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Roviditések jegyzéke

AbMV Abutilon mozaik virus (Abutilon mosaic virus)
bp bazispar
CAP 7-metilguanozin sapka (m7GpppG)
cDNS komplementer DNS (complementer DNA)
CMV uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)
CP kopenyfehérje (coat protein)
DNS dezoxiribonukleinsav
dpi fertdzést kovetd napok szdma (days post inoculation)
GFP z01d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
IPTG izopropil p-D-1-tiogalaktozid
kb kilobazis
kDa kilodalton
LB Luria-Bertani taptalaj/tapoldat
MP mozgasi fehérje (movement protein)
nt nukleotid
ODeoo optikai denzitas (600 nm)
ORF nyilt leolvasasi keret (open reading frame)
PAGE poliakrilamid gélelektroforézis
PCR polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)
RCF percenkénti fordulatszam (relative centrifugal force)
RNS ribonukleinsav
RT-PCR reverz transzkripcidt kovetd polimeraz lancreakcid
satRNS szatellit ribonukleinsav
SDS natrium-dodecil-szulfat
SEL a plazmodezma ateresztd képessége (size exclusion limit)
TEMED N, N, N', N'- tetrametil-etilén-diamin
TMV dohéany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)
ToMV paradicsom mozaik virus (Tomato mosaic virus)
TRIS tris- (hidroximetil)-amino-metan
tRNS

transzfer ribonukleinsav




I. Bevezetés

A ndvénypatogén virusok vilagszerte komoly veszElyt jelentenek a mezdgazdasagi
termelésre, mivel képesek sulyos betegségeket okozni a termesztett névényeken. Ez végiil a
terméshozam csokkenéséhez és gazdasagi veszteségekhez vezethet. A noévények virusos
mélyebb megértése, amely az elmult évtizedek egyre fejlédé molekuldris biologiai

modszereinek kdszonhetden mara rendkiviili itemben fejlodik.

A ndvényi virusok tanulményozéasaval egyre tobb informacid all rendelkezésiinkre a
virus és gazdanovény kozotti kdlesonhatdsok molekularis hatterérdl. Ez magédban foglalja
annak megértését, hogy a virusok hogyan képesek bejutni a ndvényi szovetekbe, ott hogyan
replikadlodnak, valamint hogyan reagdl a gazdandvény a fertdzésre. Sikeres szisztemikus
fertdzéskor a virus a fert6zott névény minden részébdl kimutathatova valik, koszonhetden a
virus sejtrél-sejtre és hosszl tdva terjedésének. Ezen folyamatok eldsegitésére a virusok
tobbsége egy kiilon ezt a célt szolgald fehérjét kodol, amelyet mozgasi fehérjének (movement
protein, MP) neveznek. A mozgasi fehérjék f6 feladata, hogy a virus genetikai allomanyat
atsegitsék az elsddlegesen fertdzott sejtbdl a szomszédos, még egészséges sejtekbe, majd iddvel
eljuttassak azt a szallitoszoveteken keresztiil a névény minden részébe. Ahogy maguk a virusok
1s, ugy ezek a mozgasi fehérjek is tobbfelek lehetnek, és valtozatos stratégiakkal végzik el 6

feladatukat.

A mozgasi fehérjék egyik csoportjat 30K’ szupercsaladnak nevezik, amely a nevét a
dohdny mozaik virus mozgasi fehérjéjérdl kapta. Ebbe a sok tagot szamlalo csoportba tartozik
az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) mozgasi fehérjéje is. A CMV egyike
a legsikeresebb novényi virusoknak. Vilagszerte elterjedt, rendkiviil széles gazdanovénykorrel
rendelkezik és komoly termésveszteséget okoz szamos ndvényi kultardban, emiatt mind a mai
mukodésérol bar mar allnak rendelkezésiinkre informaciok, a pontos mechanizmus tovabbra
sem ismert, amellyel a fehérje megkoti a virus genomjat és atsegiti a szomszédos sejtekbe a

plazmodezmakon keresztiil.

A mozgasi fehérjék miikodésének mélyebb megismerésével kozelebb keriilhetiink a
novényi virusbetegségek kialakuldsanak megértése¢hez ¢€s a virusok terjedését segitd
kulcsfontossagu tényezOk azonositdsdhoz, ami a tovabbiakban hozzajarulhat a virusbetegségek

megeldzéséhez és a védekezési stratégiak kidolgozasahoz.



I1. Célkitiizes

Munkank soran célul taztik ki:

1. A potencialisan foszforilaloddo aminosavak azonositasa in silico modszerrel a CMV
mozgasi fehérje (movement protein, MP) aminosav szekvenciajaban.

2. Expresszalt CMV MP foszforilaciojanak vizsgalata célzott pontmutaciokat tartalmazo
mutans virusok felhasznaldséaval.

3. Fertdzoképes CMV klonok felhasznalasaval olyan CMV mutansok eldallitasa, melyek
az MP el6zo kisérletekben meghatarozott pozicidiban alanint vagy aszparaginsavat
kédolnak, igy modellezve az MP foszforillt és nem foszforildlt allapotat. Ezekkel a
pontmutaciokat tartalmazé fert6z6képes klonokkal dohany (Nicotiana benthamiana
Domin) tesztnovények fertézése, a mutans virusok fert6zoképességének megallapitasa,
majd a kialakult tiinetbeli kiilonbségek megfigyelése €s mutans virionok tisztitasa.

4. A tlinetbeli kiilonbségek megfigyelése a vad tipusu és a mutans CMV-vel fertdzott
dohany (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc), libatop (Chenopodium murale L.) és
uborka (Cucumis sativus L.) névényeken, és a megfigyelt eltérések elemzése kiillonbozo
molekularis biologiai modszerekkel.

5. Az MP foszforilacié hatdsanak vizsgélata a fehérje sejten beliili lokalizacidjara
Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszio ¢és konfokalis lézer-pasztazo

mikroszkopia segitségével.



II1. Irodalmi attekintés

3.1. A CMYV altalanos jellemzése

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) egyike a vilagon
legelterjedtebb novénypatogén virusoknak, amely komoly gazdasdgi karokat okoz fdleg a
z0Oldség- ¢és diszndvénytermesztésben. A CMV a Bromoviridae csalad Cucumovirus
nemzetségébe tartozik harom masik novénypatogén virussal egyiitt, amelyek a foldimogyoro
satnyulas virus (Peanut stunt virus, PSV), a paradicsom magtalansag virus (Tomato aspermy
virus, TAV) és a Gayfeather mild mottle virus (GMMV).

A CMV-t 1916-ban irtak le eldszor az Egyesiilt Allamokban sargadinnyérdl és
uborkarol (DOOLITTLE, 1916; JAGGER, 1916). Az azota eltelt tobb, mint 100 év alatt a vilag
szinte minden orszagaban azonositottak. Teriileti elterjedése mellett széles gazdandvénykore is
egyediilallova teszi: tobb, mint 1200 gazdandvényt fertdz, amelyek kozott egy- és kétsziktiek,
gazdasagi jelentdséggel birdo kultirndvények, zoldség- ¢és gyiimdlesfajtdk, disz- és
gyomnovények is szerepelnek (EDWARDSON és CHRISTIE, 1991; FLASINSKI és mtsai., 1995;
TOMLINSON, 1987). Magyarorszagon el6szor 1941-ben irtak le (SzIRMAI, 1941), de jelentésége

mind a mai napig megmaradt.

Az okozott tiinetek, szerologiai jellemzok és nukleinsav szekvencidjuk alapjan a CMV
torzseket két alcsoportra osztjadk. A ma hasznalt felosztas alapjan a CMV torzsek I-es €s 11-es
alcsoportokba sorolhatok, emellett az I-es alcsoport tovabb bonthato IA és IB csoportokra a
1981; ROOSSINCK és mitsai., 1999). Mindkét alcsoportot kimutattdk mar Magyarorszagon
(SzILASSY és mitsai., 1999). Az alcsoportok kozotti kiillonbségek a foldrajzi elterjedésiikben is
megfigyelhetoek: az I-es alcsoportba tartozd izolatumok homérséklet-optimuma magasabb,
mint a ll-es alcsoportuaké (DANIELS és CAMPBELL, 1992), valamint az IB alcsoportu
izolatumok jellemzden Azsiaban taldlhatéak meg, mig az IA és II alcsoportba tartozé torzsek a

vilag minden tajan eléfordulnak (ROOSSINCK és mtsai., 1999).
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3.1.1. A CMV-fert6zott novényeken megjelendé tiinetek

1. abra. Az Rs-CMYV altal okozott tiinetek A) uborka (Cucumis sativus L.) sziklevelein és valodi levelén, B)
paradicsom (Solanum lycopersicum L. "Moneymaker’) fiatal levelein, C) paprika (Capsicum annuum L.) levelein

¢és D) paprikabogyon. (Fotok: Almasi Asztéria, Saray Réka)

A CMV kiilonb6z6 izoldtumai gyakran eltérd tlineteket indukélnak a kiilonb6zo
gazdanovényeken. A CMYV jellemzden mozaikos tiineteket okoz a fert6zott novények levelein,
ahol a vilagosabb szinii szovetekbdl mutathato ki a virus nagyobb mennyiségben (LOEBENSTEIN
és mtsai., 1977). Gazdandvénytdl és izolatumtol fliggden a CMV valtozatos tlineteket okozhat:
a fert6zott novényeken megfigyeltek mar torpiilést, levél-, és termésdeformaciot, klorotikus

foltokat, virdg szintorést, érnekrozist, szisztemikus nekrézist és nekrotikus 1ézidkat is (1. abra).

Az Rs-CMV virustorzs uborkan (Cucumis sativus L.) az inokulalt szikleveleken
nekrotikus lokal 1éziokat okoz, a fiatal valodi leveleken CMV-re jellemz6 vilagoszold,
klorotikus mozaikot és deformaciot figyelhetiink meg (1A é4bra), mig a terméseken szintén
deformacio alakulhat ki. Fogékony paradicsom ndvényen (Solanum lycopersicum L.
"Moneymaker’) a fiatal levelek elvékonyodasat, tn. pafranyleveliiséget okoz (1B abra). A CMV

egy masik gazdasagilag fontos gazdanovényén, a paprikan (Capsicum annuum L.)
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levéldeformaciot és klorotikus mozaikot (1C &bra), mig a termésen nekrotikus foltokat okoz

(1D éabra).

A CMV-t gyakran azonositjak kevert fertdzésekben, amikor egy ndvényt tobb, akar
kiilonboz6 csalddba tartozo virus is megfertdz. llyenkor a kevert fertézésben megfigyelt tiinetek
erdssége nagyban eltérhet a virusok altal onmagukban okozott tiinetektdl, és gyakran teljesen
eltéro tiineteket figyelhetliink meg. Ennek egyik gyakori példajaa CMV ¢és Potyvirusok egyiittes
jelenléte esetén jelentkez6 egymast erdsitd, szinergista hatis (PRUSS és mtsai., 1997; WANG és

mtsai., 2002).

A fert6zott ndvényen megjelend tiineteket az Gn. szatellit RNS-ek (satRNS) jelenléte is
nagymértékben képes megvaltoztatni (ESCRIU és mtsai., 2000). A satRNS-ek olyan 332—405
nukleotid hosszu, linedris, egyszali RNS molekulak, amelyek nem képezik részét a CMV
genomnak, nem irodnak at réluk funkcionalis fehérjék, és csak a CMV segitségével képesek
replikalodni és terjedni (MOSSOP és FRANCKI, 1978). A CMV és a satRNS-ek altal kézosen
kialakitott tlinetek erdsségét befolyasolja a virus adott torzse, a satRNS szekvencidja és maga a
gazdanovény (PALUKAITIS és GARCIA-ARENAL, 2003). Eddig tobb, mint 180 féle CMV
satRNS-t irtak le, amelyek koziil azonositottak a CMV tiineteit gyengitd, mig mas esetekben a
CMV altal kivaltott tiineteket erdsitd variansokat, amelyek tobbek kozott nekrozist, torpiilést
és erds sarga klorozist okoztak paradicsomon (GARCIA-ARENAL és ROOSSINCK, 2019; GARCIA-

ARENAL és mtsai., 2000; SIMON €s mtsai., 2004).

3.2. A CMYV molekularis jellemzése

3.2.1. A CMV részecske- és genomszervezodése

A CMV viruspartikulumai 29 nm atmérdjiiek és csonkolt csticsu ikozaéder alakuak,
hasonléan a Bromoviridae csalad tobbi tagjahoz (2. abra). A viriont 180 kopenyfehérje (coat

protein, CP) alegység épiti fel és koriilbeliil 18% RNS-t tartalmaz (FINCH és mtsai., 1967).

