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1. A MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A ndvényi virusok tanulmanyozasaval egyre tobb informacio all rendelkezésiinkre a
virus és gazdandvény kozotti kdlesonhatdsok molekuldris hatterérdl. Ez magaban foglalja
annak megértését, hogy a virusok hogyan képesek bejutni a ndvényi szovetekbe, ott hogyan
replikalodnak, valamint hogyan reagdl a gazdandvény a fert6zésre. A sikeres fertzés
eldsegitésére a virusok tobbsége egy kiilon ezt a célt szolgald fehérjét kodol, amelyet mozgasi
fehérjének (movement protein, MP) neveznek. A mozgasi fehérjék {6 feladata, hogy a virus
genetikai dlloményat atsegitsék az elsddlegesen fertdzott sejtbdl a szomszédos, még egészséges
sejtekbe, majd iddvel eljuttassdk azt a szallitdszoveteken keresztiil a ndvény minden részébe.
Ahogy maguk a virusok is, ugy ezek a mozgési fehérjék is tobbfélék lehetnek, és valtozatos
stratégidkkal végzik el {6 feladatukat. A mozgasi fehérjék milkddésének mélyebb
megismerésével kozelebb keriilhetiink a ndvényi virusok okozta betegségek kialakulasanak
megértéséhez és a virusok terjedését segitd kulcsfontossagu tényezok azonositasahoz, ami a
tovabbiakban hozzajarulhat a virusbetegségek megelézéséhez és a védekezési stratégidk

kidolgozéasahoz.
Munkank soran célul tiztiik ki:

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

2. Expresszalt CMV MP foszforilacidjanak vizsgalata célzott pontmutaciokat tartalmazo
muténs virusok felhasznalasaval.

3. Fert6zoképes CMV klonok felhasznalasaval olyan CMV mutansok eléallitasa, amelyek
az MP el6z6 kisérletekben meghatarozott pozicidiban alanint vagy aszparaginsavat
koédolnak, igy modellezve az MP foszforilalt és nem foszforilalt allapotat. Ezekkel a
pontmutaciokat tartalmazé fertézéképes klonokkal dohany (Nicotiana benthamiana

Domin) tesztnovények fertdzése, a mutans virusok fertézéképességének megallapitasa,



a mutaciok stabilitasdnak ellendrzése, majd a kialakult tiinetbeli kiilonbségek
megfigyelése és mutans virionok tisztitasa.

A tlinetbeli kiillonbségek megfigyelése a vad tipusu és a mutans CMV-vel fert6zott
dohany (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc), libatop (Chenopodium murale L.) és
uborka (Cucumis sativus L. cv. Szenzacid) novényeken, és a megfigyelt eltérések
elemzése kiilonbozd molekuldris bioldgiai moddszerekkel.

Az MP foszforilaci6 hatdsanak vizsgalata a fehérje sejten beliili lokalizaciojara
Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszio ¢és konfokalis 1ézer-pasztazo

mikroszkdpia segitségével.



2. ANYAG ES MODSZER
2.1 Kisérleti anyagok
2.1.1. Virustorzs

A kisérleteink soran hasznalt, I-es alcsoportu Rs-CMV izoldtumot dr. Salamon Pal
izolalta retekr6l (Raphanus sativus L.) Divéki és munkatarsai (2004) készitették el a

fertdzoképes RNS klonokat (pRs1, pRs2, pRs3).

2.1.2. Tesztnovények

A kisérletekhez az alabb felsorolt, iiveghazi koriilmények kozott nevelt tesztndvényeket
hasznaltuk: N. benthamiana Domin, N. tabacum L. cv. Xanthi-nc, Chenopodium murale, C.
sativus L. cv. Szenzaci6. A Nicotiana és C. murale névényeket fitotronban neveltiik
hossztinappalos homérséklet-, és fényviszonyok kozott (16 6ra megvilagitas 23 °C-on, 8 ora
sotét 20 °C-on). Az uborka novényeket szikleveles koruktol fogva szintén hosszunappalos

kortiilmények kozott, de 26 °C és 23 °C homérsékleten neveltiik.

2.1.3. Baktérium torzsek

Kisérleteink soran E. coli DH5a, TG90 és BL21(DE3) torzseit hasznaltuk a kiilonbz6
klonok elkészitésére, felszaporitasara €s fenntartdsdra. Az agroinfiltralasi kisérletekhez A.

tumefaciens C58C3 tdrzset hasznaltunk.

