OTKA K61317 téma zarojelentése
Tok-herpeszvirus vizsgalata és dsszehasonlitasa mas,
allategészségiigyi problémakat okozé herpeszvirusokkal
(Harrach Balazs)

A Herpesviridae csalad az egyik legjobban tanulmanyozott virus csalad, ennek ellenére a
legutébbi hivatalos virus taxonomiai kényvben, a Nemzetkozi Virustaxondémiai Bizottsag
(ICTV) jelentésében (Davison et al., 2005) még tobb mint 6tven herpeszvirus nem volt
besorolva egyik alcsaladba sem. Szamos ilyen virust halakbol és kétéltiibol izolaltak, illetve
ide tartozik az eddig egyetlen puhatestiibdl izolalt virus. Ezeket a virusokat morfologiai
bélyegeik alapjan soroltak a herpeszvirusok kozé, viszont genetikai modszerekkel, homolog
gének hidnyaban ez nem erdsithetd meg.

Hazankban is egyre fontosabbd vald, de kevéssé miivelt kutatdsi teriilet a halak virusos
betegségeinek vizsgalata. Ezért tokfélékbdl és fekete torpeharcsabol izolalt herpeszvirusok
genomjanak szekvenaldsat és 0sszehasonlitd vizsgalatat végeztiik. Vizsgalataink kezdetekor,
kortani jelent6ségiik ellenére, hal-herpeszvirusokbol minddssze egyetlen teljes genom-
szekvencia volt ismert, a pettyes harcsa (Ictalurus punctatus) herpeszvirusabol (ICHV-1;
Davison, 1992). Mas halfajokbol (angolna, lazac, pisztrang) és béka-herpeszvirusbol is csak
részleges szekvenciak voltak elérhetok. Kutatasaink ideje alatt azonban egyre tobb részleges
vagy teljes genomszekvencia adatot kozoltek, és mara az is elddlt, hogy a kétéltiiek és halak
herpeszvirusai 6nalldé rendszertani egységet, csaladot alkotnak (Alloherpesviridae), és nem
sorolhatok a jelenleg hivatalosan elfogadott Herpesviridae csalad emldsokb6l, madarakbol és
hiillékbél izolalt tagjaival kozos taxonba (Davison et al., 2009). Ugyanakkor, a halak és
kétéltliek herpeszvirusainak diverzitasara vonatkozéan még ma is nagyon korlatozottak az
ismereteink.

Az USA egyik jelentés halgazdasaganak kutatoéival egy fehér tokbol (Acipenser
transmontanus) szarmazo6 hal-herpeszvirus jellemzését végeztik. Ez az 10 virus, ami
vérteshalbdl az elsdé izolatum, hasonld, de nem azonos a tobbi hal-herpeszvirussal. Célunk
volt a genom minél nagyobb hanyadanak nukleotid sorrendjét meghatarozni és dsszehasonlitd
elemzést végezni mas fajok herpeszvirusaival. Ez azért igérkezett érdekesnek, mert jelenleg
ez a legdsibb gerincesbdl izolalt herpeszvirus Az 0Osszehasonlitisok mélyitése céljabol
tovabbi, hasonlo hal-herpeszvirusokat is sikeriilt beszerezni és azok genomjat is sikeriilt
részlegesen szekvenalni és jellemezni. A kutatasok sikeres kivitelezése segitette diagnosztikai
PCR modszerek kidolgozast is, amivel megkezdddhetett a hazai mintdk vizsgalata a hal-
herpeszvirusok hazai eléfordulasanak €s korokozé szerepének vizsgalatara. Hosszabb tdvon a
nyert adatok szolgalhatjak uj tipusu, un. DNS vakcinak eléallitasat is. Az 01j adatok alapjan
virustaxonomiai javaslatokkal is €ltiink.