12
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2. abra. A CMV virionok A) elektronmikroszkopos képe (Forras:
http://www.sciencephoto.com/media/249715/view), és B) térszerkezeti modellje. (Forras: (SALANKI és mitsai.,
2018)

crer

kiilon-kiilon csomagolodnak viruspartikulumokba (LOT és KAPER, 1976). Az egyes genomi
RNS (RNS1) hosszisaga megkozelitdleg 3,36 kb, a kettes genomi RNS-¢ (RNS2) pedig
kortlbeliil 3,05 kb. A harmas genomi RNS (RNS3) valamivel rovidebb, megkdzelitleg 2,22
kb hosszi. Mind a harom RNS 5’ végén 7-metilguanozin sapka (CAP) (SYMONSs, 1975), 3’
végén pedig olyan konzervalt szekvencia szakasz talalhatd, amely magnézium ionok
jelenlétében transzfer RNS-szerti (tRNS) masodlagos szerkezetet vesz fel (JOSHI és mitsai.,
1983; RIETVELD ¢és mtsai., 1983). Ez a szerkezet a virus replikacioja soran az antiszensz RNS
szal promoteréiil is szolgal (SIVAKUMARAN ¢s mtsai., 2000). A viruspartikulumokba még két
szubgenomi RNS is becsomagoldodik (SgRNS4, sgRNS4A), melyek a virus replikacidja sordn
keletkeznek a genomi RNS2-r4l, illetve RNS3-rol (3. abra).

RNST l la l N

RNS2 I a .
* 2b
[ ]

sgRNS4A

RNS3 [ MP 1 [ CP 1 3

sgRNS4 . [ CP 1 N

3. abra A CMV genomszervezddése.
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A CMV genomja 6sszesen 0t fehérjét kodol. Az RNS1-en taldlhato gén az 1a fehérjét
kodolja, mig az RNS2 és RNS3 két-két gént kodol, melyek koziil az 5° végen talalhatok (2a és
3a) kozvetleniil a genomi RNS-r6l transzlalodnak, mig az RNS-ek 3’ végén 1évo 2b és 3b gének
az RNS2 ¢és RNS3 genomi RNS-ekrdl keletkez6 szubgenomi RNS-ekrdl (sgRNS4, sgRNS4A)
irddnak at a transzlacio soran (3. abra). A kettes RNS-en a 2a és 2b fehérjét kodolo génszakasz
részben atfed egymassal, de a leolvasasi keretiik (open reading frame, ORF) egy nukleotiddal
eltér egymastol. A 3a és 3b fehérjék a harmas RNS-en egy ORF-hez tartoznak, de a kettd kozott
egy 258-302 nt hosszi nem-kodolo régid helyezkedik el. A transzlacid soran a gének
promotereinek erdsségétdl fiiggden eltérd mennyiségli fehérje keletkezik. A legnagyobb
mennyiségben a kopenyfehérjeként funkcionald 3b fehérje, mig a legkisebb mennyiségben a 3a

fehérje irodik at (KwoN és CHUNG, 2000).

3.2.2. Az 1a fehérje

s

ami megkdzelitéleg 990-1007 aminosav hosszusadgu és 111 kDa molekulatomegii. Az la
fehérje elsddleges szerepe a virus replikdciojaban van, amely soran az RNS2-rél atir6do 2a
fehérjével és mas novényi fehérjékkel egyiitt alkotjak a virus replikaz komplexét (HAYES és
Buck, 1990). Ahogy maga a CMV replikacioja, az la fehérje is a tonoplaszt membranjan
lokalizalodik a novényi sejtekben (CILLO és mtsai., 2002). Az 1a fehérjén eddig két funkcionalis
domént azonositottak. A fehérje aminosav sorrendjének N-terminalis régidjaban
metiltranszferazokra jellemz6 konzervalt motivumokat irtak le, amelyeknek a virus RNS-ek
CAP struktirajanak kialakitasaban van szerepe (GORBALENYA ¢és mtsai., 1988; ROZANOV és
mtsai., 1992). A CMV 1la fehérjérél bizonyitottak, hogy képes az S-adenozil-metionin
megkotésére, amely sziikséges az 5> CAP metilaciojahoz (BAO és mtsai., 1999). A C-terminalis
régioban tobb, helikazokra jellemzé motivumot azonositottak. Ezek kozott talalhato egy NTP-
koté régié (I-es €s Il-es motivum) €s egy ATPaz, valamint egy feltehetéen RNS-kotd
aktivitassal rendelkez6 régio (VI motivum) (KADARE és HAENNI, 1997). Ezen régiok nélkiil a

crcr

€s GARCIA-ARENAL, 2003).

Tovéabbi kutatasok igazoltdk, hogy a CMV la fehérjéje a replikdcioban betoltott
szerepén kiviil részt vesz a hiperszenzitiv reakcio (HR) kialakitasaban dohanyndvényen, és

befolyasolja a CMV szisztemikus terjedését cukkinin (GAL-ON és mtsai., 1994; LAKSHMAN és
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GONSALVES, 1985). Kimutattak még az RNS1 — igy feltételezhetéen az 1a fehérje — szerepét a

maggal torténd virusatvitelben bab novényeknél (HAMPTON és FRANCKI, 1992).
3.2.3. A 2a fehérje

Az RNS2-r6] atirodo 2a fehérje izolatumtdl fiiggden 830-858 aminosav hossziisagu €s
94-97 kDa molekulatomegli. A fehérjén azonositottak RNS-fiiggé RNS-polimerazokra
jellemzd motivumokat (pl. Mg?*-ktd GDD-motivum), igy a 2a fehérje tekinthetd a CMV RNS
polimerazanak (ARGOS, 1988; BRUENN, 1991). A 2a fehérje a virus replikaz komplexének egyik
{6 alkotoeleme (HAYES és Buck, 1990). Kimutattak, hogy a 2a a tonoplaszt membran mellett a

citoplazmaban is jelen van (CILLO és mtsai., 2002; GAL-ON és mtsai., 2000).

Az la és 2a fehérjék altal alkotott replikdz komplex kialakuldsa és a két fehérje
kolcsonhatasa elengedhetetlen a virus sikeres replikacidjahoz (NITTA és mtsai., 1988; O’REILLY
¢s mtsai., 1998). Ennek a kolcsonhatasnak a sziikségességét in vivo és in vitro molekularis
modszerekkel is azonositottak. Kimutattak, hogy az 1a és 2a fehérje kozotti kdlcsonhatashoz a
2a fehérje N-terminalis végén 1év6 126 aminosav hosszl szakasza sziikséges (KIM és mtsai.,
2002). Ha ez a 126 aminosav hosszisagu szakasz foszforilalt allapotban van, a két fehérje
kozotti kapcesolat gatlodik, a replikdcid nem megy végbe, és a foszforilalt 2a fehérje a
citoplazmaban lokalizalodik (KiM és mitsai., 2002). Ebbdl kovetkezik, hogy a 2a fehérje

foszforilaltsaga fontos szabalyozo szerepet tolt be, amely valoszintisithetden nem csak a fehérje

crer

3.2.4. A 2b fehérje

A 2b fehérje a CMV legkisebb fehérjéje, amely 110 aminosav hosszusagu €s 12 kDa
molekulatomegii. Az RNS2 kodolja, de az SQRNS4A-r6l transzlaloédik. A 2b fehérjét kodolo
régio részben atfed a 2a fehérjét kodolo régio 3 végével, azonban a 2b ORF +1 nukleotiddal
eltolodva talalhatdo. A 2b fehérje a sejtmagi lokalizacids szignéljainak koszonhetéen a
citoplazma mellett a sejtmagban is megtalalhat6 (LUCY és mtsai., 2000; WANG és mtsai., 2004),
¢és a lokalizaciojat két konzervalt szerin (Ser, S) aminosav (Ser40 és Serd2) foszforilacidja

szabalyozza (NEMES és mtsai., 2017).

A 2b fehérje elsédleges funkcidja az RNS géncsendesités szupresszor aktivitas, aminek

segitségével a virus képes meggatolni a megfertdzott ndvényben aktivaldodd géncsendesitési
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folyamatokat (post-transcriptional gene silencing, PTGS) (Guo és DING, 2002; LI és mtsai.,
1999). Egyediilalld modon a 2b fehérje képes RNS és fehérje szinten is befolyasolni a ndvényi
védekezé mechanizmust: kimutattak, hogy mind a kis szabalyozo RNS-ekhez (siRNS), mind
az Argonaute (AGO) fehérjékhez kozvetleniil kapcsolodik (GONZALEZ és mtsai., 2010; GOTO
¢s mtsai., 2007; ZHANG ¢és mtsai., 2006). A 2b fehérje emellett fontos szerepet tolt be a virus
hosszu tavi mozgasaban, a gazdandvénykor meghatarozasaban ¢€s a tiinetek kialakitasaban is

(D1AZ-PENDON ¢és mtsai., 2007; DING és mtsai., 1995, 1994).
3.2.5. A 3a fehérje

Az RNS3 5’ végén kodolt 3a fehérje a CMV mozgasi fehérjéje (movement protein, MP),
amely megkozelitleg 280 aminosav hosszisaga és 30 kDa molekulatomegli (BOCCARD és
BAULCOMBE, 1993). Az aminosav sorrendje alapjan a CMV MP a dohany mozaik virus
(Tobacco mosaic virus, TMV) mozgasi fehérjéje utan elnevezett 30K’ szupercsaladba
sorolhaté (MELCHER, 2000). Az ebbe a csoportba tartoz6 MP-k kozos jellemzdje, hogy a sejtfal
mentén a plazmodezmaknal (plasmodesmata, PD) lokalizdlodnak, ahol a PD atjarhatosdganak
(size exclusion limit, SEL) megnovelésével segitik el a virus genetikai alloméanyanak sejtrdl-
sejtre torténd terjedését (MATTHEWS ¢és HuLL, 2002). Kutatasok igazoltak, hogy ezt a
folyamatot az un. F-aktin filamentumok polimerizacidjanak gatlasaval és elmetszésiikben vald

részvétellel érik el (Su és mtsai., 2010).

A CMYV nem virionként jut at a szomszédos sejtekbe, hanem ribonukleoprotein (RNP)
komplex formajaban a PD-n keresztiil (BLACKMAN és mtsai., 1998; KAPLAN és mtsai., 2004).
Ezeket a struktirdkat gyongyflizér struktardnak (beads-on-a-string) nevezziik, amely
hasonlosagot mutat a TMV-nél leirt struktirakkal (KISELYOVA és mtsai., 2001). Az RNP
komplex pontos Osszetétele még nem ismert, de az MP aminosav sorrendjében mar tobb
nukleinsav-koté motivumot azonositottak. Bar az RNS-kotés pontos helye nem ismert még,
cink-ujj domént (126—146 és 157—194 aminosavak kozotti szakasz), és két nukleinsav-kotd
domént (134—138 és 164—168 aminosavak kozotti szakasz) is leirtak (KAPLAN és mtsai., 1997;
L1 és mtsai., 2001; SASAKI és mtsai., 2006; VAQUERO és mtsai., 1997). Mivel a CMV MP

crer

a 86—118 aminosav kozotti szakaszban (L1 és mtsai., 2001).

16



Az MP ¢s a CMV tobbi fehérjéje kozott tobb fehérje-fehérje kolcsonhatéast is
azonositottak. Bar direkt interakciot nem sikeriilt bizonyitani az MP és a CP kozott, a kutatasok
azt igazoljék, hogy a CP mégis elengedhetetlen a virus sejtrél-sejtre és hosszu tavi mozgasahoz.
A CMV MP C-terminalis 33 aminosavanak eltavolitasaval az MP a CP jelenléte nélkiil is képes
a sejtrol-sejtre terjedést biztositani, és erdsodott a fehérje nukleinsav-koté tulajdonsaga
(NAGANO ¢és mtsai., 1997, 2001). Kimutattak, hogy a virus eredményes terjedéséhez
elengedhetetlen az MP C-terminalis vég 29 aminosavanak, és a CP C-terminalis vég 2/3-anak

kompatibilitasa (SALANKI és mtsai., 2004).

A CMV MP ¢és a 2a fehérje kolcsonhatasat is bizonyitottdk, azonban ennek a
kolesonhatdsnak a pontos szerepe még nem tisztazott. A két fehérje kozotti kozvetlen

kolcsonhatés kialakuldsdhoz a 2a fehérje N-terminalis vég 21 aminosava €s polimerdz GDD

crer

2005, 2007).

A CMV MP a virus hosszt tavll mozgasaban is fontos szerepet jatszik. Ha a MP 60.
aminosavat alaninra (Ala, A) cserélték, a virus rovidtavii mozgasa nem valtozott, de a hossza
tava mozgas hémérsékletfiiggévé valt (LI és mtsai., 2001). Kimutattak tovabba, hogy cukkini
novényben mind a 2a fehérje, mind az MP kiilon-kiilon jelentds szerepet tolt be a szisztemikus

terjedésben (CHOI és mtsai., 2005).

