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1. BEVEZETES

Tobb mint ezer olyan virus ismert, amely névényeket fertdzhet, mégis a lehetséges virus-
novény kombinaciok dontd tobbségében nem alakul ki virusfertézés. Ha a virus a fertézés soran
atjut az elsddleges akadalyokon (egyszeru fizikai akadéalyok), akkor szembe kell néznie a névény
védekez6é mechanizmusaival, majd a kopenyfehérje (CP) burok eltavolitasa utan sokszoroznia
kell a szaporitoanyagat (replikacid). A ndvényen beliil elébb a szomszédos sejteket, majd a
tavolabbi novényi részeket kell elérnie (sejtrdl-sejtre terjedés €s hossz tavii mozgas), és ahhoz,

hogy igazan sikeres legyen, még a névények kozotti terjedésben is hatékonynak kell lennie.

Nagyon sok virus képes megkiizdeni a fentebb felsorolt akadalyokkal, amit mi sem bizonyit
jobban, mint hogy a termesztett névényeken az Gsszes korokozok altal okozott jarvany feléért
virusok a felelések. Ezek koziil is az egyik legsikeresebbnek tekinthetd az uborka mozaik virus
(Cucumber mosaic virus, CMV), amely egyike a legszélesebb gazdanovénykorrel rendelkezd
novényi virusoknak. Rendkiviil polifdg, tobb mint ezer ndvényfajt fertdz, egyszikiieket és
kétsziklieket egyarant. Sikere szamunkra egyet jelent a vilagszerte okozott sulyos gazdasagi

karokkal, els6sorban a mediterran és a mérsékelt ov régidinak zoldségnovény kultaraiban.

Az elmult évtized novényvirologia kutatdsainak talan legjelentdsebb része az RNS
csendesités, ezen beliil is az RNS csendesités virus fehérjék altal torténd szupresszalasa felé
iranyult. Ennek a teriiletnek a kutatdsa nem csak a ndvényviroldgidban jelentett mérfoldkovet,
hanem az Gsszes novénybiologiai kutatasban is kulcsfontossagunak bizonyult. A CMV genomja
ot fehérjét kodol, melyek koziil a legutoljara felfedezett (1994) és legkisebb 2b fehérje funkcioi a
legsokoldalubbak. Minddssze 110 aminosavbol all, molekulatomege kb. 12 kilodalton (kDa). A
2b fehérje szerepét igazoltadk a CMV gazdandvénykorének meghatarozasaban, a virus hossza
tavu mozgasaban, bizonyos esetekben hipervirulencia faktorként azonositottak és a szalicilsav
hatasat is gatolja, mely a szisztemikus szerzett rezisztencia (systemic acquired resistance, SAR)
hirvivd molekuldja. A 2b fehérje mas virusfehérjékhez hasonléan képes a nodvény
poszttranszkripcionalis géncsendesitési (post-transcriptional gene silencing, PTGS) védekezd

mechanizmusat gatolni.

Maig kérdéses azonban, hogy ezek a valtozatos funkciok a géncsendesités gatlasaval
hozhatok Osszefiiggésbe, vagy attol teljesen fiiggetlenek. Eppen ezért doktori munkam célja a
fehérje részletes analizise volt, illetve a kiilonbz6é funkciok fehérjén beliili lokalizacidjanak

meghatarozasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A CMV iltalanos jellemzése

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) a Cucumovirus nemzetség névado
tagja, egyike a legszélesebb gazdandvénykorrel rendelkezé novényi virusoknak, amely sulyos
gazdasagi karokat okoz, elsdsorban zoldségnovény-kulttrakban. Doolittle szamolt be rola
els6ként, 1916-ban. A nemzetség tovabbi tagjai a paradicsom magtalansag virus (Tomato
aspermy virus, TAV), a foldimogyor6 satnyulas virus (Peanut stunt virus, PSV) és a Gayfeather
mild mottle virus (GMMYV). Részecske felépitésiiket és genomszervezddésiiket tekintve a CMV-
hez igen hasonléak, azonban szeroldgiai tulajdonsagaik, gazdandvénykoriik és nukleinsav
sorrendjiik eltéré (DIAZ-RUIZ és KAPER, 1983). A Cucumovirus nemzetség az Alfamo-, Ilar-,
Bromo- ¢és Oleavirus nemzetségekkel egyiitt a Bromoviridae csaladba tartozik (MAYO és
PRINGLE, 1998).

A CMV rendkivill széles gazdandvénykorrel rendelkezik, 1241 kiilonbozé gazdandvény
fajrol irtak le, 101 ndvénycsaladbol, egyszikiiekrol és kétszikiiekrél egyarant (EDWARDSON és
CHRISTIE, 1991). A gazdandvények széles skaldjahoz valo alkalmazkodasat a virusgenom
nagyfokt  valtozékonysaganak ¢és muticiokkal szembeni tolerancidjanak kdszonheti
(SCHNEIDER, ROOSSINCK, 2000). Szamos vad fajon latens fertézést okoz, melyek elsédleges
fertozésforrasként szolgalhatnak a szant6foldeken, a virus attelelését biztositjak és a CMV-t
magjukkal is terjeszthetik. Igy kontaminaciojuk kultarfajokkal fontos veszélyforras, melynek
megelézése a CMV elleni védekezés fontos eleme (JONES, 2004).

Terjedésében legfontosabb szerepiik a levéltetveknek van, melyek nem-perzisztens modon
terjesztik. Mintegy 80 levéltetli faj képes CMV atvitelre, koztiik leghatékonyabb vektorok a zold
Gszibarack levéltett (Myzus persicae) és az uborka levéltetii (Aphis gossypii). A CMV
rendelkezésre. Az utébbi idében az Egyesiilt Allamokban zoldbabon végzett vizsgalatok soran
12 kiilonb6zé fajt hasonlitottak Ossze. Ezek koziil a négy legelterjedtebb faj bizonyult a
legeredményesebb vektornak (Aphis gossypii, Aphis glycines, Acyrthosiphon pisum és
Terioaphis trifolii) (GILDOW et al., 2008). Emellett a CMV magatvitellel, az ¢16skodo
arankafélék segitségével (Cuscuta spp.) és mechanikai uton is terjed (EDWARDSON ¢és
CHRISTIE, 1991).



Az ismert CMV torzsek két f6 alcsoportba sorolhatok patologiai, szerologiai, valamint
nukleinsav sorrend hasonlosag alapjan (DEVERGNE ¢és CARDIN, 1973). A ma hasznalt,
nukleinsav homoldégiat tiikr6z6 felosztas 1. és 1. alcsoportjai gyakorlatilag megfelelnek a DTL és
ToORS szerotipusoknak (WAHYUNI et al., 1992) illetve a C és B patotipusoknak. A két alcsoport
hémérsékleti optimuma eltérd: az I. alcsoportba tartozd izoldtumoké magasabb, mint a IL
alcsoportba tartozoké (DANIELS és CAMPBELL, 1992), és ez jelentdsen befolyasolja foldrajzi
elterjedésiiket. Az . alcsoport tovabb oszthatd IA és IB csoportokra a virus RNS3 molekuldjanak
5’ nem-kodol6 régidja alapjan (ROOSSINCK et al., 1999). Az IB alcsoportba tartozé izolatumok
jellemzéen Azsiaban fordulnak eld, mig az IA és II alcsoportba tartozo torzsek a vildg minden

tajan megtalalhatok (ROOSSINCK et al., 1999).

2.2. A CMV részecske és genomszervezodése

A CMV virionja 29 nm atmér6ji, csonkolt csticsu ikozaéder alaktiak (1. abra). A kapszidot
180 darab kopenyfehérje alegység épiti fel (FINCH et al., 1967). A viruspartikulum belsejében
megfigyelhetd elekrondenz allomany a virus genetikai anyaga, amely pozitiv szali RNS. A

genomi RNS elektrosztatikus kolcsonhatassal kotddik a kapszidhoz, ezért a virion kdnnyen

1. abra. A CMV virionok elektronmikroszkopos (transmission electron micrograph, TEM) képe.

http://www.sciencephoto.com/media/249715/view

A Bromoviridae csalad tagjaira jellemzéen, az CMV 06rokitd anyaga is harom egyszalq,
pozitiv orientacioju RNS molekulabdl all, melyek hossza 3,36, 3,05 és 2,22 kilobazis (kb). Az
egyes genomi RNS-ek kiilon virusrészecskébe csomagolodnak és az 5° végiikon 7-metilguanozin
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sapka (CAP) talalhato (SYMONS et al., 1975). A 3° végek erésen konzervalt szekvencia
motivuma magnézium ionok jelenlétében transzfer RNS-szerti (tRNS) masodlagos szerkezetet
vesz fel (JOSHI et al., 1983, RIETVELD et al., 1983), ami a virus replikacidjanal az antiszensz
szal promoteréiil szolgal (SIVAKUMARAN et al., 2000).

A CMV genomja 0Osszesen Ot fehérjét hataroz meg, az RNS1-en egy az RNS2 ¢és 3
molekulakon két-két gén talalhatd. A bicisztronikus RNS-ek 3’ végén elhelyezkedé 2b, illetve 3b
gének nem kozvetleniil a genomi RNS-ekrdl, hanem az azokrol szintetizal6dé szubgenomi RNS4
¢s RNS4A molekulakrol transzlalodnak (2. abra). A virus replikacidja soran a genomi RNS-ek
egyrészt mRNS-ként iranyitjdk a virusfehérjék transzlalodasat, masrészt a virusreplikacid
templatjai. Az egyes virusgének promotereinek erdssége, igy a transzlaciojuk szintje is eltérd.
Legtobb a kopenyfehérjébdl (3b) keletkezik, majd a replikaz komplexet alkotd 2a és la fehérjék
kovetkeznek, legkevesebb a 3a fehérjébdl irodik at (KWON és CHUNG, 2000).

Az RNS-ek nem-kodold régidiban gyakori az erés masodlagos szerkezeti, un. ,,stem-loop”
motivumok eléfordulasa, melyek sokszor RNS-RNS rekombinacios ponttokként szolgalnak
(SUZUKI et al., 2003). Az RNS rekombinacié feltételezett mechanizmusa szerint az erds
masodlagos szerkezetek lelassitjdk az RNS-fiiggd RNS-polimerdz (RNA dependent RNA
polymerase, RdRp) haladasat a templaton, mikézben megnd annak az esélye, hogy a polimeraz

az éppen atirt templatrdl atvaltson egy masik molekulara (KIM és KAO, 2001).

1a

RNs1 5 I~ 3 33kb

2a 2b
RNS2 s N [ | 3 30kb

sgRNS4A 5 N _ 3 07kb
3a 3b

RNS3 5 I 3 22kb

sgRNS4 5 N 3 10kb

2. abra. Az CMV genomszervezddése



2.3. Az uborka mozaik virus életciklusa

A ndvényvirusok biotrof korokozok, életciklusukhoz sziikségiik van a novényre, és altalaban
a fertdzés-védekezés egyenstlya soran nem okozzak a ndvény teljes pusztuldsat. Néhany
kivételtdl eltekintve, amikor a virusnak tiinettani, patologiai hatasa nincsen, s6t még eldnyt is
jelenthet a gazdan6vény szamara, a legtobb esetben a virusfertézés betegségtiinetek formajaban
jelenik meg, melyek a virusfert6zés hatdsara bekovetkezett fizioldgiai valtozdsok lathatd
kovetkezményei a novényen. A kdlcsonhatasban, illetve versenyben szamos novényi gén vesz
részt, sokkal tobb, mint amennyi féle tiinet képes kialakulni. A virus-novény kapcsolatokban
még mindig nagyon keveset tudni a ndovényekben lezajlo biokémiai folyamatokrol, bar a
szekvenalasi eljarasok fejlodésével egyre tobb adat all rendelkezésiinkre. A kovetkezokben az
uborka mozaik virus életciklusarol eddig ismert informaciokat szeretném bemutatni igyekezve
parhuzamba 4llitani azzal, hogy térben ¢és idében a ndvény milyen védekezési stratégiakkal

probalja mérsékelni a virus tAmadasat.

2.3.1. Replikacio

A virus, miutan sikeresen bejutott a gazdasejtbe (mindig passziv uton), kicsomagolodik,
majd a virus RNS-ekr6l virusfehérjék transzlalodnak. Az RNS1-r6l transzlalodo 110 kDa méretii
la, és az RNS2-r6l transzlalodd 97 illetve 94 kDa méretii (alcsoporttdl fiiggden) 2a fehérje egy
50 kDa molekulatomegii gazdafehérjével egyiitt vesz részt a CMV replikaz komplex
kialakitasaban (HAYES és BUCK, 1990). A CMV-vel fertdzott szovetekben az la fehérje es a
2a fehérje a tonoplaszt membranba integralodva taldlhatd, és ugyanitt lokalizdlodnak a
replikacios intermedier negativ szali RNS-ei, tehat mas RNS virusokhoz hasonléan a CMV
replikacioja is a tonoplaszt membranon megy végbe (CILLO et al., 2002). Arabidopsis thaliana
novényekbdl azonositottdk a virus replikacidjaban résztvevd ndvényi komponenseket. Keét
tonoplaszt belsé fehérjét (tonoplast intrinsic protein, TIP) irtak le, a Tipl és Tip2 fehérjéket,
melyek in vitro kolcsonhatasba lépnek az la fehérjével, azonban a 2a fehérjével nem, és
amelyeknek szerepe lehet az la fehérje kapcsolddasdban a tonoplaszt membranhoz és a virus
replikaciojaban (KIM et al., 2006). A kozelmultban dohany Tsipl (Tsil-interacting protein 1)
fehérje kolcsonhatasat is bizonyitottak az la és a 2a fehérjével, nemcsak in vitro, hanem in vivo
novényi rendszerben, kiilon-kiilon illetve kombindcioban is. Feltételezhetd, hogy az 1a fehérje
kapcsolodik a membranhoz vagy valamely membran fehérjéhez, a 2a fehérje pedig az la
fehérjéhez kotddik. A Tsip fehérje szabdlyozza a replikaciot, a ,,zinc-finger” domén pedig

nélkiilozhetetlennek tiinik a ndvény-virus fehérjék kdlcsonhatasaban (HUH et al., 2011).