2.1.4. Plazmidok

Az elkésziilt konstrukciok klonozasahoz pGEM® T-Easy (Promega) vektort
hasznaltunk. A fehérje expresszids 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

A foszforilacios hely predikcidhoz a NetPhos 3.1 ingyenes online elérhetd foszforilacios

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

3.1). A program tobb kiilonb6z6 fehérje adatbazis és 17 kinaz felismerd hely alapjan vizsgalja
meg az adott fehérjét, és ezek alapjan hatdrozza meg a potencidlisan foszforilal6do
aminosavakat (Ser, Tyr, Thr). A program ezekhez az aminosavakhoz a vizsgalat végén 0-1
kozotti pontszamot sorol (prediction score), amely a foszforilacido valdszintisithetdségének
értékét jeloli. A program alapbeallitasait hasznaltuk, amely alapjan 0,5 kiiszobérték felett az

adott aminosav foszforilacidja valdsziniinek tekinthetd.

4.2.2. Alanint és aszparaginsavat tartalmazo mozgasi fehérje

virusmutansok készitése
4.2.2.1. Fertdzdképes mutans klonok készitése

Az Ala-t és Asp-t tartalmazd mutans fertézoképes klonokat (MP/S28A, MP/S28D,
MP/S120A, MP/S120D) PCR alapu helyspecifikus mutacioval hoztuk létre a pRs3
fert6zOképes klon felhasznaldsaval. A PCR-hez hasznalt primereket az 1. tablazatban foglaltuk
0ssze. A PCR modszer sordn két lépésben készitettiik el a pontmutacidkat tartalmazo
fert6zOképes 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 fertézéképes klon
hosszabb, pontmutécidkat 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 Gssze az 57 és 43 primerek
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segitségével (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 60 °C 30 masodperec,
72 °C 1 perc, majd 72 °C 10 perc).

Az MP/S120A ¢és MP/S120D klonokhoz a pRs3 5° végi szakaszat az 57 és 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,
pontmutéciokat 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 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). A
PCR termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztiik, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel
(Roche) tisztitottuk. A PCR termékeket ezutin pPGEM® T-Easy vektorba ligaltuk és E. coli
DH5a baktériumtdrzsbe transzformaltuk. A baktérium kolonidkbol miniprepet készitettiink, €s
az inzert meglétét ECORI, a mutacioé meglétét BglII és Sacl restrikcios enzimekkel ellendriztiik.
A mutans klonok teljes szekvencidjanak ellendrzését nukleotid sorrend meghatarozassal (Biomi

Kft., G6dolld) végeztiik el.

1. tablazat. Az alkalmazott oligonukleotidok nukleotid szekvencidja. A bevitt restrikcids enzim hasitd helyeket

dolt betiivel, a pontmutaciot kodold kodonokat félkovér kiemeléssel jeldltiik.

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 2?1\\//1\/ uni 3’ rev | GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC

463 MP Sacl for GGGAGCTCATGGCTTTCCAAGGTACCAGT

464 MP-eGFP rev CGCCCTTGCTCACCATAAGACCGTTAACCACCTGC




465 MP-eGFP for GTGGTTAACGGTCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGG

466 eGFP BamHlI CCGGATCCTCACTTGTACAGCTCGTCCATG
rev

493 CMVMP pET GGCATATGGCTTTCCAAGGTACCAGTAG
for

273 CMVMP pET GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC
rev

AktinF Cap. aktin for AGGGATGGGTCAAAAGGATGC
AktinR | Cap. aktin rev GAGACAACACCGCCTGAATAGC

4.2.2.2. Vad tipust és mutans klonok készitése fehérje expressziohoz

A vad tipusu és mutans mozgasi fehérjéket PCR modszerrel emeltiik ki a 493 és 273
primerekkel (1. tdblazat) templatként az el6zd alfejezetben bemutatott fertézéképes klonokat
hasznalva (pRs3, MP/S28A). A PCR-t a kdvetkezd kondiciokkal végeztiik: eldzetes denaturalés
95 °C-on 5 perc, majd a 30-szor ismétl6d6 szakaszban 95 °C 30 masodperc, 50 °C 30 masodperc,
72 °C 3 perc, majd egy végso 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 restrikciés enzimeket
hasznalva szubklonoztuk pET28a expresszios vektorba, és transzformaltuk E. coli DH5a
baktériumtorzsbe. Miniprepek készitése €s 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 ellendriztik. A mutdns klonok teljes szekvenciajanak ellendrzését nukleotid

sorrend meghatarozassal (Biomi Kft., G6dolld) végeztiik el.

