legtobb
¢lélénycsoport  sokféleségé-
vel. Az utak legaltalanosabb
negativ hatasai k6z¢ az élohelyek feldarabolasa, az érintett él6lény-
kozosségek sériilékenyebbé valasa, a természetes élhelyek 6zonfa-
jok altali konnyebb elérése sorolhato.

ﬁ kozutak egyarant hatassal vannak az ¢l6 és az élettelen kor-

Az utszegélyek teret adhatnak
olyan agresszivan terjedo
novényfajoknak, mint a
komoly 6kologiai, gazdasagi
és egészségiigyi karokat okozo
iiromlevelii parlagfiinek

A vidra Eurdpa-szerte veszélyeztetett faj, visszaszorulasanak
egyik f6 okaként a megnovekedett kozuti forgalmat tekintik
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