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Bevezetés

Az Aujeszky féle virus (AyV) az a-herpeszvirusok alcsaladjaba tartozd (duplaszal()
dsDNS virus. Az Aujeszky-féle betegséggel kapcsolatban kerilt ez a virus el6térbe, mint egy,
a sertéseket megbetegit6 virus. Az altala okozott tlinetek miatt régebben ,,alveszettség”-ként
ismertek. El6szor 1902-ben Aujeszky Aladar irta le 6nallo betegsegként [1]. Az AyV-t
elGszeretettel alkalmazzak modellorganizmuskeént, hiszen egy neurotrép virusrol van sz, mely
igy idedlis neurondlis nyomjelz6 in vivo vizsgalati korilmények kozott is. A virus nem

humanpatogén, ellenben szamos emls sejttipusra nézve fert6z6 tulajdonsaggal bir (1. Abra).

Burok fehérjék -
(gB-gM) {T“\v']
Lipid burok
Tegument
DNS.
"o

' [ . A

Mukleokapszid Mo dn T =

1.abra Herpesz szimplex virus

Az AyV genomja nagyjabdl 150 kb (kilobazis), s 70 proteint kodol6 génje van. A virus
teljes genomszekvenciaja ismert. Az AyV nem csupan neuronalis nyomjelzékeént hasznalhato,
hanem a transzkripciondlis szabalyozas vizsgalatdhoz is remek modellorganizmusnak szamit,
ugyanis kompakt genomi struktaraval, csekély mennyiség( intronnal, valamint nagyon révid
intergenikus régiokkal rendelkezik [2]. Ezen kivil még fontos tulajdonsaga, hogy a replikacios

ciklusa gyors, mintegy 24 oréat igényel a fert6z6 ,,utéd” létrehozasahoz.

Maés herpeszvirusokhoz hasonléan, génjei a litikus ciklus soran kaszkadszerGen irénak
le, a gének a transzkripcids kinetika, valamint méas géntermekektdl valo fliggesuk alapjan 3 f6
csoportra oszthatok: azonnali korai (IE; immediate early), korai (E; early) és kései (L; late).

Els6ként az IE gének irddnak le, melyek expresszidja fliggetlen a de novo proteinszintézistol.
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Az azonnali korai gének termékei altalaban transzkripcids faktorok, vagy egyéb szabalyozé
fehérjék. Ezek az IE géntermékek fontos szerepet toltenek be az E gének transzkripcidjaban.
Az early transzkriptek DNS anyagcserében és replikacioban vesznek részt. A late gének —
melyeknek foként a struktdrfeherjék kifejez6désében van szerepiik, mint a tegument, kapszid,
kopeny felépitése- mikodése részlegesen, vagy teljes mértékben a viralis DNS replikéaciotol
fugg (1.4bra).

Antiszensz RNS-ek

Nc(non coding, azaz nem-kodold)RNS-ek

A jelenkori technoldgiai fejlodés lehetéve teszi a genomok expreszidjanak nagy
felbontasban vald vizsgalatat. Az utobbi évek genomikai eredményei azt mutatjak, hogy a
transzkriptumnak csak nagyon kis hanyadat teszik ki a fehérje kddolasban kdzvetitbként
szerepet jatsz0 mRNS-ek [3], [4], [5] és [6]. Arrdl pedig még mindig folyik a vita, hogy ez a
nagyfokl atiras csupan transzkripcios zajként kezelend6, vagy pedig a ncRNS-ek
rendelkeznek olyan funkcioval, amit még nem ismerink [7], [8], [9]. Az elmult néhany évben
tobb ncRNS-t fedeztek fel kiilonbdz6 funkcidkkal, ez egy rejtett szintje a transzkriptom
komplexitasanak. Ugy tlinik tehat, hogy a ncRNS-ek egy nagyfoku, komplex szabalyozé

haldzatot alkotnak, melyek tobb szinten szabalyozzak a génexpressziot [10].

NAT (Natural antisense transcript)

Az elmult években az a nézet, miszerint az RNS csupan egy passziv kdzvetit6 a DNS
és a fehérjék kozott, mara gyokeresen megvaltozott. A NAT-ok tulajdonképpen a DNS nem
kodolo szalarol irodnak le, melyek teljes vagy részleges komplementerei az mMRNS-eknek. Két
csoportra oszthatjuk 6ket a cisz-NAT és az a transz-NAT. A cisz-NAT vagy masnéven atfed6
RNS-es, az ellenkez6 szalrdl irodik at, de az mRNS-sel azonos lokuszrdl, valamint mind a
neve is mutatja, reszben, vagy teljesen atfed az mRNS-sel. Ezzel szemben a transz-NAT masik
lokuszrdl atirddd szekvencia, amely nem tokéletes komplementere a szabalyozni kivant
MRNS-nek, de nagy szadzalékban megegyezik vele [11]. A transz-NAT-nek ket fontos
képviseldje van, az egyik a miRNS, a masik pedig a kis interfelald, azaz siRNS. A miRNS-ek

posztranszkripcionalisan szabalyozzék a géent a komplement szekvenciahoz két6dve, mig a kis
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RNS-ek két mdédon hatnak [12], [13]. Egyrészt a kromatin mddositasban jatszanak szerepet
DNS metilacio és hiszton mddositas révén, masrészt pre-transzkripcionalisan szabalyozzak a

polimeraz Il bek6tOdését, ezzel egyutt az aktivitasat képesek gatolni [14], [15].

A Herpesviridae csalad tagjai sokaig nem merultek fel, mint a lehetséges antiszensz
szabalyozas vizsgalatanak targyai, annak ellenére, hogy Bernard Roizman az 1970-es évek

kdzepén a HSV-ben megfigyelt duplex RNS-ekr6l irt [16].

Virus genom:

A gének egyméshoz viszonyitva kilonbozdkeéppen helyezkedhetnek el. Az AyV
genomstrukturaja jellegzetes, modularis szerkezet(i. Vannak tandem elhelyezked6 gének, ezek
kozott talalhatok egymasba agyazodott, azaz nested genek is. Egyes gének, géncsoportok az
egymashoz viszonyitott irdnyultsdguk alapjan lehetnek konvergensek vagy divergensek. A
konvergens gének a 3 UTR régidban fedhetnek at, azonban talaltak mar ORF-ORF régidban
atfedé géneket is, de ez nagyon ritka. A divergens gének azonban egymashoz viszonyitva
ellentétes orientacioban allnak, léteznek 5’-5° UTR atfedd gének, 5° UTR-ORF atfedések,
valamint ORF-ORF éatfedések is.