A 3a fehérje a virusterjedés eldsegitésén kiviil tobb mas fontos €lettani folyamatban is
részt vesz. Az MP tiinetkialakitasra gyakorolt hatasat tobb esetben bizonyitottdk mar. Ha az MP
51. és 240. aminosavat megvaltoztattak, dohany ndvényen megsziint a tlinetek ciklikussaga és
folyamatos mozaik tiinetek alakultak ki, mig tok ndvényen ugyanezek a mutaciok a
szisztemikus mozgas hatékonysagat befolyasoltak (GAL-ON és mtsai., 1996; KAPLAN és mtsai.,
(S176N) gyengébb szisztemikus tiineteket okozott Nicotiana benthamiana-n és csokkentette a
lokalis nekrotikus 1éziok méretét Chenopodium amaranthicolor-on (SASAKI és mtsai., 2006).
Li és munkatarsai (2001) a CMV MP t6bb konzervalt régojaban hoztak 1étre olyan mutaciokat,
amelyek eltérd tiineteket okoztak a vizsgalt tesztnovényeken. Tobb, fertdzésre teljesen képtelen
mutans mellett (M4, M5, M6, M7), az M3 (Y75A és D76A) és M9 (P60A) mutansok a vad
tipusnal gyengébb szisztemikus tiineteket okoztak rézviragon (Zinnia elegans), mikdzben az
M9 mutans erdsebb szisztemikus tiineteket okozott paradicsomon (S. lycopersicum). Tovabba

a CMV két torzsével (Pf-CMV ¢és Fny-CMV) végzett kisérletek soran megallapitottak, hogy
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cukkini névényen (Cucurbita pepo) okozott szisztemikus tiinetekért a 2a fehérje 267., és a 3a

crer

3.2.6. A 3b fehérje

Az RNS3 3’ részén talalhato gén a CP-t kodolja, amelyet egy intercisztronikus régio
valaszt el az 5° végén kodolodo 3a fehérjétél. A CP a szubgenomi RNS4-rél irddik at, 217-218
aminosav hosszusagu és 24 kDa molekulatomegli (DAVIES és SYMONS, 1988; HABILI és
FRANCKI, 1974). A CP elsddleges feladata a viruspartikulum kialakitasa, de szerepet jatszik a
virus sejtrél-sejtre €és hosszitavl terjedésében, a levéltetli atvitelben, a gazdandvénykor
meghatarozasaban ¢és a tiinetkialakitasban (CHEN és FRANCKI, 1990; KAPLAN és mtsai., 1997;

QIU és mtsai., 2018; RYU és mtsai., 1998; SUZUKI és mtsai., 1995; WONG és mtsai., 1999).

A CP sejtrél-sejtre és a hosszu tavu terjedésben betoltott fontos szerepét bizonyitottak,
amikor olyan virus mutansokkal fertéztek tesztnovényeket (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc,
Vigna unguiculata) és protoplasztokat, melyek nem tartalmaztak CP-t. A protoplaszt fert6zése
soran a replikacié hatékonyan miikodott, de novények fertdzése sordn lokalis fertézés nem
alakult ki (BocCARD és BAULCOMBE, 1993; SuzuKl és mtsai., 1991). A CP N-terminalis
részének delécidja esetén lokalis tiinetek kialakultak, de a ndvényen beliili hossza tavii mozgas
tovabbra is gatolt maradt, és nem alakultak ki szisztemikus tiinetek (SUZUKI és mtsai., 1991). A
CMV névényen beliili hossza tava terjedésekor viruspartikulumok formajaban terjed a

szallitoszovetekben a novény nem fertézott részeihez (TALIANSKY és GARCIA-ARENAL, 1995).

A CP nem csak a névényen beliili, hanem a novények kozotti terjedésben is fontos
szerepet jatszik a levéltetll atvitel eldsegitésével. Bizonyitottdk, hogy a CP 129. aminosava a
levéltetti atvitel hatékonysagat befolyasolja, de a folyamatban szerepet jatszanak még a 25.,
168. és 214. aminosavak is (PERRY és mtsai., 1994, 1998). A CP fehérjeszerkezetét
tanulmanyozva bizonyitottak a CP BH-BI hurkanak szerepét is a levéltetii atvitelben (LIU és

mtsai., 2002).

A CP 129. aminosava nem csak a mar elobb emlitett levélteti atvitelben, hanem a
tiinetkialakitasban is fontos szerepet tolt be. Kimutattak, hogy a 129. pozicioban 1évo prolin a
z6ld mozaik tiineteket okoz6 izolatumokban (pl. Fny-CMV), mig Ser vagy leucin a klorotikus
tiineteket indukalo izolatumokban (pl. Y-CMV) van jelen (SHINTAKU és mtsai., 1992). Ugyanez

az aminosav a felelés nekrotikus lokal 1éziok kialakulasaért dohany és C24 Arabidopsis
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novényeken is (SHINTAKU és mtsai., 1992; TAKAHASHI és mtsai., 2001). A CP 193. pozicioban
levé aminosava pedig Nicotiana glutinosa névényen meghatarozza a tiinetek jellegét, azaz azt,

hogy torpiilés vagy mozaik tiinetek alakulnak ki (SzILASSY és mtsai., 1999).
3.3. Novények virusfertozése

A novényi virusok fertézésének harom fontos Iépése van. Eldszor a ndvények
fertézéséhez valamilyen modon be kell jutnia a virusoknak a ndvény sejtjeibe. Ez torténhet
mechanikai uton (példaul paradicsom ndévények termesztése soran az oldalhajtdsok
eltavolitasakor), maggal, de leggyakrabban rovar vektorok terjesztik 6ket (BROWN és CZOSNEK,
2002; WHITFIELD és mtsai., 2015). A vektorokkal torténd virusatvitel lehet perzisztens
(cirkulativ), szemiperzisztens és nem-perzisztens (stylet-borne) attol fiiggden, hogy a virus-
vektor kozotti kapcsolat mennyire tartésan all fenn (NG és PERRY, 2004). A megfertézott
sejtekben, ha minden feltétel adott, a virus fehérjéi atirodnak, majd replikalodik a virus. Ahhoz,
hogy az egész novényt megbetegithesse, kovetkezo 1épésben at kell jusson a szomszédos, még
nem fertdzott sejtekbe. Ez rendszerint a plazmodezmaékon keresztiil torténik, és ezt nevezziik a
virus sejtrdl-sejtre terjedésének, ami lassi folyamat. Az egész novény megbetegitésé¢hez a
novény szallitoszovetén keresztiil jut el a virus a tavolabbi, nem fertdzott részeihez: a
gyokérhez, levelekhez, viragokhoz és a terméshez. Ezt a folyamatot nevezziikk a virus
hosszutava terjedésének. Munkam sordan a sejtrol-sejtre terjedéssel foglalkoztam, igy a

kovetkezd fejezetben ezt tekintem at.
3.3.1. Novényi virusok sejtrol-sejtre terjedése

A kiilonb6z6 ndvényi virusok sejtrdl-sejtre terjedésiikhoz kiilonb6z6 moddokon
adaptalodtak, amelynek soran képesek atjuttatni a genetikai alloméanyukat a mar megfert6zott
sejtbdl a szomszédos sejtekbe. A legtobb ndvénypatogén virus kodol egy tn. mozgasi fehérjét,
amelynek egyik f6 funkcidja a virus rovid €s hosszu tavli mozgasanak eldsegitése a fertdzott

novényi szovetekben.

Mivel a PD-n at torténd passziv transzport a virusok esetében nem johet szoba, hiszen
méretiik 1ényegesen nagyobb a PD méreténél, a MP valamilyen mddon képes megndvelni a PD
atjarhatoésagat. A TMV MP utan elnevezett 30K’ szupercsaladba tartozé mozgasi fehérjék
egyik kozos tulajdonsaga, hogy képesek ideiglenesen megndvelni a PD atjarhatdsagat, amig a

MP atsegiti a virus ordkitdanyagat RNP komplexek formajaban a PD-n 4t a szomszédos
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sejtekbe. A pontos mechanizmus, amin keresztiil 1étrejon a MP ¢és a PD kozotti kolcsonhatés,
egyelore nem pontosan tisztazott (REAGAN és BURCH-SMITH, 2020). Legajabb kutatasok
kolcsonhatasba 1épni, és azon keresztiil kifejteni a hatasat, mint a kalloéz és a PD-kapcsolt
fehérjék (PD-associated proteins, PAAPS) (AMSBURY és mitsai., 2018; DOROKHOV ¢és mtsai.,
2019).

A mozgasi fehérjék csoportjan beliill szamos viruscsaladnal (Bromoviridae,
Caulimoviridae, Comoviridae, Nepoviridae) megfigyelték az un. ,,tubulus képz6 stratégiat”.
Ennek lényege, hogy az ezekbe a csaladokba tartozo virusok mozgasi fehérjéje ugy segiti el6 a
a sejtrél-sejtre mozgast, hogy eltavolitja a PD dezmotubulusait és csdvecske alaku struktirakat
(tubulusokat) képeznek, és azon keresztiil segitik at a virus virionjait a szomszédos sejtbe
(MATTHEWS és HuLL, 2002). A CMV MP esetén is megfigyeltek tubulus képzddést N.
benthamiana protoplasztok felszinén, am ezek szerepe nem tisztazott. Gatolt tubulus képzésii,
mutans CMV MP is képes volt elésegiteni a virus szisztemikus terjedését tobb gazdandvényben
(CANTO és PALUKAITIS, 1999). Ezek alapjan megallapithato, hogy a CMV MP tubulus képz6

tulajdonsaga nem elengedhetetlen a virus sejtrél-sejtre és hosszl tavli mozgésahoz.

A poszttranszlaciés modifikaciok (PTM) olyan reverzibilis folyamatok, amelyek
alapvetden képesek befolyasolni a fehérjék szerepét. A PTM-ek gyakran feleldsek a fehérjék
funkcidinak és stabilitdsdnak megvaltoztatasaért, valamint a fehérje-fehérje kolcsonhatasok
létrejottéert. A leggyakoribb PTM-ek kozé tartozik a foszforildcid, amely sordn egy
foszfatcsoport kapcsolodik a fehérje megfeleld szerin (Ser, S), treonin (Thr, T) vagy tirozin
(Tyr, Y) aminosavahoz, amely folyamat reverzibilis (BOND és mtsai., 2011; KHOURY és mtsai.,
2011).

A reverzibilis foszforilacié szabalyozé szerepe a ndvénypatogén virusok életciklusaban
kevéssé feltart teriilete a ndvényvirologiai kutatdsoknak, mikézben a human virologia teriiletén
sokkal tobb adat all rendelkezésre. A ndvényi virusok mozgési fehérjéinek foszforilacidjarol
napjainkig Osszesen 11 adat ismert. Az eddig ismert adatok szerint a TMV MP esetében
bizonyitott a 258., 260. és 265. pozicidkban 1évé Ser aminosavak foszforilacioja. A C-
terminalis 55 aminosav hosszisagl szakasz delécidja (amely tartalmazza mindhdrom
foszforilalhatdé Ser aminosavat), bar nem gatolta teljesen a virus terjedését dohany
tesztnovényeken, de mindharom szerin aminosav aszparaginsav (Asp, D) mutinsa (ami a

folyamatosan foszforilalt allapotot modellezi) negativan befolyésolta a virus terjedését N.
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tabacum novényen (BERNA és mtsai., 1991; BOYKO és mtsai., 2000; KARGER és mtsai., 2003;
WAIGMANN és mitsai., 2000). A paradicsom mozaik virus (Tomato mosaic virus, ToMV)
esetében az MP foszforilacidja nagyban befolydsolta a virus fertézOképességét és a fehérje
sejten beliili lokalizacidjat (KAWAKAMI és mtsai., 1999). A Hordeivirusok genomja a legtobb
virussal ellentétben nem egy, hanem harom mozgasi fehérjét kodol (TGBpl, TGBp2, TGBp3),
amelyek egyiittes kolcsonhatdsara van sziikség a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez. A
Hordeivirusok koziil a burgonya szartorpiilés virus (Potato mop top virus, PMTV) TGBp3
fehérje foszforilacidjat in vivo azonositottak tobb Tyr-t tartalmazd pozicidban is (Tyr87-89,
Tyr120). A foszforilacio gatlasaval a TGBp3 mutans fehérje TGBp2 fehérjével valo
kolcsOnhatasa er6sebb lett és a mutans virus elvesztette a fertézéképességét (SAMUILOVA és
mtsai., 2013). Abutilon mozaik virus (Abutilon mosaic virus, AbMV) esetében harom
foszforilalhat6 aminosavat azonositottak in vitro és in vivo (Thr221, Ser223, Ser250). Ala és
Asp muténsokkal igazoltdk az Osszefliggést a MP foszforilacigja, a tiinetkialakitas és a virus
DNS koncentracidja kozott (KLEINOW és mtsai., 2009). A felsorolt példakon kiviil bizonyitottak
a rozsnok mozaik virus (Brome mosaic virus, BMV), az alma klorotikus levélfoltossag virus
(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), lucerna mozaik virus (Alfalfa mosaic virus, AMV)

MP foszforilaciojat is (AKAMATSU és mtsai., 2007; KiM és mtsai., 2014; SATO és mtsai., 1995).

A CMV MP esetében csak egy adat all rendelkezésre, amelyben transzgénikus
dohanyndvényekben igazoltak a foszforilacio jelenlétét (MATSUSHITA és mtsai., 2002). Ez volt
eddig az egyetlen adat arra vonatkozdan, hogy a CMV MP funkcidjanak szabalyozéasaban is

szerepet jatszhat a foszforilacio.
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IV. Anyag és modszer

4.1 Kisérleti anyagok

4.1.1. Virustorzs

A Kkisérleteink soran hasznalt, I-es alcsoporti Rs-CMV izoldtumot dr. Salamon Pal
izolalta retekrdl (Raphanus sativus L.) és Divéki és munkatarsai készitették el a fertézéképes
RNS klonokat (pRs1, pRs2, pRs3) (DIVEKI és mtsai., 2004).