Fehér tokbol két ¢és rovidorri tokbol egy herpeszvirus izoldtumot fehér tok 1ép
szovettenyészetben szaporitottak el az Egyesiilt Allamokban. Ezekbdl a Snake river fehér tok
izolatum (SRWSHV) tenyészete bizonyult molekuldris klénozashoz alkalmazhato
mindséglinek, bar a halvirus lassi szaporoddsa miatt a virionok csak nagyon kis
mennyiségben voltak jelen. Ezért ultracentrifugalassal igyekeztiink tdményiteni €s tisztitani a
virionokat, majd az ezekbdl kivont DNS-t Hindlll és Pstl restrikcios enzimmel hasitottuk, és
véletlenszerlien molekuldrisan klonoztuk. Az igy nyert klonokat mindkét végiikrdl
szekvenaltuk, és a virus eredetiicket tovabb szekvenaltuk egyedileg tervezett primerek
felhasznalasaval (,,genom-sétalas”, primer walking) valamint szubklonozas segitségével. A
klonok kozotti szakaszokat PCR segitségével felsokszoroztuk, majd ezeket is klonoztuk és



szekvenaltuk. A szekvenciakat Staden program segitségével illesztettiik Ossze. A kapott
szekvenciakat BlastX homoldgia keresd programmal azonositottuk, kiillonféle szamitégépes
programok (FGENESV, DNA translator, stb.) segitségével elemeztiik és az IcHV-1 genom
térképére vetitettiik (1. abra).
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1. abra. A fehér tok-, szibériai tok- (SbSHV) ¢és fekete torpeharcsa-herpeszvirus (IcHV-2)
molekularis klonozéasa, PCR-es felerdsitése €s a vizsgalt genomszakaszon elhelyezkedé ORF-
ek és azonositott funkcioji gének.

Az amerikai egylittmiikodé (Scott LaPatra) kollégatol a munka soran kaptunk frissen
letermelt virusadagot is, azonban ennek a titere sem bizonyult megfeleléen magasnak ahhoz,
hogy a klasszikus, egyensulyi ultracentrifugdlassal tisztitani lehetett volna. Ezért a munka
haladtaval is csak PCR segitségével lehetett 1épésrdl 1épésre eldbbre jutni. Konszenzus
primerekkel sikeriilt a terminaz-gén masodik exonjanak egy rovid konzervalt szakaszat
felerdsiteni. A korabban klonozott DNS fragmentumok kozotti genomszakaszok felerdsitését
specifikus primerek alkalmazasaval végeztiik.

A fehér tok-herpeszvirusanak (AciHV-2) molekularis genetikai vizsgalata sordan a virus DNS
kozépsO szakaszat sikeriilt molekularis kloénozassal és PCR-rel felerdsiteni és a DNS
szekvenciajat megallapitani. Igy 68.700 bazisparnyi osszefiiggd DNS szekvenciat ismertiink
meg, ez a feltételezett genomnak tobb mint az 50%-a. Ezen a genomszakaszon 44 teljes gént
illetve ORF-et (azaz ismeretlen funkcidju, potencialisan fehérjét kodold szakaszt) és harom
részleges ORF-et illetve gént azonositottunk. Az eddig talalt ORF-ek, nagy tobbsége, mind
méretilkben, mind iranyultsagukban, mind lokalizaciojukat tekintve megegyeznek vagy



hasonloak a pettyes harcsa-herpeszvirus (IcHV-1) megfeleld6 ORF-jeivel. A kiilonbségek: az
ICHV-1 ORF 24 ¢s 25 kozott egy plusz gént talaltunk, amely feltehetéen egy szerin-proteaz.
Tovabba az ORF 65-nek megfelelé gén hossza jelentdsen nagyobb, mint az IcHV-1-ben. A
virusok nagyfoku hasonlosaga a gazdafajok tavolsaga miatt meglepd, kiillondsen, ha tekintetbe
vessziik, hogy a két (idokozben lekozolt) béka-herpeszvirus genom sokkal nagyobb eltérést
mutat.

Viarakozasunknak megfeleléen, az adatbankokban hozzaférhetévé valt a koi- és két béka-
herpeszvirus teljes genomjanak szekvenciaja, 2010-ben pedig az angolna-herpeszvirus genom
is (van Beurden, et al., 2010). Ezek ¢és korabban szekvenalt hal-herpeszvirusok kivalasztott
génjeivel 0sszehasonlitd, filogenetikai elemzéseket végeztiink (2. abra).
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2. abra. A hal- és béka-herpeszvirusok filogenetikai viszonyai (tavolsagi matrix és maximalis
valdszinliségi szamitasok alapjan. Mindkét szamitds megbizhatdsdgi (bootstrap) értékei
feltiintetve.