Az la fehérjén két f6 domént azonositottak. Az N-termindlis részen talalhaté egy
metiltranszferdz domén, aminek a genomi és szubgenomi RNS-ek CAP strukturajanak
kialakitasaban van szerepe (GORBALENYA et al., 1988; ROZANOV et al., 1992). Az la
fehérje képes S-adenozil metionin megkotésére, aminek az 5° CAP szerkezet metilacidjaban van
szerepe (BAO et al., 1999). A C-terminalis régioban szamos, a helikazokra jellemz6é motivumot
azonositottak. Tobbek kozt egy NTP koto régiot (I-es és II-es motivum) valamint egy ATPaz és
feltehetéen RNS-k6t6 aktivitasi motivumot (VI-es motivum) (GORBALENYA et al., 1989;
KADARE és HAENNI, 1997). Ezeknek a motivumoknak a delécidja megakadalyozta az la
fehérje részvételét az RNS replikacidban (PALUKAITIS és GARCIA-ARENAL, 2003). Az la
fehérje szerepét bizonyitotta a virus replikacidjaban, hogy RNS1-et kifejez6 transzgénikus
dohanyokat a 2-es és 3-as RNS-sel inokuldlva fert6zdképes virionok képzddnek (CANTO ¢és
PALUKAITIS, 1998).

Mas virusok RNS polimerdz enzimjeivel mutatott homoldgia illetve az RNS-fiiggd RNS-
polimerazokra jellemzé Mg®*-kétd GDD motivum jelenléte alapjan a 2a fehérjének RNS
polimeraz funkciot tulajdonitanak (ARGOS, 1988; BRUENN, 1991). A sejtben az la fehérjéhez
hasonloan elsésorban a tonoplaszthoz kototten talalhato (CILLO et al., 2002), ugyanakkor a
citoplazmaban is jelentds mennyiségii 2a fehérjét azonositottak (CILLO et al., 2002; GAL-ON et
al., 2000).

Mind az 1a, mind a 2a fehérje nélkiilozhetetlen a virus replikdcidjdhoz, sem az egyik, sem a
masik jelenléte nélkiil nem tudtdk kimutatni a CMV replikacidjat dohany protoplasztokban
(NITTA et al., 1988), a miikoddképes replikaz komplex kialakulasahoz elengedhetetlen a két
fehérje kolcsonhatasa is (KIM et al., 2002; O’REILLY et al., 1998). Feltételezések szerint a
replikdz komplex létrejottének elsd lépése az la fehérjék dimerizacidgja az N-terminalis
metiltranszferaz doménnél, amit az la C-termindlis helikdz doménjének és a 2a fehérje N-
terminalis szakaszanak kolcsonhatasa kovet (O’REILLY et al., 1998). Az la és 2a fehérjék
egylttmiikodési képessége még virusnemzetségen beliil is fajspecifikus. A CMV és TAV RNS1
¢s 2 felhasznalasaval kialakitott reasszortans replikdz az RNS szintézis egyetlen 1épését sem
tamogatja (RAO és FRANCKI, 1981), ugyanakkor a CMV ¢és PSV replikdzaira reasszortans
virus replikalodik, de nem képzddik a szubgenomi RNS4 (SUZUKI et al., 2003).

A replikaci6 elso 1épése a negativ RNS szal szintézise, amelyekrdl aztdn a tovabbi pozitiv
szalu RNS-ek keletkeznek. Ezek a + szdlak mRNS-ek a transzlacidohoz, templatok tovabbi
transzriptumokhoz, valamint virionok 1étrejottét eredményezik. Habar mind az 1a, mind pedig a

2a fehérje sziikséges a negativ szalak szintézisé¢hez, a 2a dnmagéaban képes a negativ szalakbol
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pozitivat eldallitani (SEO et al., 2009). A 2a fehérje foszforilacidja megakadalyozza az
kolecsonhatéast az la fehérjével, ami aztdn a szintézist a pozitiv szalak irdnyaba tolja el, azaz a
mérleg nyelve a transzkripciétol a transzlacio felé billen. Az enkapszidacio eltavolitja a pozitiv
szalakat, amivel megakadalyozza a transzkripciot illetve a transzlacidt. A transzkripcid és a
transzlacidé egyensulya adja az optimalis virusszaporodast, amit az enkapszidaci6 valamint a

virus mozgasa is befolyasol.

2.3.2. RNS csendesités

Mint azt mar az el6z0 fejezetben bemutattam, a virusok a novényi sejtbe jutva, RARP-jiik
segitségével replikalodni kezdenek. A replikacio soran kettésszali replikacios RNS (dsRNS)
intermedier molekulak keletkeznek. Az RNS csendesités egy 0Osi eukaridta mechanizmus,
amelynek fontos szerepe van egyrészt az idegen eredetii nukleinsavak (viroidok, virusok,
transzpozonok) elleni védekezésben, masrészt a génexpresszid szabalyozasaban (MATZKE et
al., 1989; NAPOLI et al., 1990; van der KROL et al., 1990). A géncsendesités érdekessége, hogy
a virus eredetii dSRNS replikaciés intermedierek, tehat maga a virus hatékonyan indukalja a

ndvény poszttranszkripcionalis géncsendesitési mechanizmusat, ezaltal a sajat maga

crer

A kis szabalyozd RNS-ek (SiRNS-ek), melyek felfedezését elészor Hamilton és
Baulcombe (1999) publikalta, az RNS csendesités esszencialis elemei. Ezek szolgalnak
templatként a csendesiteni kivant nukleinsavak felismerésében (nukleinsav sorrend homologia
alapjan) transzkripcionalis és poszttranszkripciondlis szinten egyarant. A PTGS mechanizmusat
egy kettésszala RNS (dsRNS) aktivalja, amely lehet transzgén vagy virus eredetli. A
folyamatban szdmos ndvényi fehérje vesz részt, melyek jelentds részét az elmult években
azonositottak és jellemezték. A Dicer-like fehérjék (DCL) RNaz III tipusu ribonukleazok,
melyek a hosszabb dsRNS-eket kis, 5 végiikon foszfat, 3’ végiikon 2 talnyaldé nukleotiddal
rendelkezé RNS-ekre daraboljak (MACRAE és DOUDNA, 2007). A virus eredetti dSRNS-eket
elsésorban a DCL4 enzimkomplex ismeri fel és darabolja 21-24 bazisparnyi (bp) dsRNS-ekre
(SIRNS) (HAMILTON et al., 2002). A képzodott siRNS-ek beépiilnek a RISC komplexbe, amely
ezek utan a SIRNS-ekkel homoldg nukleinsav sorrendeket felismeri és feldarabolja azokat. A
RISC részét képezik az Gn. Argonaute (AGO) fehérjék (VAUCHERET, 2008). Harom
konzervalt doménnel rendelkeznek: a PAZ, MID és PIWI doménekkel. A MID domén kéti a kis
RNS-ek 5 végét, a PAZ pedig a 3’ végeket ismeri fel. PIWI domén strukturdjaban megegyezik
az RNaz H-val, és a fehérje endonukleolitikus aktivitasaért felelés. Nem mindegyik AGO fehérje
rendelkezik ezen aktivitassal. Az, hogy az AGO miként ismeri fel a megteleld kis RNS partnert,
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az sok tényezotdl fiigghet (CZECH és HANNON, 2011), bar ugy tinik, hogy az 5° vég
nukleotidja ezek koziil a legfontosabb (M1 et al., 2008). Az Argonaute fehérjék jelentik a
géncsendesités legnagyobb fehérjecsaladjat. Arabidopsis thaliana noévényben 10 kiilonbozo
AGO fehérje talalhato (MALLORY ¢és VAUCHERET, 2010). Ezek koziil a legsokoldalubb
szerepe az AGOI1 fehérjének van (VAUCHERET, 2008), mind a novény fejlddésének
szabalyozasaban, mind pedig a géncsendesitésben részt vesz, valamint hasitja a
poszttranszkripcionalis csendesitésben résztvevd 21 és 22 nukleotid hosszusaghh kis RNS-eket

legyenek azok miRNS-ek, tasiRNS-ek, virus vagy transzgén eredetii siRNS-ek.

Ezek a 21 nt méretii SIRNS-ek képesek nemcsak sejtrél-sejtre, de a névény szallitdszovet
rendszerét kihasznalva hosszu tdvon is terjedni, mintegy templatként szolgalva aktivdlni a

tavolabbi sejtekben a specifikus géncsendesitést (VOINNET et al., 1999; HIMBER et al., 2003).

2.3.3. A 2b, mint géncsendesités szupresszor fehérje

A kiilonb6zd  virusok a ndvények  poszttranszkripcionalis = géncsendesitési
mechanizmusanak ellenére sikeresen fertéznek, koszonhetéen azoknak a fehérjéiknek, melyek a
legkiilonb6zébb modokon képesek gatolni e védekezd rendszert (BRIGNETI et al., 1998). Ezek
kozil az egyik legkorabban felfedezett a CMV 2b fehérje, amely egyediilalldo a virus
szupresszorok kozott, mivel az RNS csendesités mechanizmusat tobb ponton is képes gatolni. A
2b fehérje egyrészt az RNS, masrészt a fehérje komponensekkel is kélcsonhatasba 1ép (ZHANG
et al., 2006; GOTO et al., 2007; GONZALEZ et al., 2010), igy mind a sejtszintii, mind pedig a
szisztemikus PTGS kialakulasat is képes gatolni. Képes kotni a novényi AGOL illetve AGO4
molekulakat, valamint megkoti a siRNS-eket, ezzel gatolva a PTGS szisztemikus terjedését
(HAMERA et al., 2012, DUAN et al., 2012).

A 2b fehérje mindossze 110 aminosavbol all, molekulatomege kb. 12 kDa. A RNS2 kodolja,
azonban a szubgenomi 4A RNS-r6l transzalodik. E16szor 1994-ben irtak le (DING et al., 1994)
és mivel aminosav sorrendje semmiféle homologidt nem mutatott az addig ismert nagy
fehérjecsaladokkal, igy funkcioja sokaig ismeretlen volt. Kodolo régidja részben atfed a 2a gén
3’ végével, de nyilt leolvasasi kerete (open reading frame, ORF) attol +1 pozicioval el van
tolédva. Habar a CMV a citoplazméban replikalodik, a 2b fehérje a sejtmagban lokalizalodik,
ami a két sejtmagi lokalizacids szignalnak koszonhetd. Ezek konzervaltak az ismert CMV
izolatumok esetén (LUCY et al., 2000; WANG et al., 2004). A 2b fehérje AGO4 kotésének
koszonhetden gatolja a sejtmagi DNS metilaciot (GUO és DING, 2002). Azok a mutaciok,
melyek a befolyasoltdk a 2b fehérje sejtmagi lokalizaciojat, egyuttal hatassal voltak a fehérje
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PTGS gatlo funkcidjara is (LUCY et al., 2000). Az elmult években szerepét nemcsak a
géncsendesités szupresszaldsdban igazoltdk, hanem a virus életciklusinak majdnem Osszes

1épésében.

2.3.4. Sejtrol-sejtre torténé mozgas

A replikaciot kovetden a virus a plazmodezmakon keresztil jut el az elsddlegesen
fert6zott sejtekbdl a kornyezd sejtekbe. Habar a virus 6sszes fehérjéjének szerepe van a sejtrdl
sejtre torténd mozgasban, a 3a, azaz mozgasi fehérje (MP, movement protein, melyet az RNS3
kodol) szerepe a legfontosabb (BOCCARD ¢és BAULCOMBE, 1993). Mikroinjektalasi
kisérletek soran a MP képes volt eldsegiteni sajat maga, virus RNS vagy fluoreszcens
dextranszemcsék szomszédos sejtbe jutasat a plazmodezmakon keresztiil (CANTO et al., 1997;
DING et al., 1995a; VAQUERO et al., 1994). A CMV MP aminosav szekvencia homologia
alapjan a mozgasi fehérjéket magaba foglalo, a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus,
TMV) MP-je utan elnevezett 30K’ szupercsaladba sorolhato (MELCHER et al., 2000). Ezen
mozgasi fehérjékre altalanosan jellemzé modon a CMV MP-je is képes nukleinsavak kotésére,
megvaltoztatja a plazmodezmak szerkezetét, megndveli azok atjarhatdsagat (SEL, size exclusion
limit), valamint elésegiti a nukleoprotein-komplex atjutasat. A SEL novekedés csak atmeneti
jelenség, mindig a fert6zési frontra jellemz6 és idével visszaall az eredeti mértékre (HULL,
2002). Ez annak kdszonhetd, hogy a fehérje képes kdlcsonhatasba 1épni és elvalasztani az Gn. F-
aktin filamentumokat (SU et al., 2010). A zold fluoreszcens fehérjéhez (green fluorescent
protein, GFP) fuziondlt MP a plazmodezmak bejaratainal, illetve kdzponti csatornajaban
mutathat6 ki (OPARKA et al., 1996; BLACKMAN et al., 1998), ami arra utal, hogy kézvetleniil
a plazmodezmanal fejti ki hatasat. A MP kozponti, ciszteinben és hisztidinben gazdag un. ,,zinc-
binding” doménje felelds azért, hogy a fehérje megtalalja és elérje a plazmodezmat, valamint
atjusson rajta (SASAKI et al., 2006). A MP nukleinsav koté tulajdonsaggal rendelkezik in vitro
(LT és PALUKALITIS, 1996). Az RNS-k6té domén meghatarozasara tett kisérletek a MP két
szakaszara iranyitottak a figyelmet, a 174233 aminosav kozotti (VAQUERO et al., 1997) ¢és a
118-160 aminosav kozotti régiokra (YOU et al., 1999), azonban az RNS kotés pontos helyét
még nem sikeriilt meghatdrozni. A MP ¢és a virus RNS-ek kozott 1étrejott ribonukleoprotein-
komplexet gyongyfiizér strukturanak (beads-on-a-string) nevezziik, amely nagyon hasonlo, mint
a dohany mozaik virusnal elséként leirt struktura (KISELYOVA et al., 2001).

