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A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

Tobb mint ezer olyan virus ismert, amely ndvényeket fertdzhet,
mégis a lehetséges virus-novény kombinaciok dontd tobbségében nem
alakul ki virusfert6zés. Ha a virus a fertézés soran atjut az elsddleges
akadalyokon (egyszeru fizikai akadalyok), akkor szembe kell néznie a
novény védekezé mechanizmusaival, majd a kdpenyfehérje (CP) burok
eltdvolitdsa utdn sokszoroznia kell a szaporitéanyagat (replikdcio). A
novényen beliil elébb a szomszédos sejteket, majd a tdvolabbi ndvényi
részeket kell elérnie (sejtrdl-sejtre terjedés és hosszu tdvi mozgas), és
ahhoz, hogy igazan sikeres legyen, még a novények kozotti terjedésben is

hatékonynak kell lennie.

Nagyon sok virus képes megkiizdeni a fentebb felsorolt
akadalyokkal, amit mi sem bizonyit jobban, mint hogy a termesztett
novényeken az Osszes korokozok altal okozott jarvany feléért virusok a
felelosek. Ezek koziil is az egyik legsikeresebbnek tekinthetd az uborka
mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV), amely egyike a
legszélesebb  gazdandvénykorrel rendelkezé novényi  virusoknak.
Rendkiviil polifag, tobb mint ezer ndvényfajt fertdz, egyszikiieket és
kétszikiieket egyarant. Sikere szamunkra egyet jelent a vildgszerte okozott
sulyos gazdasagi karokkal, elsdsorban a mediterran €s a mérsékelt ov

régidinak zoldségnovény kulturaiban.

Az elmult évtized ndvényvirologia kutatasainak taldn legjelentésebb
része az RNS csendesités, ezen beliil is az RNS csendesités virus fehérjék
altal torténd szupresszalasa felé iranyult. Ennek a teriiletnek a kutatasa

nem csak a novényvirologidban jelentett mérfoldkdvet, hanem az Gsszes
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novénybiologiai kutatdsban is kulcsfontossagunak bizonyult. A CMV
genomja 6t fehérjét kodol, melyek kozil a legutoljara felfedezett (1994)
¢és legkisebb 2b fehérje funkcioi a legsokoldalubbak. Mindossze 110
aminosavbol all, molekulatomege kb. 12 kilodalton (kDa). A 2b fehérje
szerepét igazoltdk a CMV gazdandvénykdrének meghatarozasaban, a
virus hosszi tavi mozgasaban, bizonyos esetekben hipervirulencia
faktorként azonositottdk ¢és a szalicilsav hatdsat is gatolja, mely a
szisztemikus szerzett rezisztencia (Systemic acquired resistance, SAR)
hirvivé molekulaja. A 2b fehérje mas virusfehérjékhez hasonldan képes a
novény poszttranszkripcionalis géncsendesitési (post-transcriptional gene

silencing, PTGS) védekez6 mechanizmusat gatolni.

Maig kérdéses azonban, hogy ezek a valtozatos funkciok a
géncsendesités gatlasaval hozhatok Osszefliggésbe, vagy attol teljesen
figgetlenek. Eppen ezért doktori munkam célja a fehérje részletes
analizise volt, illetve a kiillonb6zd funkciok fehérjén beliili

lokalizaciojanak meghatarozésa.



ANYAG ES MODSZER

Virustorzsek

A kisérleteinkhez a kovetkezo virusizolatumokat hasznaltuk:

Az 1. alcsoportba tartozd6 Rs-CMV torzset Salamon Pal izolalta retekrdl
(Raphanus sativus L.), komplementer DNS (cDNS) klonjait Divéki és
munkatarsai készitették el (DIVEKI et al., 2004).

A 1I. alcsoportba tartozo Trk7-CMV torzset fehérherérdl (Trifolium
repens) izolaltak (BECZNER et al., 1978), nukleotid sorrendjét Salanki és
munkatarsai (1994), valamint Szilassy és munkatarsai (1999b) hataroztak

meg.

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

Tesztnovények

A Kkisérletekhez tiveghéazi koriilmények kozott nevelt, négy-Gtleveles 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 el6nevelt ndvényeket

fertdzés utan fitotronba helyeztiikk, szabalyozott hdomérsékleti ¢és



fényviszonyok kozé. Ej/mappal periodus: 10 6ra sététben 18°C-on/14 éra

megvilagitas mellett 23°C-on.

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.

Vegyszerek és enzimek

Munkank soran kereskedelmi forgalomban kaphatdé vegyszereket
hasznaltunk (Reanal, Sigma, Merck, Serva termékeket). A restrikcios
endonukleazokat, modifikacios enzimeket, ribo- és
dezoxiribonukleotidokat a Thermo Scientific, Promega, Amersham ¢és
New England Biolabs cégektdl szereztik be. A radioaktivan jelzett
nukleotidok az IZINTA Kft. termékei.

Modszerek

Mutans cDNS klonok eloallitasa

Munkank soran Sambrook és munkatarsai (1989) altal leirt standard

molekularis bioldgiai modszereket alkalmaztuk.

A 2a fehérje C-terminalis végének delécioja

Trk7-CMV RNS2 fertézoképes klonjaba (pTrk2) STOP kodont épitettiink
be a 2b fehérje ORF-je e¢lé, polimeraz lancreakcio (PCR) alapu



mutagenezissel, a kovetkezd oligonukleotidokat felhaszndlva: 5°-
TGTGTTAACAGTAGTGGTGTCGA-3’ (forward), 5’-
TTCGTTAACACACCCATTTTACTTCTT-3 (reverse). A mutaciot

felkovér betiivel, a beépitett Hpal hasitohelyet aldhuzassal jeloltem.