Az Alacsonyrendii Gerincesek Virusainak Nemzetk6zi Szimpdéziumén megismerkedtiink
Giuseppe Bovoval, aki rendelkezésiinkre bocsatotta a fekete torpeharcsabol (Ameiurus melas)
Olaszorszagban izolalt herpeszvirust (IcHV-2). Ez a halfaj a 19. szazad vége ota hazankban is
elterjedt. A viralis DNS-polimeraz gén egy szakaszanak kimutatdsira korabban tervezett
konszenzus primerekkel a fekete torpeharcsa herpeszvirusabol a specifikus termék mellett,



mintegy véletleniil, egy masik, ugyancsak 1.700 bp méretii szakaszt is kinyertiink. Osszesen
eddig kb. 10.000 bp szakasz szekvencidjat hataroztuk meg. Az eddigi szekvencidk és genom
szervezddés nagyfoku hasonlosagot mutat az IcHV-1-gyel, amely szintén torpeharcsa fajbol
izolalt virus (2. abra; Doszpoly et al., 2008). A filogenetikai szdmitdsok alapjan a fekete
torpeharcsa herpeszvirus a legk6zelebbi rokona az IcHV-1-nek.

Legfontosabb filogenetikai kovetkeztetéseink az alabbiak. 1. A hal- és béka-herpeszvirusok
valdoban olyan nagy evolucids tavolsagra helyezkednek el a hiilld-, madar- és emlds-
herpeszvirusoktol, hogy két kiilon viruscsaladba kell ezeket sorolni. 2. Az altalunk szekvenalt
Snake river izolatum a nemrég harom szerotipusba sorolt acipenserid herpeszvirus tipusok
koziil a 2-es szerotipushoz tartozik. 3. Ez az acipenserid herpeszvirus 2 a harmas
szerotipushoz valamint a csatornaharcsa ictalurid herpeszvirus 1-hez all kozelebb, mig az
acipenserid herpesvirus 1 mar csak tavolabbi rokonsagot mutat, végiil a pontyfélék (koi) és
angolna ismert herpeszvirusai (a béka herpeszvirusokkal egyiitt) még nagyobb filogenetikali
tavolsagra vannak. Eredményeink alapjan helyesbitést javasoltunk egy kaliforniai csoportnak,
mely kiillonb6zé orszagokbol Osszeszedett tok-herpeszvirusok nagyon rovid szakaszainak
PCR-es vizsgalata alapjan helyezett el szekvenciakat a GenBank-ban, am a torzsek kozt
keveredés tortén. Véleményiink alapjan ellendrizték eredményeiket, majd azokat valoban
hibasnak talalva a sziikséges besorolas kijavitast elvégezték.

Orosz kollégakkal egy szintén tokfélébol (szibériai tok) izolalt herpeszvirus (SbsHV) genom
elemzését kezdtiik el. 11.000 bazispart szekvenaltunk meg. Moszkva kérnyékén ez a virus a
hal-keltetkben néha 100%-os elhullast okozott, tehat e virus gazdasagi jelentdségét nem
lehet talbecsiilni. Vizsgalataink eddigi eredményei azt mutatjak, hogy szibériai tok-
herpeszvirus nagyon kozeli rokonsagban all az altalunk tanulméanyozott észak-amerikai fehér
tok-herpeszvirussal (Doszpoly és Shchelkunov, 2010; 2. abra).

A hal-herpeszvirusok genomszervez6désének megdrzottségét illetve valtozatossagat
Kiemelten vizsgaltuk. Nem meglepé modon, az azonos nemzetségbe tartozo virusoknal (pl. az
Ictalurivirus nemzetség tagjainal) ez megegyezett, azaz nemzetség-specifikus génblokkot
lehetett talalni, mig a masik két nemzetség (Cyprinivirus és a Batrachovirus) tagjainal
kiilonb6zé nemzetségeknél nagyon érdekes atrendezddések tapasztalhatok a gének
helyez6désében és iranyultsagaban. Egyes gének, bar felismerhet6en k6zos eredetiiek, nagyon
messzire keriiltek a genomon a masik virusban elfoglalt helyiikh6z képest (Doszpoly et al.,
2010a; 3. abra).