Két egyedi régidja van a genomnak (US: unique short; UL: unique long), az internalis
és terminalis végén repeat szekvencidk vannak (IRS és TRS). A virusnak 3 replikacios
kezd6pontja (OriL és két OriS) van, amelyek az UL régidban talalhatok. Az AyV-nak
Osszesen 70 fehérje kddolo génje van, melyek kozil 40 az UL régioban helyezkedik el, s
amelyek nélkilozhetetlen szerkezeti fehérjéket kodolnak. A struktirgének a herpeszvirus
csaladban igen konzervativak [17], [18], [19]. A virusnak harom kulcsfontossagu, szabalyoz6
(regulator) génje van: az iel80, az ep0, és az usl. Az utdbbi id6ben az endoribonukleaz

(RNaz) aktivitassal rendelkez6, ul4l gént is ide soroljak (2.abra)..

ie180 gén

Az AyV egyetlen IE génje, amely két kdpiaban taldlhatd meg (IRS és TRS régidban
is). Nagyon sok génre nézve aktivalo hatassal bir azonban az ul4l-es gént nagy ddzisban
legatolja, kis dézisban azonban ezt is serkenti. Ha a gent kidtjik, akkor egyetlen virusfeherje

sem kerdl atirasra [17].



ep0 gén (early protein 0)

Az ep0 az UL régioban kodolodo korai gén, transzkripcios aktivator szereppel bir. A fertézést
kdvetéen a masodik Ordban mar intenziven Kkifejez6dik. Az iel80 és az ul23 gének
expressziojat aktivalja, azonban az ul4l gén kifejezédését gatolja. Az epO komplementer az
ugynevezett large latency transcript-tel (LLT), mely egyike a virus két ismert, 6nallo
prométerrel rendelkezé antiszensz RNS-ének. RING finger domeénnel kapcsolddik az €180 és
ul23 gének promoteréhez [17], [18].

us1 gén
Az ie180-hoz hasonloan ez is két kopidban talalhatd meg a virus genomjaban (IRS és
TRS). Az wusl is egy korai gén, amely reszt vesz mas gének transzkripciojanak

szabalyozésaban és ezen kivil antiapoptotikus feladatot 1t el [17].

ul41 (VHS)

Az ul41 gén altal kodolt VHS protein egy ribonukleaz (RNaz) aktivitassal rendelkez0,
a sajat és a gazdasejt mMRNS-ét lebontd fehérje, tehat szabalyozza mind a virus mind a sejt
génexpressziojat és blokkolja a sejt sajat fehérjéinek szintézisét is [17], [19].

LAT és AST - a két ismert, 6nadllo promoterrel rendelkezé antiszensz transzkript

Tobb, mint két évtizede ismert a herpeszvirusok latens allapotaban leirddd egyik génje
a LAT: latency-associated transcipt (LLT: large latency transcript) (2. Abra). El6szor, 1984-
ben a HSV-nél (Herpes simplex) mutattdk ki in situ hibridizacioval [20] majd 1987-ben
Northern-blottal is detektaltdk [21], [22]. A masik az AST (AntiSense Transkript). Az un.
putativ antiszensz promoter (ASP), amely a PRV inverted repeat (IR) régidjaban talalhato - s
ebbdl kifolyolag két kopidban van jelen - az AST expressziojanak a szabalyozédsaban jatszik
szerepet. Kimutattak, hogy egy pontmutacié ebben az ASP régidban a PRV virulenciajat kepes
lecsokkenteni [23].



A LAT-AST régi6 gyakorlatilag a virusgenom két kulcsgénjével (ep0 és ie180) esik egybe.
Koradbban ugy gondolték, hogy e két, latencidban aktiv RNS gén valgjaban egy transzkript,

mely splicingon esik at. llyen formaban LLT (Large Latency Transcript) néven ismert.

Osszgenomszint(i expresszids vizsgalatot neurotrop herpszevirusoknal eddig csak a mi
kutatdcsoportunk végzett. Igy konkrét, az antiszensz-RNS-ek kutatasara iranyul6 kisérletet

sem veégeztek még. Egyedil a B-herpeszvirusok egyik tagjaval, a citomegalovirusnal (HCMV)
[24] mutatték ki, hogy a DNS minkét szalardl folyik transzkripcio.



Célkitizések

Terveink kozott szerepelt, az AyV mind a 70 génjének kinetikai vizsgalata. Célunk
(volt) szamos, kulcsfontossagu, szabalyozé gén (epO, vhs, usl, ul54) hatasanak analizise
knock-out mutéans virusokban. Kivancsiak voltunk arra, hogy van-e valamilyen jelent6sége
annak, hogy a virusgenek sajatos elrendezddeés szerint helyezkednek el a genomban, s hogy
ennél a virusnal is igaz-e az egyre nagyobb szamban, a legkulonb6zdbb fajoknal

megfigyelhetd, nagymérték(i antiszensz RNS jelenlét, expresszio.

A gének kifejez6dését szélspecifikus primerek segitségével kivantuk vizsgalni, reverz
transzkripcidt kovetd real-time PCR segitségével. A szalspecifikus primerek hasznalata a
reverz transzkripcio sordn lehet6vé teszi a szensz (MRNS) és antiszensz RNS szalak
elkilonitését. Célunk volt azonban az antiszensz RNS-ek kimutatdsara egy parhuzamos
technika kidolgozésa is. Egy olyan modszert Kkivantunk kidolgozni, mely a reverz
transzkripcid soran esetlegesen el6fordul6 fals (primer aspecifikus helyre val6é bekdt6dése) és
self primingot (MRNS visszahajlasa, s ezéltal, a komplementer szal megirasa), illetve azt az
eseményt, amikor a reverz transzkriptaz enzim a masodik cDNS szélat is megirja, elkertli. Az
elébbi két eset elkeriilésére cDNS konverziot, mig a harmadik eset elkeriilésének biztositasara
RNS konverziét terveztiink, melyhez a DNS metilacidé vizsgalatdhoz hasznélt biszulfit
konverzié modszerét kivantuk hasznalni. Ezzel a modszerrel ugyanis elérhettiik azt, hogy a
komplementer RNS szalak (szensz es antiszensz) elvesztik komplementaritdsukat. A
konvertalt szalakat ,.konverzio specifikus” primerekkel szerettik volna felszaporitani, s a
szekvencidkat piroszekvenatorral azonositani. Ezen eredmények nyoman pedig szerettlink
volna felallitani egy olyan hipotézist mely magyarazatot ad a genek Kkifejez6désének

id6beliségére a kozottik levd kolcsonhatasok alapjan, s az antiszensz RNS-ek szerepére.