Rs-CMV RNS2 fert6zoképes 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 homérsekletet megemeltiikk 60 °C-ra a hatralevd 25 ciklusra. A
ciklus paraméterei az Gsszes mutans (a kovetkezd alfejezetben targyalt
alanine-scanning mutansoknal is) készitése soran megegyeztek. A PCR
utan a terméket az oligonukleotidba épitett hasitohelynek megfeleld

endonukleazzal (Hpal illetve Sacl) vagtuk, majd 6sszezartuk.

Az alanine-scanning mutansok eldallitasa

Az alanine-scanning mutaciokat a STOP kodont tartalmazo, pRs2-2a777
klonban készitettiik el. Eldszor 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 kovetd 3-3 aminosavat alaninra cseréltiik PCR alapu

mutagenezissel, a 2. szamt mellékletben felsorolt oligonukleotidok
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felhasznédlasdval. A mutaciot félkovér betlivel, a beépitett Pstl
hasitohelyet alahtizassal jeloltem. A mutans cDNS molekulak EcoRI és
BamHI hasitohelyek kozotti szakaszanak (a  fragmentet, amit
szubklonoztunk) nukleotid sorrendjét minden esetben meghataroztuk,
hogy a mutagenezis eredményességérél és a nem kivant mutdciok
hianyar6l meggy6zdédjiink. A hibatlan EcoRI BamHI szakaszokat
visszaépitettiikk az irdnyitott mutagenezis templatjaként szolgalé pRs2-

2a777 klonokba.

A 2b fehérje 95-98 poziciojaban talalhaté aminosavainak alaninra

torténo cseréje

Rs-CMV  RNS2  fert6z6képes  klonjaban  (pRs2)  PCR-alapu

crer

aminosavakat alaninra cseréltik az aldbbi  oligonukleotidokat
felhasznalva: 5’-GGGCTGCAGCGGCTTGGTTCGCCGGT-3”
(forward) és 5’-GGCGCTGCAGCAAAATCATGGTCTTC-3’ (reverse).
A mutaciot félkovér betlivel, a beépitett Pstl hasitohelyet aldhuzassal

jeloltem.

In vitro RNS transzkripcio

A cDNS klénokat in vitro atirasuk el6tt Rs-CMV esetén BamHI
endonukleazzal, Trk7-CMV esetén pedig BamHI és Hindlll
endonukleazokkal linearizaltuk. A 7-metil-guanozin sapkaval ellatott
fert6zOképes transzkriptumok szintézisét T7 RNS-polimerdzzal, szokasos
eljarasunk szerint végeztiik (SZILASSY et al.,, 1999a). Az in vitro

transzkripcié 50 ul végtérfogata 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 reakcidelegyet 37 °C-on inkubaltuk 60 percig. Az RNS

transzkriptumok minéségét 1%-os agaroz gélen elvalasztva ellendriztiik.

A tesztnovények fertozése

A tesztnovények fertézéséhez hasznalt inokulum azonos mennyiségben
tartalmazta a c¢cDNS klonok CMV 1-es, 2-es illetve 3-as RNS-nek
megfeleld in vitro transzkriptumait. Az in vitro transzkriptumok elegyét
1:1 ardnyban higitottuk inokuldl6é pufferrel (cellitet tartalmazo kalium-
foszfat puffer, pH=9,2). Az atfertdzésekhez fert6z6tt ndvények
szovetnedvét higitottuk natrium-fosztat pufferrel (pH=8,6). A fertdzés
mechanikai uton tortént, az inokulumot tivegspatuldval finoman a kifejlett

levelekbe dorzsoltiik.

A virus RNS akkumulacio vizsgalata

Inokulalt levelek esetében 4 nappal, szisztemikus levelek esetében pedig
8, illetve 30 nappal a fertézés utan (dpi) vettiink mintat. Az
0ssznukleinsav kivonast 1 cm atmérdjii levélkorongokbol, White és Kaper
modszerével (1989) végeztik. A Northern-analizishez formaldehid és
formamid tartalmt 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



2p izotéppal jeldlt radioaktiv probdkat random primer modszerrel
készitettiik (DecalLabel Kit, Fermentas). A kisérleteink soran a CMV 3-as

RNS-ére specifikus radioaktiv probakat hasznaltunk.

A mutaciok stabilitasanak vizsgalata

A mutacidk stabilitdsdnak vizsgalatahoz, az Ossznukleinsav kivonast
kovetéen Qiagen OneStep RT-PCR kitjét felhasznalva, kovetve a gyarto
utasitasait, reverz-transzkripcios 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.

Agroinfiltracio

A kiilonboz6 agrobaktérium-kultirak optikai denzitdsit 600 nm-en
(ODgoo) spektrofotométerrel mértiik, majd 0,01 M MgCly-t és
acetosyringont tartalmaz6 MES pufferrel higitottuk a  kivant
koncentraciora, ami kizarolag a GFP-t expresszald torzs esetében mindig
ODsgoo 0,4, a tobbi konstrukcio esetében 0,2 volt. Az agrobaktérium
szuszpenzioval fecskendd segitségével 4-5 leveles GFP transzgénikus N.

benthamiana novények leveleinek fonakjat infiltraltuk.

A GFP fluoreszcencia detektalasa

A GFP fluoreszcencia detektdlasahoz a tesztndvényeket 100 W-os UV
lampaval vilagitottuk meg (Blak Ray; model B100AP; UV Products).
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Fényképezéshez Nikon D100 kamerdt ¢és Hama HTMC szlrdt
hasznaltunk. A mikroszképos felvételek Leica MZIOF mikroszkop

segitségével késziltek.