4.2.2.3. Vad tipusu és mutans klonok készitése sejten beliili lokalizacié vizsgalatdhoz

A sejten beliili lokalizacio vizsgalatahoz eGFP-t kapcsoltunk kozvetleniil a vad tipust
¢és mutans MP C-terminalis végéhez overlap PCR modszerrel. A PCR soran az el6zdleg
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 6ssze a 463 és 466 primerek
segitségével (PCR kondiciok: 95 °C 5 perc, 30 ciklus 95 °C 30 masodperc, 65 °C 30 masodperec,
72 °C 2 perc, majd 72 °C 10 perc). Az igy kapott 1569 nt hosszusagii PCR termékeket 1%-0S
agardz gélen valasztottuk szét, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel tisztitottuk. A PCR
termékeket ezutan pGEM® T-Easy vektorba ligaltuk és E. coli DH5a baktériumtorzsbe
transzformaltuk. A baktérium kolonidkbol miniprepet készitettiink, és az inzert meglétét EcoR|
restrikcidos enzimmel ellendriztiik. A fizids klonok teljes nukleotid sorrendjét ellendriztiik
(Biomi Kft., G6dolld). A klonokat ezutan Sacl ¢s BamHI emésztéssel pBin61 bindris vektorba
klonoztuk és ujra E. coli baktériumba transzformaltuk. Ujabb miniprep készités és ellenérzé
emésztés utan a klonokat A. tumefaciens C53C1 torzsbe transzformaltuk. A klonokat miniprep

készités utan restrikcids enzimekkel vald emésztéssel ellendriztik.

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 denzitisa 600 nm
hullamhosszon (ODeoo) el nem érte a 0,75-6s értéket. Ezutan 100 mM isopropyl B-d-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) hozzdadasa utan a baktériumszuszpenziét 37 °C-on 2 oran at
inkubaltuk. A baktériumszuszpenziokbol 1-1 ml szétmérés €s centrifugalas utan a baktérium
pelletet 50 ul Laemmli-pufferben oldottuk vissza (62,5 mM Tris-HCI pH: 6,8, 2,5% SDS,
0,002% broémfenolkék, 5% B-merkaptoetanol, 10% glicerol), majd forralassal tartuk fel a

fehérjéket.

Az expresszalt fehérjék foszforilacidjat Western blot modszer segitségével ellendriztiik.
Denaturalés utan (forralds 5 percig) SDS-tartalmu, 12%-0s poliakrilamid gélben elvélasztottuk
a fehérjéket (80 V, kb. 150 perc), majd nitrocelluléz membranra blottoltuk (GE Healthcare Bio-

Sciences) (200 mA, kb. 90 perc). Az immunreakcio soran a blokkolashoz Western Blocker



Solution oldatot (Sigma), ecls6dleges ellenanyagként anti-foszfoszerin IgG ellenanyagot
(Qiagen), masodlagos ellenanyagként pedig HRP-konjugalt anti-egér IgG-t (Agrisera)
alkalmaztunk. Az eléhivashoz Pierce™ ECL Western Blotting Substrate-ot (Thermo Scientific)

hasznaltunk.

4.2.4. In vitro RNS transzkripcio, novényfert6zés és viriontisztitas

A vad tipust és pontmutéciot tartalmazoé fertézoképes klonokat, valamint az RNS1 és
RNS2 klonokat (pRsl, pRs2, pRs3, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D) BamHI
restrikciés enzimmel linearizaltuk. 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. Tizen6t perc 37 °C-os inkubalast
kovetden 25 mM GTP-t adtunk a mintdkhoz, majd tovabbi egy oOran keresztiil 37 °C-on

inkubaltuk. A transzkripcié eredményét 1%-os agardz gélen elvalasztva ellendriztiik.

Az elkésziilt transzkriptumokkal N. benthamiana névényeket fertdztiink tgy, hogy az
inokulum egyenld ardnyban tartalmazott RNS1, RNS2, valamint vad tipust vagy mutans RNS3
in vitro transzkriptumokat. Az elegyhez karborundumot tartalmazo inokulal6 puffert adtunk (25
mM glicin, 15 mM K>HPOg4, 0,5% bentonit, 0,5% cellit), és tivegspatulaval mechanikai uton

inokulaltuk a 4-6 leveles novények leveleit.