4.1.2. Tesztnovények

A kisérletekhez az alabb felsorolt, tiveghazi koriilmények kozott nevelt tesztnovényeket
hasznaltuk: N. benthamiana Domin, N. tabacum L. cv. Xanthi-nc, Chenopodium murale, C.
sativus L. cv. Szenzacio. A Nicotiana és C. murale novényeket fitotronban neveltiik
hosszinappalos hdmérséklet-, és fényviszonyok kozott (16 6ra megvilagitds 23 °C-on, 8 ora
sotét 20 °C-on). Az uborka novényeket szikleveles koruktol fogva szintén hosszunappalos

kortilmények kozott, de 26 °C és 23 °C hdmérsékleten neveltiik.
4.1.3. Baktérium torzsek

Kisérleteink soran E. coli DH5a, TG90 és BL21(DE3) torzseit hasznaltuk a kiilonb6z6
klonok elkészitésére, felszaporitasara és fenntartasara. Az agroinfiltralasi kisérletekhez A.

tumefaciens C58C3 torzset hasznaltunk.
4.1.4. Plazmidok

Az elkésziilt konstrukciok klonozasahoz pGEM® T-Easy (Promega) vektort
hasznaltunk. A fehérje expresszios kisérletekhez pET28a (Sigma-Aldrich) plazmidot, az

agroinfiltralashoz pedig pBin61 binaris vektort (SILHAVY és mtsai., 2002) hasznaltunk.
4.2. Modszerek

4.2.1. In silico foszforilacios hely predikcio

22



A foszforilacios hely predikciohoz a NetPhos 3.1 ingyenes online elérhetd foszforilacios

hely predikciés szoftvert hasznaltuk (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-

3.1). A program t6bb kiilonbozo fehérje adatbazis és 17 kinaz felismerd hely alapjan vizsgalja
meg az adott fehérjét, és ezek alapjan hatdrozza meg a potencidlisan foszforilalodo
aminosavakat (Ser, Tyr, Thr). A program ezekhez az aminosavakhoz a vizsgalat végén egy 0-
1 kozotti pontszamot sorol (prediction score), amely a foszforilacid valdszintisithetdségének
értékét jeloli. A program alapbeallitasait hasznaltuk, amely alapjan 0,5 kiiszobérték felett az

adott aminosav foszforilacidja valdszintinek tekinthetd.

4.2.2. Alanint és aszparaginsavat tartalmazo mozgasi fehérje

virusmutansok készitése

4.2.2.1. Fertozoképes mutans klonok készitése

Az Ala-t és Asp-t tartalmazé mutans fertézéképes klonokat (MP/S28A, MP/S28D,
MP/S120A, MP/S120D) PCR alapt helyspecifikus mutaciéval hoztuk 1étre a pRs3
fertdzoképes klon felhasznalasaval. A PCR-hez hasznalt primereket az 1. tablazatban és a 4.
abran foglaltuk 6ssze. A PCR modszer soran két 1€pésben készitettiik el a pontmutaciokat
tartalmazo fertdzoképes klonokat. Az MP/S28A ¢és MP/S28D klonokhoz a pRs3 5° végi
szakaszat az 57 és 420 szamu primerparokkal emeltiik ki (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30
ciklus 95 °C 30 masodperc, 55 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, majd 72 °C 10 perc), mig a
fertézOképes klon hosszabb, pontmuticidkat tartalmazo 3’ végi szakaszat az MP/S28A esetében
418 ¢és 43, és az MP/S28D esetében 419 és 43 primerparokkal amplifikaltuk (PCR kondiciok:
95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 55 °C 30 masodperc, 72 °C 6 perc, majd 72 °C 10
perc). A két szakaszt egy atfedd (overlap) PCR segitségével kapcsoltuk Ossze az 57 és 43
primerek segitségével (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30
masodperc, 72 °C 1 perc, majd 72 °C 10 perc) (4A abra).

Az MP/S120A és MP/S120D klonokhoz a pRs3 5° végi szakaszat az 57 €s 423 szamu
primerparokkal emeltiik ki (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 55 °C
30 masodperc, 72 °C 2 perc, majd 72 °C 10 perc), mig a fert6zoképes klon hosszabb,
pontmutaciokat tartalmazo 3” végi szakaszat az MP/S120A esetében a 421 és 43, az MP/S120D
esetében a 422 és 43 primerparokkal amplifikaltuk (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95
°C 30 masodperc, 55 °C 30 masodperc, 72 °C 6 perc, majd 72 °C 10 perc). A két szakaszt overlap
PCR segitségével kapcsoltuk 0ssze az 57 és 43 primerek segitségével (PCR kondiciok: 95 °C 5
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perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, majd 72 °C 10 perc)
(4B abra). A PCR termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztiik, majd High-Pure Roche
Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk. A PCR termékeket ezutan pPGEM® T-Easy vektorba
ligaltuk és E. coli DHS5a baktériumtorzsbe transzformaltuk. A baktérium koloniakbol
miniprepet készitettiink, és az inzert meglétét ECORI, a mutacid6 meglétét BglIl és Sacl
restrikcids enzimekkel ellendriztiik. A mutans klonok teljes szekvencidjanak ellendrzését

nukleotid sorrend meghatarozassal (Biomi Kft., G6dol16) végeztiik el.

1. tablazat. Az alkalmazott oligonukleotidok nukleotid szekvencidja. A bevitt restrikciés enzim hasito helyeket

dolt betiivel, a pontmutaciot kodold kodonokat félkovér kiemeléssel jeldltik.

Ref. Név Nukleotid szekvencia (5°-3)

szam

57 CMV RNAS3 for | GGCTGCAGTAATACGACTCACTATAGTAATCTTACCAC
418 MP/S28A for GGAGATCTTATTTGCCCCTGAAGCCATTAAGAAAATGGC
419 MP/S28D for GGAGATCTTATTTGACCCTGAAGCCATTAAGAAAATGGC
420 MP/S28AD rev | GGAGATCTTTTGAAGATCGTCAGACGTATCCGCTGAGG
421 MP/S120A for | GGGAGCTCGCTCCCATAGATGGGCAATGCGTTTCG

422 MP/S120D for | GGGAGCTCGATCCCATAGATGGGCAATGCGTTTCG

423 MP/S120AD GGGAGCTCCTTGTCGCCTAGATCAGCTAAGTAAATTCTCAA
43 231\\//[\/ uni 3’ rev | GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC

463 MP Sacl for GGGAGCTCATGGCTTTCCAAGGTACCAGT

464 MP-eGFP rev CGCCCTTGCTCACCATAAGACCGTTAACCACCTGC

465 MP-eGFP for GTGGTTAACGGTCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGG

466 eGFP BamHI CCGGATCCTCACTTGTACAGCTCGTCCATG

493 29 I\\//IVMP PET GGCATATGGCTTTCCAAGGTACCAGTAG

273 ];(Z)I(/IVMP pET GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC

AktinF ge;/p. aktin for AGGGATGGGTCAAAAGGATGC

AktinR | Cap. aktin rev GAGACAACACCGCCTGAATAGC

24




A)

PpRs3

PCR1

PCR2-A

PCR2-D

overlap PCR-A
-» MP/S28A

overlap PCR—-D
-» MP/S28D

B)

PRs3

PCR1

PCR2-A

PCR2-D

overlap PCR—A
-» MP/S120A

overlap PCR-D
-» MP/S120D

4. abra. Az A) MP/S28A, MP/S28D, és B) MP/S120A, MP/S120D fert6z6képes klonok eldallitasanak sematikus

abraja. A nyilak a primereket, mig a fekete téglalapok a bevitt restrikcios hasitohelyeket jeldlik.
4.2.2.2. Vad tipust és mutans klonok készitése fehérje expresszidhoz

A vad tipusu és mutdns mozgasi fehérjéket PCR modszerrel emeltiik ki az 493 és 273
primerekkel (1. tdblazat) templatként az el6zd alfejezetben bemutatott fertdzoképes klonokat
hasznalva (pRs3, MP/S28A). A PCR-t a kovetkez6 kondiciokkal végeztiik: elézetes denaturalas

95 °C-on 5 perc, majd a 30-szor ismétl6d6 szakaszban 95 °C 30 masodperc, 50 °C 30 masodperc,
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72 °C 3 perc, majd egy végsd lanchosszabbitas 72 °C 10 perc. A PCR termékeket 1%-os agardz
gélen ellendriztiik, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel tisztitottuk. A PCR termékeket
ezutan pGEM® T-Easy vektorba ligaltuk, majd az Ndel és BamHI restrikcidos enzimeket
hasznalva szubklonoztuk pET28a expresszids vektorba, és transzformaltuk E. coli DH5a
baktériumtorzsbe. Miniprepek készitése és ellendrzése utan az MP-t tartalmazé plazmidokat E.
coli BL21DE3 baktériumtorzsbe transzformaltuk (Rs-CMV MP pET, MP/S28A pET). A
baktérium koloniakbol miniprepet készitettiink, és az inzert meglétét Ndel és BamHI restrikcios
enzimekkel ellendriztilk. A mutans klonok teljes szekvencidjanak ellenérzését nukleotid

sorrend meghatarozassal (Biomi Kft., G6d6116) végeztiik el.
4.2.2.3. Vad tipusu és mutans klonok készitése sejten beliili lokalizacié vizsgalatahoz

A sejten beliili lokalizacio vizsgalatahoz eGFP-t kapcsoltunk kozvetleniil a vad tipust
¢s mutans MP C-termindlis végéhez overlap PCR modszerrel. A PCR soran az eldzdleg
elkészitett mutans klonokat hasznaltuk templatként (pRs3, MP/S28A, MP/S28D). A PCR
modszer soran két 1épésben készitettiik el a konstrukciokat (CMV MP-eGFP, MP/S28A-eGFP,
MP/S28D-eGFP). Els6 1épésként a CMV RNS3 klonok 5° végi szakaszat (ami az 5° nem kodolod
régiot és az MP-t tartalmazta) a 463 és 464 szamu primerekkel emeltiik ki (PCR kondiciok: 95
°C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, majd 72 °C 10
perc), mig a GFP szakaszt az eGFP klonbol a 465 és 466 primerekkel amplifikaltuk (PCR
kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, majd
72 °C 10 perc). A két szakaszt overlap PCR segitségével kapcsoltuk Ossze az 463 és 466
primerek segitségével (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 65 °C 30
masodperc, 72 °C 2 perc, majd 72 °C 10 perc) (5. abra). Az igy kapott 1569 nt hosszisagi PCR
termékeket 1%-os agardz gélen futtattuk, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel
tisztitottuk. A PCR termékeket ezutan pGEM® T-Easy vektorba ligaltuk és E. coli DH5a
baktériumtdrzsbe transzformaltuk. A baktérium kolonidkbol miniprepet készitettiink, és az
inzert meglétét ECORI restrikcios enzimmel ellendriztiik. A fazids klonok teljes nukleotid
sorrend;jét ellendriztiikk (Biomi Kft., G6d61l6). A klonokat ezutan Sacl és BamHI emésztéssel
pBin61 binaris vektorba klonoztuk és wjra E. coli baktériumba transzformaltuk. Ujabb miniprep
készités és ellendrzé emésztés utan a klonokat A. tumefaciens C53C1 torzsbe transzformaltuk.

A klonokat miniprep készités utan restrikcids enzimekkel valo emésztéssel ellendriztiik.
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5. adbra. A sejten beliili lokalizaciohoz hasznalt klonok (CMV MP-eGFP, MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP)
eléallitasanak sematikus abraja. A nyilak a primereket, mig a fekete téglalapok a bevitt restrikcids hasitohelyeket

jeldlik.
4.2.3. Fehérje expresszio E. coli BL21DE3 baktériumtorzsben, Western blot

Az elkésziilt konstrukciokat (Rs-CMV MP pET, MP/S28A pET) 50 ml folyékony LB
taptalajban inkubaltuk 37 °C-on, ameddig a baktériumoldat optikai denzitdsa 600 nm
hullamhosszon (ODeoo) el nem érte a 0,75-0s értéket. Ezutan 100 mM isopropyl B-d-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) hozzaadasa utan a baktériumszuszpenziot 37 °C-on 2 oran at
inkubaltuk. A baktériumszuszpenziokbol 1-1 ml szétmérés és centrifugalds utan a baktérium
pelletet 50 L. Laemmli-pufferben oldottuk vissza (62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8, 2,5% SDS,
0,002% bromfenolkék, 5% B-merkaptoetanol, 10% glicerol), majd forralassal tartuk fel a
fehérjéket.

Az expresszalt fehérjék foszforilacidjat Western blot modszer segitségével ellendriztiik.
Denaturalas utan (forralas 5 percig) SDS-tartalmt, 12%-os poliakrilamid gélben elvalasztottuk
a fehérjéket (80 V, kb. 150 perc), majd nitrocellul6z membranra blottoltuk (GE Healthcare Bio-
Sciences) (200 mA, kb. 90 perc). Az immunreakcié soran a blokkolashoz Western Blocker
Solution oldatot (Sigma), elsddleges ellenanyagként anti-foszfoszerin 1gG ellenanyagot
(Qiagen), masodlagos ellenanyagként pedig HRP-konjugalt anti-egér IgG-t (Agrisera)
alkalmaztunk. Az eldhivashoz Pierce™ ECL Western Blotting Substrate-ot (Thermo Scientific)

hasznaltunk.
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4.2.4. In vitro RNS transzKkripcio, novényfert6zés és viriontisztitas

A vad tipusu és pontmutaciot tartalmazé fert6zoképes klonokat, valamint az RNSI és
RNS2 klénokat (pRsl1, pRs2, pRs3, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D) BamHI
restrikciés enzimmel linearizéltuk. A transzkriptumok szintéziséhez T7 RNS-polimerazt
hasznaltunk (SzILASSY és mtsai., 1999). Az in vitro transzkripciohoz 1 pg linearizalt templatot,
50 mM ATP-t, UTP-t és CTP-t, 6,25 mM GTP-t, 50 mM CAP-ot (7-metil-guanozin sapka), 50
U T7 RNS-polimerazt, 50 u RiboLock RNéz-inhibitort adtunk. Tizenot perc 37 °C-os inkubalast
kovetden 25 mM GTP-t adtunk a mintdkhoz, majd tovabbi egy oOran keresztiil 37 °C-on

inkubaltuk. A transzkripci6 eredményét 1%-os agaroz gélen elvalasztva ellendriztiik.