A CMV MP kis csovecskéket (tubulusokat) alakit ki Nicotiana benthamiana
protoplasztok felszinén (CANTO ¢és PALUKAITIS, 1999). Szamos ndévényi viruscsalad
(Bromoviridae, Comoviridae, Caulimoviridae és Nepoviridae) az Un. ,tubulus-stratégiat”
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alkalmazza rovid tava terjedése soran. Ezen virusok mozgasi fehérjéi a plazmodezmak
dezmotubulusait tavolitjak el és olyan csovecskéket képeznek, amelyeken keresztil a
citoplazmaban Gsszeallt virion atjuthat a szomszédos sejtbe (HULL, 2002). Ugyanakkor olyan
MP mutans CMV is létezik, mely nem alakit ki tubulusokat, ugyanakkor szamos
gazdandvényben tovabbra is képes mind sejtrél-sejtre, mind pedig hosszu tavon mozogni. Tehat
a CMV esetében a mar emlitett tubulusok dnmagukban nem sziikségesek a virus mozgéasdhoz

(CANTO és PALUKAITIS, 1999).

A CMV nem virion forméjaban mozog, hiszen a virionnd Osszeépiilni képtelen
kopenyfehérje mutansok is mozognak sejtrél-sejtre (KAPLAN et al., 2004). A MP és a CMV
virionok lokalizaciojat vizsgalva a fert6zott szovetekben, a mozgasi fehérjével ellentétben
virionokat kizardlag a sejtek citoplazmajaban tudtak kimutatni, a plazmodezmakban pedig nem
(BLACKMAN et al., 1998). A kopenyfehérje (coat protein, CP) mégis nélkiilozhetetlen a sejtrél-
sejtre terjedéshez. Salanki és munkatarsai (2004) CMV ¢és TAV reasszortansok felhasznalasaval
a MP C-terminalis vég 29 aminosavanak és a kopenyfehérje C-terminalis vég 2/3-anak
kompatibilitasat sziikségesnek talaltak a virus hatékony mozgasahoz. Blackman és munkatarsai
eredményei is ezt tamasztottak ala (BLACKMAN et al., 1998). Ha a MP C-terminalis 30
aminosavat eltavolitjuk, a mozgasi fehérje a tovabbiakban a CP jelenléte nélkiil is képes a
sejtrdl-sejtre terjedést biztositani (NAGANO et al., 1997; NAGANO et al., 1999; NAGANO et
al., 2001).

Az RNS2-rdl atirodé 2a fehérje sejtrdl-sejtre torténd mozgasban betdltott szerepe
pontosan nem tisztdzott, azonban bizonyos gazdandvényeken, példaul tok novényeken
bizonyitott a szerepe (CHOI et al., 2005). Ugyanakkor a 2a és a mozgasi fehérje kozvetlen
kolcsonhatasa bizonyitott (HWANG et al., 2005), a 2a fehérje N-terminalis végének 21

crer

szerin szlikséges a kolcsonhatas kialakulasahoz (HWANG et al., 2007).

A 2b fehérje virus mozgéasaban betoltott szerepe nem teljesen ismert. A 2b fehérje
hianyaban a virus vagy fertézésképtelen, vagy latens fertézés alakul ki (SOARDS et al., 2002).
Ilyenkor a virus replikacidja és terjedése lassu, a rovid tavii mozgas az epidermisz helyett foleg a
mezofillumban torténik. Ez arra utal, hogy a 2b fehérjének szerepe lehet a virus rovid tava
mozgasaban is. Shi €és munkatarsai (2002) nem tudtak kimutatni Osszefliggést a 2b altal
meghatarozott tiinetek sulyossaga ¢és a virus akkumulécios szintje valamint a virus terjedési

sebessége kozott.
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2.3.5. Hosszi tavi mozgas

A CMV hosszu tavu mozgasarol kevesebb informécio all rendelkezésiinkre, mint a
sejtrol-sejtre torténd terjedésérdl. A kiilonbozdé virusok a novény szallitdoszovet-rendszerén
keresztiil mozognak szisztemikusan, ez bizonyitasra keriilt a CMV esetén is (MORENO et al.,
2004). A hossza tava mozgas harom alapvetd 1€pésbol all: belépés a rostacsd elemekbe, eljutas a

tavolabbi sejtekbe, majd kilépés ezekbdl.

Habér a szakirodalomban fellelhetd informéciok a virus Osszes fehérjéjének szerepét
igazoltak a hosszu tavli mozgasban (gazdandvény és izolatum specifikusan), mégis a MP, a CP
¢és a 2b fehérjék szerepe tlinik esszencidlisnak. A CMV feltehetden virion formajaban mozog,
amit alatamaszt, hogy a CMV hatékony hosszt tdvi mozgasahoz stabil virionokra van sziikség
(KAPLAN et al.,, 1998; SCHMITZ ¢és RAO, 1998), bizonyos esetekben azonban az
enkapszidaciora képtelen mutansok hosszli tavii mozgasat is megfigyelték (NG et al., 2005;
PIERRUGUTES et al., 2007). A CP N-terminalis régidja RNS-k6té motivumokat tartalmaz és
nélkiilozhetetlen a virus részecske kialakulasdhoz, annak stabilitdsahoz. Ennek a régionak a
hianyaban a CMV nem képes hatékony hosszii tavi mozgasra, ugyanakkor sejtrél-sejtre
tovabbra is hatékonyan mozog, ami a CMV CP eltér6 szerepét bizonyitja a virus révid és hossza

tava terjedésében.

A virionok membranhoz kototten éplilnek 0ssze a rostacsé elemekben. A CMV a virus
RNS, a CP és a MP Aaltal alkotott nukleoprotein-komplex forméjaban lép a kisérdsejtekbdl a
rostasejtekbe (rostacsé elemek), a jellegzetesen elagazd plazmodezmakon keresztil. A
rostasejtben a MP levalik a komplexrdl, a virus RNS és a CP részvételével jon létre a virus
Osszeépiilési komplex (viral assembly complex, VAC). Végbemegy az enkapszidacio, a virionok
pedig a floémba keriilnek (BLACKMAN et al., 1998). A CMV hosszu tavi mozgasa soran a CP-
nek nem kizardlag a virion 0Osszeépiilésében van szerepe. Az 1-TAV a CMV torzsekkel
ellentétben nem fertézi szisztemikusan az uborkat, amiért a kopenyfehérje felelds (TALIANSKY
és GARCIA-ARENAL, 1995). Az 1-TAV hossza tav terjedésének hidnyat az okozza, hogy a
virus nem tud az uborka floém-parenchima sejtekbe bejutni. A CP specifikus szerepe ebben az
esetben felteheten a virus atjuttatdsa az emlitett hatarfeliileten (THOMPSON és GARCIA-
ARENAL, 1998).

A mozgasi fehérjére a virus hossza tava terjedéséhez is sziikség van. Azok a MP
mutansok, melyek C-terminalis végének 33 aminosava hidnyzik, képtelenek dohanyban
szisztemikusan terjedni (KIM et al., 2004). Bizonyos CMV izolatumok, melyek szdjat

szisztemikusan fert6zik, mozgasi fehérjéjiiknek koszonhetik ezt a képességiiket (HONG et al.,
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2007). A Li és munkatarsai (2001) altal eldallitott Pro60-Ala MP mutaci6 nem befolyasolta a
virus rovid tdvi mozgasat, azonban a mutdns virus hosszii tdvi mozgasa hdomérséklet

érzékenységet mutatott.

A 2b fehérje hossza tavli mozgéasban betoltott szerepe gazdaspecifikus. A 2b fehérje
delécidja megakadalyozta a virus hossz( tava terjedését uborka, tok, paprika, valamint
paradicsom novényben, de szamos Nicotiana fajban, valamint A. thaliana névények esetén nem,
habar a virus akkumulaci6ja ezekben az esetekben is gyengiilt (DING et al., 1995a; LEWSEY et
al., 2009; MASCIA et al., 2010; MASIRI et al., 2011; SOARDS et al., 2002; WANG et al.,
2004). A 2b fehérje hosszi tavii mozgasban betoltott szerepe kozvetettnek tinik, a

géncsendesités szupresszalasanak kovetkezményeként (LEWSEY et al., 2009).

2.3.6. Hiperszenzitiv reakcié (HR)

A virusfertézés soran megjelend tiinet a patogén és a gazdanovény kozott zajlo
folyamatos verseny soran kialakuldo komplex kolcsonhatas eredménye (MAULE et al., 2002). Ez
a kolcsonhatds a legvaltozatosabb tiineteket eredményezheti. A virus-ndvény kapcsolatokbol
nem mindig a ndévény keriil ki vesztesen, hiszen szamos hatékony védekezési stratégia ismert. A
mar ismertetett géncsendesités mellett, egy masik részletesen ismert (PALUKAITIS és CARR,
2008) védekezési mechanizmus a hiperszenzitiv reakcié (HR). Ebben az esetben az inokulalt
leveleken kialakuld nekrotikus 1€zidk a virust a fertdzés koriili néhany sejtre lokalizaljak, a
programozott sejthalal megakadalyozhatja a patogén tavolabbi sejtekbe torténd eljutisat
(HEATH et al., 2000).
vagy esetleg a korokozd valamely enzimjének termékét receptor-ligandum kapcsolat révén
felismeri a gazdaszervezet rezisztenciagénjének terméke, és ez a kolcsonhatas inditja el a
programozott sejthalal reakciokaszkadjat (FLOR, 1971). A kolcsonhatas specifikus, minden
patogén altal kodolt avirulencia faktorhoz tartozik egy gazdandvény rezisztenciagén. Ez a
szemlélet tiikrozodik a ,,gene-for-gene” (gén a génhez) mechanizmus elnevezésében. Az eddig
azonositott rendkiviil sok avirulencia faktor és szamos rezisztenciagén meggy6zd kisérletes
bizonyitékot szolgaltat a ,,gén a génhez” elmélet helyességére (HUTCHESON, 1998; MARTIN
et al., 2003).

A CMV esetén hiperszenzitiv reakciot indukalhat az 1a, 2a, 2b fehérjék és a CP is, a
kiilonb6z6 gazdanovény-virustorzs kombinacioktol fiiggden (PALUKAITIS és GARCIA-
ARENAL, 2003). Tehénborson a CMV Fny torzse lokalis 1éziot indukal, és ebben az esetben a
2a fehérje bizonyult avirulencia faktornak (KIM és PALUKAITIS, 1997). Azt is sikeriilt tovabba
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bizonyitani, hogy a 1¢éziok megjelenéséért és a korokozd lokalizalasaért feleldés genetikai
determinansok szétvalaszthatok. Az Fny izolatum HR indukald képességét a 2a fehérje
konzervativ GDD motivuma kozelében talalhaté 631. és 641. aminosavaira térképezték. Egy
masik esetben az Y torzs és az A. thaliana C24-es Okotipusanak HR formajaban megjelend
kolcsonhatasat tanulmanyozva azonositottdk mind a virus avirulencia faktorat (CP), mind a
novény megfeleld rezisztenciagénjét (RCY1) (TAKAHASHI et al., 2001).

Egyediilall6 médon a 2b fehérje képes mind virulencia, mind avirulencia faktorként
megjelenni a fert6zés soran. EI6bbi funkcidja a PTGS gatlasan keresztiil valosul meg (SHI et al.,
2002; SOARDS et al., 2002), ugyanakkor TMV vektorban kifejezve N. tabacum cv. Samsun
névényeken hiperszenzitiv reakciot indukal, melyet a 21. és 28. aminosavak hataroznak meg (LI
etal., 1999).

A CMV valtozatos tiinetei ellenére dohanyon eddig csak két izolatumarol jegyezték fel,
hogy képes hiperszenzitiv reakciot indukalni. Az Y/GM2 izolatumot Takahashi és munkatarsai
(2000) jellemezték részletesen, a HR kivaltasaért a virus kopenyfehérjéje felelés. A masik torzs
nevében is hordozza kiilonleges patologiai tulajdonsagat: ez a CMV N, azaz nekrotikus torzse
(FULTON, 1953; SALAMON et al., 1998). Ebben az esetben az la fehérje volt az avirulencia
faktor (DIVEKI et al., 2004).

Egy a kozelmultban megjelent kozlemény a spermine hormon jelatvivd szerepét
bizonyitotta a hiperszenzitiv reakcié és a CMV kolcsonhatasa soran A. thaliana névényben

(MITSUYA et al., 2009).

A jelenleg ismert 0sszes CMV izolatum lokalis 1éziot okoz a Chenopodium nemzetségbe
tartozd novényfajokon, egyetlen esetben sem fordult elé a virus szisztemikus fert6zése, ami

megkonnyiti a kiilonboz6 izolatumok szétvalasztasat.

2.4. A CMV altal okozott tiinetek

A CMV a legtobb gazdandvényen mozaikos tiineteket (3. abra) és torpiilést okoz, de
szamos mas, igen valtozatos tiinet is megjelenhet gazdandvénytdl és virusizolatumtdl fiiggden. A
mozaikos tiinetek esetén a vilagos régiok sejtjei nagy mennyiségben tartalmazzék a virust, mig a
sOtétebb részeken a viruskoncentracié igen alacsony (LOEBENSTEIN et al., 1977). A CMV
mindegyik RNS molekuldjarol és fehérjetermékérdl kimutattdk, hogy részt vesznek az igen
széles skalan mozgo betegségtiinetek (PALUKAITIS et al., 1992) kialakitasaban. Ezek koziil sok

esetben forditott genetikai (reverse genetics) megkozelitéssel sikeresen azonositottdk az adott
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erbfeszitések ellenére, amelyek a fertézott novényben lejatsz6dd biokémiai valtozasok

megismerésére koncentraltak, még rengeteg a megvalaszoland6 kérdés.