E sokretli, Osszetett Kisérlet-sorozatban én az antiszensz RNS-ek detektalasaban,
analiziseében vettem részt, igy a hangsulyt dolgozatomban ezekre, illetve az ezen
eredmenyekbdl sziletett modszerekre, hipotézisekre helyezem.



Anyag és modszer:
Sejt- és virusfenntartads, fertdzés:

A Kisérleteinkhez az AyV Kaplan (Ka) torzsét és knock-out mutansait
hasznaltuk. A virusokat sertésvese sejtvonalon (porcine Kkidney 15, PK-15)
szaporitottuk. A PK-15 sejtkultarat 37°C-on, CO, termosztatban (5% CO), Dulbecco’s
modified Eagle medium-ban (DMEM) tartottuk fenn. A DMEM oldathoz 5% fetal
bovine serumot (Gibco) és ml-enként 80 pl gentamicint (Gibco) adtunk.

A fert6zes soran 1 pfu (plaque forming units)/sejt mennyiségl Ka virustorzzsel (illetve
un. knock-out mutansokkal) fertéztik meg a PK sejteket. Egy Ora inkubéacié utan
DMEM oldatot adtunk hozza, majd 1, 2, 4, 6, 8, 12, illetve 24 dra utan ledllitottuk a
fert6zest. Lecentrifugéltuk (5 perc, 1000 rpm, 4°C) a sejteket, majd 20 ml PBS-el
mostuk a sejteket ugyanezen kortulmények kozoétt centrifugalva és végul -80°C-on

taroltuk 6ket.

Total RNS izoldlas:
Az el6bbiekben emlitett fert6zott sejtekb6l az RNS izolalasa és tisztitasa

NucleoSpin RNA 11 Kit-el tortént és a hozz4 tartozd protokoll alapjan dolgoztunk.

Az RNS tisztitdas elsd lépéseként a lecentrifugalt fert6zott sejteket, [-
merkaptoetanollal, RA1 lizis pufferrel valamint proteinazK-val kezeltik. A lizis puffer
segit az RNS-ek membranhoz valé kotédésében, valamint inaktivalja az RNéazok
muakodését. Ezutan a Kit-hez tartozé specialis filterhez kotottik az RNS-t és egy rovid
centrifugalas utan 70%-os etanollal mostuk. A preparatumokat ezek utan a szintén Kit-
hez tartozé szilika membrénra vittik, melyre az RNS-ek a centrifugalas soran
kotédnek ki. Hozzamertiink ezutan MDB puffert mely azért fontos mivel séelvond
hatasd, igy novelve kesébb a DNaz-ok hatékonysagat. A membranra azonban nem
csak az RNS, hanem a DNS is képes kikotodni ezért DNaz I-es kezelést végeztiink. Ezt

kdvetben Ujra centrufugalas kovetkezett az RA2 pufferrel, mely szerepe, hogy
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inaktivalja a DNaz-t. A kovetkezd lépésben az RA3 pufferrel mostuk a membranra
kikotott RNS-eket kétszeri ismétléssel, majd a membranrdl az eluciot RNaz mentes
vizzel végeztik, igy megkapva a tisztitott total RNS-t.

Kezelés TurboDNase-zal:
A teljes DNS-mentesség elérése érdekében a 60 pl végtérfogati RNS-eket
TurboDNase-zal kezeltik: az RNS mintdhoz a 10-szeres Turbo DNase pufferbdl 1-
szeres mennyiséget adtunk (60 pl-hez 6 pl-t), valamint 2 unit Turbo DNase enzimet. A
reakcioelegyet 37°C-on inkubaltuk 30 percen keresztil. Az enzimet hével inaktivaltuk:

75°C-on 10 percig.

A tisztitott totdl RNS mennyiségének meghatarozasa BioPhotometer Plus
(Eppendorf) segitségével tortént. A méréseket 260 nm-en, 3 szoros ismétléssel
végeztlk.

Primer tervezés:
A primerek tervezeését a FastPCR Professional (Primer Digital Ltd.) nev{ program
segitsegével végeztik és az IDT (Integrated DNA Technologies) cégnél szintetizaltattuk.
A Kisérletsorozat soran génenként biztositékként kils6-belsd primerekkel dolgozunk a
konverzid soran hasznalt primerek a bels6k mig a PCR sordn hasznalt a kilsé ezzel is
novelve a specificitast. A primerek 18-22 bp hosszusaguak az altaluk felamplifikalt DNS

hossz pedig nagyjabdl 55-120 bp.

Reverz transzkripcio:

A reverz transzkripciot (RT) az AyV 0sszes (70) génjére tervezett
szalspecifikus primerekkel, azaz a primerpar mindkét tagjaval (forward és reverz),
kalon-kulon elvégeztink. Annak érdekében hasznaltuk a szalspecifikus primereket,
hogy a szensz-antiszensz szélakat el tudjuk késGbb kildniteni. Ugynevezett , kiils6
felviteli” kontrollként a sertés (Sus scrofa domestica) 28S rRNS-ére tervezett

primerpar hasznalataval is végeztink reverz transzkripciot. Az RNS mintadink DNS
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mentességének bizonyitasa érdekében ugynevezett noRT kontroll reakcidkat

végeztlnk: reverz transzkripcié SuperScript 111 enzim hozzéadésa nélkil.

Az ismert optikai denzitasu totdl RNS-ekbdl 0,07 pg-ot hasznaltunk fel az RT soran. A

reakcioelegy tartalmazott:

- 1 pl dNTP mix (10 mM-os),

- 1yl forward, vagy reverz primer (10-10 mM),
- 4 ul SSIII puffer, 0,25 yl DDT,

- 1yl SSlHI enzim

- RNS térfogatatol fliggben nukledzmentes viz.

A végterfogat 20 pl.