Az elkésziilt transzkriptumokkal N. benthamiana névényeket fertéztiink tgy, hogy az
inokulum egyenld ardnyban tartalmazott RNS1, RNS2, valamint vad tipust vagy mutans RNS3
in vitro transzkriptumokat. Az elegyhez karborundumot tartalmazé inokulal6 puffert adtunk (25
mM glicin, 15 mM K>HPOa4, 0,5% bentonit, 0,5% cellit), és livegspatulaval mechanikai aton

inokulaltuk a 4-6 leveles novények leveleit.

Harom héttel az inokulalas utan a fert6zott novények tiineteket mutato fiatal levelekbdl
virionokat tisztitottunk Lot és mitsai. (1972) modszere szerint. Szaz g novényi részt
homogenizaltunk Nas-citrat puffer (0,5 M Nas-citrat (pH: 6,5), 0,1% tioglikolsav, 0,5 M EDTA
(pH: 8) és kloroform 1:1 aranyu keverékében. Centrifugalas utan (4 °C, 10 perc, 1890 RCF) a
vizes fazishoz 10%-os PEG 6000 adtunk, majd 15 perc keverés és 30 perc pihentetés utan tjjabb
centrifugalast kovetden (4 °C, 30 perc, 5750 RCF) a pelletet visszaoldottuk 0,5 mM borat puffer
(pH: 9) és 2% Triton X oldataban. Ujabb centrifugalas utan (4 °C, 10 perc, 5750 RCF) borat
puffer és Triton X keverékében 2,5 orat ultracentrifugaltuk 85 000 RCF-en, 4 °C-on. A pelletet

borat pufferben oldottuk vissza.
4.2.5. Tesztnovények fertozése

A tesztnovényes kisérletekhez tisztitott viriont hasznaltunk 10 pg/ml koncentracidban.
A mechanikai fert6zést inokulalé puffer (25 mM glicin, 15 mM K2HPO4, 0,5% bentonit, 0,5%
cellit) és karborundum felhasznalasaval végeztiik el. A N. tabacum cv. Xanthi-nc és C. murale
novényeket négyleveles korban, mig az uborka szikleveleit a fiatal szisztemikus levelek
megjelenése elott fertdztilk. A novényeket hosszinappalos homérseklet-, és fényviszonyok

kozott tartottuk €s 6t héten keresztiil monitoroztuk a megjelend tiineteket. A fertdzéses
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kisérletekben negativ kontrollként hasznalt névényeket inokulalé pufferrel €s karborundummal

inokulaltuk.
4.2.6. RNS kivonas, cDNS készités, RT-PCR

A mutaciok stabilitdsanak ellendrzéséhez RNS kivonast végeztiink a fertézott névények
(N. benthamiana, N. tabacum cv. Xanthi-nc, C. sativus) nem inokulalt leveleib6l. A kivonashoz
SV Total RNA lIsolation Kit-et (Promega) hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfelelden.
cDNS készitése utan PCR segitségével kiemeltiik a teljes vad tipusu €s a pontmutacidkat
tartalmazdo CMV MP-t az erre a szakaszra specifikus primerpar hasznélataval (1. tdblazat). Az
amplifikalt DNS szakaszokat High Pure PCR Product Purification Kit-tel tisztitottuk, és

szekvencia analizis soran ellen6riztiik a 1étrehozott mutaciok stabilitasat.
4.2.7. Western blot, press blot

A Western blothoz a N. tabacum cv. Xanthi-nc névények fels6, nem inokulalt leveleibol
20 mg novényi anyagot Laemmli-pufferben homogenizalva fehérjekivonatokat készitettiink,
amelyeket akrilamid gélelektroforézis el6tt 95 °C-on 5 percen keresztiil denaturaltunk. Ezutan
a mintakat 1 perc jégen hiités utan lecentrifugaltuk. A mintakat (1-10 ul) 12%-os akrilamid
gélen valasztottuk szét. A fehérjék mennyiségének ellendrzéséhez Coomassie Brilliant Blue
G250 fehérjefestéket hasznaltunk. Az elektroforézist kovetéen (80 V, kb 150 perc) a
szétvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra kotottiik (200 mA, kb. 90 perc) és anti-CMV
CP elsddleges ellenanyaggal, majd ALP-konjugalt anti-nyul IgG-vel (Agrisera) hibridizaltuk.
A detektalashoz AP Conjugate Substrate Kit-et (Bio-Rad) hasznaltunk.

A press blot vizsgalathoz az uborka szikleveleket 10 nappal az inokuléalastkdvetden
begylijtottilk, majd steril pengével a szini oldalukat a levél egész feliiletén finoman
megsertettiik, €s a vagott felszinilikkel nitrocellul6z membranra helyeztiik. Nyomas kifejtésével
a ndvényi nedvet a nitrocellul6z membranra préseltiik, majd azt megszaritottuk, és anti-CMV
CP els6dleges, valamint ALP-konjugalt anti-nyal mésodlagos ellenanyaggal hibridizaltuk. A
detektalashoz AP Conjugate Substrate Kit-et hasznaltunk.

4.2.8. Lokalis 1éziok méretének elemzése

29



A C. murale novények inokulalt leveleit harom nappal fertézést kovetden
Osszegyljtottiilk, és szkennelve nagy felbontast képeket készitettiink roluk. Ezt kdvetden
Imagel (1.52) program segitségével szamszertsitettiilk a nekrotikus 1éziok teriileti adatait. A
kapott adatokat IBM SPSS Statistics 25 program hasznalataval elemeztiik. A normalitas
vizsgalatot Kolmogorov-Smirnov teszttel és a ferdeség-csucsossadg vizsgalatdval, mig a
variancia homogenitas vizsgalatot Levene-teszttel végeztiikk el. A szignifikans kiilonbségek
megallapitasahoz egyiranyt ANOVA modszert hasznaltunk Games-Howell post hoc teszttel

kiegészitve.
4.2.9. Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszio

A baktérium kultarakat rifampicin €s kanamycin tartalma LB taptalajba oltottuk, majd
16 oOran at inkubaltuk és razattuk 28 °C-on. A felszaporodott baktérium kulturakat
centrifugaltuk, majd 0,01 M MgClx-ot és acetosyringone-t tartalmazé MES pufferben
visszaoldottuk. Spektrofotométerrel 600 nm-en megmértiik a mintak optikai denzitasat (ODeoo),
majd a kovetkezd koncentraciot beallitva mértiik ossze a kivant baktériumszuszpenziokat: a
mindegyik mintahoz hozzaadott P19 szupresszor fehérjét (JAY és mtsai., 2023) 0,2-es, a GFP-
hez kotott vad tipust és mutans MP mintakat 0,4-es ODeoo értékkel hasznaltuk. Az dsszemért
baktériumszuszpenziokat fecskendd segitségével infiltraltuk N. benthamiana és N. tabacum cv.

Xanthi-nc novények leveleinek fonakjaba.
4.2.10. Konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopia

Az MP lokalizaciot az agroinfiltralast kovetden 2448 oraval dokumentaltuk. A képeket
HC PL APO CS2 40x/1.10 viz-immerzios objektivvel készitettiik. Az anilinkék festék
gerjesztéséhez 405 nm, az eGFP gerjesztéséhez pedig 488 nm hullamhossza 1ézerfényt
alkalmaztunk; az anilinkék detektalasa 410-480 nm, az eGFP detektalasa 490-530 nm
hulldmhosszt tartoméanyban tortént. A vizsgalatokhoz Leica TCS SP8 konfokalis lézer-

pasztazo mikroszkopot hasznaltunk.

A PD-ben talalhato kalloz jeloléséhez anilinkék festéket hasznaltunk. Ehhez a leveleket
0,1%-o0s anilinkék oldat és 1 M glicin (pH: 9,5) 2:3 aranyu keverékével, fecskendd segitségével
festettilk meg kozvetleniil a tovabbi kisérletek elétt 10 perccel. A plazmolizis kisérletekhez a
dokumentalni kivant levélszoveteket 10%-os NaCl oldatba 4aztattuk kozvetleniil a

mikroszkopos képek elkészitése elott.
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V. Eredmények

5.1. ACMV MP insilico analizise

A virus fehérjék funkcidit a poszttranszlaciés moddositasok (a leggyakoribb
foszforilaciot is beleértve) jelentésen befolyasolhatjak, azonban a CMV MP esetén ide
vonatkozo adat jelenleg nem elérhetd. Ezért el6szor online foszforilacios hely predikcios
programokkal elvégeztiik a CMV MP lehetséges foszforilacios helyeinek meghatarozasat. A
NetPhos 3.1 szoftver szamos lehetséges foszforilacios helyet jelolt ki az Rs-CMV MP aminosav

sorrendjében, amelyek koziil 21 Ser, 12 Thr és 6 Tyr aminosav volt (2. tablazat).

2. tablazat. A NetPhos 3.1 online foszforilacios hely predikcios program altal kiiszobérték feletti (>0,5) értékkel
tipusat (S: szerin, T: treonin, Y: tirozin); a 9 aminosav hosszisagu szakaszt, amelyben az elhelyezkedik; a program
altal szamolt foszforilacié valdszinliségének mértékét; és a foszforilacidoban részt vevd lehetséges kinaz tipusat
(ATM: ATM kinaz, cdc2: ciklinfiiggd-protein-kinaz-2, CKII: kazein kinaz 2, DNAPK: DNS-fiigg6 protein kinaz,
EGFR: EGFR tirozin kindz, INSR: inzulin-receptor tirozin kindz, PKA: protein kinaz A, PKC: protein kindz C,

PKG: protein kinaz G, RSK: riboszémalis S-6 kinaz, unsp: nem specifikus predikcio).

# Aminosav  Szekvencia Erték Kinaz # Aminosav  Szekvencia Erték  Kinaz
6 T AFQGTSRTL 0,728 unsp 174 T YTGTTASVC 0,511 cdc2
7 S FQGTSRTLT 0,515 cdc2 176 S GTTASVCSN 0,746 PKC
11 T SRTLTQQSS 0,614 unsp 186 S QARFSSKNN 0,980  unsp
11 T SRTLTQQSS 0,587 DNAPK 186 S QARFSSKNN 0,880 PKC
15 S TQQSSAATS 0,523 cdc2 187 S ARFSSKNNN 0,790 PKA
18 T SSAATSDDL 0,842 unsp 187 S ARFSSKNNN 0,568 PKG
19 S SAATSDDLQ 0,889 unsp 192 Y KNNNYTHIA 0,827 unsp
19 S SAATSDDLQ 0,575 CKIlI 192 Y KNNNYTHIA 0,567 INSR
28 S KILFSPEAI 0,972 unsp 193 T NNNYTHIAA 0,503 PKC
37 T KKMATECDL 0,582 unsp 212 T LAEQTKPSA 0,783 unsp
54 S DNAISVRPL 0,759 unsp 223 S RLLKSQLNN 0,546 ATM
69 S GRIASFFKS 0,796 PKC 223 S RLLKSQLNN 0,517 cdc2
69 S GRIASFFKS 0,563 RSK 231 S NIESSQYLL 0,648 DNAPK
73 S SFFKSGYDV 0,928 unsp 231 S NIESSQYLL 0,548 PKA
75 Y FKSGYDVGE 0,713 unsp 233 Y ESSQYLLTN 0,656 unsp
75 Y FKSGYDVGE 0,522 INSR 236 T QYLLTNAKI 0,825 PKC
85 Y CSKGYMSVP 0,920 unsp 246 S QNARSESED 0,986 unsp
87 S KGYMSVPQV 0,512 PKA 246 S QNARSESED 0,623 CKIlI
100 S TRTVSTDAE 0,833 unsp 248 S ARSESEDLN 0,789 unsp
101 T RTVSTDAEG 0,579 CKIlI 248 S ARSESEDLN 0,552 CKIlI
120 S DKELSPIDG 0,997 unsp 255 S LNVESPPAA 0,509 cdc2
120 S DKELSPIDG 0,520 cdc2 263 S AIGSSSASR 0,584 PKC
144 Y FQPTYDCPM 0,750 unsp 264 S IGSSSASRS 0,978 unsp
150 T CPMETVGNR 0,611 PKC 264 S IGSSSASRS 0,530 cdc2
167 Y ERHGYIGYT 0,540 EGFR 266 S SSSASRSEA 0,997 unsp
171 T YIGYTGTTA 0,544 cdc2 266 S SSSASRSEA 0,528 CKIlI
173 T GYTGTTASV 0,713 PKC

31



A NetPhos 3.1 program nem csak névényi, de human és allati kinazokat is vizsgal,
ezeket a tovabbi vizsgalatainkndl nem vettik szdmitasba. Két ndvényi kindzok altal
foszforilalodd Ser aminosavat valasztottunk ki a legnagyobb valdszinliséggel foszforilalodo

helyek koziil a CMV MP 28. és a 120. poziciojaban (Ser28, Ser120) (6. abra).
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6. abra. Az Rs-CMV MP aminosav sorrendjében talalhatd Ser, Tyr és Thr aminosavak potencialis
foszforilalhatésaganak vizsgalata NetPhos 3.1 programban. A 28. és 120. aminosavakat csillaggal jeloltiik. A

vizszintes lila csik a 0,5-0s kiiszobértéket jeloli.
5.2. A CMV MP foszforilalédik E. coli baktériumban

Az in silico azonositott foszforilaciés helyek valodsziniisitik az adott pozicioban
elhelyezked6 Ser foszforilaciojat, amit egy esetben, E. coli baktériumban expresszalt vad tipusu
(Rs-CMV MP) és a nem foszforilalt allapotot modellezé S28A pontmutaciot tartalmazé MP
(MP/S28A) vizsgalataval erdsitettink meg. A fehérje expresszid az MP-t expresszalo
konstrukciok LB taptalajban valé 37 °C-os inkubdlasa soran tortént. A konstrukcidkat
tartalmazo baktériumszuszpenzidkat a 0,75 ODesoo érték eléréséig folyékony taptalajban
szaporitottuk, ekkor 100 mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk a fehérjeexpressziot, majd két

oran keresztul inkubaltuk a kultarat 37 °C-on.