‘V

3. abra. Az uborka mozaik virus altal okozott tiinetek uborka levelén illetve termésén.
http://www.omafra.gov.on.ca/english/crops/hort/news/grower/2009/09gn09al.htm,

http://www.shouragroup.com/v_Cucumber_e.htm

Fontos megemliteni, hogy a természetben a CMV gyakran kevert fertdzésekben talalhato,
melynek tlinetei lehetnek mind stlyosabbak, mind pedig enyhébbek, mint az egyiittesen fert6z6
virusok tiinetei onmagukban. Jol ismert példa a CMV és a potyvirusok szinergizmusa mely igen
stlyos tiinetegylittest eredményez (PRUSS et al., 1997; WANG et al., 2002). Ugyancsak
drasztikusan megvaltoztathatja az egyes CMV torzsek altal okozott tiineteket a szatellit RNS-ek
jelenléte is (ESCRIU et al., 2000; STOMMEL et al., 1998). A szatellit RNS-ek 330-380
nukleotid hosszusagu linearis RNS molekuldk, melyek 6nallé replikaciora és enkapszidaciora
képtelenek, ezért szaporodasukhoz és terjedésiikhoz a CMV fehérjéit veszik igénybe (MOSSOP
¢s FRANCKI, 1978).

N. glutinosa tesztnévényen szisztemikus nekrozist okoz egy masik, Kinabol szarmazo, 1B
alcsoportba tartozo izolatum, a Cb7 (DU et al., 2007). Ebben az esetben a sulyos tiinetért a 2b
fehérje a felelés. A fehérje 55. aminosava sziikséges, de nem elégséges feltétele a szisztemikus
nekrozisnak, azonban ebben az esetben a 2a fehérje C-termindlis részének is esszencidlis szerepe
van a tiinet megjelenésében (DU et al., 2008).

Nekrotikus foltok megjelenhetnek nemcsak az inokulalt, hanem a szisztemikus leveleken
is, mint az a liliomrol izolalt HL izolatum A. thaliana szamos okotipusat fertézve tapasztalhato.
A kiilonb6z6 reasszortansokkal vald fertézés soran megallapitottak, hogy ebben az esetben a
genetikai determinans az RNS2 (INABA et al., 2011). A nekrotikus 1éziok Osszefiiggésbe
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hozhatéak a hidrogén-peroxid szint emelkedésével. A 2b fehérje C-terminalis része
kolcsonhatasba 1ép a CAT3 enzimmel, ennek kdszonhetéen a CAT3 a sejtmagban lokalizalodik.

Egy masik tiinettipusrol, a torpiilésr6l allapitottdk meg, hogy N. glutinosa-n a
funkcionalis 2b fehérjétél fiigg a CMV Q izolatum fert6zése soran (DING et al., 1995b), mig a
CMV R izoldtum esetén a kopenyfehérje 193-as aminosava hataroz meg nagyon hasonld

fenotipusu tiinetet (SZILASSY et al., 1999a).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti anyagok

3.1.1. Virustorzsek

A kisérleteinkhez a kovetkezo virusizolatumokat hasznaltuk:

Az 1. alcsoportba tartozé Rs-CMV torzset Salamon Pal izolalta retekr6l (Raphanus sativus L.),
komplementer DNS (cDNS) klonjait Divéki és munkatarsai készitették el (DIVEKI et al., 2004).

A 1I. alcsoportba tartozd Trk7-CMV torzset fehérherérél (Trifolium repens) izolaltak
(BECZNER et al., 1978), nukleotid sorrendjét Salanki és munkatarsai (1994), valamint Szilassy

¢s munkatarsai (1999b) hataroztak meg.

A sejtrél-sejtre torténd mozgas vizsgalatahoz hasznalt rekombinans RNS3-at Huppert Emese
készitette (HUPPERT et al., 2002). Ebben a mutans RNS3 klonban a CMV képenyfehérjét
kodold gént GFP génre, a mozgasi fehérjét kodolo gént pedig a Cymbidium gytrtsfoltossag
virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) mozgasi fehérjéje kodoldo génjére cserélték
(CMVcymMPACP-GFP).

3.1.2. Tesztnovények

A kisérletekhez iiveghazi koriilmények kozott nevelt, négy-otleveles N. clevelandii Gray., N.
glutinosa, N. tabacum L. cv. Xanthi nc, N. benthamiana C. quinoa Willd, C. amaranticolor
Coste es C. murale L. gazdanovényeket hasznaltunk. Az iiveghazban elénevelt novényeket
fertdzés utan fitotronba helyeztiik, szabalyozott hémérsékleti és fényviszonyok kozé. Ej/mappal

periodus: 10 ora s6tétben 18°C-on/14 dra megvilagitas mellett 23°C-on.

3.1.3. Baktérium torzsek

Escherichia coli DH5-a, GM2163 és TG90 torzsekben tartottuk fenn, illetve szaporitottuk a
kisérletekhez hasznalt cDNS klonokat.

Az infiltralashoz Agrobacterium tumefaciens C51C1 torzsét hasznaltuk.
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3.1.4. Vegyszerek és enzimek

Munkank soran kereskedelmi forgalomban kaphatd vegyszereket hasznaltunk (Reanal, Sigma,
Merck, Serva termékeket). A restrikciés endonukleazokat, modifikécios enzimeket, ribo- és
dezoxiribonukleotidokat a Thermo Scientific, Promega, Amersham ¢és New England Biolabs

cégektdl szereztiik be. A radioaktivan jelzett nukleotidok az IZINTA Kft. termékei.

3.2. Modszerek

3.2.1. Mutans ¢cDNS klonok eldallitasa

Munkank sordn Sambrook ¢és munkatirsai (1989) éaltal leirt standard molekularis biologiai

modszereket alkalmaztuk.

3.2.2. A 2a fehérje C-terminalis végének delécioja

Trk7-CMV RNS2 fert6z6képes klonjaba (pTrk2) STOP kodont épitettiink be a 2b fehérje ORF-
je elé, polimeraz lancreakcié (PCR) alapu mutagenezissel, a kovetkezd oligonukleotidokat
felhasznalva: 5’- TGTGTTAACAGTAGTGGTGTCGA-3’ (forward), 5’-
TTCGTTAACACACCCATTTTACTTCTT-3> (reverse). A mutaciot félkdvér betiivel, a
beépitett Hpal hasitohelyet aldhtizassal jeloltem.

Rs-CMV RNS2 fertézoképes klonjaba (pRs2) szintén STOP kodont épitettiink a 2b fehérje ORF-
je elé, a kovetkezd oligonukleotidokat felhasznalva: 5’-
CGTTGAGCTCCATATTACTTTCGCTGTTTGTTGG-3’ (reverse), 5’-
TATGGAGCTCAACGTAGGTGCAATGACAAACG-3’ (forward). A mutaciot félkovér

betlivel, a beépitett Sacl hasitohelyet alahuzassal jeloltem.

A PCR paraméterei a kovetkezOk voltak: az elsé 5 ciklus (1 perc denaturalds 94 °C, 1 perc
anellalas 48 °C, 10 perc szintézis 72 °C) utan az anellalasi hdmérsékletet megemeltiik 60 °C-ra a
hatralevd 25 ciklusra. A ciklus paraméterei az 6sszes mutans (a kovetkezd alfejezetben targyalt
alanine-scanning mutansoknal is) készitése soran megegyeztek. A PCR utan a terméket az
oligonukleotidba épitett hasitohelynek megfelelé endonukleazzal (Hpal illetve Sacl) vagtuk,

majd Gsszezartuk.

19



3.2.3. Az alanine-scanning mutansok eléallitasa

Az alanine-scanning mutaciokat a STOP kodont tartalmazo, pRs2-2a777 klonban készitettiik el.
Elészor a pRs2-2a777 klon egy 900 nt hosszu szakaszat (2133-3052) szubklonoztuk pGEM-T
Easy plazmid vektorba (Promega), majd a mutaciok utan a fragmentet visszaklonoztuk a pRs2-
2a777 fertdzoképes klonba. Az alanine-scanning mutagenezis soran, a 2b fehérje egymast kovetod
3-3 aminosavat alaninra cseréltiik PCR alapu mutagenezissel, a 2. szamu mellékletben felsorolt
oligonukleotidok felhaszndlasaval. A mutéciot félkovér betlivel, a beépitett Pstl hasitohelyet
aldhtizassal jeloltem. A mutdns cDNS molekulak EcoRI ¢s BamHI hasitohelyek kozotti
szakaszanak (a fragmentet, amit szubklonoztunk) nukleotid sorrendjét minden esetben
meghataroztuk, hogy a mutagenezis eredményességérél és a nem kivant mutacidk hianyarol
meggy6zodjiink. A hibatlan EcoRI BamHI szakaszokat visszaépitettiik az irdnyitott mutagenezis

templatjaként szolgald pRs2-2a777 klonokba.

3.2.4. A 2b fehérje 95-98 poziciéjaban talialhaté aminosavainak alaninra torténé cseréje

Rs-CMV RNS2 fert6zoképes klonjaban (pRs2) PCR-alapu mutagenezissel a 2b fehérje 9598
felhasznalva:  5’-GGGCTGCAGCGGCTTGGTTCGCCGGT-3’ (forward) és  5’-
GGCGCTGCAGCAAAATCATGGTCTTC-3 (reverse). A mutaciot félkovér betiivel, a
beépitett Pstl hasitohelyet aldhtizassal jeloltem.

3.2.5. In vitro RNS transzkripcio

A cDNS klonokat in vitro atirasuk el6tt Rs-CMV esetén BamHI endonukleazzal, Trk7-CMV
esetén pedig BamHI és HindIIl endonukledzokkal linearizaltuk. A 7-metil-guanozin sapkaval
ellatott fertdzoképes transzkriptumok szintézisét T7 RNS-polimerdzzal, szokdsos eljarasunk
szerint végeztiikk (SZILASSY et al., 1999a). Az in vitro transzkripcio 50 ul végtérfogatu reakcid
elegye tartalmazott 1 pg linearizalt templatot, 50 mM ATP-t, CTP-t, UTP-t és 6,25 mM GTP-t,
50 mM m’GpppG CAP-et, 50 u T7 RNS-polimerazt, 50 u RNéz inhibitort, 5 mM ditiothreitolt, 3
mM magnézium kloridot, 2 mM spermidint és 20 mM Tris-HCI-t. A reakcioelegyet 37 °C-on
inkubaltuk 60 percig. Az RNS transzkriptumok mindségét 1%-os agardz gélen elvalasztva

ellenodriztiik.
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3.2.6. A tesztnovények fertézése

A tesztnovények fertdzéséhez hasznalt inokulum azonos mennyiségben tartalmazta a cDNS
klonok CMV 1-es, 2-es illetve 3-as RNS-nek megfeleld in vitro transzkriptumait. Az in vitro
transzkriptumok elegyét 1:1 aranyban higitottuk inokulalé pufferrel (cellitet tartalmazo kalium-
foszfat puffer, pH=9,2). Az atfertézésekhez fertézott novények szovetnedvét higitottuk natrium-
fosztat pufferrel (pH=8,6). A fert6zés mechanikai uton tortént, az inokulumot iivegspatulaval

finoman a kifejlett levelekbe dorzsoltiik.

3.2.7. A virus RNS akkumulacio vizsgalata

Inokulalt levelek esetében 4 nappal, szisztemikus levelek esetében pedig 8, illetve 30 nappal a
fert6zés utan (dpi) vettiink mintat. Az 6ssznukleinsav kivonast 1 cm atmérdjii levélkorongokbol,
White és Kaper modszerével (1989) végeztiik. A Northern-analizishez formaldehid és formamid
tartalmi minta pufferben denaturaltuk a nukleinsav kivonatokat (65 °C-on 5 percig), majd
formaldehid tartalmt 1%-os agardz gélben elektroforézissel elvalasztottuk. A nukleinsavakat
Hybond-N membranra (Amersham—Pharmacia) vittiik at, UV fénnyel a membranhoz kotottiik
majd Sambrook és munkatarsai (1989) modszere szerint hibridizaltuk. A %P izotoppal jelolt
radioaktiv probakat random primer modszerrel készitettiik (Decalabel Kit, Fermentas). A

kisérleteink soran a CMV 3-as RNS-ére specifikus radioaktiv probakat hasznaltunk.

3.2.8. A mutaciok stabilitasanak vizsgalata

A mutaciok stabilitasanak vizsgalatahoz, az 6ssznukleinsav kivonast kovetden Qiagen OneStep
RT-PCR kitjét felhasznalva, kdvetve a gyarto utasitasait, reverz-transzkripciés PCR-t (RT-PCR)
végeztiink a 2b ORF-jére specifikus oligonukleotidokkal (forward 5’-
GTTTGCCTGGTGTTACGACACCGA-3’, reverse 5°-
GCGGATCCTGGTCTCCTTTTGGAGGCCC-3"). A PCR termékeket High Pure PCR product

Purification Kittel (Roche) tisztitottuk, majd nukleinsav sorrendjiiket meghataroztuk.

3.2.9. Agroinfiltracio

A kiilonb6z6 agrobaktérium-kultarak optikai denzitasat 600 nm-en (ODgo) Spektrofotométerrel
mértiik, majd 0,01 M MgCl,-t és acetosyringont tartalmazé MES pufferrel higitottuk a kivant
koncentraciora, ami kizarélag a GFP-t expresszald torzs esetében mindig ODgop 0,4, a tobbi
konstrukcio esetében 0,2 volt. Az agrobaktérium szuszpenzidval fecskendd segitségével 4-5
leveles GFP transzgénikus N. benthamiana novények leveleinek fonakjat infiltraltuk.
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3.2.10. A GFP fluoreszcencia detektalasa

A GFP fluoreszcencia detektalasahoz a tesztnovényeket 100 W-os UV lampaval vilagitottuk meg
(Blak Ray; model B100AP; UV Products). Fényképezéshez Nikon D100 kamerat és Hama
HTMC sziir6t hasznaltunk. A mikroszkopos felvételek Leica MZ10F mikroszkop segitségével
késziiltek.

