15.

Fehérjeszintézis: transzlacio

Fehérje lebontas (proteolizis)
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Transzlacioé — forditas

ACDEFG
HIKLMN

PQRSTV
T/U WY

4 betls iras (nukleinsavak)

O >
v

20 betls iras (fehérjék)
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Amit mar tudunk:

A genetikai kéd

Second Position
. . T C A G
A genetikai kod TCT Ser
A TCC Ser
redundan,S T TTA Leu |TCA Ser |TAA Stp|TGA Stp
(degeneralt ), TTG Leu|TCG Ser|TAG Stp|TGG Trp
= CTT Leu|CCT Pro CGT Arg
azaz egy 9 c|crc Leujcce Pro CGC Arg
Fa ]

1 - CTA Leu|CCA Pro CGA Arg
aminosavat ) H CTG Leu|[CCG Pro CGG Arg
tobbféle bazis A ATT Ile|ACT Thr AGT Ser

. ] + ATC Ile|ACC Thr AGC Ser
2]
triplett (kodon ) is A |*|aTa Ile|AcA Thr AGA Arg
A R ATG Met|ACG Thr AGG Arg
kodolhat. GTT Val|GCT Ala GGT Gly
G GTC Val |GCC Ala GGC Gly
GTA Val |GCA Ala GGA Gly
GTG Val |GCG Ala GGG Gly
3
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A tRNS
Eleszté tRNAPhe
szerkezete
3
A-OH
c
c
5 A
pg : g e acceptor stem
G—C
g:ﬂ TwC loop
D-loop Uu—aA
U—A
\ 6 AU cacac®l A
D“A NN G
D cuUCmG mCUGUG._ ¢
G [T c,
GAGC 7
G A G mG
G mC et
c—G )
A—U variable loop
G—mC
Anticadon A=W A
loop - | v
Gna A
DHU loop (dihidro uridint tartalmaz)
4
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Amit mar tudunk:

Start kodon és stop kodon

Start kodon Stop kodon
AUG (Met) UAA, UAG, UGA

- kodolo rész (ORF, open reading frame) -
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Amit mar tudunk:

A fehérjék szintézise a riboszoman torténik

DNA

MNNINARE

mRNA Transcription

ﬁ@@efmﬁﬁ ts‘\ @\‘@

TS

/ Mature mRNA

Eukariotakban a

transzkripcio, és a splicing a
sejtmagban , a transzlacio a
citoplazmaban megy végbe

Nucleus

Transport to cytoplasm for
protein synthesis (translation)

Cell membrane

Riboszéma
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A fehérjeszintézis részleteinek felderitése a szerkezeti
biokémia egyik legnagyobb teljesitménye

< A riboszéma szerkezete
RNS - sarga

Fehérje — piros
A riboszoma egy RNS enzim: ribozim

(Persze a fehérje komponensek is fontosak.)

Site of peptide
bond formation

riboszéma : RNS-fehérje komplex
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Ada Yonath haja és a riboszéma szerkezete hasonlé

Ada Yonath
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A fehérjeszintézis folyamata és enzimei

Lépések:

* Aminoacil-tRNS-ek szintézise

* Iniciacio (kezdés)
* Elongacié (lancnévekedés)

» Terminéacié (lancvégz6dés)

Enzimek, faktorok:

» Aminoacil-tRNS szintetazok
* Iniciacios faktorok (IF)

* Riboszéma

* Elongécioés faktorok (EF)

» Terminacids faktorok (RF: release factors)

9
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A feheérjeszintézis pontossaga
I
TABLE 29.1 Accuracy of protein synthesis
Probability of synthesizing
an error-free protein
.Frcqu.cnc_\' 0.1 Number of amino acid residues
mscrtlng an incorrect
amino acid 100 300 1000
10~2 0.366 0.049 0.000
10—3 0.905 0.741 0.368
1073 0.999 0.997 0.990
Hiba: ~ 104 sebesség > € pontossag
(Replikacio: 108, Hibajavitas utan: 10-10)
10
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A peptidlanc épulése

+H5N\I

Epitékovek: aminoacil-tRNS-ek &  aktivalt aminosavak”