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 kivoné kittel RNS-t vontunk ki. A kivont RNS koncentracigjat
Nanodrop késziilékkel mértiik (Thermo, USA). A reverz transzkripciot
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kittel végeztiik (Fermentas),
kovetve a gyartd utasitasait. Minden mintat harom ismétlésben mértiink.
A PCR reakcibhoz GFP mRNS-re specifikus oligonukleotidokat
hasznaltunk, melyek a kovetkezok voltak: 5-
AGTGGAGAGGGTGAAGGTGATG-3’ (forward), illetve  5°-
TGATCTGGGTATCTTGAAAAGC-3" (reverse). Bels6 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 reakci6 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 reakciét Stratagene Mx300Pro gépben végeztiik.

A 2Db fehérje hisztidin jelolése

A 2b fehérje C-terminalis végének hisztidinnel valo jeldléséhez az pRs2-

2a777 plazmidot, illetve a kovetkezd oligonukleotidokat hasznaltuk: 5°-



ATTGAGCTCGTAGTACAGAGTTCAGGG-3° és 5’-
GGATCCTCAGTGATGATGATGATGATGGAAAGCACCTTC-3". A
Sacl és BamHI hasitohelyeket alahuzassal jeloltem. A fragmentet el6szor
PGEM-T Easy vektorba épitettiik, majd pBin61s vektorba szubklénoztuk

a Sacl és BamHI restrikcios helyeket felhasznalva.

Fehérje-analizis

A fehérje kivonatokhoz N. benthamiana novény infiltralt leveleibol
szedtiink mintanként 20-20 mg-ot. A levélkorongokat hiitott mozsarban,
Laemmli pufferben homogenizaltuk, majd 5 perc forralassal denaturaltuk,
melyet centrifugalas kovetett (5 perc, 10000 g). A mintakat (1-t6l 10 pL-
ig) 17,5%-o0s akrilamid gélen futtatuk meg, majd Hybond-C membranra
vittik at. Az immunoblot analizishez a Qiagen cég Penta-His HRP

Conjugate Kit-jét hasznaltuk, kdvetve a gyarto utasitasait.

A fluoreszcens fehérjék kimutatdsdhoz két levélkorongot Laemmli
pufferben homogenizaltunk, majd denaturalas nélkil 12%-0s akrilamid
gélen elvalasztottuk. A fehérjéket UV lampaval megvilagitva detektaltuk
(UV Products, Blak—Ray B-100SP).

Molekulamodellezési modszerek

A teljes hosszusagu 2b fehérje elkészitéséhez I-TASSER programot,
valamint az Rs-CMV izolatum 2b fehérje aminosav sorrendjét hasznaltuk
(accession number: AJ517801) (ZHANG, 2008; ROY et al., 2010). A
bioldgiailag aktiv, tetramer ribonukleoprotein-komplex Schrodinger Suite
molekulamodellezé szoftver segitségével késziilt (SCHRODINGER).

10



AZ EREDMENYEK

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

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

crer

crer

azonban nem tartalmazta, mikézben 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.
Megéllapitottuk, hogy a vizsgalt tesztnovényeken a tlinetek jellege és
kialakuladsdnak {iteme nem kiilonbozott a vad-tipust illetve a mutans
virusok esetén. A tiineteket hat héten keresztiil vizsgaltuk, a mutansok

genotipusanak  stabilitasat RT-PCR-t kovetd  nukleinsav-sorrend

crer

crcr

crer

delécios mutansok fertézOképességének csokkenését egyik alcsoport
esetében sem tudtuk kimutatni. Megallapithatjuk, hogy a 2a fehérje C-
termindlis régidja a virusevoluciod soran elveszthette eredeti funkcidjat, és
jelenleg a 2b fehérje esszencidlis funkcidi stabilizaljadk a nukleinsav
sorrendjét az altalunk vizsgélt novények esetében. Ugyanakkor nem
zarhato ki, hogy mas gazdandvények vizsgalata soran ennek a régionak ne

lehetne fontos szerepe a virusfert6zés soran.
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A 2b fehérje alanint hordozé mutansainak vizsgalata N. clevelandii és

C. murale tesztnovényeken

Az Rs-2a777 fert6zoképes klonjat felhasznalva a 2b fehérje
egymast koveté 3-3 aminosavat alaninra cseréltiik (,,alanine-scanning”
mutagenezis). Az igy elkésziilt 37 mutanssal N. clevelandii, valamint C.
murale novényeket fertztiink. A fertézést Northern-analizissel kovettiik
nyomon mind az inokulélt, mind a szisztemikusan fert6z6d6 levelekben
30 napon 4at, majd a mutdnsok genotipusanak stabilitasait RT-PCR-t

kovetd nukleinsav sorrend meghatarozassal ellendriztiik.

A mutans virusok tobbsége az eredeti Rs-2a777 izolatummal
megegyezO tlineteket mutatott N. clevelandii tesztnévényeken, a

crer

szekvencia analizis igazolta a mutéciok stabilitasat.

Négy mutans esetében a 30 napos kisérleti periodus sordn a fertézott
tesztnovények tiinetmentesek 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 tinetek 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 fertézés utan (NVE/10-12/AAA, KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA,
RER/34-36/AAA, SPS/40-42/AAA, LPF/55-57/AAA), bar a
viruskoncentraci6 sokkal alacsonyabb volt, mint a tobbi mutans, illetve a

vad-tipus esetében.
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A szisztemikusan fert6zott levelekben a legtobb mutans virus RNS
kimutathat6 volt 8 nappal a fertézést kovetden. Két mutans esetében a
virus RNS koncentracioja sokkal alacsonyabb volt (SPS/40-42/AAA,
LPF/55-57/AAA) az Rs-2a777 CMV kontroll fertézéshez 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).