3.2.11. Kvantitativ real-time RT-PCR (qRT-PCR)

A real-time PCR-hez friss leveleket folyékony nitrogénben dorzsoltiink el (30 mg-t mintanként),
majd SV Total RNA Isolation System (Promega) RNS kivono kittel RNS-t vontunk ki. A kivont
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kittel végeztilk (Fermentas), kovetve a gyarto
utasitdsait. Minden mintat harom ismétlésben mértiink. A PCR reakciohoz GFP mRNS-re
specifikus  oligonukleotidokat  hasznaltunk, melyek a  kovetkezék  voltak:  5’-
AGTGGAGAGGGTGAAGGTGATG-3’ (forward), illetve 5’-
TGATCTGGGTATCTTGAAAAGC-3”  (reverse). Bels6é  kontrollnak a  kovetkezd
oligonukleotidokat hasznaltuk: 5’-TGGTGTCCTCAAGCCTGGTATGGTTG-3* (forward),
illetve  5’-ACGCTTGAGATCCTTAACCGCAACATTCTT-3>  (reverse), melyek N.
benthamiana EF1 mRNS-ére specifikusak (GenBank accession number: DQ321490). A PCR
reakcid paraméterei a kovetkezok voltak: 1 perc denaturalas 95°C, 1 perc anellalas 60°C, 1 perc

szintézis 72°C, 30 ciklus. A real-time PCR reakciot Stratagene Mx300Pro gépben végeztiik.

3.2.12. A 2b fehérje hisztidin jelolése

A 2b fehérje C-terminalis végének hisztidinnel valo jeloléséhez az pRs2-2a777 plazmidot, illetve
a kovetkezd oligonukleotidokat hasznaltuk: 5’-ATTGAGCTCGTAGTACAGAGTTCAGGG-3’
¢s 5’-GGATCCTCAGTGATGATGATGATGATGGAAAGCACCTTC-3’. A Sacl és BamHI
hasitohelyeket aldhuzassal jeloltem. A fragmentet eldszor pGEM-T Easy vektorba épitettiik,

majd pBin61s vektorba szubklonoztuk a Sacl és BamHI restrikcios helyeket felhasznalva.

3.2.13. Fehérje-analizis

A fehérje kivonatokhoz N. benthamiana novény infiltralt leveleib6l szedtiink mintanként 20—-20
mg-ot. A levélkorongokat hiitott mozsarban, Laemmli pufferben homogenizaltuk, majd 5 perc
forralassal denaturaltuk, melyet centrifugéalds kovetett (5 perc, 10000 g). A mintakat (1-t6l 10
ul-ig) 17,5%-os akrilamid gélen futtatuk meg, majd Hybond-C membranra vittiik at. Az
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immunoblot analizishez a Qiagen cég Penta-His HRP Conjugate Kit-jét hasznaltuk, kovetve a

gyart6 utasitésait.

A fluoreszcens fehérjék kimutatasahoz két levélkorongot Laemmli pufferben homogenizaltunk,
majd denaturalds nélkiil 12%-os akrilamid gélen elvélasztottuk. A fehérjéket UV lampéaval
megvilagitva detektaltuk (UV Products, Blak—Ray B-100SP).

3.2.14. Molekulamodellezési modszerek

A teljes hosszsagi 2b fehérje elkészitésé¢hez I-TASSER programot, valamint az Rs-CMV
izolatum 2b fehérje aminosav sorrendjét hasznaltuk (accession number: AJ517801) (ZHANG,
2008; ROY et al., 2010). A biologiailag aktiv, tetramer ribonukleoprotein-komplex Schrodinger
Suite molekulamodellezd szoftver segitségével késziilt (SCHRODINGER).
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4. EREDMENYEK

4.1. A 2a fehérje C-terminalis vége nem sziikséges a virusfertézéshez

Mivel a 2a fehérje C-termindlis vége részben atfed a 2b fehérjével, ezért elészor a 2a

cres

mindkét alcsoport esetében, mely a 2a fehérje N-terminalis végét igen, az atfedd, C-terminalis
régidjat azonban nem tartalmazta, mikozben a 2b fehérje valtozatlan maradt. A mutans
virusokkal (Rs2-2a777, Trk7-2a777), illetve az eredeti izolatumokkal a CMV kiilonb6z6
tesztnovényeit (N. tabacum L. cv. Xanthi nc, N. benthamiana, N. glutinosa, N. clevelandii)
inokulaltuk. Megdllapitottuk, hogy a vizsgélt tesztnovényeken a tiinetek jellege ¢&s

kialakulasanak iiteme nem kiilonbozott a vad-tipusu illetve a mutans virusok esetén (4. abra). A

tiineteket hat héten keresztiil vizsgaltuk, a mutansok genotipusanak stabilitasat RT-PCR-t kdvetd

delécidja sem a tiinetek megjelenésének {litemében, sem jellegében, sem az RNS
csokkenését egyik alcsoport esetében sem tudtuk kimutatni. Megéllapithatjuk, hogy a 2a fehérje
C-terminalis régidja a virusevolucio soran elveszthette eredeti funkciojat, és jelenleg a 2b fehérje
esszencialis funkcioi stabilizaljak a nukleinsav sorrendjét az altalunk vizsgalt ndvények esetében.
Ugyanakkor nem zarhat6 ki, hogy més gazdandvények vizsgéalata soran ennek a régionak ne

lehetne fontos szerepe a virusfertdzés soran.
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Trk7-2a777 CMV

Trk7-2a777 CMV

Trk7-2a7774€ v Negativ kontroll Rs-2a777 CMV Negatit

4. abra. A vad-tipusu (Rs-CMV, Trk7-CMV) és a mutans virusok (Rs-2a777 CMV, Trk-
2a777 CMV) altal okozott tiinetek N. tabacum L. cv Xanthi (A), N. glutinosa (B) és N.

benthamiana (C) tesztnévényen 14 nappal a fert6zést kovetden.
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5. abra. A vad-tipusu (Rs-CMV) és a mutans virus (Rs-2a777 CMV) altal okozott tiinetek N.
clevelandii tesztnovényen 14 nappal a fertézést kovetden (A). Virusakkumulacio N. clevelandii
szisztemikus leveleiben. (B). A kép also részén a levelekbdl kivont, etidium-bromiddal festett
0ssz-nukleinsav lathato a Northern-hibridizacio el6tt. A hibridizaciohoz hasznalt proba Rs-CMV

RNS3-ra volt specifikus.

4.2. A 2b fehérje alanint hordozé mutansainak vizsgalata N. clevelandii és C. murale

tesztnovényeken

Az Rs-2a777 fert6zOképes klonjat felhasznalva a 2b fehérje egymast kovetd 3-3
aminosavat alaninra cseréltiik (,,alanine-scanning” mutagenezis) (6. abra). Az igy elkésziilt 37
mutanssal N. clevelandii, valamint C. murale névényeket fertztiink. A fertézést Northern-
analizissel kovettiik nyomon mind az inokulalt, mind a szisztemikusan fert6z6dé levelekben 30
napon at, majd a mutansok genotipusanak stabilitasait RT-PCR-t kovetd nukleinsav sorrend

meghatarozassal ellendriztiik.
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1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12
MEL NVG AMT NVE LQL ABRM VEA KKQ RRR SHE QNE RER

12 14 15 1& 17 18 1% 20 21 22 23 24
GHE SPS ERA RSN LRL FRF LPF YQWV DGS ELT GSC RHV

25 26 27 2B 2% 30 31 32 33 34 35 38 37
NVA ELF ESE ASR LEL SAE DHD FDD TDW FAG NEW AEG AF

6. abra. A 2b fehérje aminosav sorrendje, valamint az alanine-scanning soran elkészitett
mutaciok sematikus abraja. A sorszamok alatti tripletek jelzik, hogy az egyes mutansoknal

melyik 3-3 aminosavat cseréltiik alaninra.
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7. abra. N. clevelandii tesztnovények 14 nappal az Rs-2a777 CMV, illetve az ,,alanine-scanning”

mutansokkal valo fert6zést kovetden
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A mutans virusok tobbsége az eredeti Rs-2a777 izolatummal megegyez0 tiineteket

mutatott N. clevelandii tesztnovényeken (7. abra), a Northern-analizis bizonyitotta a virus RNS

crer

Négy mutans esetében a 30 napos Kkisérleti periodus soran a fert6zott tesztnovények
tinetmentesek maradtak (MEL/1-3/AAA, NVE/10-12/AAA, SPS/40-42/AAA, HRV/70-
72/AAA). Négy tovabbi esetben (KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA,
LPF/55-57/AAA) a tiinetek sokkal gyengébbek voltak, mint a kontrollként hasznalt virus
esetében (Rs2-2a777), még 14 nappal a fertézés utan is (7. abra). Ezen nyolc mutans koziil
hatbol viriont tudtunk tisztitani 30 nappal a fert6zés utan (NVE/10-12/AAA, KKQ/22-24/AAA,
QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, SPS/A0-42/AAA, LPF/55-57/AAA), bar a

viruskoncentracio sokkal alacsonyabb volt, mint a tobbi mutans, illetve a vad-tipus esetében.

A szisztemikusan fert6zott levelekben a legtobb mutans virus RNS kimutathaté volt 8
nappal a fertézést kovetden. Két mutans esetében a virus RNS koncentracidja sokkal
alacsonyabb volt (SPS/40-42/AAA, LPF/55-57/AAA) az Rs-2a777 CMV kontroll fert6zéshez
képest, négy tovabbi mutans esetén pedig virus RNS-t nem tudtunk kimutatni (MEL/1-3/AAA,
NVE/10-12/AAA, QNR/31-33/AAA, HRV/70-72/AAA) (8. abra).
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8. abra. Virusakkumulaci6 N. clevelandii szisztemikusan fertézott leveleiben 8 nappal a fert6zést
kovetden. A kép also részén a levelekbdl kivont, etidium-bromiddal festett 6ssznukleinsav
lathaté a Northern-hibridizacio el6tt. A hibridizacidhoz hasznalt proba Rs-CMV RNS3-ra volt

specifikus

30 nappal a fertézés utan megismételtiik a Northern-analizist azoknal a mutansoknal ahol
a vad-tipustol eltérd fenotipusu tiineteket figyeltiink meg, illetve amelyeknél az el6z6 Northern-
analizis eredményei indokoltdk. Hat mutans esetén (NVE/10-12/AAA, KKQ/22-24/AAA,
QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, SPS/40-42/AAA és LPF/55-57/AAA) a virus RNS
detektalhatdé volt, annak ellenére, hogy nem, vagy nagyon gyenge tiinetek jelentek meg a

tesztnovényeken, bar a virus RNS koncentracidja ezekben az esetekben joval alacsonyabb volt,
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mint a kontroll virusnal (9. abra). Az MEL/1-3/AAA ¢és az RHV/70-72/AAA mutansok virus
RNS-¢ét a 30 napos kisérlet soran egyszer sem tudtuk kimutatni a szisztemikusan fert6zott
levelekben. A szisztemizalddé mutansok genotipusanak stabilitasat minden esetben ellendriztiik

RT-PCR-t kdvetd nukleinsav sorrend meghatarozassal, ¢s minden esetben stabilnak bizonyultak.
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9. abra. Virusakkumulaci6 N. clevelandii szisztemikusan fert6zott leveleiben 30 nappal a
fertdzést kovetden azon mutansok esetén, melyek eltérden viselkedtek a vad-tipust virushoz
képest. A kép also részén a levelekbdl kivont, etidium-bromiddal festett 6ssznukleinsav lathato a

Northern-hibridizacio el6tt. A hibridizacidhoz hasznalt proba Rs-CMV RNS3-ra volt specifikus

A mutans virusokkal C. murale tesztnovényeket is fertéztiink, melyen a kiilonb6z6 CMV
1zolatumok csak lokalis 1éziokat indukalnak. A vizsgalt mutinsok tobbsége lokalis lézidkat
okozott C. murale tesztndvényen, mint ahogyan a vad-tipusti virus is, azonban a léziok
fenotipusaban lényeges eltérések voltak (pl.: az AMT/7-9/AAA és az AEG/106-108/AAA
mutansok sokkal nagyobb 1ézidkat okoztak, mint az Rs-2a777). A MEL/1-3/AAA ¢és az
RHV/70-72/AAA mutansokkal valo fert6zés esetén nem alakultak ki 1éziok a kisérleti periodus
alatt (10. &bra).
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10. abra. C. murale tesztnovények inokulalt levelei 5 nappal az Rs-2a777 CMV-vel, illetve az

»alanine-scanning” mutansokkal valo fertézést kovetéen

4.3. Az eltéro tiineteket okoz6 mutansok géncsendesités szupresszor aktivitasa

Mivel a 2b fehérje elsddleges funkcidja a ndvény poszttranszkripcionalis géncsendesitési
mechanizmusénak gatlasa, ezért kovetkezd 1épésként a szupresszid erdsségét vizsgaltuk annak a
nyolc mutansnak az esetében, melyek a vad-tipust virustol eltérd tiineteket mutattak a
tesztnovények fertézése soran. A GFP-t kodoldo DNS szakaszt, illetve a vad-tipusu vagy a mutans
2b fehérjéket kodolo DNS fragmentet hordozo (MEL/1-3/AAA, NVE/10-12/AAA, SPS/40—
42IAAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, LPF/55-57/AAA, RHV/70-
72/AAA) pBin plazmiddal N. benthamiana tesztnovényeket agroinfiltraltunk. A szupresszor
aktivitdst GFP fluoreszcencia vizualizalasaval vizsgaltuk, majd qRT-PCR analizissel
kvantifikaltuk. Hat mutanssal val6 infiltralas esetén a GFP fluoreszcencia erdsen redukéalodott a
vad-tipusi 2b fehérjéhez képest (NVE/10-12/AAA, SPS/40-42/AAA, KKQ/22-24/AAA,
QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, LPF/55-57/AAA). Egy esetben (MEL/1-3/AAA) a
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fluoreszcencia csak kismértékii csokkenést mutatott, az RHV/70-72/AAA mutanssal vald

infiltralas soran pedig lényegében valtozatlan maradt (11. abra).