11
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Kulonféle tRNS-ek |1éteznek
3
o‘t'_.- Amino acid-
attachment
site
terminus
x(}:' Anticodon
g loop
1974: az els6 tRNS szerkezet
P ol élesztd tRNSPhe
1965: az els6 tRNS szekvencia L alak
éleszté tRNSA
12
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Az antikodon 3. bazisa tobbféle kodonnal képezhet part

Wobble hypothesis (,|6tydgési” elmélet)

nbose\
r lf\l“’\
TABLE 29.3 Allowed pairings I , N
ribose =~
at the third base of the codon \!N" N \T/\\ ';‘\ =
according to the wobble . f ! M
hypothesis TN\ S Yy
| : H H
First base of Third base of i ‘ ki : i :
anticodon codon N N £ N .
e =0 p =
C G “Ij‘ I I ‘ :
A U " { .‘ . s N . N
3 N \
U A or (x N/ M N-—
(; U or C ribose” ribose ribose”
I U C orA Inosine-cytidine Inosine-uridine Inosine-adenosine
e base pair base pair base pair

Tehat nem kell annyiféle tRNS tipus ahany kodon van , de legalabb annyiféle
kell ahany aminosav van . (Kb. 40-45-féle van egy tipikus élélényben.)

Némely aminosavnak tébbféle antikodonl tRNS-e is van.

(A tRNS gének szama a tipusok szaméanal nagyobb !! pl. E. coli ~ 84 tRNS gén.)

13
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Az aminoacil-tRNS-ek
tRNA
_\\
O
/
O-' — P’ .
il ot adenine
0~
\ / 2' vagy 3’ kapcsolodas
/ \
0 OH
\‘  észter kotés
0
=)
NH-
Aminoacyl-tRNA
14
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Az aminoacil-tRNS szintetazok a
genetikal kod valodi felismerdi

TI[\BI.E 29.2 Classification and .
subunit structure of aminoacyl- Egy adott fajban
tRNA synthetases in E. coli |ega|ébb an nylféle
St Shaat aminoacil-tRNS
Arg (a) Ala (ay) . 7
Cys (a) Ane) SZ|"ntet,azra Yan )
Gln (o) Asp (a,) szulkség ahanyféle
Glu () Gly (,8,) aminosav van.
[le (o) His (o)
Leu (a) Lys (a,)
Met (a) Phe (a,3,)
Trp () Ser (o)
Tyr (o) Pro (w,) ATP !(e” a
Val () Thr(a,) szintézishez.

15
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Bizonyos aminoacil-tRNS szintetazok az antikodont ismerik fel

A Thr-tRNS szintetaz ¢s a tRNS(Thr) kozti komplex

Anticodon
loop

16
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Mas aminoacil-tRNS szintetdzok az antikodont és a tRNS egyéb
részeit is felismerik

A GIn-tRNS szintetaz és a tRNS(GIn) kozti komplex

Base pair
G10:C25

17
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A legtébb aminoacil-tRNS szintetaz rendelkezik
hibajavitd mechanizmussal

Az aminoacil-tRNS szintetdzok a genetikai kéd valodi felismer6i - fontos a pontossag
A tRNS | farokcsovalasa™ az enzim két kotohelye kozt

_ Editing site
Analdgia:

DNS polimerazok

M

,proofreading” "N\
v
‘ ; Activation site

(Példa: Thr, Val, Ser
megkillonboztetése)

18
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A fehérje szintéezis helye : a riboszoma

Kis alegység Nagy alegység Riboszoma
30S 50S

Prokariota | RNS: 16S RNS: 5S, 23S 70S
Fehérje: 21 féle Fehérje: 34 féle
40S 60S

Eukariota RNS: 18S RNS: 5S, 28S, 5.8S | 80S

Fehérje: ~30 féle

Fehérje: ~50 féle

E. coliban a sejt

szarazanyagtartalmanak 25%-at
a riboszoma k teszik ki.

A tovabbiakban a prokariota

fehérjeszintézissel

foglalkozunk részletesen.