Harom héttel az inokuldlas utan a fert6zott novények tiineteket mutato fiatal levelekbdl
virionokat tisztitottunk Lot és mitsai. (1972) modszere szerint. Szaz g ndvényi részt
homogenizaltunk Nas-citrat puffer (0,5 M Naz-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%-o0s PEG 6000 adtunk, majd 15 perc keverés és 30 perc pihentetés utan Gjabb
centrifugalast kdvetden (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) borét



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 tesztndvényes kisérletekhez tisztitott viriont hasznaltunk 10 pg/ml koncentracioban. A
mechanikai fert6zést inokulalo puffer (25 mM glicin, 15 mM K2HPOQO4, 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 hosszunappalos hémérséklet-, és fényviszonyok
kozott tartottuk és Ot héten keresztiill monitoroztuk a megjelend tiineteket. A fert6zéses
kisérletekben negativ kontrollként hasznalt novényeket inokulalé pufferrel és karborundummal

inokulaltuk.

4.2.6. RNS kivonas, cDNS készités, RT-PCR

A mutécidk stabilitdsanak ellendrzéséhez RNS kivonast végeztiink a fertdzott novények
(N. benthamiana, N. tabacum cv. Xanthi-nc, C. sativus) nem inokulalt leveleibdl. A kivonashoz
SV Total RNA Isolation Kit-et (Promega) hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfelelGen.
cDNS készitése utan PCR segitségével kiemeltiik a teljes vad tipusi €s a pontmutaciokat
tartalmaz6 CMV MP-t az erre a szakaszra specifikus primerpar hasznalataval (1. tablazat). Az
amplifikalt DNS szakaszokat High Pure PCR Product Purification Kit-tel tisztitottuk, és

szekvencia analizis soran ellendriztik 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 homogenizéalva fehérjekivonatokat készitettiink,
amelyeket akrilamid gélelektroforézis elétt 95 °C-on 5 percen keresztiil denaturaltunk. Ezutan
a mintakat 1 perc jégen hiités utan lecentrifugaltuk. A mintakat (1-10 pl) 12%-os akrilamid

gélen valasztottuk szét. A fehérjék mennyiségének ellendrzéséhez Coomassie Brilliant Blue



G250 fehérjefestéket hasznaltunk. Az elektroforézist kovetéen (80 V, kb 150 perc) az
elvalasztott fehérjéket nitrocelluldéz 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 inokulélast kdvetden
begytjtottilk, majd steril pengével a szini oldalukat a levél egész feliiletén finoman
megsértettiik, és a vagott felsziniikkel nitrocellul6z membranra helyeztiik. Nyomas kifejtésével
a novényi nedvet a nitrocellul6z membranra préseltiik, majd azt megszaritottuk, ¢s anti-CMV
CP elsddleges, valamint ALP-konjugalt anti-nyil masodlagos ellenanyaggal hibridizaltuk. A

detektalashoz AP Conjugate Substrate Kit-et hasznaltunk.

4.2.8. Lokalis 1éziok méretének elemzése

A C. murale novények inokulalt leveleit harom nappal fert6zést kovetSen
Osszegyujtottiik, €s szkennelve nagy felbontasti képeket készitettiink réluk. Ezt kdvetden
Imagel (1.52) program segitségével szamszerlsitettiilk a nekrotikus 1€ziok teriileti adatait. A
kapott adatokat IBM SPSS Statistics 25 program hasznalataval elemeztiik. A normalitas
vizsgélatot Kolmogorov-Smirnov teszttel és a ferdeség-csiicsossag vizsgalataval, mig a
variancia homogenitas vizsgalatot Levene-teszttel végeztik el. A szignifikans kiilonbségek
megallapitasahoz egyiranyi ANOVA modszert hasznaltunk Games-Howell post hoc teszttel

kiegészitve.
4.2.9. Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszio

A baktérium kulturakat rifampicin €s kanamycin tartalmt LB taptalajba oltottuk, majd
16 oran at inkubdltuk és réazattuk 28 °C-on. A felszaporodott baktérium kultirakat
centrifugéltuk, majd 0,01 M MgClz-ot és acetosyringone-t tartalmazé6 MES pufferben
visszaoldottuk. Spektrofotométerrel 600 nm-en megmértiik a mintak optikai denzitasat (ODeoo),