Az egyszali cDNS-iras elso 1épésekent az RNS-t, a ANTP mixet, a primert és a vizet
mértik 6ssze, majd 5 percen keresztlil 65°C-on torténé denaturacio és az ezt kdvetd
jégen val6 inkubacid utan adtuk hozza a puffert, a DDT-t és az enzimet. A SuperScript
I11 enzim hosszu féléletideje lehetéve tette, hogy az atiras folyamata 55°C-on torténjen,
melyre az AyV magas GC tartalma miatt volt sziikkség. Az 1 dras reakcio vegén a
folyamatot 70°C-os inkubéacidval allitottuk le. A cDNS-eket nukledz-mentes vizzel 10-

szereseére higitottuk és -20°C-on taroltuk.

cDNS konverzio:

A cDNS konverziét a Qiagen altal gyartott Sodium bisulfite-os maddszerrel
vegeztuk (Qiagen EpiTect Bisulfite Kits). Ez a modszer a nem metilalt citozinokat
alakitja at uracilla. Mivel a virus cDNS-en nem tapasztaltunk metilaltsagot, ezért ezzel
a technikéval &t tudjuk konvertalni specifikus primerek segitségével az 6ssz citozint
uracilld. Ezt a technikat teljes cDNS konverziora eddig egyediliként alkalmaztuk.
Maga a technika azért volt szamunkra kulcsfontossagu, hiszen ennek segitségével el

tudtuk elkiloniteni a szensz és antiszensz szélat.
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3.abra Bisulfid konverzio: 1: Sulphonation; Step 2: hydrolytic deamination and

Step 3: alkali-desulphonation

Magat a konverzidt a meglévo Qiagen altal kiadott protokoll szerint végeztik.
A reakcio elegy odsszetétele:

- cDNS

- RNase free water

- Bisulfite mix

- DNA Protect Buffer

Végl pedig a kovetkezé kondicidk alapjan megy végbe a konverzio:

Lépés 1d6 Hémérséklet
Denaturacio 5 perc 95°C
Inkubacio 25 perc 60 °C
Denaturacio 5 perc 95°C
Inkubacio 85 perc 60 °C
Denaturacio 5 perc 95°C
Inkubacio 175 perc 60 °C
Véarakozés hatarozatlan (overnight szobahén 20°C
tarthat6 a konvertalt minta)

1.tablazat: A génkonverzidéhaz kapcsolddo kondiciok
13




A folyamat lezajldsa utan ki kell nyernlink a konvertalt terméket a mixbél, a
Kinyeréshez a Qiagen altal gyartott eszk6zoket hasznaltuk. Els6 lépésben BL puffert
hasznalunk, melyhez carrier RNS-t adunk, ami segitségével a konvertalt cDNS-ek
nagyobb eséllyel kétédnek ki a membranhoz (ez foként alacsony kopiaszam esetén
kulcsfontossagu). Ezutan centrifugalast és moséast koévetéen (BW puffer) egy BD
puffert adtunk hozza, mely a 3. abran lathatd deszulfonalasi Iépésben jatszik szerepet,
ennek soran alakul ki a kész uracil (inkubacié 15 perc 25 °C). Ezt kdvetGen ujabb
mosasi 1épés kdvetkezett a BW pufferrel 2-szeri ismétléssel, majd egy 56 °C-on nyitott
tetdvel inkubaltuk, annak érdekében, hogy a kdzbeni centrifugalasi 1épés utan
megmaradt folyadék el tudjon parologni a membréanrél. Az EB puffer segitsegével

eluéltuk a konvertalt cDNS-t a membranrdél, amely szintén a kit tartozéka.

Real-Time PCR:
A Real-Time PCR reakciokat Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Sciences) és
Qiagen Rotor Gene Q (Qiagen) késziilékekben vegeztik. A mintdk detektaldsdhoz
SYBRGreen (ABsolute™ QPCR SYBR® Green Mix, Thermo Scientific)

interkalalodo (a duplaszald DNS kis arkaba kot), fluoreszcens festéket hasznaltunk.

A reakcidkat 20 ul végtérfogatra mértiik 6ssze:

- 7 pl cDNS (10x higitasu)

- 10 pl SYBR Green Mix

- 1,5 pl forward primer (2mM)
- 1,5 pl reverz primer (2mM)

A gRT-PCR ciklusokat 35-sz6rds ismétlésben futtattuk, a 4-4 parhuzamost mindig
egyszerre. A folyamat sordn sokszor van ra esély, hogy fals terméket detektalunk,

legyen az primer dimer formajaban vagy akar viralis DNS.
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Lépés 1d6 HOmérséklet Ciklus
El6denaturacid | 15 perc 95°C 1
Denaturacio 22 mp 94°C

Annealing 6mp 60°C 3
Extenzio és | 6mp 72C

detekcio

2. tablazat: A real-time PCR soran alaklmazott kondiciok

Primer analizis:

A kvantitativ Real-Time PCR reakciok el6tt minden tervezett primerpart az
alabbi tesztnek vetettik ala: 20 pl végterfogatl reakcioelegyeket allitottunk Ossze,
mely a kovetkez Osszeteviket tartalmazta: 1,5-1,5 pl (2-2 pl) forward és reverz
primer, 10 ul ABsolute gPCR SYBRGreen Mix és 7 pl virus DNS (Ka t0rzs).

A gRT-PCR reakciok végén melting-point analizist végeztiink, s igy maghataroztuk az
adott primerpar Aaltal felamplifikalt termék olvadéspontjat, illetve bizonyossagot
szerezhettiink arrél, hogy adott koriilmények kdzott milyen hatékonysaggal miikodnek
a primerek, képeznek-e primer-dimert. A dimert képz6 primerek esetén megprébaltuk
az RT-PCR kondiciokat (a reakcid egyes lépéseinek idGtartamat, illetve a

hémersékletet) valtoztatni.

A Rotor-Gene (RG) 6000 software Version 1.7.28. hasznélata révén, azoknal a
primereknél, ahol az el6bb emlitett modositasok hatdsara sem sikerult a primer dimert
Kikuszobdlni, egy, az extenzional és a primer-dimer olvadaspontjanal magasabb, a vart
specifikus termékénél viszont alacsonyabb hoémérsekletl extra lépést (*) is
beéllitottunk a PCR ciklusok végére, hogy a készilék ezen a homérsékleten is

detektaljon. Iigy a Real-Time PCR késziilék szoftvere, az ugynevezett ,,Comparative
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Quantitation” modul hasznélata soran, a kodpiaszdm-meghatarozaskor a fals
termékekbdl szarmazd adatokat mintegy levonta a kapott dsszértékbdl, s igy ezek

modositottak a valos, virus RNS-b6l szarmazo eredményeket.