308,50 S és 70 S riboszomak elektronmikroszképos felvételei

50 nm

(500 A) 19

A
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Ma mar a riboszémak térszerkezete is ismert

(Nobel dij 2009)

505 subunit

70S ribosome 305 subunit

20
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A 16S rRNS szerkezete: masodlagos — harmadlagos

RNS ,folding”

21
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Iniciacio prokariotakban

:GCACGAGGGGAAAUC UGAUGGAACGCUAé E. coli trpA
UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA E coliaraB
GGUAACCAGGUAACAACCAUGCGAGUGUUG E colithrA
CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUGAAACCAGUA E colilacl
AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUUCGUUCU ¢X174 phage A protein
UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAGACA Qp phage replicase
UCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUU R17 phage A protein
AUGUACUAAGGAGGUUGUAUGGAACAACGC i phage cro

L ] L I
Pairs with Pairs with
16S rRNA initiator tRNA

A Shine-Dalgarno szekvencia a 16S RNS-el képez komplementer part.

Az ehhez legkdzelebb levé AUG (ritkdn GUG) lesz a transzlacio kezdete.

22

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokémia el6adas- Dob6 Jozsef




Az inditd tRNS: formil-metionil-tRNS;

tRNA;
+

Methionine

tRNS,,, # tRNS, o g

CH
0 H
\
(0]
| Methionyl-tRNA;
tRNA; (Met-tRNA;)
(a szintetaz kdzos, ami i M
a metionin kapcsolasat
Tetrahydrofolate
végzi a fenti tRNS-ekhez) Q
N——NH
H - 5 .
CH
0 H
\
c[) Formylmethionyl-tRNA;
tRNA; (fMet-tRNI\f)
23
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A riboszéman 3 kotéhely van
Rontgen szerkezet!
(A) (B)
&9
o
Esite P site A site E site P site A site
E: exit (kilépés) P: peptidil-tRNS A: amino-acil tRNS
24
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A polipeptid egy csatornan (alaguton) Iép ki!

25

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokémia el6adas- Dobé Jozsef

A fehérjeszintézis (elongacid) lényege

Aminoacyl-tRNA Peptide~bor;d
binding formation
. L s . .. . s i Elongation
EF-G : az elmozdulashoz (transzlokacio) GTP hidrolizise adja az energiat Trensiacaion factor G
GDP + P;
_E .n - \
tRNA
dissociation
26
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A peptidkotes képzbdese ,aktivalt” aminosavakbol
energetikailag kedvez6 spontan folyamat.

A katalizis lényege az épitbkovek térbeli orientalasa, az
atmeneti allapot stabilizalasa, és a viz kizarasa !

\NH \NH
NH
H H H
\
o R -
0 === 0
HN HN HN
R: Ri+1 Ri+1
( i+1 (’ ¥ (‘
0 H H 6\ o H H O H
R, 57\ \
HoN _4 0 “NH ; OH + NH
tRNA ~Riv2 RNA 142 tRNA e
(Psite) © H 0 H 0 ‘
(0] O 0
tRNA tRNA tRNA
(A site) Tetrahedral

intermediate

A proteolizis ennek a reakcionak a forditottja. Ott 1 enzim is elég.

A szintézishez viszont rengeteg komponens kell! -
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A szintézis iranya

A szintézis az mMRNS-en
5 - 3’ iranyba halad

A peptidlanc az amino
(N-) terminalis fel 6l a
karboxi (C-) termindlis
irAnyba szintetizalodik.

Prokaridtakban a transzlacié a
transzkripciéval egy idében is
végbemehet, sé6t egy mRNS-r 6l tébb
riboszoman is torténhet egyszerre a
fehérjeszintézis -

28
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A riboszoOman mar csak a kodon-antikodon kélcsdnhatas szamit !

H,0 2P, SH
+ + H
ATP AMP H5C H H,C H
Cysteine + tRNA® ——Eih—ﬁfi——* A O L A A
isteine ¥ + > b Oy ——— : ~ g Cvs
ep—— Cysteinyl-tRNA HN 1 tRNA™"  Raney nickel “H3N i tRNA™
synthetase
O O
Cys-tRNASY® Ala-tRNASY

Mesterséges aminoacil-tRNS-ekkel akar nem természetes aminosavak is
beépithetdk in vitro transzlacié val