majd a kovetkezd koncentraciot beallitva mértiik dssze a kivant baktériumszuszpenziokat: a



mindegyik mintahoz hozzaadott P19 szupresszor fehérjét (JAY és mtsai., 2023) 0,2-es, a GFP-
hez kotott vad tipusa és mutans MP mintékat 0,4-es ODgoo értékkel hasznaltuk. Az sszemért
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-immerzids 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
hullamhossz tartoméanyban tortént. A vizsgalatokhoz Leica TCS SP8 konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszképot hasznaltunk. A PD-ben talalhatdo kalloz jeloléséhez anilinkék festéket
hasznaltunk. Ehhez a leveleket 0,1%-0s anilinkék oldat és 1 M glicin (pH: 9,5) 2:3 aranyu
keverékével, fecskendd segitségével festettiik meg kozvetleniil a tovabbi kisérletek elétt 10
perccel. A plazmolizis kisérletekhez a dokumentalni kivant levélszoveteket 10%-0s NaCl

oldatba aztattuk kézvetlentil a mikroszkdopos képek elkészitése elott.



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

3.1. ACMV MP in silico analizise

A CMV MP esetében nem allnak rendelkezésre adatok azzal kapcsolatban, hogy a
kiilonboz6 poszttranszlaciés modositasok (koztiik a leggyakrabban eléforduld foszforilacio)
hogyan befolyasoljak a fehérje miikkdését. Ahhoz, hogy ezt megvizsgaljuk, el6szor online
foszforilacids hely predikcids programok segitségével lehetséges foszforilacids helyeket
azonositottunk a fehérje aminosav sorrendjében. A NetPhos 3.1 szoftver szamos ilyen
aminosavat azonositott, amelyek koziil 21 Ser, 12 Thr és 6 Tyr volt. A CMV MP esetében a
legnagyobb valoszintiséggel foszforilalodo helyek koziil két Ser aminosavat valasztottunk ki a

28. és a 120. pozicidban (Ser28, Ser120), és kisérleteink soran ezekkel dolgoztunk tovabb.

3.2. A CMV MP foszforilalédik E. coli baktériumban

Az insilico elemzések alapjan azt feltételeztiik, hogy a Ser aminosavak a két kivalasztott
pozicidban (Ser28, Serl20) valoszintsithetden foszforilalodnak. Ezt a feltételezést E. coli
baktériumban expresszalt Rs-CMV MP (vad tipus) és a S28A pontmutacioval mddositott MP
(MP/S28A) fehérjek kisérleti vizsgalataval ellendriztiik. A fehérjék expresszioja 37 °C-0S
inkubaci6 soran LB taptalajon tortént. A baktériumszuszpenziokat folyékony taptalajban
szaporitottuk 0,75 ODeoo értékig, ami utan IPTG hozzdadasaval indukaltuk a fehérje

expressziot, és két oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

A vad tipusu és az MP/S28A fehérje foszforilaltsagdt Western blot segitségével
vizsgaltuk. A foszfoszerin ellenanyaggal torténd hibridizacid sordn megallapitottuk, hogy az
MP/S28A fehérje (ahol a pontmutdcié miatt a 28-as aminosav stabilan nem foszforilalt
allapotban van) szignifikansan kisebb mértékii foszforilaciot mutatott, mint a vad tipusa MP. A
Coomassie festés megerdsitette, hogy a két fehérje expresszalt mennyiségében nincs 1ényeges
kiilonbség, alatdmasztva ezzel, hogy a foszforilacié mértékében tapasztalt Iényeges eltérés nem

a fehérje mennyiségek kozti kiilonbségre vezethetd vissza.



Ezen eredmények alapjan bizonyitottuk, hogy a Ser28 aminosav valdban foszforilalodik
E. coli baktériumban expresszalt CMV MP esetén, ezzel igazolva a NetPhos 3.1 program altal

elérejelzett foszforilacios helyek relevanssagat in vivo koriilmények kozott.

3.3. Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D mutsns virusok

fertozése transzkriptummal, viriontisztitas

A Ser28 ¢és Ser120 foszforilacio virusfertézés soran betoltott szerepének vizsgalatdhoz
mindkét pozicioban a szerin aminosavat alaninra és aszparaginsavra cseréltiik. Az alanin egy
kis méretli, apolaros aminosav, amely nem képes foszforilalodni, igy jol modellezi a nem
foszforilalt allapotot (MP/S28A, MP/S120A). Az aszparaginsav ezzel szemben a negativ toltése
¢s az oldallanc mérete miatt idealis a foszforilalt allapot modellezésére (MP/S28D, MP/S120D).
Ezeket a pontmutacidkat az Rs-CMV torzs 3-as RNS-ének fertdzoképes klonjaba illesztettiik.