30 nappal a fertdzés utan megismételtiik a Northern-analizist
azoknal a mutansoknal ahol a vad-tipustdl eltéré fenotipusu tiineteket
figyeltiink meg, illetve amelyeknél az el6z6 Northern-analizis eredményei
indokoltak. 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 detektalhato volt, annak ellenére, hogy nem, vagy
nagyon gyenge tiinetek jelentek meg a tesztnovényeken, bar a virus RNS
koncentracidja ezekben az esetekben joval alacsonyabb volt, mint a
kontroll virusnal. Az MEL/1-3/AAA ¢s az RHV/70-72/AAA mutansok
virus RNS-ét a 30 napos kisérlet soran egyszer sem tudtuk kimutatni a
szisztemikusan fert6zott levelekben. A szisztemizalodd mutansok
genotipusanak stabilitdsat minden esetben ellendriztiik RT-PCR-t kdvetd
nukleinsav sorrend meghatarozassal, és minden esetben stabilnak

bizonyultak.

A mutans virusokkal C. murale tesztnovényeket is fert6ztiink, melyen a
kiilonb6z6 CMYV izolatumok csak lokalis 1éziokat indukalnak. A vizsgalt
mutansok tobbsége lokalis 1éziokat okozott C. murale tesztnovényen,
mint ahogyan a vad-tipust virus is, azonban a léziok fenotipusaban
Iényeges eltérések voltak (pl.: az AMT/7-9/AAA ¢és az AEG/106—
108/AAA mutansok sokkal nagyobb lézidkat okoztak, mint az Rs-2a777).

13



A MEL/1-3/AAA és az RHV/70-72/AAA mutansokkal valo fert6zés

esetén nem alakultak ki 1éziok a kisérleti periodus alatt.

Az eltéro tiineteket okozo mutansok géncsendesités szupresszor

aktivitasa

Mivel a 2b fehérje elsddleges funkcidja a novény
poszttranszkripcionalis géncsendesitési mechanizmusanak gatlasa, ezért
kovetkezd 1épésként a szupresszid erdsségét vizsgaltuk annak a nyolc
mutansnak az esetében, melyek a vad-tipust virustdl eltérd tiineteket
mutattak a tesztnovények fertézése soran. A GFP-t kddoldo DNS szakaszt,
illetve a vad-tipusti vagy a mutans 2b fehérjéket kodoldo DNS fragmentet
hordozo  (MEL/1-3/AAA, NVE/10-12/AAA,  SPS/A0-42/AAA,
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 vizualizdlasaval vizsgaltuk, majd qRT-PCR analizissel
kvantifikéaltuk. Hat mutanssal valo infiltralas esetén a GFP fluoreszcencia
erdsen redukalddott a vad-tipusu 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
fluoreszcencia csak kismértékli cs6kkenést mutatott, az RHV/70-72/AAA

mutanssal valo infiltralas soran pedig Iényegében valtozatlan maradt.

A GFP mRNS-ek szintjének valtozasat qRT-PCR-rel is nyomon
kovettilk.  Normalizaciés  kontrollnak  N.  benthamiana  EFla
transzkriptumat hasznaltuk. A qRT-PCR analizis megerdsitette a vizualis
megfigyelés eredményét, 6t mutdns esettben a GFP mRNS szint

nagymértékben redukalodott (SPS/40-42/AAA, KKQ/22-24/AAA,
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QNR/31-33/AAA, RER/34-36/AAA és LPF/55-57/AAA). Az NVE/10-
12/AAA mutanssal valé infiltralas hatasara a GFP mRNS szintje mintegy
felére csokkent a vad-tipusu konstrukciohoz képest, az MEL/1-3/AAA és
az RHV/70-72/AAA mutinsoknal ez a csokkenés csak kismértékii 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 sordn tapasztalt GFP fluoreszcencia csokkenésébdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a fertdzés jellemzdinek valtozasaért a
megvaltozott szupresszor aktivitds vagy a fehérje megvaltozott stabilitasa

lehet a felelGs.
A mutans fehérjék stabilitasanak vizsgalata

Kovetkezd 1épésként vizsgaltuk a nyolc mutans fehérje stabilitasat
agroinfiltralt N. benthamiana levelekben. A 2b fehérje (Rs2a777) C-
termindlis végéhez hat hisztidint kapcsoltunk Du és munkatarsaihoz
hasonldan (DU et al., 2014), majd az igy elkésziilt Rs2a777His plazmidot
tartalmazo agrobaktériummal N. benthamiana novényeket infiltraltunk. A
vizualis detektalas valamint a qRT-PCR analizis igazolta, hogy a
fluoreszcencia ugyanolyan mértékli az Rs2a777 és az Rs2a777His
esetében. Western blot segitségével tamasztottuk ala a GFP azonos
mértékli akkumulacigjat, miszerint a két fehérje géncsendesités

szupresszor aktivitdsa azonos, ami megegyezik a Du és munkatarsai altal

kapott eredményekkel (nem bemutatott adat).

Mivel a hisztidin jelolés nem okozott valtozast a fehérje

géncsendesités szupresszor aktivitasaban, a 6xHis részt hozzakapcsoltuk
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azon 8 mutans fehérjéhez, melyek eltéré fenotipust okoztak a vad-tipusu
virusizolatumhoz képest. Az igy elkésziilt mutansokkal N. benthamiana
tesztnovényeket agroinfiltraltunk, majd Western-analizissel vizsgaltuk a
fehérjék stabilitdsat. A kapott eredmény igazolta a 2b mutans fehérjék
stabilitasat és  egyenld mértékli akkumuldcidjat. Ebbdol  arra
kovetkeztethetlink, hogy a mutansok eltérd viselkedése a megvaltozott
géncsendesités szupresszor aktivitasokbol adodnak, és nem a fehérjék
instabilitdsdbol. Mindezeket Osszevetve megallapithatjuk, hogy a
NVE/10-12/AAA, SPS/40-42/AAA, 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,
mikézben a MEL/1-3/AAA ¢és az RHV/70-72/AAA mutansok

szupresszor aktivitasa alig sértil.