Szekvendlas:
A szekvenalasi eljarast a Qiagen PyroMark Q24 keszulékével végeztik. A

szekvenalas elve a piroszekvenalason alapul. A szekvenalas soran szalspecifikus
biotinnal jel6lt primert hasznalunk, ugyanis a biotin segitségével tud az adott szal
hozzakotédni egy sztreptavidines ,agy”’-hoz (Streptavidin Sepharose™ High
Performance, GE Healthcare). A DNS masolasakor a beépild nukleotidrol leszakad
egy pirofoszfat, ez a pirofoszfat az ATP-szulfurildz segitségével ATP-t fog
eredmenyezni. Az ATP pedig a luciferdz enzimnek segit, hogy a Luciferin hasitasaval

detektalhat6 felvillanas torténjen.

VHS mutdns készitése:
A vhs gént tartalmaz6 Xhol DNS fragmented pRL vektorba klénoztuk. Ennek a
DNS szakasznak egyetlen Nrul helye van, ezt EcoRI helyre cseréltik ki. LacZ
expresszids kazettat hasznaltunk riporter génként, s ezt a human cytomegalovirus
prométerevel (pCMV) hajtottuk meg, mely egy rendkivil erés promoter. Az igy
elkészult konstrukciot vad tipust AyV-vel kotranszfektaltuk, s a VHS muténs virusok

homolog rekombinacidval alakultak ki.

Relativ képiaszam meghatdrozds:
Az R értékeket, azaz a relativ kdpiaszamot az alabbi matematikai modellel

szamitottuk ki:

(E

)Ctmple max ( E )Ctref max

sample max ref max

Clermie : Ct,
(Esample) " (Eref ) ¢
Az R relativ expresszios arany, vagy relativ kdpiaszdm; az E egy-egy PCR

R=

ciklus amplifikacios hatékonysaga; a Ct a kiszdbfluoreszcencia; a minta az adott

vizsgalt gént jelenti, mig a ref a 28S rRNS, mint referencia génre vonatkozo értéke.
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Eredmények:

Kiséreteink sorén sikertlt az AyV mind a 70 génjének a kinetikjat megvizsgalni a Real-
Time RT PCR érzékenysége, valamint az Altalunk kidolgozott matematikai modell
segitsegével. Megallapitottuk, hogy a kiloénbdz6 Kinetikai osztalyokba tartozo gének kdzé nem
hazhat6 egy éles hatér, folyamatos atmenetet képeznek és az IE, E és L osztalyokba vald
sorolas egy durva leegyszerisités. A Pearson féle korrelacios koefficiens segitségével a

géneket 10 kulénb6z6 osztalyba soroltuk.

A teljes genomot vizsgalva 6sszgenom szintli expressziét talaltunk mindkét DNS szalra.
Az AyV minden génjénél detektaltunk kisebb-nagyobb meértékl antiszensz expressziot.
Kimutattuk, hogy egyes genomi régiokban az mRNS szintet is meghaladd antiszensz termek

detektalhatd (1. Szdmu fliggel€k).

Megfigyeltiik azonban, hogy az LLT1 és az LLT2 antiszenszek (vagyis az AST és LAT
gének) és a velik komplemeter mRNS-ek (ep0 és a ie180) dinamikaja inverz lefutasi (4.

abra).
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4. Abra Az LLT- és a hozzajuk tartoz6 mRNS expresszios gorbéje
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A VHS mutans segitségével, ahol egy er6s CMV promotert tartalmazé konstrukciot
allitottunk el6, megfigyeltiik, hogy a kilitott génnel szemben 1évd konvergens gének antiszensz
expresszidja jelentésen megn6tt (ul40, ul39, ul38). Ezt a jelenséget a gének tulirdsa (read-

trough) okozza, mely lefolyasat és szerepét a kés6bbiekben targyaljuk.

Mindennek kimutatdsa egyrészt kvantitativ modon gPCR-rel tortént. Az esetleges
hibak kiklszobolese érdekében azonban cDNS konverziot alkalmaztunk. A cDNS konverzio
tudomasunk szerint egy Ujitds, még nem alkalmazta senki. A technika azért volt fontos
szdmunkra, hogy Kkikuszoboljink a reverz-transzripcié sordn esetlegesen el&fordulo
aspecifikus, fals terméket. Ilyen fals termék lehet példaul fals primingbdl szarmazo termék,
amikor is az RT soran az mRNS-hez kot6dne be az antiszenszre specifikus primer, mely igy
CDNS-t képezne, amely adott korilmények kozott, a real-time PCR soran akar a vart
specifikus terméket is felszaporithatnd. Valamint kiklszobol olyan hibédkat is amikor self
priming kovetkeztében szintén aspecifikus eredetli, &am végul specifikusnak t(in6 terméket
detektalnank. Az RNS konverzioval azt az esetleges folyamatot is kikiiszobdlhetjlk, amikor a

reverz transzkriptaz bér first strand cDNS a specifikuma, mégis megirnd a masodik szalat.

Arrol, pedig, hogy a detektalt termék tényleg valos, egy szekvenalasi Iépést alkalmaztunk a
maodszereknél leirt modon. Az eddig szekvenélt géneknél (ul50 és ep0) megerdsitést kaptunk a

termék valossagarol (lasd 2. Flggelék).

Azért e két génnel kezdtik a konvertalas-szekvenalas protokollt, mert els6ként egy olyan
génre volt szlikség, melynek antiszensz partnere mar korabbrol ismert (epO és LAT), hogy
ezzel magat a modszert validaljuk. Kovetkez6 lepésben egy olyan gént véalasztottunk (ul50),

melyrdl magas antiszensz expresszidt detektaltunk a real-time PCR-res kisérleteink soran.