A két expresszalt, egyetlen aminosavban eltéréd mozgasi fehérje foszforilaltsaga kozti
kiilonbségeket Western blot segitségével vizsgaltuk. Foszfoszerin ellenanyaggal valo
hibridizalas utan megallapitottuk, hogy az MP/S28A fehérje (ahol a 28-as aminosav stabilan

nem foszforilalt allapotban van, szemben a vad tipust Ser aminosavval, ami foszforilalodhat)
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szignifikansan kisebb mértékben hibridizalt a foszfoszerin ellenanyaggal, mint a vad tipusu MP
(7. abra). Az MP/S28A fehérje esetén azért figyelhetd meg gyenge jeldlddés, mert a fehérje
mas aminosavai is foszforildlodhatnak. A Coomassie festés bizonyitotta, hogy a két fehérje
expressziojanak szintjében nincsen lényeges kiillonbség. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a
Ser28 aminosav valoban foszforilalodik E. coli baktériumban expresszalt CMV MP esetén,

tehat a NetPhos 3.1 program altal valoszintsitett foszforilaciot in vivo igazoltuk.

A) B)
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7. abra. Az E. coli baktériumban expresszalt vad tipusti és mutans CMV MP foszforilaltsaganak vizsgalata Western
blot mddszerrel. A) Foszfoszerin ellenanyaggal hibridizalt Rs-CMV MP és MP/S28A vizsgalata. A felhasznalt
fehérjék mennyiségének ellendrzéséhez Coomassie festést alkalmaztunk. B) A kapott fehérjék jelerossége kozti
kiilonbségeket a Coomassie értékkel korrigalva abrazoltuk. Az oszlopdiagramok a mért értékek atlagat és szorasat
jelolik.

5.3. Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D mutans

virusok fertozése transzkriptummal, viriontisztitas

Az MP Ser28 ¢és Serl20 foszforilacid virusfertézés soran betoltott szerepének
vizsgalatahoz, pontmutacioval mindkét pozicioban a szerin aminosavat alaninra és
aszparaginsavra cseréltik. Az Ala egy kis méretli, apolaros (t6ltéssel nem rendelkezd)
aminosav, amely nem képes foszforilalodni, igy j61 modellezhetd vele a nem foszforilalt allapot
(MP/S28A, MP/S120A), mig az Asp aminosav a negativ toltés miatt idealis a foszforilalt allapot
modellezésére (MP/S28D, MP/S120D). Ezeket a pontmutacidkat az Rs-CMV torzs 3-as RNS-
ének fertdzoképes klonjaba illesztettiik, és a késObbiekben ezekkel a klonokkal dolgoztunk.
Kontroll fertézésekhez a vad tipustt RNS3 klont hasznaltuk.

Az elkésziilt konstrukciok fert6zoképességét N. benthamiana névényeken teszteltiik. A
fertézOképes klonokbol (Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D)
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transzkriptumokat készitettlink, amelyeket karborundumot tartalmazo inokulaldé pufferben,
RNS1 ¢és RNS2 transzkriptumok hozzdaddsédval haszndltunk a ndvények inokuléldsara.
Tizennégy nappal a fertdzés utan megfigyeltiik a tiineteket a fertézott N. benthamiana ndvények
fiatal, nem fert6zott levelein. Mindegyik klon esetén levéldeformaciot és mozaikos
levéltiineteket figyeltiink meg, amivel sikeresen igazoltuk a konstrukciok fert6zoképességét a
pontmutaciok ellenére. A novényekbdl mintakat gyiijtottiink, amelyekbdl RT-PCR moédszerrel
kimutattuk a virus jelenlétét, majd a PCR termék nukleinsav sorrendjét meghatarozva igazoltuk,
hogy a mutaciok a fertdz¢s soran stabilak voltak két héttel a fertdzés utan is. A nukleotid sorrend
ellendrzése utan nagyobb mennyiségii (100 g) ndvénymintat szedtiink és viriont tisztitottunk,
hogy a tovabbi gazdanovény kisérleteinket mar azonos koncentracioban jelen 1évo virionokkal

végezhessiik.

5.4. Lokalis és szisztemikus tiinetek jellemzése vad tipusu és MP-

mutans CMV-vel fert6zott novényeken

5.4.1. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D és Rs-CMV

mutansok szisztemikus tiinetei dohanynovényen (N. tabacum cv. Xanthi-nc)

A vad tipusu és mutans CMV virionokkal (Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A,
MP/S120D) N. tabacum cv. Xanthi-nc tesztnovényeket fertéztiink a szisztemikus tiinetek kozti
kiilonbségek vizsgalatdhoz. Négy nappal a fertézés utan az Rs-CMV-vel fert6zott
dohdnyndvények fiatal levelein szisztemikus mozaikot és enyhe levél deforméciot figyeltiink
meg, ami a napok eldrehaladtaval egyre erdsebb tiinetekhez vezetett. Az MP/S120A és
MP/S120D mutéansok szintén hasonl6 tiineteket okoztak, de a vad tipusi CMV-hez képest a
tiinetek egy nappal késébb jelentkeztek a fert6zott ndvényeken. Az MP/S28A ¢és MP/S28D
mutansokkal fertézott tesztndvényeken ezzel szemben joval gyengébb tlineteket figyeltiink
meg. A fertdézést kdvetd 6todik napon, amikor a vad tipusi CMV-vel és a 120. aminosavnal
modositott mutansokkal fert6zott novények mar jellegzetes szisztemikus tiineteket mutattak, az
MP/S28A és MP/S28D muténsokkal fert6zott novények fiatal levelein csak érkivilagosodast
figyelhettiink meg (8. abra).
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8. abra. Szisztemikus tlinetek N. tabacum cv. Xanthi-nc ndvényeken 5 nappal az inokulalast kdvetden.

A virusterjedés molekularis vizsgalatdhoz az inokulalast kévetd 3—6 napon keresztiil
levélkorongnyi mintakat vettiink az inokulalt tesztndvények fiatal, nem fertézott leveleibdl.

Ezeket a mintdkat felhasznalva Western blot analizissel hasonlitottuk Ossze a vad tipusu ¢€s
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mutans CMV virusok novényen beliili terjedését, CMV CP elsddleges ellenanyag
hasznélataval. Az Rs-CMV esetében a virus jelenléte mar harom nappal a fert6zést kdvetden
nagy mennyiségben kimutathatd volt a fiatal, nem inokulalt levelekbdl. A 120. aminosav
mutansokkal (MP/S120A, MP/S120D) fert6zott novényekbdl bar kimutathatd volt a virus
jelenléte az inokulalast kovetd harmadik napon, de a vad tipusut CMV-re jellemzd virus
akkumulacié mértékét csak egy nappal késébb, a fert6zést kovetd 4. napon érte el. A 28.
aminosav mutansokkal (MP/S28A, MP/S28D) a virus akkumuldcié még késébb, az 6tddik
napon volt megfigyelheté (9. abra). Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a
tiinetmegjelenés erdsségében ¢s idejében szabad szemmel megfigyelt kiilonbségeket
molekularis modszerekkel is sikeriilt alatdmasztanunk. A gyengébb tiineteket okozdé MP/S28A
¢s MP/S28D mutansok esetében jelentdsen lassabb virus akkumulacidot mutattunk ki. A
mutaciok stabilitasat 10 nappal a fert6zés utan végzett RT-PCR és az azt kovetd nukleotid

sorrend analizis igazolta.
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9. dbra. A virus akkumulacié molekularis vizsgéalata vad tipusi és mutans CMV-vel fert6zott N. tabacum cv.
Xanthi-nc névényekrél vett levélmintakbol. A) Western blot analizist végeztiink a fiatal, nem inokulalt levelekr6l
gyljtott levélmintdk felhasznalasaval a fert6zést kovetd 3-6 napos iddintervallumban (3—6 dpi). A virus

detektalasahoz CMV CP els6dleges ellenanyagot hasznaltunk. A felhasznalt fehérjék mennyiségének
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ellendrzéséhez Coomassie festést alkalmaztunk. B) A Western blot analizis soran megfigyelt ¢s CMV CP
ellenanyaggal kimutatott virus akkumulacié idébeli eloszlasa kozti kiilonbségek abrazolasa. A kapott eredmények
atlaga kozti kiilonbségeket és a szorasokat oszlopdiagramion abrazoltuk a 6 dpi (érték: 1,0) akkumulaciohoz

viszonyitva.

5.4.2. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D mutansok altal

okozott szisztemikus tiinetek vizsgalata uborka névényen (C. sativus)

A szisztemikus tiinetek kialakulasat a CMV egy gazdasagilag fontos gazdandvényén,
uborkan (C. sativus) is megvizsgaltuk. Tiz nappal a fertézést kovetéen a vad tipusit Rs-CMV-
vel fertézott ndvény inokulalt sziklevelein nagy nekrotikus léziokat, fiatal levelein pedig
szisztemikus mozaikot és levéldeformaciot figyeltink meg. Az MP/S120A és MP/S120D
mutansokkal fert6zott uborkakon az Rs-CMV-hez hasonld tiinetek jelentek meg, kisebb
nekrotikus 1éziokkal a szikleveleken. A 28. aminosav mutansok (MP/S28A és MP/S28D)

esetében nem alakultak ki sem lokalis, sem szisztemikus tlinetek (10. abra).
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10. abra. Szisztemikus tiinetek uborkan (C. sativus) 10 nappal az inokulalds utan. A szikleveleken kialakult

szisztemikus 1ézidkat fehér nyilakkal jeloltiik.

A tiinetek kozott megfigyelt kiilonbségeket molekularis médszerekkel is megvizsgaltuk.
Az inokulalt sziklevelekbdl press blot hibridizacioval, mig a nem inokulalt fiatal levelekbdl
Western blot és RT-PCR segitségével vizsgaltuk a virus terjedését. A hibridizaciokat CMV CP
ellenanyaggal végeztiik el mind a press blot, mind a Western blot esetében. Az RT-PCR-rel a
CP-t kédolo génszakasz egy darabjat amplifikaltuk, belsé kontrollként pedig aktin génszakaszt
c€lzo primereket hasznaltunk (1. tablazat). Megallapitottuk, hogy amig az Rs-CMV ¢és az

38



MP/S120A és MP/S120D mutansok mind az inokulalt sziklevelekbol, mind a szisztemikus
levelekbdl kimutathatoak, addig az MP/S28A ¢és MP/S28D mutansok egyaltalan nem
detektalhatdéak a ndvényben (11. abra).
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sativus). A) Az inokulalt sziklevelek press blot analizise CMV CP els6dleges ellenanyaggal 10 nappal a fert6zés
utan. B) A fiatal, nem inokulalt levelek vizsgalata Western blot és RT-PCR segitségével. A mintak integritasat és
mennyiségét Western blotnal Coomassie fehérje festéssel, RT-PCR-nél egy aktin génszakasz amplifikalasaval

végeztik el.

5.4.3. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D mutansok altal

Kkivaltott lokalis tiinetek vizsgalata kéfali libatopon (C. murale)

A vad tipusu és MP mutdns CMV-k k6zo6tt tiinetbeli kiilonbségeket a CMV egyik lokalis
1€zi6s gazdandvényén is megvizsgaltuk. A fertdzést kovetd negyedik napon a vad tipust CMV-
vel fert6zott C. murale novények inokulalt levelein nagymeéretii lokalis 1éziokat figyeltiink meg,
hasonldan a 120. aminosav mutdnsokkal (MP/S120A, MP/S120D) inokulalt névényekhez. Az
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MP/S28A és MP/S28D mutansokkal inokulalt leveleken ugyanekkor csak apro, tlthegy méretii
1éziokat figyeltiink meg, amelyek a késébbiekben sem lettek nagyobbak (12. abra).