A hal-herpeszvirusokra vonatkozoan 0j taxondmiai javaslatot tettiink. Célunk az volt, hogy a
f6eml6sok herpeszvirusainal most végrehajtott faj-atnevezéseket megeldzziik. fgy a nem a hal
csalad (Ictaluridae), hanem a nemzetség (Ameiurus) alapjan javasoltuk elnevezni ezt a most
tanulmanyozott 0j virust ameurine herpesvirus 1-nek. Ezt a javaslatunkat azonban nem
fogadta el a Nemzetkdzi Virustaxonémiai Bizottsig Herpesvirus Munkacsoportja. Ok
meglep6 modon ugy dontottek, hogy a féemldsok herpeszvirusaira mas szabalyokat
vonatkoztatnak, mint a kevésbé tanulmanyozott alacsonyabbrendii  gerincesek
herpeszvirusaira. Igy lett ez a virus IcHV-2. Véleményiink szerint az egységes szabalyokon
alapul6 rendszertan irdnyaba kell térekedni, €s ezen virusokrol is egyre tobb adat lesz ismert,
mely idével még is megkdvetelheti a hasonld eljarast.
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3. 4bra. Megorzott ¢és  athelyez6ddé gének ¢és  génblokkok  Osszehasonlitdsa
alloherpesvirusokban egy némileg tetszélegesen kivalasztott genomrégioban. A savolt nyilak
meggy6z0 homoldgiara, azaz kozds eredetre utalnak. A szaggatott vizszintes vonalakkal
tarkitott nyilak pedig olyan géneket jelolnek, melyek inkabb csak a helyezddésiik alapjan
latszanak k6zos leszarmazasunak (positional counterparts). A ko6zos eredetiinek bizonyult
vagy legaldbb vélt géneket vékony nyilakkal is Osszekotottiik, hogy konnyebb legyen
attekinteni, hogy melyek szarmazhattak egymasbol.

Kozleményiinkben (Doszpoly et al., 2008) elsdként tettiink javaslatot az jjonnan létesitett
Herpesvirales renden beliil ugyancsak 1j Alloherpesviridae csalad Ictalurivirus
nemzetségének benépesitésére és 1 nemzetségek hivatalos elfogaddsara. Cikkiinkbdl a
filogenetikai képet atvéve a sajat irott javaslataba, a Herpesviridae Munkacsoport maga is ezt
a lépést tamogatta és mara mar négy elfogadott nemzetség van az Alloherpesviridae
csalddban. Valoszintileg itt ijabbak elfogadasara is sziikség lesz (pl. az AciHV-1 szamara).

Még nehezebb akadalynak igérkezik, hogy alcsaladokat is kellene kialakitani, mivel legalabb
olyan nagy mértéki evollcios tavolsagrol van szo ezeknél a virusoknal, mint a Herpesviridae
csalad alcsaladjai kozott, de itt Gjabb nemzetkdzi nézeteltérés érlelodik. Az ICTV
Herpesviridae Munkacsoport tagjai szerint a béka-herpeszvirusok olyan kozel allnak az
Ictalurivirus nemzetséghez, hogy azzal k6zos alcsaladot kellene alkotni szamukra, mig a
ciprinid virusok kapnanak egy masikat. Nekiink viszont minden szamitdsunk azt mutatja,
hogy ez a harom emlitett csoport olyan tavolsagba van egymastol, hogy mindegyik szamara



kiilon alcsaladot kell alapitani, st lehet, hogy még egy negyediket is az AciHV-1 szamara
(2. abra). A kiilon géneken alapuld szamitasaink megerdsitésére dsszecsatoltuk a béka- és hal-
herpeszvirusok minden olyan ORF-jének a fehérje szekvencidjat, mely minden teljes
genomhosszon szekvendlt alloherpesvirusban eléfordult (11 ilyent azonositottunk.) Ezaltal
megnoveltiik a szekvencia hosszt a szamitdsok megbizhatésaganak az emelésére. Ezen
Osszecsatolt szekvencidk egymashoz illesztésével végeztiink haromféle filogenetikai szamitast
is (tavolsagi-matrix, maximalis valoszinliség (maximum likelihood) és Bayes haloban valo
kovetkeztetés (Bayesian inference). A kapott eredmények alapjan (4. abra) is az a
kovetkeztetésiink, hogy nem kettd, hanem harom nagyon eltéré csoport 1étezik (tehat a béka-
herpeszvirusok nem teheték kozos alcsaladba egyik hal-herpeszvirussal sem). Ezt mindharom
szamitds megbizhatoésagi (bootstrap) értékeinek a maximalis volta is vildgosan
alatamasztottak (4. abra).
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4. abra. 11 0Osszeillesztett fehérjeszekvencia (6996 aminosav-hosszban) illesztésével végzett
harom kiilonboz6 filogenetikai elemzés eredménye egyetlen kozos fan (és annak
megbizhatdsadganak értékei) mutatjak a harom csoport hatarozott elkiiloniilését.