Ezen eredmények tudataban néhany érdekes szabalyoz6 modellt allitottunk fel:

TIN (Transcription Interference Network)
A Transzkripcios Interferencia Haldzatok hipotézis megprobal magyarazattal szolgalni
a tandem gének gyakori el6forduldsara a génklaszterekben és az egész genomra kiterjed6

antiszensz RNS aktivitasra a kiilonb6z6 rendszertani csoportokban. A TIN hipotézis szerint a
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szomszédos gének transzkipcidja soran torténé atfedések kilonb6z6 modjai, melyek
eredményeként a transzkripciés komplexek uUtkéznek az atfedd szakaszokon, fontos
szabalyozo szerepet toltenek be, a két gen ez altal egymas inhibitorava valik a transzkripcio
szintjén. A TIN hipotézis el6re vetiti egy Uj, egész genomra Kiterjed6 és kulcsfontossagu
génszabalyozasi mechanizmust eukaridta sejtekben és virusokban. Az egymashoz kozel
elhelyezkedd, szomszédos genek tehat strukturdlis és funkciondlis egységeket alkotnak.
Ezekben a modulokban talalhaté gének kulonb6zé modokon fednek at, a konvergensek a 3,
mig a divergensek az 5 végikkel. A valds atfedések a leirddd részekben elég ritkak a
konvergens gének esetében, azonban kinalkozik egy masik lehetéség is. A transzkripcios
terminécid pontatlansaga miatt egyes esetekben a komplex tovabbirja az mRNS-t, ami hasonlo
Utk6zéshez vezet, mintha a gének atfed6ek lennenek. A folyamat igy gyakorlatilag a
transzkripcios apparatus versengésén alapul. Igy koordinalja a szomszédos, és kozeli
lokuszokon elhelyezkedd gének transzkripciojat. Ez joval egyszer(ibb modjéat teszi lehetévé a
szomszédos (és gyakran rokon gének) szabalyozasat, mint ha a transzkripcios faktorok tennék.

A TIN hipotézis két alapveté modellel szolgal.

Waterfall model (Vizesés modell)

A funkciondlisan kapcsolt gének tandem elrendez6désben helyezkednek el a DNS
mentén a kilonféle szervezetekben. Ezen gének tdbbsége a génduplikacio utjan keletkezett,
azonban ez a konzervalt szerkezet hosszu evollcids id6skalan ment keresztul és ez némi
magyarazatot kivan. A TIN hipotézis Waterfall modellje a transzkripcionalis interferencian
alapszik, mely a tandem atfeddé gének kozott figyelhet6 meg. EbbOl kovetkezik, hogy az
upstream elhelyezked6 gének inhibitorai lesznek a downstream elhelyezkedé gének
expresszidjdnak a nem termindlt transzkripcion keresztul. A herpeszvirusoknal ez a folyamat
az ICP27 protein altal szabalyozott, mely segit felismerni az RNS poliymeraz ll-nek a gyenge
polyA szignalokat [25]. Eredményként egy transzkripcios tulirast kapunk. Parallel
elhelyezkedd gének hosszl policisztrionos mRNS-eket generdlnak kozos 3’ végekkel (an.
koterminalis transzkriptekr6l van szd). A PRV legtébb tandem géncsoportja hasonlo

transzkripcids kinetikdval rendelkezik [26]. A tandem géneknél a transzkripcids komplexek
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utkdznek, aminek eredményeként a transzkripcidban az upstream gének gatoljak a
downstream gének expresszidjat azéltal, hogy az upstream gének inhibitorai a downstream
gének transzkripcios preiniciacios faktorainak. Az early gének KkifejezOdése hatékonyan
blokkolja a downstream gének transzkripcidjat. Amikor azonban megszlnik az upstream
gének blokkold hatasa, akkor downstream gének kinetikailag eltolodva fejez6dnek ki. Egy
olyan upstream gén, amely késén fejez6dik ki, terminalja a korai downstream gén

kifejezOdését.

SeeSaw model ( Libikéka modell)

A TIN-hipotezis libikoka modellje egyfajta kdlcsonds hatast feltételez az egymassal
szomszédos gének expresszidjanak szabalyozasaban. A libikdka-mechanizmus alapja a két
vagy tobb egymassal atfed6 konvergens vagy divergens allasu gén transzkripcidja soran

bekovetkez6 Utkozés az RNS-polimeraz molekulak kozott.

Divergensen atfedo gének
Egyméshoz képest divergens allasu gének gyakran atfednek és képeznek

transzkriptumokat 5 atfed6 régiokkal [27]. Az AyV génjei kozul 11 génpér fed at a
kovetkez6képpen 5°-5° UTR (nem transzlaldédo régio) atfedés van az ul4l-ul42 génpar, 5’-
UTR — ORF atfedés van az ul37-ul38 génpérok és ORF-ORF atfedés tovabbi 7 genpéar kdzott
(kézuluk 4 két nukleotidban fed at az AUG startkodonban). A virus két divergens génparja
k6z6s TATA-boxon osztozik [28]. A libikdka modell alapjan az egyik gén transzkripcioja
gatolja a vele divergensen atfed6 gén atirodasat azaltal, hogy megakadalyozza a transzkripcios
iniciacios complex Osszeszerel6dését és/vagy leloki az RNS-polimeraz molekulat a templatrol.
A virélis replikacio egy kés6bbi fazisaban az atiras iranya megvéaltozhat, az transzkripcios
faktorok aktivitasanak valtozasa miatt. igy a korabban elnyomott gén fog &tirédni, és az fogja
gatolni a szemben 1év6 gént (innen jott a libikdka név). Ez a folyamat a “gy6ztes mindent
visz” elv alapjan m(kodik, ahol is a gy6ztes az a gén, amelyiknek eleve erdsebb a
transzkripcids aktivitasa. Vizsgalodasaink alapjan a 9 divergens atfedésbdl 4 kései (L) gének
kozott (ul5-ul6, ul32-ul33, ul37-ul38 és ul41-ul42) talalhatd, egy van a korai/kései (E/L)
(ul14-15) és 4 a korai (E) és kései (L) gének kdzott (ul9-ul10, ul23-ul24, ul49,5-ul50 és ul51-

ul50). Korai gének kdzott nem talalhato divergens atfedés [26] (5.4bra). Bar a gének atfedése a
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genom tomoritését szolgalja azéltal, hogy igy kevesebb nukleinsavbdl all a genom, gy véljik,
az atfedések szerepe még az is, hogy a génszabalyozas egy Uj szintjét teszi lehet6vé, a
transzkripcids interferenciat. A libikoka modellb6l kdvetkezik, hogy a divergens atfed6é gének
kilonbdz6 kinetikai osztadlyokba (vagy alosztalyokba, finomabb id6beli felbontéssal

vizsgalva) tartoznak.