29
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A fehérjeszintézisben részvevé tovabbi faktorok
prokariotakban
Iniciacios faktorok:
IF1,IF2, IF3 GTP-azok:
IF2,
Elongacids faktorok:
EF-Tu, EF-Ts, EF-G EF-Tu, EF-G
Terminacios (release) faktorok: RF3
RF1, RF2, RF3
30
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Iniciacié prokariotakban

30S ribosomal subunit

/- Initiation factors

Y
30S-IF1-IF3

30S initiation complex

IF2(GTP): fMet-tRNA;
( + MRNA 50S subunit + H,0
IF3

IF1 + IF2, GDP + P,

30S initiation complex 705 initiation complex
31
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Molekularis mimikri: az EF-G szerkezete az EF-Tu
aminoacil-tRNS komplexére hasonlit

Guanine
nucleotide

mimikri =
alcazas,
utanzas

Az EF-Tu szallitia az aminoacil-tRNS-eket a riboszémahoz.

Az EF-G a transzlokacio ért felelds.
32
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Terminacio

Az RF1 és RF2
a stop kodonokat ismeri fel.

Hasonlitanak a tRNS
szerkezetéhez !

Uj aminosav helyett
vizmolekulat visznek a
szintézis helyére, ezzel
szabadda valik a polipeptid
lanc.

33
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A fehérjeszintézis eukaridtakban f6leg az iniciaciéban
kilonbozik a prokariétaktol
Met
5O mRNA
p Initiation factors
Met-tRNA;
40S subunit
40S subunit
n ADP + P;
w Met
40S subunit
with initation
components
Az 5’ Cap hasonlo szerepet tolt be, mint a Shine-Dalgarno szekvencia
prokariotakban. A szintézis az elsé AUG kodonnal kezdédik.
34
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Az eukariota riboszéma osszeallt

Met
YouTube %
60S subunit
V|deék | k Initiation factors

80S initiation complex

35
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YouTube videdk

Transzlacio: Translation

http://www.youtube.com/watch?v=5bLEDd-PSTQ

A DNS-tél a fehérjékig: From DNA to Protein

http://www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrOM

36
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Fehérje lebontas (proteolizis)

37
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Proteolitikus folyamatok szerepe a szervezetben
» A taplalék (fehérjék) emeésztése
* A mar szikségtelen fehérjék lebontasa
* Biol6giai folyamatok szabalyozasa !
38
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Nomenklatura

Peptide bond hydrolase
Peptidase
(= Pr?tease)
! |
Endo-acting peptide bond hydrolase Exo-acting peptide bond hydrolase
Endopeptidase Exopeptidase

(= Proteinase)
Scheme 1. The acceptable terms for the major types of proteolytic enzymes

Biochem J. 1986 August 1; 237(3): 935
Nomenclature: protease, proteinase and peptidase.

A J Barrett and J K McDonald

39
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Emesztes
LUMEN INTESTINAL CELL BLOOD
__ Amino acids ( i Amino i
Proteolytic acids i ;
Proteins — Tripeptides e
Dipeptides
Oligopeptides AH‘IJHOE)@QUddS/&“
40
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Az emésztd enzimek aktivacioja

Enteropeptidase

el

Flexibilis
aktivacios domén

(enterokinaz)

Chymotrypsinogen

Trypsinogen Trypsin
Proelastase  Elastase Procarboxy-  Carboxy-
peptidase  peptidase
Chymotrypsin Prolipase Lipase

Tripszin, kimotripszin, elasztaz < szerinprotedzok

Inaktiv eléalak: proenzim, vagy zimogeén

Pl. proelasztaz, tripszinogén
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A szerinproteazok mikodése

Oxyanion
hole
0
it o-
Ran A 1<
\IN—I Ry R)\N/E‘R‘
%0 TR
/\c'/,O-—-'H‘N/\N“-/H N /\530""'H~N/>W“ N4 -
5 z;j [©) I e
Tetrahedral
intermediate
P ®
RZ\N/C\R‘
H
O H\N/\NJ«H/O\/
’ 2——4
0 .
[ Oxyanion
R/C\O H hole
1
! ‘ff
H R @ HVOF/E\RI @
e H\N/\N —M/o\/ — /\C:O H‘N/\NGH %
5" - s
Tetrahedral

intermediate

% &
Nl TR
P
/\(‘jfom'H\N NN
& -
Acyl-enzyme
@ Ry—N,
B H
Q
c
]
/\ch-WH\N/\N X
I
i .
Acyl-enzyme
H0
@
Hg /TR
A "l
P Hoy S HT
I:
: e