Az eltéro tiineteket okoz6 mutansok sejtrél-sejtre torténo

mozgasanak vizsgalata

A géncsendesités szupresszor aktivitas valtozdsa nem magyarazta
az Osszes esetben az eltérd fenotipus megjelenését a fertdzott N.
clevelandii novényeken, ezért kovetkezd 1épésként a mutans virusok
sejtrél-sejtre terjedésének vizsgalatat végeztiik el. Csoportunk korabbi
munkdja soran elkésziilt egy rekombindns RNS3 molekula, melynek
segitségével a virus sejtrol-sejtre terjedése vizudlisan nyomon kdvethetd.
Ebben a mutans RNS 3 klonban a CMV kopenyfehérjét kodolo gént GFP
génre, a mozgasi fehérjét kodoldo gént pedig a Cymbidium
gytrtsfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) mozgasi
fehérjéje kodold  génjére cseréltik (CMVcymMPACP-GFP). A

rekombinans RNS3 klon GFP expresszidja segitségével a virus sejtrol-
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sejtre terjedése kovetheté nyomon Chenopodium fajokban (HUPPERT et
al., 2002). Az Rs-CMV izolatum RNSI, a rekombinans RNS3, a vad-
tipusu RNS2 ¢és az eltérd tiineteket mutatd mutans RNS2 molekuldk
fert6zoképes klonjaibol késziilt in vitro transzkriptumokkal C. murale
tesztnovényeket fertdztiink. 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 megfigyelhetd. Ezeknél a
mutansoknal a GFP expressziojat jelzo fluoreszcencia nem korlatozodik
csupan az elsédlegesen fertdzott sejtekre, a virus hatékonyan képes
terjedni a kornyezo sejtekbe. Azokon a leveleken, amelyeket az MEL/1-
3/AAA, illetve az RHV/70-72/AAA mutans virusokkal fertdztiink, csak
néhany kiilonalld sejt fluoreszcencidja volt megfigyelhetd. A fertdzés
csak néhany kiilonalld sejtre korlatozddott még 3 nappal a fertdzést
kovetéen 1is, annak ellenére, hogy e két mutins géncsendesités

szupresszor aktivitdsa nem csokkent.

Az alanine-scanning eredmények osszevetése a molekulamodellezés

eredményével

A 2b fehérje részleges térszerkezete ismert, két hosszii egymashoz
képest 120°-0s szoget bezard a-hélixbdl 4ll, és tetramer formaban
biologiailag aktiv (CHEN et al., 2008). A siRNS-eket gy koti meg, hogy
két 2b fehérje kampodszeriien belekapaszkodik a duplaszala RNS nagy
arkaba. A sejtekben jelenlévd biologiailag aktiv forma tetramer
szerkezetii, tehat 2 darab siRNS megkdotéséhez négy 2b fehérje sziikséges.
A 2b fehérje mintegy 40 aminosav hosszisagli C-terminalis doménjének

szerkezete azonban nem ismert, ezért molekulamodellezési modszerekkel
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készitett teljes hosszusagh 2b fehérje szerkezetét hasznaltuk a
tovabbiakban. Az alanine-scanning mutansok patologiai jellemzdirdl
kapott kisérleti eredményeket Osszevetettik a ribonukleoprotein
térszerkezetével. A KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, és az RER/34—
36/AAA mutéciok az elsd a-hélix kozepén illetve végén helyezkednek el,
a fehérje RNS-koto feliiletén. Feltételezhetéen az RNS-kotd képesség
csokkenése okozza e mutaciok funkciovesztését. Az SPS/40-42/AAA
mutacid a masodik a-hélix elsd felén talalhatd. Nagy valoszintiséggel a
mutacidé megbontja a masodik a-hélix integritasat, igy elrontva a fehérje
RNS-koté képességét. Az NVE/10-12/AAA mutacido az ugynevezett
leucin-cipzar mechanizmussal kialakulo elsé a-hélix elején helyezkedik
el, igy ezekben az esetekben valdszinilileg nem tud kialakulni a fehérje
bioldgiailag 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 szisztemizalddik, aminek oka valdsziniileg

csokkent stabilitasi RNS-fehérje komplexek kialakulasa.

A 2b fehérje C-terminalis végét bivalens fémionok stabilizaljak

A szakirodalomban nem 4llnak rendelkezésre adatok a
cucumovirusok 2b fehérjéjének C-terminalis doménjének szerkezetérdl,
kisérletes adatok vannak azonban arr6l, hogy a domén delécioja
modositja a kialakul6 tiineteket, €s lassithatja a virus ndvényen beliili
terjedését (LEWSEY et al, 2009; LEWSEY et al, 2010). A
hagyomanyos  szerkezet-funkci®6  meghatarozdsara  alkalmazhato
modszerek hatékonysagat limitalja a 2b fehérje esetén az a tény, hogy a
fehérje  C-termindlis vége rendezetlen szerkezeti. Kiilonb6zo

molekuladinamikai szimulacios programok segitségével (I-TASSER) azt
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talaltuk, hogy a 95., a 96. és a 98. pozicidban talalhatd aszparaginsavak
stabil Mg?*-k6t6helyet alakitanak ki, mely feltételezhetSen stabilizalja a

fehérje C-terminalis doménjét (nem bemutatott adat).