21



— ¥_uist i T AR
or-1 - H e (T
T T T T T T T T T T T T
— —— ui32 |
» 4 4 w3t H
uids __p | uiz?
T T T T T T T T T T
| w2 — sy
—=_uf34 —p feg ul3?
izd——» 4 ul36
T T T T T T T T T T T T T T
T « (w24 H
[ T < il T e — T .2
HET H_uldz_» W widd  » 4 uize |
T T T T T T T T T T T T
b (D am——
wi23 g 1= ultg —_ & ul1? -
H ez = - -
I I 1 I | I I I I I I I I I
\\ }
| ! — T ¢ U7 h
— ul6
| wig > H > 4 u0 I~ w5
T T T T T T T T T T T T T

w2 I
iy — wz —
us > quBs-
T T T T T T T T T T T T T T
L
AST H
—— st HIEEE——
T T T T T T T T
H »
» H i H »
— k f———>H — 4 sl p—moI
T T T T T T T T
— ie 180 —

5. Abra: A teljes PRV genom
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Konvergensen atfedo6 protein-kodolo gének

“ 7=

példaul élesztbben [29], C. elegans-ban [30] és az Aujeszky-féle virusban [31] is. A
konvergens génekr6l a 3° UTR-ben atfed6 mRNS-ek képz6dnek. Konvergens ORF-ORF
atfedésb6l ugyanakkor nagyon keveset fedeztek fel eddig, valdszinlileg a kotott
kodonhasznalat miatt az evollcionak kevesebb lehet6sége volt a kodold régioban ilyen
szerkezeteket kialakitani. Ugy tartjak, hogy a konvergens AyV gének nem fednek at
egymassal. Az egyetlen igazi konvergens atfed6 génpar az ul30 és az ul3l,
transzkriptumaiknak kozos a 3’ vége (175 nukleotid atfedés, amelybdl 75 nukleotid az ORF-
ben fed at). Nyilvanvaloan a két gent ir0 polimerdzok Utkéznek egymassal az atfed6
régiokban, ha az expresszidjuk id6ben nem kulonul el egymastdl. A libikéka modell
értelmezése szerint a transzkripcios interferencianak alapveté szerepe van az atfed6 gének
atirodasanak id6beli szétvalasztasaban. Ez agy valosul meg, hogy az RNS-polimeraz
molekulak lelokik egymast a templét génrél vagy ugy, hogy a szemkdzti polimerdz molekula
fizikailag meggatolja a transzkripcios apparatus 0Osszeallasat. Ez a folyamat egy olyan
automatizmust ad, amellyel a jobban kifejez6d6 gén elnyomja a vele szemben lévd, kisebb
aktivitdsi gént. A transzkripciéd irdnydnak megvaltozasat a transzkripcids faktorok
aktivitdsdnak megvaltozéasa okozhatja.

A kiterjesztett Libikoka modell

A TIN-hipotézis az alabb kovetkezd forgatokonyvet javasolja a herpeszvirus replikécio
szabalyozasara. A génmodul prototipusainkban két egymassal szemben elhelyezked6 tandem
génklaszter kolcsonhatdsait irtuk le. Minden tandem génklaszter kulonb6z6 Kinetikai
alosztalyba tartoz6 geneket tartalmaz, amelyekkel szemben kilénb6zd kinetikai osztalyba
tartozd gének allnak. Jollehet a valodi génmodulok eltéréen épulhetnek fel: a AyV
transzkripcids kaszkadjanak els6 Iépése az ie180 mRNS képzbdése, amihez nincs sziikség de
novo viralis proteinszintézisre. Ezen transzaktivator tébbek k6zott az AST és LLT RNS-gének
a libikoka modellben bemutatott szabalyozasa alatt all, valamint sajat protein terméke auto-

feedback reven visszahat rd [26]. A kovetkezd I1épés soran az ie180 transzaktivator néhany
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egyéb faktorral egydtt beinditja a korai gének atirédasat. A virus infekcid ezen fazisaban az
upstream E gének gatoljak a downstream E gének kifejez6dését a vizesés modell szerint és a L
génekét a libikbka modell szerint. Tovabba ezek az upstream E gének gatoljak még a
divergens elhelyezkedésu, kilénbdz6 (al)osztalyba tartozo gének expressziojat is. Az €180 es
az ep0 kddoljak a két legfontosabb transzaktivatordt a virusnak. Ezért ezek a gének és
antiszensz génparjaik bonyolultabb génregulacios mechanizmust igényelnek, ez a magyarézata
a LAT, LLT és AST sajat promoterére. Ezekkel ellentétben az dsszes tobbi asRNS a libikoka
modell alapjan szabalyozodva, a szemben levé gén promoterérdl irodik at read-through
mechanizmussal. Ezek utin az ICP27 fehérje felismeri az upstream gén terminacios szignaljat,
ezzel lehet6vé teszi a downstream E gének leirddasat a promotereikrdl. Ezt kdvetben a
génexpresszio korai fazisbol atcsap késeibe, amelyben az ICP27 fehérjének tovabbra is fontos
szerepe, hogy felismerje a polyA-szignalokat a 3’-terminalisokon, ezaltal csokkentve a
konvergens read-throug-t az E génekr6l. A tovabbiakban az RNS-polimeraz mar nem fogja
olyan hatékonyan felismerni a polyA-szignalokat a L gének 3’ terminalisanal és megindul a
read-through a L gének fel6l az E gének felé. Mas szoval a polyA-szignalokat az ICP27 és
egyeb fehérjék elterd hatékonysaggal ismerhetik fel, ezzel id6ben egymas utan kapcsolgatjak
Ki és be a géneket. Mas virusfehérjék, mint példaul a vhs és az ep0 szintén fontos szerepet
jatszhatnak a kinetikai valtasban, feltételezhet6en az ie180 transzaktivator expressziojanak és
aktivitasanak a befolyasolasaval [32] és [33]. A valtast kdvetben a L gének transzkripciojat az
ie180 és egyeb tenyezOk egydttesen inditjak be, és a fent részletezett médon read-through
gatolja az E gének expresszidjat. Alapveten, a transzkripcié iranya akar tobbszor is
megfordulhat a kovetkez6 konvergens egymasba agyazott gene cluster-ek kozott: E1L1-L2E2.
El6szor az E1 gatolja a tandem L1 és a konvergens L2 és E2 gének atirodasat, majd az E2
gatolja a masik harom gént, mig a kovetkez0 lepésben a L1 gatolja az L2 és E2 géneket, végul
alL2allésEL géneket (az utobbi két folyamatban az E1 és az E2 nem aktiv, transzkripcids
iniciacié hidnyéaban). A virus génexpresszio kaszkadszer(i esemenyeit az RNS-polimerazok a
parallel és antiparallel atfed6 génekben torténé (tkozéseivel magyardzzuk, innen jott a
“Kiterjesztett Libikoka modell” elnevezés. A szomszédos génmodulok egymas transzkripcidjat

szabalyozo6 read-through-ja talnyulhat a két génmodul hatéarain. Az igy keletkezd hosszi RNS-
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eket nehéz detektalni a hagyomanyos rovid szekvenciakra kidolgozott technikéakkal, mint pl. a
Northern blot.