MP/S28A MP/S28D
MP/S120A MP/S120D

&%

Rs-CMV negativ kontroll

&

12. abra. Lokalis 1ézids tiinetek kéfali libatop (C. murale L.) inokulalt levelein 4 nappal a virusfert6zés utan.

A kialakult 1ézidk kozti méretbeli kiilonbség igazolasahoz szdmszerisitettiik és
statisztikai modszerekkel elemeztiik az inokulalt leveleken talalhato 1€ziok teriiletét. A vizsgalt

levelek szkennelése €s a 1¢zidk teriiletének szamszerlsitése utan szignifikdns kiilonbségeket
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allapitottunk meg a virusok altal kivaltott tiinetek kozott (p<0,0001). Az MP/S120D mutans
altal okozott 1¢éziok mérete nem tért el szignifikdnsan a vad tipus altal okozott 1ézioktol. Az
MP/S120A, MP/S28A és MP/S28D mutansok egymastol, €s a vad tipustol is szignifikansan
eltér6 méretlh 1ézidkat okoztak az inokuldlt leveleken (13. abra), igy a vizualis

megfigyeléseinket statisztikai vizsgalattal is igazoltuk.
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13. abra. A vad tipust és mutans CMV-vel fertdzott C. murale névények inokulalt levelein megfigyelt nekrotikus
1ézidk terilletének vizsgalata. A szignifikans kiilonbségek megallapitasdhoz egyiranyu ANOVA modszert
hasznaltunk (p<0,0001) Games-Howell post hoc teszttel kiegészitve. Az oszlopdiagramot a mért értékek atlagat

és a kapott szorast mutatja, valamint az egymastol szignifikansan eltér6é csoportokat kiilonb6z6 bettivel jeloltiik.

5.5. A vad tipusu és mutains CMV MP-k sejten beliili

lokalizaciojanak vizsgalata

5.5.1. A CMV MP 28. szerin aminosav mutacioinak hatasa az MP

plazmodezma lokalizaciojara

A fert6zési kisérleteink soran a legnagyobb kiilonbséget a CMV MP 28. Ser

aminosavanak megvaltoztatasanal tapasztaltuk, ezért megvizsgaltuk, hogy a S28A ¢és S28D
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pontmutécid befolyasolja-e az MP sejten beliili lokalizaciojat. Az MP elsédleges feladata a
virus sejtrol-sejtre terjedésének eldsegitése, igy a vad tipusia MP els6sorban a plazmodezmaknal
lokalizalodik (NAVARRO és mtsai., 2019). Vizsgalatainkhoz a vad tipusu és a pontmutaciot
tartalmazo (S28A és S28D) MP C-terminalis végéhez GFP-t kapcsoltunk, majd agroinfiltralas
utan konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkop segitségével kdzvetleniil vizsgaltuk a fehérjék sejten
beliili lokalizacigjat. A N. benthamiana és N. tabacum cv. Xanthi-nc levelek epidermisz
sejtjeirdl késziilt mikroszkdpos képeket az agroinfiltralds utan 24-48 oraval készitettiik. A
GFP-hez kapcsolt vad tipusi MP (MP-eGFP) mindkét novényben a sejtfal mentén, aprd
pontszerii alakzatban volt megfigyelhet6 (14. és 15. abra). Az infiltralt szovetek anilinkékkel
vald festése utan a MP lokalizacidjat jelzé zolden fluoreszkald pontok és a PD markerként
hasznalt kéken fluoreszkalo (az dbrainkon pirossal jelolt) pontok helyzete nagymértéki atfedést
mutatott, amely egybevag a szakirodalmi adatokkal (BLACKMAN ¢és mtsai., 1998; DING és
mtsai., 1995; ITAYA és mtsai., 1997), alatamasztva ezzel a CMV MP PD lokalizaciojat. A GFP-
faziés mutans MP konstrukciok (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) esetében szintén
megfigyeltiink MP-PD kolokalizaciot, de szignifikansan kisebb mértékben, mint az MP-eGFP-

nél.
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A) CMV MP-eGFP MP/S28A-eGFP MP/S28D-eGFP

Anilinkék Anilinkék Anilinkék
GFP + anilinkék GFP + anilinkék GFP + anilinkék

Vilagos latoteres m. Vilagos latoteres m. Vilagos latoteres m.

14. abra. Agrobacterium-kozvetitett tranziens fehérje-expresszioval, N. benthamiana névény epidermisz sejtjeiben
expresszalt A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten beliili lokalizacioja. A képeket

konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkoppal, 24-48 o6raval az agroinfiltralas utan készitettiikk. A GFP-fuzios fehérjéket
z0ld szinnel, az anilinkék festéssel jelolt plazmodezmakat (PD) piros szinnel jeldltiik. Fehér nyilakkal jeldltiik a

GFP-fuzids vad tipusu és mutans MP-k lokalizacigjat. (Méretskala: 10 um)
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A) CMV MP-eGFP B MP/S28A-eGFP C) MP/S28D-eGFP

Anilinkék Anilinkék Anilinkék

GFP + anilinkek GFP + anilinkék GFP + anilinkék

Vilagos latoteres m. Vilagos latoteres m.

15. abra. Agrobacterium-kozvetitett tranziens fehérje-expresszidval, N. tabacum cv. Xanthi-nc névény epidermisz
sejtjeiben expresszalt A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten beliili lokalizacioja.

Vilagos latoteres m.

A képeket konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkoppal, 24-48 oraval az agroinfiltralas utan készitettiik. A GFP-fuzios
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fehérjéket z61d szinnel, az anilinkék festéssel jelolt plazmodezmakat (PD) piros szinnel jeloltiik. Fehér nyilakkal

jeloltiik a GFP-fazios vad tipusu és mutans MP-k lokalizacidjat. (Méretskala: 10 pm)

5.5.2. A CMV MP 28. szerin aminosav mutacioinak hatasa a MP

plazmodezma lokalizaciojara plazmolizalt sejtekben

Megfigyeléseink alatimasztasara N. tabacum cv. Xanthi-nc plazmolizalt sejtjein is
elvégeztiik a kisérletet, ahol a sejtfal és a plazmamembran szétvalik egymastol, igy a
plazmodezma lokalizdci6 még egyértelmiibben megfigyelhet6. Az agroinfiltraldst és az
anilinkékkel vald festést kovetden a sejteket 10%-os NaCl oldatban aztattuk, és konfokalis
1ézer-pasztazd mikroszkoppal képeket késztettiink. A kisérlet soran azt figyeltiik meg, hogy a
28. aminosav mutansok (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) esetében a zolden fluoreszkaldo MP
az Osszezsugorodott plazma membrannal egyiitt eltdvolodott a sejtfaltol, és a zolden
fluoreszkalo és kékkel festett (az abrainkon pirossal jeldlt) pontok mar egyaltaldan nem fedik
egymast, szemben a vad tipusa MP-eGFP-vel, ahol a MP-t és a PD-t jelz6 zold és piros jelzés

a plazmolizalt sejtekben is kolokalizal (16. abra).
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A) CMV MP-eGFP B) MP/S28A-eGFP Q) MP/S28D-eGFP

Anilinkék Anilinkék Anilinkék

GFP + anilinkék GFP + anilinkék GFP + anilinkék

Vilagos latoteres m. Vilagos latoteres m.
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16. abra. Agrobacterium-kdzvetitett tranziens fehérje-expresszioval, plazmolizalt N. tabacum cv. Xanthi-nc
epidermisz sejtekben expresszalt A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten beliili
lokalizacioja. A képeket konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkoppal, 24-48 draval az agroinfiltralas utan készitettiik.
A GFP-fuzioés fehérjéket zold szinnel, az anilinkék festéssel jeldlt plazmodezmakat (PD) piros szinnel jeloltiik.
Fehér nyilakkal jeloltik a GFP-fizios vad tipust €s mutans MP-k lokalizacidjat. Roviditések: CW: sejtfal (cell

wall), PM: plazma membran (plasma membrane). (Méretskala: 10 pm)
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V1. Kovetkeztetések

Az MP foszforilacidjat mar tobb virus esetében is kimutattak (KARGER és mtsai., 2003;
KAWAKAMI és mtsai., 1999; KIM és mtsai., 2014; KLEINOW és mtsai., 2009; SAMUILOVA és
mtsai., 2013). Feltételezhetd, hogy a foszforilacid folyamata kulcsszerepet jatszik a novények
virusfert6zésében, ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni a CMV MP foszforilaciojanak
lehetséges hatasat. A CMV MP foszforilacigjarol korabban egy adat allt rendelkezésre.
Matsushita és mtsai. (2002) kimutattdk a 32P-ortofoszfat-CMV MP  kapcsolodasat
transzgénikus, CMV MP-t expresszalo dohanyndvényekben. A kutatas azt bizonyitotta, hogy a
foszforilacid egy Ser aminosavnal torténik, de a foszforilacido pontos helyét és szerepét nem

hataroztak meg.

Munkank soran a CMV MP foszforilacios helyeinek in silico vizsgalata azt mutatta,
hogy a 28. és 120. pozicidban 1évé Ser aminosavak foszforilalhatdak lehetnek, ezért ezekben a
pozicidkban pontmutéicioval Ala-ra és Asp-ra mddositottuk az MP szekvencidjat, hogy ezzel

modellezhessiik a nem foszforilalt €s a foszforilalt allapotot.

A MP foszforilaciét és annak tlinetkialakitasra gyakorolt hatdsat kordbban egy
kutatocsoportnak sikeriilt bizonyitania. Az AbMV harom foszforilalhat6 aminosavanak Ala és
Asp mutansaival (T221, S223, S250) fert6zve a vad tipusnal gyengébb vagy latens tiineteket
figyeltek meg dohanynovényen (N. benthamiana), malyvan (Malva parviflora), csattand
maszlagon (Datura stramonium) ¢és kopasz szilkesark (Nicandra physaloides) novényeken
(KLEINOW és mtsai., 2009, 2020). Kisérleteinkben CMV MP vad tipust és mutans fertézéképes
klonokkal tesztnovény fert6zési kisérleteket végeztiink, amelyek sordn szignifikans eltérést
tapasztaltunk a vad tipus és a mutans a MP/S28A és MP/S28D virusok altal kivaltott tiinetek
kozott. A N. tabacum cv. Xanthi-nc névényen a mutans virusok mindegyike a vad tipusi CMV-
hez hasonl6 tipusu szisztemikus tiineteket mutatott, de szignifikans eltérést tapasztaltunk a
tiinetek megjelenésének litemében. A 28. pozicidban muticiot tartalmazé mutansok csak a
fert6zést kovetd 5. napon érték el azt a fert6zottségi szintet, amelyet a vad tipusu Rs-CMV-vel
fertdzott novények esetében a harmadik napon tapasztaltunk. A CMV egy olyan
gazdandvényén, amelyen a virus az inokulalt leveleken hiperszenzitiv reakciot okoz (C.
murale), az inokulalt leveleken kialakult 1éziok méretében tapasztaltunk kiilonbségeket. Az
MP/S28A ¢és MP/S28D szignifikansan kisebb, tithegynyi 1éziokat okoz a vad tipusra jellemzd

nagyobb léziokkal ellentétben. Az uborkafertdzési kisérletek is alatamasztottak az eddigiekben
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megfigyelt kiilonbségeket: az MP/S28A ¢és MP/S28D nem okozott 1éziokat az inokulalt

szikleveleken, ¢és a szisztemikus fiatal levelekbdl se lehetett kimutatni a virus jelenlétét.

A CMV MP filogenetikai elemzése kimutatta, hogy a Ser28 aminosav erésen konzervalt
a Cucumovirus nemzetségben: jelen van a CMV mindkét alcsoportjanak (1. és I11.) MP aminosav
sorrendjében, valamint a nemzetség tobbi tagjanak (TAV, PSV) MP szekvenciajaban is. Ez
alatdmasztja a Ser28 funkciondlis jelentdségét. Korabban azt feltételezték, hogy az MP
foszforilacios helyén 1év6 mutaciok virulenciara gyakorolt hatasa gazdaspecifikus (MOCHIZUKI
¢és OHKI, 2012), de a mostani vizsgalataink szerint a Ser28 mutacidja egyarant hatast gyakorolt

a harom kiilonb6z6 vizsgalt gazdandvény tiineteinek kialakulasara.

Az in silico elemzés alapjan kivalasztott, a Ser120 aminosavat célz6 mutans virusok
(MP/S120A, MP/S120D) valamivel kevésbé latvanyos eltérést mutattak az Rs-CMV-hez
képest az altaluk okozott tiinetekben N. tabacum cv. Xanthi-nc-n: a fertézést kdvetd 4. napon
mutattunk ki az Rs-CMV-re mar harmadik napon jellemz6 viruskoncentraciot. A C. murale
fertézésekor az inokulalt leveleken jelentkez6 1€ziok mérete csak az MP/S120A esetében tért
el szignifikansan az Rs-CMYV altal indukalt 1éziok méretétdl, uborkan pedig nem tapasztaltunk
a MP/S120A és MP/S120D tiinetkialakitasaban eltérést az Rs-CMV-t6l.