A molekulamodellezési eredmények biologiai relevancidjanak
vizsgalata céljabol Rs-CMV fertézoképes klonjat felhasznalva, PCR
aminosavait alaninra cseréltik (Rs2DDTD/95-98/AAAA). Az igy
elkésziilt mutans virussal, valamint a vad-tipust virussal N. clevelandii és
N. glutinosa tesztnovényeket fertoztiink. A fertézést Northern-analizissel
kovettik nyomon, 4 és 8 nappal a fert6zést kovetden. A mutécio
stabilitasast RT-PCR-t koveté nukleinsav sorrend analizissel ellendriztiik.
A mutans virussal valo fert6zés soran mindkét tesztndovény esetén a
tiinetek csak 6-8 nappal a fertézést kovetden jelentek meg, szemben a
vad-tipusu virussal, melynél mar 4-6 nappal a fertézést koveten
megjelentek az elsd virustiinetek. A tiinetek gyengébbek voltak mind N.
clevelandii mind pedig N. glutinosa tesztnovény esetén a vad-tipusu virus
tiineteihez képest. A Northern-analizis megerdsitette a tesztndovényeken
megfigyelhetd kiilonbségeket, a mutans szisztemikus terjedésének
sebessége csokkent, a felsdbb, nem inokulalt leveleken a virus RNS-t
csak 8 nappal a fert6zést kovetden tudtuk detektalni. Ekkorra a mutans
virus RNS koncentracidja mar nem tért el a vad-tipustol N. clevelandii
novényeknél, N. glutinosa tesztnovények esetében azonban nagymértéki

kiilonbség mutatkozott.
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Uj tudoményos eredmények

1. C-terminalis régioval nem rendelkezd 2a fehérjét expresszalo
CMV RNS2 (Rs-2a777 és Trk7-2a777) mutansok felhasznalasaval
kiilonb6z6 Nicotiana fajokat fertézve megallapitottuk, hogy a fehérje C-
terminalis régidja nem sziikséges a hatékony virusfertézéshez egyik CMV

alcsoport esetében sem.

2. A 2b fehérje alanine-scanning mutagenezise soran meghataroztuk
azt a nyolc fehérje régiot, aminek kulcsszerepe van N. clevelandii
tesztndvényeken a szisztemikus tlinetek kialakulasaban. Két mutans
esetében a tesztnovényeken nem alakultak ki tlinetek, és a virus RNS sem
Northern-analizissel, sem RT-PCR soran nem volt kimutathato a nem
inokulalt levelekben. Hat esetben a virus sokkal késobb szisztemizalodott,

mint a vad-tipust Rs-CMV izolatum.

3. A N. clevelandii tesztnovényeken a vad-tipusu virustol eltérd
tiineteket mutatd nyolc mutans 2b fehérjéinek PTGS gatld aktivitasat
vizsgalva megallapitottuk, hogy hat mutans esetében a fertézési jellemzok

valtozasaért a megvaltozott szupresszor aktivitas a felelds.

4. A mutans virusok sejtrél-sejtre terjedésének vizsgalata soran
kimutattuk, hogy a nyolc mutans koziil ketté az elsddlegesen fertdzott
sejtekben lokalizalodott, a szomszédos sejtekbe nem jutott at, mikézben

PTGS aktivitasa nem sérilt.

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

fiiggetlentil a géncsendesités szupresszalasatol.
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cserélve kimutattuk, hogy a CMV 2b fehérje C-terminalis végét bivalens
fémionok stabilizaljak. Kisérletesen bizonyitottuk, hogy a Mg2+-k6t6hely

megvaltoztatasa alapvetden atalakitja a CMV patologiai jellemzdit.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az uborka mozaik virus egyike a legszélesebb gazdandvénykorrel
rendelkezd novényi virusoknak, amely sulyos gazdasagi kérokat okoz,
elsésorban a  zOldségnovény-termesztésben. A ndvényvirologiai
kutatdsokban az elmult években a ndvényi géncsendesités
szupresszalasaban szerepet jatszd virusfehérjék tanulmanyozasa volt az
egyik legintenzivebben vizsgalt terillet. A CMV 2b fehérjéje
multifunkciondlis fehérje, szerepét igazoltdk a virus fertdzési ciklusanak
majdnem Osszes 1épésében, valamint a novényi géncsendesitési
mechanizmus szupresszalasaban. Doktori munkdam soran a 2b fehérje
részletes analizisét végeztik el, Un. alanine-scanning mutdnsok
felhaszndldsaval. Osszesen 37 mutanst készitettiink, mellyel N.
clevelandii és C. murale tesztnovényeket fertdztiink, vizsgalva az igy
elkésziilt mutans virusok fertdzési tulajdonsagait. Az eltéré fenotipust
eredményez6 mutansok dontd része a  poszttranszkripciondlis
géncsendesitési  mechanizmus szupresszalasanak  képességében
karosodott. Eredményeink alapjan N. clevelandii tesztnovényen a 2b
fehérje 37 alanin mutansa koziil nyolcnak van drdmai hatisa a CMV

fert6zési tulajdonségaira.

Az RNS csendesités novények elsddleges védekezési
mechanizmusa a kiilonb6z6 korokozok ellen. Az antiviralis RNS
csendesités kivaltoi kettésszalu intermedier RNS molekulak (QI et al.,
2009; DONAIRE et al., 2009). A PTGS mechanizmusanak kivaltoja egy
kettdsszalt RNS (dsRNS), amely transzgén vagy virus eredetli. A virus
eredeti. dSRNS-eket elsésorban a DCL4 enzimkomplex ismeri fel és