A GFP mRNS-ek szintjének valtozasat qRT-PCR-rel is nyomon kovettiik. Normalizacids
kontrollnak N. benthamiana EFlo transzkriptumat hasznaltuk. A qRT-PCR analizis
megerdsitette a vizualis megfigyelés eredményét, 6t mutans eset¢tben a GFP mRNS szint
nagymértékben redukalodott (SPS/40-42/AAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34—
36/AAA és LPF/55-57/AAA). Az NVE/10-12/AAA mutanssal vald infiltralas hatasara a GFP
mRNS szintje mintegy felére csokkent a vad-tipusu konstrukcidohoz képest, az MEL/1-3/AAA és
az RHV/70-72/AAA mutansoknal ez a csokkenés csak kismértékli volt, ezekben az esetekben a
konstrukciok képesek voltak szupresszalni a GFP riporter gén csendesitését, amit a
fluoreszcencia megfigyelése is igazolt. Az NVE/10-12/AAA, SPS/40-42/AAA, KKQ/22—
24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA és az LPF/55-57/AAA konstrukciok vizsgalata
soran tapasztalt GFP fluoreszcencia csokkenésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fertdzés
jellemzdinek valtozasaért a megvaltozott szupresszor aktivitds vagy a fehérje megvaltozott

stabilitasa lehet a felelds.
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11. abra Az RNS csendesités szupresszioja. A GFP mRNS—t, illetve a mutans 2b fehérjeket
(MEL/1-3/AAA, NVE/10-12/AAA, SPS/40-42/AAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA,
RER/34-36/AAA, LPF/55-57/AAA, RHV/70-72/AAA) kddold6 mRNS-t tartalmazo6 pBin
plazmiddal agroinfiltraltunk N. benthamiana tesztnovényeket (A). Real-time PCR az infiltralt
levelekbdl (B)

4.4. A mutans fehérjék stabilitasanak vizsgalata

Kovetkezd 1épésként vizsgéltuk a nyolc mutdns fehérje stabilitdsat agroinfiltralt N.
benthamiana levelekben. A 2b fehérje (Rs2a777) C-termindlis végéhez hat hisztidint
kapcsoltunk Du ¢€s munkatirsaihoz hasonléan (DU et al., 2014), majd az igy elkésziilt
Rs2a777His plazmidot tartalmazé agrobaktériummal N. benthamiana névényeket infiltraltunk. A
vizualis detektalas valamint a qRT-PCR analizis igazolta, hogy a fluoreszcencia ugyanolyan
mértékit az Rs2a777 és az Rs2a777His esetében. Western blot segitségével tamasztottuk ald a
aktivitdsa azonos, ami megegyezik a Du és munkatarsai altal kapott eredményekkel (nem
bemutatott adat).
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Mivel a hisztidin jelolés nem okozott valtozast a fehérje géncsendesités szupresszor
aktivitasaban, a 6xHis részt hozzakapcsoltuk azon 8 mutans fehérjéhez, melyek eltérd fenotipust
okoztak a vad-tipust virusizolatumhoz képest. Az igy elkésziilt mutansokkal N. benthamiana
tesztnovényeket agroinfiltraltunk, majd Western-analizissel vizsgaltuk a fehérjék stabilitasat (12.
abra). A kapott eredmény igazolta a 2b mutdns fehérjék stabilitdsat és egyenld mértékil
megvaltozott géncsendesités szupresszor aktivitdsokbol adddnak, és nem a fehérjék
instabilitasabol. Mindezeket Osszevetve megallapithatjuk, hogy a NVE/10-12/AAA, SPS/40—
42IAAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA ¢és LPF/55-57/AAA
mutansok kevésbé hatékonyan szupresszaljak a géncsendesitést, mint a vad-tipust fehérje,

mikdzben a MEL/1-3/AAA és az RHV/70-72/AAA mutansok szupresszor aktivitasa alig sértil.

MEL/1-3/AAA
NVE/10-12/AAA
RHV/70-72/AAA
KKQ/22-24/AAA
LPF/55-57/AAA

RER/34-36/AAA

Rs-2a777-His
SPS/40-42/AAA

QNR/31-33/AAA

35S:GFP

2b-His detektalas

- & -8 B 8 & § ’“ . Coomassiefestés

12. abra Az Rs-2a777-His és a His-jelolt mutans 2b fehérjék stabilitasanak vizsgalata az infiltralt
levelekben Western-blot analizissel
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4.5. Az eltéro tiineteket okozo mutansok sejtrol-sejtre torténé mozgasanak vizsgalata

A géncsendesités szupresszor aktivitas valtozasa nem magyarazta az Osszes esetben az
eltéré fenotipus megjelenését a fertdzott N. clevelandii névényeken, ezért kovetkezo 1épésként a
mutans virusok sejtrol-sejtre terjedésének vizsgalatat végeztiik el. Csoportunk korabbi munkaja
soran elkésziilt egy rekombinans RNS3 molekula, melynek segitségével a virus sejtrol-sejtre
terjedése vizualisan nyomon kovethetd. Ebben a mutans RNS 3 klonban a CMV kopenyfehérjét
kodolod gént GFP génre, a mozgasi fehérjét kodold gént pedig a Cymbidium gytrisfoltossag
virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) mozgasi fehérjéje kodold génjére cseréltiik
(CMVcymMPACP-GFP). A rekombindns RNS3 klén GFP expresszidja segitségével a virus
sejtrol-sejtre terjedése kovetheté nyomon Chenopodium fajokban (HUPPERT et al., 2002). Az
Rs-CMYV izolatum RNS1, a rekombinans RNS3, a vad-tipusi RNS2 és az eltéro tiineteket mutato
mutans RNS2 molekulak fertézéképes klonjaibol késziilt in vitro transzkriptumokkal C. murale
tesztnovényeket fertéztink. Az epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalat soran az NVE/10-
12/AAA, SPS/40-42/AAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA és az
LPF/55-57/AAA mutansok esetében a virus hatékony terjedése volt megfigyelhet. Ezeknél a
fert6zott sejtekre, a virus hatékonyan képes terjedni a kornyez6 sejtekbe (13. abra). Azokon a
leveleken, amelyeket az MEL/1-3/AAA, illetve az RHV/70-72/AAA mutans virusokkal
fertdztiink, csak néhany kiilonallo sejt fluoreszcencidja volt megfigyelhetd. A fertdzés csak
néhany kiilonallo sejtre korlatozodott még 3 nappal a fertdzést kdvetden is, annak ellenére, hogy

e két mutans géncsendesités szupresszor aktivitdsa nem csokkent.
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13. abra. A GFP-t expresszalé rekombinans RNS3-mal és az Rs-2a777-tel, illetve az eltérd
fenotipust okozo 8 mutans virussal fert6ézott C. murale inokulalt leveleinek epifluoreszcens

mikroszkdpos képe
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4.6. Az alanine-scanning eredmények osszevetése a molekulamodellezés eredményével

A 2b fehérje részleges térszerkezete ismert, két hosszi egymashoz képest 120°-0s szdget
bezard a-hélixbdl all, és tetramer formaban biologiailag aktiv (CHEN et al., 2008). A SiRNS-
eket ugy koti meg, hogy két 2b fehérje kampdszeriien belekapaszkodik a duplaszali RNS nagy
arkaba. A sejtekben jelenlévo biologiailag aktiv forma tetramer szerkezet, tehat 2 darab siRNS
megkotéséhez négy 2b fehérje sziikséges. A 2b fehérje mintegy 40 aminosav hosszusagi C-
terminalis doménjének szerkezete azonban nem ismert, ezért molekulamodellezési mddszerekkel
készitett teljes hosszisagi 2b fehérje szerkezetét hasznaltuk a tovabbiakban. Az alanine-
scanning mutansok patologiai jellemz6irél kapott kisérleti eredményeket Osszevetettiik a

ribonukleoprotein térszerkezetével (14. abra).

A KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, és az RER/34-36/AAA mutaciok az elsé o-
hélix kozepén illetve végén helyezkednek el, a fehérje RNS-koto feliiletén. Feltételezhetéen az

RNS-kotd képesség csokkenése okozza e mutaciok funkciovesztését.

Az SPS/A0-42/AAA mutacid a masodik o-hélix elsé felén talalhatd. Nagy
valdszinliséggel a mutiacido megbontja a masodik a-hélix integritasat, igy elrontva a fehérje RNS-

koto képességét.

Az NVE/10-12/AAA mutaci6é az Ggynevezett leucin-cipzar mechanizmussal kialakulo
elsé a-hélix elején helyezkedik el, igy ezekben az esetekben valoszintlileg nem tud kialakulni a

fehérje biologiailag aktiv, tetramer formaja.

Az LPF/55-57/AAA a masodik a-hélix végén helyezkedik el a siRNS nagy arkaban. A
kisérleti adatok alapjan ez a mutans lassan szisztemizalodik, aminek oka valdsziniileg csokkent

stabilitasi RNS-fehérje komplexek kialakulasa.
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14. abra. A siRNS-2b nukleoprotein-komplex sematikus abraja, lokalizalva a nyolc mutacio,
amely eltéré fenotipust okozott N. clevelandii tesztnovényen. Azokat az aminosavakat, amelyek
a sejtrol-sejtre torténd mozgashoz esszencialisak, pirossal jeloltiik, a géncsendesités
szupresszalasaban fontos aminosavak pedig zoldek (A). A kis RNS-eket kék, a 2b fehérjét pedig
sziirke szinnel abrazoltuk, az elsddlegesen fert6zott sejtekben lokalizalodd mutansokat piros

szinnel jeloltiik (B).
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4.7. A 2b fehérje C-terminalis végét bivalens fémionok stabilizaljak

crer

termindlis doménjének szerkezetérol, kisérletes adatok vannak azonban arrél, hogy a domén
delécidja modositja a kialakuld tiineteket, és lassithatja a virus novényen beliili terjedését
(LEWSEY et al, 2009; LEWSEY et al, 2010). A hagyomanyos szerkezet-funkcio
meghatdrozasara alkalmazhaté modszerek hatékonysagat limitalja a 2b fehérje esetén az a tény,
hogy a fehérje C-termindlis vége rendezetlen szerkezeti. Kiilonb6z6 molekuladinamikai
szimuldcios programok segitségével (I-TASSER) azt taldltuk, hogy a 95., a 96. és a 98.
pozicioban talalhaté aszparaginsavak stabil Mg2+-k6t6helyet alakitanak ki, mely feltételezhetéen

stabilizalja a fehérje C-terminalis doménjét (nem bemutatott adat).

A molekulamodellezési eredmények biologiai relevancidjanak vizsgalata céljabol Rs-
CMV fertézéképes klonjat felhasznalva, PCR alapi mutagenezissel a 2b fehérje 95-98
pozicigjdban taldlhatdé aminosavait alaninra cseréltik (Rs2DDTD/95-98/AAAA). Az igy
elkésziilt mutans virussal, valamint a vad-tipusi virussal N. clevelandii és N. glutinosa
tesztnovényeket fertoztiink. A fertézést Northern-analizissel kovettilk nyomon, 4 és 8 nappal a
fertézést kovetden. A mutacio stabilitasast RT-PCR-t kovetd nukleinsav sorrend analizissel
ellendriztiik. A mutans virussal valo fertdzés soran mindkét tesztndvény esetén a tiinetek csak 6—
8 nappal a fertdzést kdvetden jelentek meg, szemben a vad-tipusu virussal, melynél mar 4-6
nappal a fert6zést kovetden megjelentek az elsé virustiinetek. A tiinetek gyengébbek voltak mind
N. clevelandii mind pedig N. glutinosa tesztnovény esetén a vad-tipust virus tiineteihez képest.
(15. abra). A Northern-analizis megerésitette a tesztnovényeken megfigyelhetd kiilonbségeket, a
mutans szisztemikus terjedésének sebessége csokkent, a felsébb, nem inokulalt leveleken a virus
RNS-t csak 8 nappal a fertézést kovetéen tudtuk detektalni. Ekkorra a mutans virus RNS
koncentracidja mar nem tért el a vad-tipustol N. clevelandii novényeknél, N. glutinosa

tesztndovények esetében azonban nagymeértéki kiilonbség mutatkozott (15. abra).
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15. dbra. Az Rs2DDTD/95-98/AAAA-CMYV és a vad-tipust Rs-CMV izolatum éaltal okozott
tiinetek N. clevelandii (A) illetve N. glutinosa (B) tesztnovényeken, valamint a virus RNS

akkumulacidja 4 illetve 8 nappal a fertézést kovetden.
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4.8. Uj tudomanyos eredmények

1. C-terminalis régioval nem rendelkezo 2a fehérjét expresszalo6 CMV RNS2 (Rs-2a777 és
Trk7-2a777) mutansok felhasznalasaval kiilonboz6 Nicotiana fajokat fertézve megallapitottuk,
hogy a fehérje C-terminalis régidja nem sziikséges a hatékony virusfertdzéshez egyik CMV

alcsoport esetében sem.

2. A 2b fehérje alanine-scanning mutagenezise soran meghataroztuk azt a nyolc fehérje
régiot, aminek kulcsszerepe van N. clevelandii tesztnovényeken a szisztemikus tiinetek
kialakulasaban. Két mutans esetében a tesztnévényeken nem alakultak ki tiinetek, és a virus RNS
sem Northern-analizissel, sem RT-PCR soran nem volt kimutathaté a nem inokulalt levelekben.

Hat esetben a virus sokkal késébb szisztemizalodott, mint a vad-tipusu Rs-CMV izolatum.

3. A N. clevelandii tesztnévényeken a vad-tipust virustol eltéré tiineteket mutatd nyolc
mutans 2b fehérjéinek PTGS gatlo aktivitasat vizsgalva megéllapitottuk, hogy hat mutans

esetében a fert0zési jellemzok valtozasaért a megvaltozott szupresszor aktivitas a felelds.

4. A mutans virusok sejtrol-sejtre terjedésének vizsgalata soran kimutattuk, hogy a nyolc
mutans koziil ketté az elsddlegesen fert6zott sejtekben lokalizalodott, a szomszédos sejtekbe

nem jutott 4t, mikozben PTGS aktivitdsa nem sériilt.