A virus MP-k {6 funkcidja a virus sejtrél-sejtre terjedésének eldsegitése, és a 30K’
szupercsalad tagjai ezt a feladatot a PD atjarhatosaganak novelésével érik el (BERNA és mtsai.,
1991, Su és mtsai., 2010). Ezek a tipusu fehérjék igy képesek atsegiteni a virus genomjat a
szomszédos, nem fert6zott sejtekbe. A foszforilacio és anévényi virusok MP-jének sejten beliili
lokalizacioja kozotti Osszefiiggést néhany esetben sikertilt csak kimutatni. A Tobamovirusok
foszforilacigja befolyassal van a fehérje sejten beliili lokalizacigjara. A TMV MP esetében
harom lehetséges foszforilacios hely (Ser288, Thr261, Ser265) Asp-ra cserélt mutansaival
fert6zott N. tabacum novényben csokkent az MP PD lokalizacios képessége, és ezzel egyiitt a
virus terjedése (TRUTNYEVA és mtsai., 2005). A ToMV S238A mutansa a vad tipusa TOMV-
hez képest szintén kevésbé tudott a PD mentén lokalizalédni (KAWAKAMI és mtsai., 1999).
Tovabba, a ToMV esetében egy masik, N-terminalis foszforilalhaté aminosav, a Ser37 esetében
is kimutattdk, hogy az S37A mutans nem a PD mentén, hanem elszodrtan a citoplazmaban volt
jelen (KAwWAKAMI és mtsai., 1999). A burgonya levélsodrodas virus (Potato leaf roll virus,
PLRV) esetén a foszforilalt Ser aminosavak (Ser71, Ser79) Ala-ra cserélésével a fehérje PD

lokalizacioja gatlodott és megsziint a sejtrél-sejtre terjedés (LINK és mtsai., 2011). Link és
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mtsai. a PLRV MP esetén felvetik az egymast kovetd foszforilacio (sequential phosphorylation)
szerepét, amely szerint a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez eldszor a PD lokalizacigjaért felelds
Ser71 és Ser79 foszforilaciojara van sziikség, majd ezutan kovetkezik csak be a Serl137 és a

Ser140 foszforilacioja, ami a virus RNP komplexének felbomlasat segiti elo.

Kisérleteink soran, a korabbi eredményekkel 6sszhangban, a vad tipusu CMV MP-eGFP
a sejtfal mentén, a plazmodezmaknal lokalizalodott. Az MP/S28 A-eGFP ¢s MP/S28D-eGFP
mutansok sejten beliili lokalizacioja ehhez képest eltérést mutatott, és nem az anilinkékkel
festett kallozzal egyiitt, hanem a sejtfal mentén elszorva, pontszert alakzatban lokalizalodott.
A plazmolizis kisérletek megerdsitették, hogy a 28-as mutansok elsésorban a plazma
membrannal, nem pedig a PD-hez kétddve helyezkedtek el. Ezek az eredmények felvetik annak
lehetdségét, hogy a Ser28 aminosav foszforilacidja befolyasolja az MP PD lokalizaciojat.
Eredményeink alapjan mind az Ala-t, mind az Asp-t tartalmazé mutans sejten beliili
lokalizacioja megvaltozott, és ez arra utal, hogy a Ser28 foszforiladcidjanak nincsen un. ,,0n-
and-off”, azaz ki-bekapcsold hatasa a fehérje miikodésére, hanem ehelyett inkabb a foszforilalt
¢s a nem foszforilalt allapot kozotti dinamikus valtakozas jatszhat dontd szerepet a megfeleld

sejten beliili lokalizacidban.

A virus MP-k foszforilaciojaért felelds kindz enzim meghatdrozasa néhany virus
esetében mar megtortént. Megallapitottak, hogy a kazein kindz 2 (casein kinase 2, CK2) felelds
tobbek kozotta TMV, ToMV, burgonya X virus (Potato virus X, PVX) és az arpa csikos mozaik
virus (Barley stripe mosaic virus, BSMV) mozgasi fehérjéjének foszforilacidjaért (HU és mtsai.,
2015; KARPOVA ¢és mtsai., 2002; MATSUSHITA és mtsai., 2000, 2003; MODENA és mtsai., 2008).
A TMV ¢és a bab torpiilés mozaik virus (Bean dwarf mosaic virus, BDMV) MP esetén egy
masik kindz enzim, az un. plasmodesmal-associated protein kinase 1 (PAPK) szerepét igazoltak
(LEg, 2008; LEE és mtsai., 2005). A CMV MP Ser28 foszforilaciojaban részt vevo kinaz
azonositasahoz tovabbi molekularis virologiai kutatdsra van sziikség, amelynek ismerete a

jovOben elésegitheti a CMV MP lokalizaciés mechanizmuséanak teljes megértését.

Eredményeink egy eddig nem ismert fontos mechanizmusra vilagitanak rd a CMV MP
PD lokalizaciojanak folyamataban. A Ser28 konzervaltan jelen van a Cucumovirus nemzetség
tagjainal, és Ala és Asp mutdnsai kimutathato eltérést okoztak a CMV tiinetkialakitasi
dinamikéjaban mind a szisztemikus, mind a lokal 1ézi6s gazdanovényeken. Ez a CMV MP egy
uj, kordbban ismeretlen foszforilacids helyének fontos szerepét igazolja, amely befolyasolja a

fehérje PD sejten beliili lokalizaciojat.
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VII Uj tudomanyos eredmények

crer

potencialisan foszforildloddé aminosavakat, amelyek szerepét bizonyitottuk a mozgasi fehérje

sejten beliili lokalizacidjaban €s a tiinetek kialakitasaban.
2. E. coli-ban expresszalt CMV MP Ser28 aminosav foszforilacidjanak igazolasa.

3. Megallapitottuk, hogy a Ser28 alaninra és aszparaginsavra cserélésével (a nem foszforilalt és
foszforilalt allapotot modellezve) a mutdns virusok (MP/S28A, MP/S28D) lassabban
alakitottak ki mozaikos tiineteket Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc fels6, nem-inokulalt
levelein, szignifikansan kisebb 1éziokat okoztak a Chenopodium murale inokulalt levelein,
tovabba nem voltak kimutathatoak az uborka inokulalt szikleveleibdl és a fiatal szisztemikus

leveleibol.

4. Megallapitottuk, hogy a Ser120 aminosav alanin és aszparaginsav mutansaival inokulalt N.
tabacum cv. Xanthi-nc fels6, szisztemikus levelein a vad tipusi Rs-CMV-re jellemz6 mozaikos
tiineteket az Rs-CMV-nél késébb, de az S28A és S28D mutansoknal korabban lehetett
megfigyelni. A C. murale inokulalt levelein az MP/S120A indukalt az Rs-CMV-t6l

szignifikansan eltérd, kisebb léziokat.

5. Bebizonyitottuk, hogy a Ser28 megvaltoztatasa komoly hatassal van a CMV MP sejten beliili
PD lokalizacidjara. A mutansok szignifikansan kisebb mértékben tudtak a PD-hez kapcsolodni,

helyette a sejtfal mentén, a plazma membranban helyezkedtek el.
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VIII. Osszefoglalas magyar és angol nyelven

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) a Bromoviridae csalad
Cucumovirus nemzetségének névado tagja. Tobb, mint 1200 gazdandvényt fertdz, amelyek
kozott fontos szantofoldi €s kertészeti novények egyarant megtalalhatok. Genomjat harom
pozitiv egyszali RNS kodolja, amelyekrdl 6t fehérje irodik at a transzlacid soran. Ezek koziil
az RNS3-r6l atir6do 3a fehérje felelds a virus sejtrol sejtre €s hosszu tava terjedéséért, ezért ezt

crer

miikddésérdl még hianyosak az ismereteink.

A CMV MP poszttranszlacios modifikaciéi koziil a potencialisan foszforilalodo
aminosavakat vizsgaltuk in silico modszerekkel, ami alapjan a 28. és 120. pozicidoban 1évo
szerin (Ser, S) aminosavakat valasztottuk ki tovabbi vizsgalatra. A nem foszforilalt allapot
modellezésére a szerin aminosavakat alaninra (Ala, A), a foszforilalt allapot modellezésére
pedig aszparaginsavra (Asn, D) cseréltiik. A 28. pozicidoban alanin pontmutaciot tartalmazo
klonokat Escherichia coli baktériumban expresszaltuk, és igazoltuk, hogy a vizsgalt pozicioban
valdban foszforilalodik a CMV MP fehérje.

Pontmutaciokat tartalmazdé fertézoképes klonokkal (MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A,
MP/S120D) tobb tesztndvényt is fertdztiink a tiinetbeli kiilonbségek megfigyelésére. A CMV
szisztemikus gazdandvényein lassabb tlinetkialakitast tapasztaltunk a felsé fiatal leveleken
(Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc), mig a lokal 1ézios gazdandvényen (Chenopodium murale)
a kialakult 1éziok méretében tapasztaltunk szignifikans kiillonbséget. Mindegyik esetben a 28.
pozicidban mutaciot tartalmazo virusmutansok (MP/S28A, MP/S28D) mutattak a vad tipushoz
képest a nagyobb eltérést (lassabb tiinetkialakulas, kisebb 1éziok). Uborkan (Cucumis sativus)
az MP/S28A és MP/S28D egyaltalan nem volt kimutathaté az inokuldlt sziklevelekbdl és a

fiatal szisztemikus levelekbol.

Tovabbi kisérleteinkben GFP-hez kapcsoltuk a vad tipusua (MP-eGFP), és a 28.
pozicioban pontmutaciokat tartalmazé klonokat (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP), és
Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszioval Nicotiana benthamiana és N. tabacum
cv. Xanthi-nc levelek epidermisz szovetében vizsgaltuk a vad tipusu és mutans fehérjék sejten

beliili lokalizacigjat. A vad tipusu CMV MP-hez képest mindkét mutins mozgasi fehérje
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lokalizacioja megvaltozott, és a plazmodezmak helyett a sejtfal mentén, apré pontokként

lokalizalodtak.

Eredményeinkkel els6ként bizonyitottuk a CMV MP 28-as aminosavanak
foszforilacigjat és a foszforilacidjanak jelentdségét a virus okozta tiinetek kialakitasaban,

sejtrol-sejtre és szisztemikus terjedésben, valamint a sejten beliili plazmodezma lokalizacidban.
Summary

Cucumber mosaic virus (CMV) is the eponymous member of the genus Cucumovirus
of the family Bromoviridae. It has more than 1200 host plants, including important agricultural
and horticultural crops. Its genome is encoded by three positive single-stranded RNAs from
which five proteins are transcribed during translation. One of these, the 3a protein, which is
transcribed from RNA 3, is responsible for the cell-to-cell and long-distance movement of the
virus and is therefore referred to as the CMV movement protein (MP). The exact function of
the CMV MP is still poorly understood.

In our experiments, the potentially phosphorylatable amino acids of CMV MP were
determined in silico, and selected the serine amino acids at positions 28 and 120 for further
analysis. To model the non-phosphorylated state of the MP, the serine (Ser, S) amino acids were
replaced by alanine (Ala, A) and to model the phosphorylated state aspartic acid was used (Asp,
D). Virus clones bearing the Ala point mutation at position 28 were expressed in Escherichia

coli and demonstrated that CMV MP protein is indeed phosphorylated at the predicted site.

Infectious clones containing the point mutations (MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A,
MP/S120D) were used to infect several test plants to observe differences in symptom formation.
On the systemic host plants of CMV, we observed slower symptom development on the upper
young leaves (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc), while on the local lesion host plant
(Chenopodium murale) a significant difference in the size of the lesions were demonstrated. In
all cases, the virus mutants containing a mutation at position 28 (MP/S28A, MP/S28D) showed
the greater difference compared to the wild type (slower symptom development, smaller
lesions). Furthermore, MP/S28A and MP/S28D were not detectable from the inoculated and

non-inoculated leaves of cucumber (Cucumis sativus).
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In further experiments, we fused the wild-type (MP-eGFP) and mutant clones of
position 28 to GFP (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) and examined the intracellular
localization of wild-type and mutant proteins in Nicotiana benthamiana and N. tabacum cv.
Xanthi-nc leaf tissue using Agrobacterium-mediated transient gene expression system.
Compared to wild-type CMV MP, the localization of the mutant constructs was altered and
localized as small dots along the cell wall instead of plasmodesmata. Our results demonstrate
the importance of phosphorylatable amino acid at position 28 of the CMV MP in symptom

development and intracellular plasmodesmata localization for the first time.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Elsosorban koszonettel tartozom témavezetoimnek, Dr. Salanki Katalinnak és Dr. Palkovics
Laszlonak a doktori disszertaciom megirasdban ¢és az ehhez vezetd kutatomunka

koordinalasaban nyujtott segitségiikért.

Koszonettel tartozom tovabba az Agrartudomanyi Kutatokdézpont és a Novényvédelmi Intézet
korabbi és jelenlegi vezetésének, hogy a kutatisaimat az ATK NOVI keretein beliil

végezhettem.

Koszonettel tartozom Dr. Fabian Attilanak a mikroszkopos munkak soran nyujtott dnzetlen

segitségéeért.

Mindenképpen szeretném megkdszonni a NOVI munkatarsainak, kiilondsképpen a Virologia
csoport minden volt és jelenlegi tagjanak a mindennapi kdzds munkat, a sok segitséget és a

tiirelmet, amelyet az elmult idészakban kaptam.

Végezetiil halaval tartozom csalddomnak és barataimnak a dolgozat elkészitése és az elmult

évek kutatomunkdja alatt kapott folyamatos tdmogatasukért.
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