darabolja 2124 bp-nyi RNS-ekre (siRNS) (HAMILTON et al., 2002). A
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képzodott siRNS-ek beépiilnek a RISC komplexbe, amely igy a siRNS-
ekkel homoldg szekvencidkat felismeri és felhasitja azokat. A RISC
komplex részét képezik az un. Argonaute (AGO) fehérjék
(VAUCHERET, 2008). Szamos noOvényi virus rendelkezik un.
szupresszor fehérjével (VSRs), amely segitségével képes kivédeni ezt a
novényi védekezd rendszert. Ezek kozil is az egyik legkordbban
felfedezett a CMV 2b fehérjéje, amelyrdl kimutattdk, hogy képes fizikai
kolcsonhatasba 1épni az AGO1 fehérjével. Ez az interakcid aztan az
AGOI1 hasité képességének csokkenéséhez, ezaltal a RISC komplex
funkcidvesztéséhez vezet (ZHANG et al.,, 2006). A 2b fehérje képes
tovabbd a siRNS-ek kotésére (GONZALEZ et al., 2010), ami
megakadalyozza a siRNS-ek szisztemikus terjedését a ndvényben (GUO
¢és DING, 2002). A siRNS kotés feltétele a 2b géncsendesités szupresszor
aktivitdsanak, amely a legutobbi kutatdsok szerint fliggetlen az AGO
kotéstol (DUAN et al., 2012).

Az altalunk vizsgalt mutansok kozill négy, melyeknek

géncsendesités szupressszor aktivitdsa csokkent, a 2b fehérje a mar

crer

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 régio delécidja géncsendesités szupresszor aktivitas csokkenéséhez

vezet.

Harom mutans (KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, RER/34—
36/AAA) pozicioja atfed a fehérje sejtmagi lokalizacids szignaljaival,

melyek nagyon konzervéltak a kiilonb6z6 CMV izolatumok esetén
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(LUCY et al., 2000; MAYERS et al., 2000), deléciojuk a fehérje
citoplazmaban torténd lokalizaciojat eredményezik (DUAN et al., 2012).
Az eddigi szakirodalmi adatok alapjan a 2b fehérje sejtmagi lokalizacidja
nem sziikséges a géncsendesités szupresszalasahoz (DUAN et al., 2012).
Az RRR/25-27/AAA mutans fert6zési tulajdonagai is alatamasztjak,
hogy a sejtmagi lokalizacid hianya nem feltétleniil valtoztatja meg a

fertdz¢s soran a CMV fenotipusat.

A CMV 2b fehérjéjével homolog TAV 2b fehérje térszerkezete
részben ismert, két, egymassal 120°-os szoget bezdrd alfa-hélixbdl all
(CHEN et al., 2008). A siRNS-cket tigy koti meg, hogy kamposzertien
belekapaszkodik a siRNS nagy arkaba, hosszlisagi preferencia alapjan,
szekvenciatdl fiiggetleniil. Tetramer forméaban biologiailag aktiv: négy 2b
fehérje kot két siRNS-t. A C-termindlis domén azonban hidnyzik a
rontgenszerkezetb6l, ezért molekulamodellezési modszerekkel teljes
hossziisagu 2b fehérjét, valamint nukleoprotein-komplexet készitettiink.
A KKQ/22-24/AAA, QNR/31-33/AAA, ¢és az RER/34-36/AAA
mutdnsok az elsdé alfa-hélix kozepén, illetve végén helyezkednek el, a
fehérje RNS-koto feliiletén, igy feltételezhetden az RNS-kotd képesség

csokkenése okozza ezen mutansok funkciovesztését.

Az SPS/40-42/AAA mutans nem okozott tiineteket N. clevelandii
tesztnovényen, ¢és csOkkent géncsendesités szupresszor aktivitassal
rendelkezett. A muticio a fehérje feltételezett foszforilacidos helyén
helyezkedik el (LUCY et al., 2000). Ez a foszforilacios hely konzervalt az
0sszes CMV izolatumban, és korabban mar igazoltak szerepét a sejtmagi
lokalizacioban illetve a siRNS kotésen keresztiil a PTGS gatlasadban

(GOTO et al., 2007; GONZALEZ et al., 2010). Mindkét szerin sziikséges
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a tiinetek kialakulasahoz (LEWSEY et al., 2010). A mutacié a masodik
alfa-hélix elsé felén helyezkedik el, és vélhetéen megbontja a masodik

alfa-hélix integritasat, ezaltal rontja a fehérje RNS-kot6 képességét.

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

abra).

Az el6zéekben targyalt mutdnsok géncsendesités szupresszor
aktivitdsanak csokkenése nem gatolta a virus sejtrdl-sejtre torténd
terjedését, amit a GFP fluoreszcencia terjedése is igazolt, azonban a virus

koncentracidja joval alacsonyabb marad, mint a vad-tipus esetén.

Két mutanssal valo fertézés esetén (MEL/1-3/AAA és RHV/70-
72/AAA), melyek géncsendesités szupresszor aktivitdsa nem csokkent
szignifikansan (11. &bra), a virus az elsddlegesen fert6zott sejtekben
lokalizalodott, jelenlétiiket a szisztemikus levelekben a kisérleti periodus
alatt egyszer sem tudtuk detektdlni. Korabbi kutatdsok a 2b rovid és