5. Két olyan mutins azonositottunk a 2b fehérjén, mely megakadalyozza a virus
szomszédos sejtekbe jutasat, igazolva ezzel a 2b fehérje kozvetlen szerepét a virus sejtrol-sejtre

torténd mozgasaban, fiiggetleniil a géncsendesités szupresszalasatol.

crer

hogy a CMV 2b fehérje C-termindlis végét bivalens fémionok stabilizaljdk. Kisérletesen
bizonyitottuk, hogy a Mg2+-k6t6hely megvaltoztatasa alapvetden atalakitja a CMV patoldgiai

jellemzdit.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az uborka mozaik virus egyike a legszélesebb gazdandvénykorrel rendelkezd ndvényi
virusoknak, amely sulyos gazdasagi karokat okoz, elsésorban a z6ldségnovény-termesztésben. A
novényvirologiai kutatasokban az elmult években a névényi géncsendesités szupresszalasaban
szerepet jatszo virusfehérjék tanulmanyozésa volt az egyik legintenzivebben vizsgalt teriilet. A
CMV 2b fehérjéje multifunkcionalis fehérje, szerepét igazoltdk a virus fert6zési ciklusanak
majdnem Osszes 1épésében, valamint a ndvényi géncsendesitési mechanizmus szupresszalasaban.
Doktori munkam soran a 2b fehérje részletes analizisét végeztiik el, Un. alanine-scanning
mutansok felhasznalasaval. Osszesen 37 mutanst készitettiink, mellyel N. clevelandii és C.
murale tesztnovényeket fertoztiink, vizsgalva az igy elkésziilt mutans virusok fert6zési
tulajdonsagait. Az eltérd fenotipust eredményezd mutansok dontd része a poszttranszkripcionalis
géncsendesitési mechanizmus szupresszalasanak képességében karosodott. Eredményeink
alapjan N. clevelandii tesztndvényen a 2b fehérje 37 alanin mutansa koziil nyolcnak van dramai

hatdsa a CMV fertdzési tulajdonsagaira.

Az RNS csendesités novények elsédleges védekezési mechanizmusa a kiilonb6zo
korokozok ellen. Az antiviralis RNS csendesités kivaltoi kettdsszalu intermedier RNS molekulak
(QI et al., 2009; DONAIRE et al., 2009). A PTGS mechanizmusanak kivaltoja egy kettésszalt
RNS (dsRNS), amely transzgén vagy virus eredetli. A virus eredeti dSRNS-eket elsdsorban a
DCL4 enzimkomplex ismeri fel és darabolja 2124 bp-nyi RNS-ekre (siRNS) (HAMILTON et
al., 2002). A képzddott siRNS-ek beépiilnek a RISC komplexbe, amely igy a siRNS-ekkel
homolog szekvencidkat felismeri és felhasitja azokat. A RISC komplex részét képezik az un.
Argonaute (AGO) fehérjék (VAUCHERET, 2008). Szamos ndvényi virus rendelkezik un.
szupresszor fehérjével (VSRs), amely segitségével képes kivédeni ezt a ndvényi védekezd
rendszert. Ezek koziil is az egyik legkorabban felfedezett a CMV 2b fehérjéje, amelyrdl
kimutattak, hogy képes fizikai kolcsonhatasba 1épni az AGOI1 fehérjével. Ez az interakcid aztan
az AGO1 hasito képességének csokkenéséhez, ezaltal a RISC komplex funkcidvesztéséhez vezet
(ZHANG et al., 2006). A 2b fehérje képes tovabba a siRNS-ek kotésére (GONZALEZ et al.,
2010), ami megakadalyozza a siRNS-ek szisztemikus terjedését a novényben (GUO és DING,
2002). A siRNS kotés feltétele a 2b géncsendesités szupresszor aktivitasanak, amely a legutobbi
kutatasok szerint fliggetlen az AGO kotést6l (DUAN et al., 2012).

Az altalunk vizsgalt mutansok koziil négy, melyeknek géncsendesités szupressszor

crer
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helyezkedik el. Ennek a régionak, melyen a KKQ/22-24/AAA, a QNR/31-33/AAA és az
RER/34-36/AAA mutansok talalhatoak, a kis RNS kotésben van szerepe (CHEN et al., 2008;
GONZALEZ et al.,, 2010; GONZALEZ et al.,, 2012). A régi6 delécidja géncsendesités

szupresszor aktivitas csokkenéséhez vezet.

Harom mutans (KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA) pozicidja atfed
a fehérje sejtmagi lokalizacios szignaljaival, melyek nagyon konzervaltak a kiilonb6z6 CMV
izolatumok esetén (LUCY et al., 2000; MAYERS et al., 2000), delécidjuk a fehérje
citoplazmaban torténd lokalizacidjat eredményezik (DUAN et al., 2012). Az eddigi szakirodalmi
adatok alapjan a 2b fehérje sejtmagi lokalizdcidoja nem sziikséges a géncsendesités
szupresszalasahoz (DUAN et al., 2012). Az RRR/25-27/AAA mutans fertézési tulajdonagai is
alatamasztjak, hogy a sejtmagi lokalizacido hidnya nem feltétleniil valtoztatja meg a fertézés

soran a CMV fenotipusat.

A CMV 2b fehérjéjével homolog TAV 2b fehérje térszerkezete részben ismert, két,
egymassal 120°-0s szoget bezar6 alfa-hélixbdl all (CHEN et al., 2008). A siRNS-eket ugy koti
meg, hogy kampdszeriien belekapaszkodik a siRNS nagy arkaba, hosszliisagi preferencia alapjan,
szekvenciatdl fliggetleniil. Tetramer forméaban biologiailag aktiv: négy 2b fehérje kot két siRNS-
t. A C-termindlis domén azonban hidnyzik a rontgenszerkezetbdl, ezért molekulamodellezési
modszerekkel teljes hosszisagu 2b fehérjét, valamint nukleoprotein-komplexet készitettiink. A
KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, és az RER/34-36/AAA mutansok az elsé alfa-hélix
kozepén, illetve végén helyezkednek el, a fehérje RNS-koto feliiletén, igy feltételezhetden az

RNS-kot6 képesség csokkenése okozza ezen mutansok funkcidovesztését.

Az SPS/40-42/AAA mutans nem okozott tiineteket N. clevelandii tesztnévényen, és
csokkent géncsendesités szupresszor aktivitassal rendelkezett. A mutacid a fehérje feltételezett
foszforilacios helyén helyezkedik el (LUCY et al., 2000). Ez a foszforilacios hely konzervalt az
Osszes CMV izolatumban, és korabban mar igazoltdk szerepét a sejtmagi lokalizacidban illetve a
siRNS kotésen keresztiil a PTGS gatlasaban (GOTO et al., 2007; GONZALEZ et al., 2010).
Mindkét szerin sziikséges a tiinetek kialakulasahoz (LEWSEY et al.,, 2010). A mutacidé a
masodik alfa-hélix elsé felén helyezkedik el, és vélhetden megbontja a masodik alfa-hélix

integritasat, ezaltal rontja a fehérje RNS-koto képességét.

Az NVE/10-12/AAA és az LPF/55-57/AAA mutaciok hatasara a virus fertézoképessége,
valamint a 2b fehérje szupresszor aktivitdsa csokken, azonban ezekrdl a mutaciokrol korabbi
szakirodalmi adatok nem allnak rendelkezésre. Az NVE/10-12/AAA mutacié az un. leucin-
cipzar mechanizmussal kapcsolodo elsé alfa-hélix elején talalhato, az in silico analizisbél arra
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kovetkeztethetiink, hogy a mutacio gatolja a tetramer forma kialakuldsat (15. abra). A mutans
részben megtartotta szupresszor aktivitasat, habar az joval gyengébb volt, mint a vad-tipusa 2b
esetén, amit a real-time PCR eredményei is alatamasztottak (11. abra). Az LPF/55-57/AAA a
masodik alfa-hélix végén talalhato, a SIRNS-ek nagy arkanal. Ebben az esetben csokkent
stabilitasu fehérje-RNS komplex jon létre, a fehérje azonban a funkcidjat még nem teljesen

veszitette el (15. abra).

Az elézéekben targyalt mutansok géncsendesités szupresszor aktivitdsanak csokkenése
nem gatolta a virus sejtrél-sejtre torténd terjedését, amit a GFP fluoreszcencia terjedése is

igazolt, azonban a virus koncentracioja joval alacsonyabb marad, mint a vad-tipus esetén.

Két mutanssal vald fert6zés esetén (MEL/1-3/AAA és RHV/70-72/AAA), melyek
géncsendesités szupresszor aktivitdsa nem csokkent szignifikansan (11. 4bra), a virus az
elsddlegesen fertdzott sejtekben lokalizalodott, jelenlétiiket a szisztemikus levelekben a kisérleti
periddus alatt egyszer sem tudtuk detektdlni. Korabbi kutatasok a 2b rovid és hosszl tavu
mozgasban betdltott szerepére mutatnak ra. Egy, a Il. alcsoportba tartozo Q izolatum mutansaval
val6 fertdzés soran, amelynél a 2b fehérje nem expresszalodik, a virus nem tudott hosszitavon
mozogni N. tabacum és N. glutinosa tesztnévényben (DING et al., 1995b; SOARDS et al.,
2002). A 2b fehérje delécidja soran a virus kevésbé hatékonyan mozog rovidtavon CMV
(SOARDS et al., 2002; SHI et al., 2003), cucumovirus reasszortansok (SHI et al., 2003),
valamint PSV esetében is (NETSU et al., 2008), habar ezek a munkak nem zarjak ki annak a
lehetdségét, hogy a géncsendesités szupresszalasanak hidnya okoznéa kdzvetetten a virus mozgas
hatékonysaganak csokkenését. A kis RNS-ek kotése korrelal a 2b fehérje szupresszor
aktivitisaval (GONZALEZ et al., 2012). Az MEL/1-3/AAA ¢és az RHV/70-72/AAA
mutansokkal valé infiltralas soran a GFP fluoreszcencia csak nagyon kis mértékben csokkent a
vad-tipusu 2b-t expresszald virushoz képest, a qRT-PCR pedig megerdsitette a GFP mRNS
szintjének ezen kismértékii csokkenését, amelybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek a
mutaciok nem befolyasoljak a fehérje szupresszor aktivitasat. Csoportunk korabbi munkaja soran
elkésziilt egy rekombindns RNS3 molekula, melynek segitségével a virus mozgéasa vizualisan
nyomon kovethetd. Ebben az RNS3 konstrukcioban a kopenyfehérjét kodold szakaszt a GFP
génjével, a mozgasi fehérjét kodold szakasz pedig Cymbidium gytrisfoltossag virus mozgasi
fehérje (MP) génjével helyettesitettik (CMVcymMPACP-GFP). A rekombinans RNS3 klon
GFP expresszidja segitségével a virus sejtrél-sejtre terjedése nyomon kovetheté Chenopodium
fajokban (HUPPERT et al., 2002). Az Rs-CMYV izolatum RNS1, a rekombinans RNS3, valamint
a vad-tipusi RNS2 vagy az eltéré tiineteket mutato mutans RNS2 molekulak fertézéképes

klonjaibol késziilt in vitro transzkriptumokkal C. murale tesztnévényeket fert6ztiink. Az MEL/1—
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3/AAA és az RHV/70-72/AAA mutansokkal valo fert6zés soran a GFP fluoreszcencia csak egy-
egy sejtre korlatozodott, a virus az elsddlegesen fert6zott sejtekben lokalizalodott, tehat a 2b
fehérje ezen aminosavai sziikségesek ahhoz, hogy a virus hatékonyan tudjon sejtrél-sejtre
terjedni novényben. Ezek az eredmények bizonyitjdk a 2b fehérje kozvetlen szerepét a virus
sejtrol-sejtre torténd mozgasaban, fliggetleniil a fehérje géncsendesités szupresszor aktivitasatol.
Mind az 1-3 mind pedig a 70—72 pozicioban talalhaté aminosavak igen konzervaltak a CMV I-
es alcsoportjanak izolatumai kozott. A Il-es alcsoportba tartozo izolatumok esetében az 1-3
aminosavak szintén konzervaltak, de 70-72 aminosavak abba a 9 aminosavat magaba foglald
régioba esnek, melyek hianyoznak ezen alcsoport izolatumaibdl. Egy korabbi tanulmény igazolta
kisérletekben a virusfert6zés nem korlatozodott az elsddlegesen fert6zott sejtekre (LEWSEY et
al., 2009). A molekulamodellezési modszerekkel elkészitett 2b szerkezet alapjan az els6 harom
aminosav a siRNS-kot6 tetramer struktara kozepén helyezkedik el, azonban ezek az aminosavak
nem vesznek részt az Gn. leucin-cipzar a-hélix kotések kialakitasaban. A rendezetlen szerkezet
miatt az elsé kettd vagy harom aminosav hianyzik a TAV 2b fehérje rontgenszerkezetébdl
(CHEN et al., 2008). Az elkésziilt szerkezeti modell, az ,alanine-scanning” mutaciok
eredményeivel 6sszhangban megerésitette, hogy az elsé harom aminosav a virus sejtrél-sejtre
torténé mozgasaban vesz részt (15. abra). Hasonlo kovetkezetés vonhatd le a masik, sejtrél-sejtre
torténd mozgasban karosodott konstrukcio (RHV/70-72/AAA) esetében is, habar a 2b ezen
régidja is hianyzik a rontgenszerkezetbdl. Mostandig csak a munkank sordn -elkészitett
molekulamodell all rendelkezésre a 2b C-terminalis doménjérdl (GELLERT et al., 2012).
Molekuladinamikai szimulaciok (MD) alapjan a C-terminalis domén 7072 szakasza egy kis a-
hélixen helyezkedik el. A 71-es hisztidin (His71) oldallanca olddoszer altal hozzaférhetd
pozicidban talalhato, amely szignifikans lehet a sejtrdl-sejtre torténé mozgas soran kialakulo
fehérje-fehérje kolcsonhatasoknal (15. abra). Ez az els6 munka, amely a 2b fehérje kozvetlen
szerepét igazolja a virus sejtrol-sejtre torténd mozgasaban, fiiggetleniill a géncsendesités

szupresszor aktivitastol.
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Javaslatok

Az uborka mozaik virus témakorében megjelent publikaciok szama az elmalt 10 évben
mintegy megduplazdodott, kdszonhetden a 2b fehérje vizsgalatanak. A 2b fehérje az uborka
mozaik virus legkisebb és legkésobb felfedezett fehérjéje, jelenlétét a fert6zott szovetekben
elészor 1994-ben sikeriilt kimutatni (DING et al., 1994), funkcidjat azonban sokaig homaly
fedte, mivel semmiféle homoldgiat nem mutatott az addig ismert nagy fehérjecsaladokkal. Az
azodta eltelt években ismeretanyagunk oriasi mértékben gyarapodott a 2b fehérjét illetéen. Ebben
az is kozrejatszott, hogy részben a 2b fehérje segitségével sikeriilt felfedni a novényvildg egy
molekularis parazitdk elleni, univerzalis védekezé6 mechanizmusat a géncsendesitést
(BAULCOMBE, 2002). Az olyan virus szupresszorok, mint amilyen a 2b fehérje is, kivalo
eszkdzei a novény-virus interakciok mechanizmusainak megértésének. Annak ellenére, hogy
ilyen nagyszamu publikacid jelent, és jelenik meg errdl a fehérjérdl, bizonyos funkcidinak

miikodése még ma sem vilagos a kutatok szamara, ez tovabbi irdnyvonalat jelolhet ki.