Acyl-enzyme

A katalizisben részvevd csoportok pontos térbeli elrendezédése biztositja
az enzim hatékony mikodesét
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A protedzok szubsztratspecificitasa

— P, P’-oldallancok és S, S’-kotdzsebek dontik el

5, 5. hasado 5:
m kétés
. X e Y L A l \,)\ )\( w) Schechter & Berger
(I) némenklatira
\_/ _
S, Ss 5* P1 -- S1 stb.
— kimotripszin, tripszin és elasztaz: P, és S,
Val 190
. val 216
Asp 189 @9 < S1 zseb
Chymotrypsin Trypsin Elastase 8

A kimotripszin nagy hidrofob, a tripszin pozitiv, az elasztaz kicsi hidroféb

aminosavak utan hasit.
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Divergens evolucio

kimotripszin
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tripszin

44




Konvergens evollcio

karboxipeptidaz Il

Ugyanaz a katalitikus triad, de mas szerkezet!

kimotripszin

Masik példa: szubtilizin
(enzimes mosaopor, bakterialis proteaz)

45
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Proteazok mas tipusai

— Cys-proteazok (papain, katepszinek, kaszpazok)
— aszpartil-proeazok (renin,HIV-proteaz)
— metalloproteazok (termolizin, angiotenzin-konvertalé enzim)

(A) CYSTEINE PROTEASES (B) ASPARTYL PROTEASES (C) METALLOPROTEASES
R
o H. \;,C"_:'C/Qn
0 /S l'\
H, V2 — H s,
NF\ X';‘_, C H \0 X—
\ ",_\\ 1(; \ 0 = (‘“" P \F\
...... nls R S B Ny R
S Ho
¢] / b
) y
Zn2+
.
d % / b
46
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Fehérjelebontas a sejtekben

A lebontasra ,itélt”
fehérjék elészor
ubiquitin nel
jelélédnek meg.

Csak eukariotakban
van!

C terminus

47
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Az ubiquitin és a célfehérje kozott izopeptid kotés alakul ki.

Ub

ke -
Peptide O Peptide
bond bond

48
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A fehérjék felezési idejét nagymeértékben meghatarozza az
N-terminalis aminosav

I
TABLE 23.1 Dependence of the
half-lives of cytosolic yeast
proteins on the nature of Krisztallinok:
their amino-terminal residues szemlencsefehérjék

Highly stabilizing residues o ]
(/2 > 20 hours) Egész életre szblnak!
Ala Cys Gly Met
Pro Ser Thr Val

Intrinsically destabilizing

residues Vannak gyorsan lebomlo
(t1,> = 2 to 30 minutes) fehérjék:

Arg His [le Leu

Lys  Phe Trp  Tyr pl. ornitin dekarboxilaz

Destabilizing residues after
chemical modification

(t1,» = 3 to 30 minutes)
Asn Asp Gln Glu

49
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Az ubiquitin jelolésben hdrom enzim vesz részt, Az E, enzim hatdsdra az
ubiquitin adenilalodik, majd az E, egy SH csoportjara tevodik at, végiil az
E, ubiquitin-protein ligdz kapcsolja izopeptid kotéssel az ubiquitint a
célfehérje egy lizin oldalldncéra.

? PP,

+ ATP = et
- El

o7 -0

E2, E3
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Az ubiquitinnel jel6lt fehérjék lebontasa a
proteaszoma ban torténik

A 20 S proteaszoma 28 homoldg o és B alegységekbdl épiil fel négy
egymds felett elhelyezkedd gylirlilben 7-7 alegység helyezkedik el.
A protedz aktivitds a hordo belsejében a 3 alegységeken mutathaté ki

N-terminal
threonine
. nucleophile

Top view

51

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokémia el6adas- Dob6 Jozsef

o

A proteaszoma mindkét végén
egy-egy 19 S szedimentacios
allandoju reguldtor sapka
tehérjével van lezdrva.