hosszii tava mozgéasban betoltott szerepére mutatnak ra. Egy, a Il
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alcsoportba tartozé Q izolatum mutansaval vald fert6zés soran, amelynél
a 2b fehérje nem expresszalodik, a virus nem tudott hosszatdvon mozogni
N. tabacum ¢és N. glutinosa tesztnovényben (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 lehet6ségét, hogy a géncsendesités szupresszalasanak hianya
okozna kozvetetten a virus mozgas hatékonysaganak csokkenését. A Kis
RNS-ek kotése korrelal a 2b fehérje szupresszor aktivitasaval
(GONZALEZ et al., 2012). Az MEL/1-3/AAA és az RHV/7T0-72/AAA
mutansokkal valé infiltralas soran a GFP fluoreszcencia csak nagyon kis
mértékben csokkent a vad-tipusi 2b-t expresszald virushoz képest, a
gRT-PCR pedig megerdsitette a GFP mRNS szintjének ezen kismértekii
csokkenését, amelybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek a mutaciok
nem befolyasoljak a fehérje szupresszor aktivitdsat. Csoportunk korabbi
munkdja soran elkésziilt egy rekombindns RNS3 molekula, melynek
segitségével a virus mozgasa vizualisan nyomon kovethet6. Ebben az
RNS3 konstrukcioban a kopenyfehérjét kodold szakaszt a GFP génjével,
a mozgasi fehérjét kodolo szakasz pedig Cymbidium gyirisfoltossag
virus mozgasi fehérje (MP) génjével helyettesitettiik (CMVcymMPACP—
GFP). A rekombinans RNS3 klon GFP expresszioja segitségével a virus
sejtrol-sejtre  terjedése nyomon kovethetd Chenopodium fajokban
(HUPPERT et al., 2002). Az Rs-CMV izolatum RNSI1, a rekombinans
RNS3, valamint a vad-tipusi RNS2 vagy az eltérd tiineteket mutatd
mutans RNS2 molekulak ferté6zéképes klonjaibol készilt in vitro

transzkriptumokkal C. murale tesztnévényeket fertéztiink. Az MEL/1-
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3/AAA és az RHV/70-72/AAA mutansokkal valo fertdzés soran a GFP
fluoreszcencia csak egy-egy sejtre korlatozodott, a virus az elsddlegesen
fertozott sejtekben lokalizalodott, tehat a 2b fehérje ezen aminosavai
szlikségesek ahhoz, hogy a virus hatékonyan tudjon sejtrél-sejtre terjedni
novényben. Ezek az eredmények bizonyitjdk a 2b fehérje kozvetlen
szerepét a virus sejtrél-sejtre torténd mozgasaban, fliggetleniil a fehérje
géncsendesités szupresszor aktivitasatol. Mind az 1-3 mind pedig a 70—
72 pozicidban taldlhato aminosavak igen konzervaltak a CMV I-es
alcsoportjanak izolatumai kozott. A Il-es alcsoportba tartozé izolatumok
esetében az 1-3 aminosavak szintén konzervaltak, de 70—72 aminosavak
abba a 9 aminosavat magaba foglalo régioba esnek, melyek hidnyoznak
ezen alcsoport izolatumaibdl. Egy kordbbi tanulméany igazolta a 2b
ezekben a kisérletekben a virusfertdzés nem korlatozodott az elsédlegesen
fertézott sejtekre (LEWSEY et al., 2009). A molekulamodellezési
modszerekkel elkészitett 2b szerkezet alapjan az elsé harom aminosav a
SIRNS-k6t6 tetramer struktira kozepén helyezkedik el, azonban ezek az
aminosavak nem vesznek részt az un. 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 megerdsitette, hogy az elsé harom aminosav
a virus sejtrdl-sejtre torténd 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 hidnyzik a rontgenszerkezetbdl. Mostandig csak a munkank

soran elkészitett molekulamodell all rendelkezésre a 2b C-terminalis
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doménjérél (GELLERT et al., 2012). Molekuladinamikai szimulaciok
(MD) alapjan a C-terminalis domén 70-72 szakasza egy kis a-hélixen
helyezkedik el. A 71-es hisztidin (His71) oldallanca oldoszer altal
hozzaférhet6 pozicioban talalhato, amely szignifikans lehet a sejtrél-sejtre
torténd mozgas soran kialakuld fehérje-fehérje kolcsonhatasoknal (15.
abra). Ez az els0 munka, amely a 2b fehérje kdzvetlen szerepét igazolja a
virus sejtrél-sejtre torténd mozgdsaban, fliggetleniil a géncsendesités

szupresszor aktivitastol.
Javaslatok

Az uborka mozaik virus témakorében megjelent publikaciok
szama az elmalt 10 évben mintegy megduplazodott, koszonhetéen a 2b
fehérje vizsgalatanak. A 2b fehérje az uborka mozaik virus legkisebb és
legkésobb felfedezett fehérjéje, jelenlétét a fertdézott szovetekben eldszor
1994-ben sikeriilt kimutatni (DING et al., 1994), funkciojat azonban
sokaig homaly fedte, mivel semmiféle homologiadt nem mutatott az addig
ismert nagy fehérjecsalddokkal. Az azota eltelt években ismeretanyagunk
oriasi meértékben gyarapodott a 2b fehérjét illetéen. Ebben az is
kozrejatszott, hogy részben a 2b fehérje segitségével sikeriilt felfedni a
novényvilag egy molekuldris parazitak elleni, univerzalis védekezd
mechanizmusat a géncsendesitést (BAULCOMBE, 2002). Az olyan virus
szupresszorok, mint amilyen a 2b fehérje is, kivalo eszkdzei a névény-
virus interakciok mechanizmusainak megértésének. Annak ellenére, hogy
ilyen nagyszamu publikacio jelent, és jelenik meg errdl a fehérjérdl,
bizonyos funkcidinak miikddése még ma sem vildgos a kutatok szamaéra,

ez tovabbi iranyvonalat jelolhet ki.
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Habar a novényviroldgia témakdrében megjelent tanulmanyok
szamos virus fehérje-ndvényi fehérje kozotti interakciorol adtak, és adnak
szamot folyamatosan, a kapcsolat soran a novényben létrejovo biokémiai
valtozasokrol még mindig csak nagyon keveset tudunk. Ez részben
koszonhetd annak, hogy a virusok kevés szdmu fehérjéinek majdnem
mindegyike tobb funkciot 1at el, mésfeldl pedig annak, hogy a névények
kiilonb6zé szekvendldsi eljarasok fejlodésével, ezaltal a ndvényekben
lezajlo élettani valtozasok egyre mélyebb megismerése segithet a novény-

virus kapcsolatok részletesebb feltarasaban.
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