A hazai mintdkkal megkezdett diagnosztikai probalkozasaink soran, magyar halgazdasagbol
szdrmazo ponty mintabdl sikeriilt molekularis modszerekkel (itthon elsdként) kimutatnunk a
kiilonben mar régota ismeretes dm genom szinten eddig alig tanulmanyozott, pontyhimld
virusat (Cyprinid herpesvirus 1).



Az ezistkaraszok (Carassius auratus Gibelio) kozott eléforduld, nem egyszer tOmeges
pusztulds valamennyi gyakorld haltenyésztd szakember el6tt ismert. Kiilondsen gyakori e
halfaj elhullasa a tavaszi lehaldszassal és szallitassal Osszefliggésben, amikor a viztarolok
lehalaszasa, majd mas vizrendszerbe athelyezése utan — az addig egészségesnek tiind
eziistkarasz — olykor mazsaszam pusztul el. Emlékezetes volt a Kis-Balaton Un. belsd
kazettdjaban 1991. éprilis végén — majus elején, mintegy 3 hétig tartd eziistkdrasz elhullas,
melynek soran mintegy 10-15 vagon eziistkarasz pusztult el. Mivel az eziistkdraszok tavaszi
virémidja esetén a szabad szemmel észlelhetd, legfobb elvaltozasok a vérzések a kopoltytufedd
belsé feliiletén, az eliilsé szemcsarnokban, tliszurasnyi vérzések a hashartyan, kiilondsen az
uszoholyagot boritd savoshartyan és savo felhalmozddasa a hasiiregben, felmeriilt az
eziistkarasz rokonaban, a tenyésztett aranyhalban vérképzoszervi elhalast okozo herpeszvirus
(CyHV-2; Jung és Miyazaki, 1995) esetleges szerepének a lehetésége. Jollehet az irodalmi
adatok szerint a tenyésztett aranyhalban a CyHV-2 okozta vérképzdszervi elhalas elvaltozasai
(foként vérfogyottsag ¢és kopoltytelhalds) nem hasonlitanak a hazai toégazdasagokban
megbetegedett eziistkaraszok elvaltozasaihoz, 2009 nyaran megkiséreltiik az eziistkaraszokbol
a CyHV-2 herpeszvirust kimutatni. A Mezdgazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal Kdzpont
Allategészségiigyi  Diagnosztikai  Igazgatésag (MgSzHK  ADI;  volt  Orszagos
Allategészségiigyi Intézet) munkatarsaival sikeriilt kimutattuk (tobb genomszakasz,
konszenzus primert alkalmazé PCR-es felerdsitése és DNS szekvendldsa segitségével) a
CyHV-2-t eziistkaraszbol (Doszpoly et al., 2010b). A felerdsitett, mintegy 500 bp hossza
eziistkaraszbol kimutatott herpeszvirus genomjanak e szakasza 99 és 100%-ban megegyezik
az aranyhalakbodl izolalt angol és amerikai CyHV-2 torzsek genomjaval. Ennek elméleti
jelentdsége, hogy e virust togazdasagban €16 halakbol még nem mutattdk ki. A virusnak a
betegségért valo esetleges feleldsségét azonban tovabb kell vizsgélni.