Habar a novényviroldgia témakorében megjelent tanulmanyok szamos virus fehérje-
novényi fehérje kozotti interakciorol adtak, és adnak szdmot folyamatosan, a kapcsolat soran a
novényben 1étrejové biokémiai valtozasokrél még mindig csak nagyon keveset tudunk. Ez
részben koszonhetd annak, hogy a virusok kevés szamu fehérjéinek majdnem mindegyike tobb
funkciot 14t el, masfeldl pedig annak, hogy a ndvények genomjaban tarolt informaciok
a novényekben lezajlo élettani valtozasok egyre mélyebb megismerése segithet a ndvény-virus

kapcsolatok részletesebb feltarasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az uborka mozaik virus a Cucumovirus nemzetség névadé tagja, egyike a legszélesebb a
gazdanovénykorrel rendelkezd virusoknak. Tobb mint 1000 névényfajt fertéz szisztemikusan,

sulyos gazdasagi karokat okozva els6sorban a z6ldségnovények termesztésében.

A CMV fertézése soran Osszesen Ot virus eredetli fehérje termelddik, melyek koziil a
legutoljara felfedezett és legkisebb 2b fehérje funkcidi a legsokoldalubbak. Minddssze 110
aminosavbol all, molekulatomege kb. 12 kDa, a szubgenomi RNS4A-rél transzlalodik. A 2b
szerepét igazoltdk a CMV gazdandvénykorének meghatarozasaban, a virus hosszil tavu
mozgasaban. Bizonyos esetekben hipervirulencia faktorként azonositottdk, szalicilsav hatasat is
gatolja, mely a szisztemikus szerzett rezisztencia (systemic acquired resistance, SAR) hirvivo
molekuldja. A 2b fehérje mas virusfehérjékhez hasonldéan képes a novény poszttranszkripcionalis
géncsendesitési (posttranscriptional gene silencing, PTGS) védekez6 mechanizmusat gatolni.

Maig kérdéses azonban, hogy ezek a funkcidk a géncsendesités gatlasdval hozhatok
Osszefliggésbe, vagy teljesen fliggetlenek téle. Doktori munkam soran a 2b fehérje részletes
analizisét tliztik ki célul, valamint a kiilonboz6 funkciok feherjén beliili lokalizaciojanak

meghatarozasat tliztiik ki célul.

Az Rs-CMYV izolatum fert6z6képes klonjait felhasznalva a 2b fehérje egymast kovetd 3—3
aminosavat alaninra cserélve (,,alanine-scanning” mutagenezis) meghataroztuk azt a 8 fehérje
régiot, aminek kulcs szerepe van Nicotiana clevelandii tesztnGvényen a szisztemikus
virustiinetek kialakulasdban. Az eredeti Rs-CMV izolatumtol eltéréen viselkedd 8 mutédnssal
(KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, SPS/40-42/AAA, LPF/55-57/AAA,
NVE/10-12/AAA, MEL/1-3/AAA, RHV/70-72/AAA) tovabbi vizsgalatokat végeztiink.
Vizsgaltuk a mutansok géncsendesités szupresszor aktivitasat. A mutans fehérjéket kodol6 DNS
szakaszt, illetve a GFP-t kodolo DNS-t hordozé pBin plazmidot tartalmazo6 agrobaktériummal N.
benthamiana tesztnovényeket infiltralva, ezt kovetéen pedig qRT-PCR-rel vizsgalva a fehérjék
géncsendesités szupresszor aktivitasat megallapitottuk, hogy hat mutans (KKQ/22-24/AAA,
QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, SPS/40-42/AAA, LPF/55-57/AAA, NVE/10-12/AAA)

fertdzési jellemzoinek valtozasaért a megvaltozott szupresszor aktivitas a felelds.

A tovéabbiakban a mutans virusok sejtrél-sejtre terjedését kovettilk nyomon egy kordbbi
munkabol szarmazo rekombinans RNS3 klon (CMVcymMPACP-GFP) segitségével, mely GFP
expresszidja segitségével a virus sejtrél-sejtre terjedése kdvethetd. A vizsgalt nyolc mutans koziil

kett6 (MEL/1-3/AAA, RHV/70-72/AAA) a fert6zott sejtekben lokalizalodott, a szomszédos
47



sejtekbe sem jutott at, mikozben géncsendesités szupresszor aktivitdsuk nem sériilt. Ez az elsd
eset, amely igazolja a 2b fehérje kozvetlen szerepét a virus sejtrdl-sejtre torténd mozgasaban,

fiiggetlentil a géncsendesités szupresszalasatol.
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7. SUMMARY

Cucumber mosaic virus (CMYV) is the type member of the genus Cucumovirus and has probably
the broadest host range among plant viruses, which is responsible for important agronomic losses
in many crops worldwide. It shows a high degree of diversity, as revealed by a large number of
isolates differing in both biological and molecular properties. The multifunctional 2b protein of
CMV has a role in the long distance and local movement of the virus, in symptom formation, in
evasion of defense mediated by salicylic acid as well as in suppression of RNA silencing. The
role of conserved amino acid sequence domains were analyzed previously in the protein
function, but comprehensive analysis of this protein was not carried out until recently. We have
carried out the fine mapping of the 2b protein by alanine-scanning mutagenesis to strictly
identify protein domains essential for different functions. We have analyzed all over the 2b
protein by alanine scanning mutagenesis changing three-three consecutive amino acids (aa) to
alanine. We have identified eight aa triplets as key determinants of the 2b protein function in
virus infection. Four of them (KKQ/22—-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA, SPS/40—
42/AAA) overlap with previously determined regions indispensable in gene silencing suppressor
function. We have identified two additional triplets necessary for the suppressor function of the
2b protein (NVE/10-12/AAA, LPF/55-57/AAA), and two other position were required for cell-
to-cell movement of the virus (MEL/1-3/AAA, RHV/70-72/AAA), which are not essential for
suppressor activity. To our knowledge this is the first report to localize function of 2b protein
essential for cell-to-cell movement but not significant in suppressor activity. This work

demonstrates that RNA silencing is not the sole host mechanism triggered by the 2b protein.
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M2. Az alanine-scanning mutansok készitéséhez hasznalt oligonukleotidok

A mutéciok félkovér betiivel, a restrikcios hasitohely (Pstl) alahuzassal jeldlve.

Oligonukleotidok Mutaciok
Mutaciok iranya Oligonukleotidok szekvenciaja 5'-3' helye

MUTL forward GGGCTGCAGCGGTAGGTGCAATGACAAACGTC MEL
reverse GGCGCTGCAGCCATATTACTTTCGCTTGTTTGTTGG o

MUT2 forward GGGCTGCAGCGGCAATGACAAACGTCGAACTC NVG
reverse GGCGCTGCAGCCAATTCCATATTTCTTTCGCTG e

MUT3 forward GGGCTGCAGCGAACGTCGAACTCCAACTGGC AMT
reverse GGCGCTGCAGCACCTACGTTCAATTCCATATTTCTT e
forward GGGCTGCAGCGCTCCAACTGGCTCGTA

MUT4 NVE;o-12
reverse GGCGCTGCAGCTGCTATTGCACCTACG
forward GGGCTGCAGCGGCTCGTATGGTGGAGGCG

MUT5 - LQL13 15
reverse GGCGCTGCAGCTTCGACGTTTGCTATTGCAC
forward GGGCTGCAGCGGTGGAGGCGAAGAAGCAGA

MUT6 ARM16_18
reverse GGCGCTGCAGCCAGTTGGAGTTCGACGTTTGT
forward GGGCTGCAGCGAAGAAGCAGAGACGAAGGTCTCA

MUT7 VEA19-21
reverse GGCGCTGCAGCCATACGAGCCAGTTGGAGTTC
forward GGGCTGCAGCGAGACGAAGGTCTCACA

MUT8 KKQ25_24
reverse GGCGCTGCAGCCGCCTCCACCATACGA
forward GGGCTGCAGCGTCTCACAAACAGAATCGACGG

MUT9 RRR25 27
reverse GGCGCTGCAGCCTGCTTCTTCGCCTCCACC
forward GGGCTGCAGCGCAGAATCGACGGGAACGAG

MUT10 SHK5-30
reverse GGCGCTGCAGCCCTTCGTCTCTGCTTCTTCG
forward GGGCTGCAGCGCGGGAACGAGGTCACAAA

MUT11 QNR3;_33
reverse GGCGCTGCAGCTTTGTGAGACCTTCGTCTCTGC
forward GGGCTGCAGCGGGTCACAAAAGTCCCAGCGA

MUT12 RERz4 36
reverse GGCGCTGCAGCTCGATTCTGTTTGTGAGACCTTC
forward GGGCTGCAGCGAGTCCCAGCGAGAGAGCG

MUT13 GHK37_39
reverse GGCGCTGCAGCTCGTTCCCGTCGATTCTGT
forward GGGCTGCAGCGGAGAGAGCGCGTTCAAATCTC

MUT14 SPS40.47
reverse GGCGCTGCAGCTTTGTGACCTCGTTCCCGT
forward GGGCTGCAGCGCGTTCAAATCTCAGACTGTTCCG

MUT15 ERA43 45
reverse GGCGCTGCAGCGCTGGGACTTTTGTGACCTCG
forward GGGCTGCAGCGCTCAGACTGTTCCGCTTCCTAC

MUT16 RSNu6_45
reverse GGCGCTGCAGCCGCTCTCTCGCTGGGACTTTT
forward GGGCTGCAGCGTTCCGCTTCCTACCGTTCT

MUT17 LRL4g_51
reverse GGCGCTGCAGCATTTGAACGCGCTGCTCTCTCGCT

MUT18 forward GGGCTGCAGCGCTACCGTTCTATCAAGTAGATGGT FRFs_54
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reverse

GGCGCTGCAGCCAGTCTGAGATTTGAACGCG

forward GGGCTGCAGCGTATCAAGTAGATGGTTCGGAATTGA

MUT19 LPFs5_57
reverse GGCGCTGCAGCGAAGCGGAACAGTCTGAGATTTG
forward GGGCTGCAGCGGATGGTTCGGAATTGACAGGGTCA

MUT20 YQVss_60
reverse GGCGCTGCAGCGAACGGTAGGAAGCGGAACA
forward GGGCTGCAGCGGAATTGACAGGGTCATGCCG

MUT21 DGSg1_63
reverse GGCGCTGCAGCTACTTGATAGAACGGTAGGAAGC
forward GGGCTGCAGCGGGGTCATGCCGCCATGTGAA

MUT22 ELTs4 66
reverse GGCGCTGCAGCCGAACCATCTACTTGATAGAACGG
forward GGGCTGCAGCGCGCCATGTGAACGTGGACGAT

MUT23 GSCs7-69
reverse GGCGCTGCAGCTGCTAATTCCGAACCATCTACTTG
forward GGGCTGCAGCGAACGTGGCGGAGTTACCCGA

MUT24 RHV70_72
reverse GGCGCTGCAGCGCATGACCCTGTCAATTCCGAA
forward GGGCTGCAGCGGAGTTACCCGAGTCTGAGGC

MUT25 NVA73 75
reverse GGCGCTGCAGCCACATGGCGGCATGACCCTGT
forward GGGCTGCAGCGGAGTCTGAGGCCTCTCGTTTAG

MUT26 ELP7s 78
reverse GGCGCTGCAGCCGCCACGTTCACATGGCGG
forward GGGCTGCAGCGGCCTCTCGTTTAGAGTTATCGG

MUT27 ESEq_g1
reverse GGCGCTGCAGCGGGTAACTCCGCCACGTTCA
forward GGGCTGCAGCGTTAGAGTTATCGGCGGAAGACCA

MUT28 ASRg,_g4
reverse GGCGCTGCAGCCTCAGACTCGGGTAACTCCG
forward GGGCTGCAGCGTCGGCGGAAGACCATGATTTGG

MUT29 LELgs g7
reverse GGCGCTGCAGCAGCAGAGGCCTCAGACTCG
forward GGGCTGCAGCGGACCATGATTTTGACGATACGGAT

MUT30 SAEss g0
reverse GGCGCTGCAGCTAACTCTAAACGAGAGGCCTCAG
forward GGGCTGCAGCGTTTGACGATACGGATTGGTTCG

MUT31 DHDg;_g3
reverse GGCGCTGCAGCTTCCGCCGATAACTCTAAACGA
forward GGGCTGCAGCGACGGATTGGTTCGCCGG

MUT32 FDDg4 g6
reverse GGCGCTGCAGCATCATGGTCTTCCGCCGA
forward GGGCTGCAGCGTTCGCCGGTAACGAATGG

MUT33 TDWog7_g9
reverse GGCGCTGCAGCATCGTCAAAATCATGGTCTTCC
forward GGGCTGCAGCGAACGAATGGGCGGAAGG

MUT34 FAG100-102
reverse GGCGCTGCAGCCCAATCCGTATCGTCAAAATCA
forward GGGCTGCAGCGGCGGAAGGTGCTTTCTGAAA

MUT35 NEW 103-105
reverse GGCGCTGCAGCACCGGCGAACCAATCCG
forward GGGCTGCAGCGGGTGCTTTCTGAAACCTCCCC

MUT36 AEG105-108
reverse GGCGCTGCAGCCCATTCGTTACCGGCGAA
forward GGGCTGCAGCGTGAAACCTCCCCTTCCGC

MUT37 GAF108-110

reverse

GGCGCTGCAGCTTCCGCCCATTCGTTACCG
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