Osszefoglalas

A génm(ikodés szabalyozasa alapvetd minden bioldgiai rendszer, él6 szervezet normal
mikodésében. A regulécid féként transzkripcid (DNS atiras) szintjén valosul meg, melyben az
ugynevezett nem-kodold antiszensz (as)RNS-ek alapvet6 szerepet jatszanak. Az asRNS-ek
szerepének vizsgalatahoz modell ,,szervezet”-ként egy neurotrép herpeszvirust, az Aujeszky-
féle virust (AyV) hasznaltuk. Szalspecifikus primerekkel elvégzett reverz transzkripciot (RT)
kovetéen real-time PCR-ral vizsgaltuk az 0Osszes virusgén (70) kifejez6déset, valamint
meghataroztuk, hogy melyik kinetikai osztalyba (azonnali korai; korai; kései) tartoznak.
Eredmenyeink szerint az un. egymasba agyazott (nested) gének azonos, az egymassal
szembeni orientacioju (konvergens) gének ellenkezd Kkinetikai osztalyokba tartoznak. A
specifikus RT primerek alkalmazasa lehet6vé tette, a mindkét DNS szalrél val6 transzkripcio,
igy az mRNS-ektdl elkilondlten, (as)RNS-ek analizisét is. Kidolgoztunk egy Gj, a két
komplementer RNS szalat elkilonitd maddszert, mellyel az eddig ismert technikdk minden
hibaja kikuszobolhetd. Antiszensz expressziot detektaltunk gyakorlatilag az AyV 0sszes
génjénél. Megéllapitottuk, hogy két transzaktivator gén (iel80, ep0), valamint az ugyanazon
génlokuszokbol leirod6 as RNS-ek (AST, LAT) expresszios profilja egymashoz képest
ellentétes, inverz. Kimutattuk, hogy bizonyos genomi régiokban magas, az mRNS-ek szintjét
is meghaladd mérték( as-RNS kepzddik. Homolog rekombinacioval létrehoztunk egy ,,knock-
out virust: kiltottink egy fontos szereppel bird virusgént (vhs), s a mutans virusnal azt
tapasztaltuk, hogy a vhs-sel szembeni elhelyezkedésli gének transzkripcidjanak mertéke
csokken, ugyanakkor az ugyanazon DNS régiorol képz6d6 as-RNS-eke jelentés meértékben no.
Ez a folyamat a beépitett er6s promoéter (phCMV) read-through hatasara Eredményeink,
valamint szakirodalmi adatok alapjan felallitottuk egy hipotézist, elnevezésunk szerint a
Transzkripcios Interferencia Halozatot (TIN: Transcriptional Interference Network), ami egy
teljesen Uj genregulécios szintet jelent, azt magyardzza, hogy az antiszensz transzkriptumok

hogyan hatnak az egymashoz kozeli gének expresszidjara. Habar projektiinkhdz, a genom
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mérete miatt egy virust hasznaltunk, az alapelvek érvényesek lehetnek barmely é16

rendszernél.
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Fliggelék:

mMRNSs (R
Gene Time érték) AS-RNSs ( R érték) mRNS/AS-RNS
8 h 4,08 4,31 0,95
ep0 12 h 1,76 4,4 0,4
18 h 1,59 3,51 0,45
12 h 1,33 1,6 0,83
ulé 18 h 0,9 3,01 0,3
24 h 1,05 1,97 0,53
12 h 0,88 2,15 0,4
ull5 18 h 0,62 2,79 0,22
24 h 0,78 2,77 0,28
18 h 0,29 0,68 0,42
ul22 24 h 0,51 0,98 0,52
4h 0,55 0,65 0,84
6 h 0,88 1,77 0,5
ul30 8h 0,68 1,91 0,35
12 h 1,07 3,15 0,34
18 h 1,2 2,8 0,43
24 h 1,93 3,81 0,5
ul32 1h 0,08 0,11 0,72
8h 0,95 1,7 0,55
ula1 12 h 2,04 4,31 0,47
18 h 1,15 4,1 0,28
24 h 2,29 2,46 0,93
6 h 1,21 2,16 0,56
ul51 18 h 3,96 4,92 0,8
24 h 3,84 4,16 0,92
6h 1,11 1,19 0,93
ul52 8h 1,5 2,67 0,56
12 h 3,53 4,92 0,71

1. Flggelék : a PRV gének R értékei és az antiszesz partnereik, amelyek
magasabban expresszalédtak mind az mRNS.

32



AR CCCATTAATAATACAACCACCCCCACACTACACAADAS

e S A e B S e R i S e A R i e e R

=1 i0 15 20 25

2.1 Fuggelek UI50 gén antiszensz konvertalt szal forward biotinos primerrel

A TTETGTAGTGTGGEGGGTGGTTGTATTATTAATGGGATT

) R
A e B P S R A L T e e b s B e e e e s s e RS A L S SR A S e
30
20

io

i)

2.2 fuggelék UI50 gén antiszensz konvertalt szal reverz biotinos primerrel

A7 TTTGTTGETGGTGTGATTGTTTTTGTGTTGTGT GATGA

T e Y s g i e i G AR 2 A8 RS S

2.3
flggelék UI50 gén szensz konvertélt szal forward biotinos primerrel
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A8 TCACACAACACAAARACAATCACACCACCAACAASRATE

) e e T O T L B S TP

2.4 fuggelék UI50 gen szensz konvertélt szal reverz biotinos primer
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Nyilatkozat a palyazd egyéni hozzajarulasarol a palyamdben leirt
eredményekhez

A Kisérletsorozatha az antiszensz RNS-ek vizsgalatanal kapcsolodtam be a
csoport munkajaba. Ezek detektalasat és analizisét végeztem. F6ként ezen
technikékat részleteztem a dolgozatomban is. Az ehhez kapcsolddd elméleti és
gyakorlati munkéban részt vettem, melyek alapul szolgaltak a palyamunkéaban leirt

hipotéziseknek.