Kutatasaink tovabbi célja a HV-ok sokszinliségének ¢és egymastol valo eltérésének vizsgalata.
Ezért nem csak hal-herpeszvirus genomjat tanulmanyozzuk, de 6sszehasonlito6 munkakhoz
igyeksziink eddig ismeretlen ¢és minél kiilonlegesebb herpeszvirusokat is talalni.
Laboratoriumunkban ezért rendszeres PCR-es sziirdvizsgalatot végziink az elhullott allatkerti
vagy vadonéld allatokbol véletlenszerlien begylijtott mintakkal is. Ehhez a herpeszvirusok
altalanos kimutatasara ajanlott, kétkoros (nested) PCR-t hasznéalunk (a viralis DNS-polimeraz
gént célozva). Ezzel a PCR-rel 11 hiilld mintaja negativ eredményt adott, 129 vizsgalt madar-
mintabol egy, mig 208 emlés-mintabol 7 bizonyult pozitivnak. A madarbol szarmazo
herpeszvirust egy egerészolyv (Buteo buteo) mintajaban talaltuk. Ez az eddig még ki nem
mutatott virus az Alphaherpesvirinae alcsalad feltételezhetéen 0ij genusaba tartozik, és egy
korabban hosszucsérii  keselytibél (Gyps indicus) leirt herpeszvirussal mutat koézeli
rokonsagot. Egy autoval elgazolt borz mintajaban gammaherpesvirust (percavirust) talaltunk,
ami szekvencia szinten megegyezik a kordbban Anglidban borzbdl izolalt herpeszvirussal
(Dandar et al., 2010). Nilusi repiilékutyaban (Rousettus aegyptiacus) a Betaherpesvirinae,
valamint a Gammaherpesvirinae alcsalad két uj tagjat ismertiik fel eddig (Janoska et al.,
2010). A Gammaherpesvirinae alcsaladot képviseli tovabba egy aranyhasi mangabé
(Cercocebus chrysogaster) ¢és egy fehérfeji selyemmajom (Callithrix geoffroyi)
lymphocryptovirus, valamint kiskarmt vidra (Amblonyx cinereus) percavirus és egy kései
denevér (Eptesicus serotinus) herpeszvirus, ami a rhadinovirusok all kézel (5. abra). Ezt az
utoljara emlitett kozonséges kései denevér herpeszvirust (Molnar et al., 2008) veliink
parhuzamosan német kutatok is megtalaltak ugyanebben a gazdafajban (Wibbelt et al., 2007).
A csoportunk altal kimutatott herpeszvirusok koziil tehat 6sszesen hat virus képvisel eddig
ismeretlen tipust.



Gammaherpesvirinae

Plecotus auritus 1
Pipistrellus nathusii 1
Nyctalus noctula 2
Pipistrellus pipistrellus 1
Ateline 2
Saimiri 2
Bovine 4

Cercopithecine 17

Bat
Equid 5
Equid 2
Pan troglodytes 2
Nyctalus noctula 1
Ovine 2 :
Alcelaphine 2 Macavirus
Hippotragine 1
Alcelaphine 1
Human 4
Cercopithecine 15

Cercopithecine 12 .
Callithricine 3 Lymphocryptovirus

Callithrix jacchus 1
Callithrix penicillata 1

5. dbra. Az ujonnan kimutatott gammaherpesvirusok filogenetikai viszonyai.

Az eddig nyert kutatdsi anyagok és tudas alapjan, munkénkat szeretnénk (legalabb kis
mértékben) a jovoben is folytatni, és tovabbi erdfeszitéseket tenni az eredményeknek a
diagnosztikdban és a betegség megeldzésben vald felhasznéalasara (pl. kisérlett DNS vakcina
eldallitasaval és kiprobalasaval).

Ugy véljiik, hogy a harom hal-herpeszvirusbol nyert nagymennyiségii genomszekvencia-adat,
a felismert genomszervezddési jellegzetességek és a levont filogenetikai kovetkeztetések,
valamint hat eddig ismeretlen herpeszvirus kimutatisa ¢és filogenetikai helyzetiik
megallapitasa elorébb vitte a herpesvirusokrol eddig Osszeallt molekularis Osszehasonlito
tuddsanyagot. Ezért tisztelettel kérjiik jelentésiink pozitiv értékelését és elfogadasat, tovabba
nagyon koszonjiikk az OTKA hathatds tamogatasat.

Megjegyzés. Mivel néhany cikkiink még az elbirdlas és a kért atdolgozasok utani ujabb
elbiralas fazisaban van, tovabba mert a projekt néhany jelentés eredményének a kozlését
késobb, 2 éven beliil tervezziik, ezért kérem, hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziiletett
mindsitést sziikség esetén az OTKA kiegészitd eljarasban késdbb moddositsa, figyelembe véve
a kés6bb megjelent kdzleményeket is.

Koszonettel és tisztelettel:

Harrach Balazs
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