A sapkafehérje is tobb
alegységbdl épiil fel van
kozottiik ubiquitin kotod
fehérje és hat ATP-dz
alegységet 1s kimutattak,
melyek a P-loop NTP-4z
csaladba tartoznak,

A sapkdnak szerepe van
a target unfoldingjdban
és a proteaszomdba valé
bejuttatasdban.

- Cap

> Proteasome

» Cap
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A proteolizis szerepe bioldgiai folyamatokban

INTRINSIC PATHWAY
Damaged surface
1. példa: a véralvadas Y
Kininogen
Kallikrein EXTRINSIC PATHWAY
—
X Xlla Trauma
X1 Xla
IX B vil e Vil
L. , 1Xs a
Proteolitikus kaszkad Ti
issue
Vil ior Trauma
v — o v
X Xa X
Va
—
Prothrombin Thrombin
()] (115)
FINAL Fibri ™ Fibri
1orin
COMMON : "a;'gen (1)
PATHWAY
Xlil,
Cross-linked
fibrin clot
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A proteolizis szerepe bioldgiai folyamatokban

2. példa: komplement

Proteolitikus kaszkad
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Proteazok gatlasa I: kulcs-zar illeszkedés
Példa:
BPTI = bovine pancreatic trypsin inhibitor (marha pankreatikus tripszin inh.)
Tokéletes illeszkedés az aktiv helyhez (a termék disszociacibja gatolt)

Ky ~ 1013 M (nagyon erds kotédés)

< tripszin (piros) — BPTI (z6ld)

komplex
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Proteazok gatlasa II: molekularis egérfogo

A serpin-ek inhibiciés mechanizmusa: BN Sa

* A reaktiv hurkot (fekete) elhasitja a proteaz és Iétrejon az acil-enzim [EI'] komplex.

A hurok beékelédik egy béta lemezbe magaval rantva a hasito protedzt.

* A katalitikus szerin pozicioja torzul, igy egy stabil, kovalens acil-enzim komplex  (E-I*) jon
létre.

A serpin név eredete: serine protease in hibitor.(Vannak nem inhibitor serpin-ek is !)

A serpin-ek archetipusa: a,-proteinaz inhibitor (1.5-3 g/l vérben). 56
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PDB kod: 2D26

(serpin - protedz kovalens komplex)

P1 hely (Met)

Aktiv Ser
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A Fehérjeszintézis: transzlacié és a Fehérje lebontas (proteolizis)
témakaorbél
Kémiai képletek:
szerin, hisztidin aszparaginsav, cisztein
Fogalmak:
transzlacio, tRNS, kodon, antikodon, start kodon, stop kodon,
Shine-Dalgarno szekvencia, ribozim, riboszéma, A, P, E hely,
iniciacio, elongacio, terminaciod, elongacios iniciacios release faktorok
szerinproteaz, divergens evollcié, konvergens evollcio,
proenzim, zimogén, szubsztrat, szubsztratk6td-zseb,
ubiquitin, proteaszéma,
inhibitorok: kulcs-zar inhibitorok, serpin
Mobdszerek:
In vitro transzlacio
58
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Kapcsolodo konyvfejezetek:

J.M. Berg, J.L. Tymoczko, L. Stryer: Biochemistry 5  th edition
W.H. Freeman and Co.

29. Protein synthesis

Az alabbi fejezetekb 6l néhany valogatott rész:

9. Catalytic strategies (csak a proteolitikus enzimek rész)

10. Regulatory Strategies: Enzymes and Hemoglobin (csak a proteolitikus enzimek rész)

23. Protein Turnover and Amino Acid Catabolism (csak a proteolizis rész)
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Folyt. kov. ...
Lipidek és membranok
Glycolipid Oligosaccharide Integral protein Hydrophobic
Phospholipid Cholesterol

Figure 9-26 Fundamentals of Biochemistry, 2/e

© 2006 John Wiley & Sons
60

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokémia eléadas- Dob6 Jézsef




YouTube videdk

Replikacio: How DNA Copies Itself
http://www.youtube.com/watch?v=5VefalOLrgE

Transzkripcio: Transcription
http://www.youtube.com/watch?v=WsofH466Igk

Transzlacio: Translation
http://www.youtube.com/watch?v=5bLEDd-PSTQ

A DNS-t6l a fehérjékig: From DNA to Protein
http://www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrOM
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