Kontroll fertézésekhez a vad tipusa RNS3 klont hasznaltuk.

Az elkésziilt konstrukciok fertézoképességét N. benthamiana névényeken teszteltiik. A
klonokbdl transzkriptumokat készitettiink, amelyeket karborundum tartalmi inokulalo
pufferrel, valamint RNS1 és RNS2 transzkriptumok hozzdadéasaval hasznéaltunk a ndvények
inokulalasara. Tizennégy nappal a fert6zés utan levéldeformaciokat és mozaikos levéltiineteket
figyeltink meg mindegyik klon esetén, bizonyitva a konstrukciok fertézoképességét. A
mintakbol RT-PCR modszerrel kimutattuk a virus jelenlétét, majd a PCR termék nukleotid
sorrendjét meghatarozva igazoltuk, hogy a mutaciok az inokuldlas utan két héttel is stabilak
maradtak. Ezek utan 100 g n6vényi mintabdl viriont tisztitottunk, hogy a tovabbi gazdandvény

kisérleteket mar azonos koncentracidban 1évé virionokkal végezhessiik.

3.4. Lokalis és szisztemikus tiinetek jellemzése vad tipusu és MP-mutans

CMV-vel fertozott novényeken

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

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



A vad tipust és mutans CMV virionokkal (Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A,
MP/S120D) N. tabacum cv. Xanthi-nc tesztnévényeket inokulaltunk a szisztemikus tiinetek
kozti kiilonbségek vizsgalatdhoz. Az Rs-CMV-vel fertdzott dohdnyndvényeken négy nappal a
fert6zés utan szisztemikus mozaikot és enyhe levél deforméciot figyeltiink meg. Az MP/S120A
¢s MP/S120D mutansok hasonl¢ tiineteket okoztak, de késébb jelentkeztek, mint a vad tipusu
CMV. Az MP/S28A és MP/S28D mutansokkal fert6zott novényeken joval gyengébb tiineteket
észleltiink. Az 6todik napon, amikor a vad tipusit CMV ¢és a 120. aminosavnal modositott
mutdnsok mar jellegzetes szisztemikus tlineteket mutattak, az MP/S28A ¢és MP/S28D

mutansokkal fertdzott névények fiatal levelein csak érkivilagosodast figyeltiink meg.

A tiinetekben tapasztalt kiilonbségeket molekularis vizsgalatokkal is alatamasztottuk.
Az Rs-CMYV esetében a virus mar harom nappal a fertdzés utan nagy mennyiségben kimutathaté
volt a fiatal, nem inokulalt levelekbol. A MP/S120A, MP/S120D mutansok esetén a fertozott
novényekbdl bar kimutathato volt a virus jelenléte az inokulalast kdvetd harmadik napon, de a
vad tipustt CMV-re jellemz06 virusakkumulacié mértékét csak egy nappal késdbb, az inokulalast
kovetd 4. napon érte el. A MP/S28A, MP/S28D esetén a virusakkumulacio még késobb, az
0todik napon volt megfigyelhetd. A mutéaciok stabilitdsat 10 nappal a fertdzés utan végzett RT-
PCR ¢és az azt kovetd nukleotid sorrend analizis igazolta. A kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy a vad tipusnal gyengébb tiineteket okoz6 MP/S28A és MP/S28D
mutansok esetében jelentésen lassabb virusakkumulaciot igazoltunk, ami egybevagott a tiinetek

kialakulasanal megfigyelt kiilonbségekkel.

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

okozott szisztemikus tiinetek vizsgalata uborka novényen (C. sativus)

A szisztemikus tlinetek kialakulasat uborkan (C. sativus) is vizsgaltuk. Tiz nappal a
fert6zést kovetden a vad tipustt Rs-CMV-vel fertdzott ndvények inokuldlt sziklevelein nagy
nekrotikus 1éziokat, fiatal leveleiken pedig szisztemikus mozaikot és levéldeformaciot
figyeltiink meg. Az MP/S120A és MP/S120D mutansokkal fertézott uborkdkon az Rs-CMV-

hez hasonl¢ tiinetek jelentkeztek, valamivel kisebb nekrotikus 1éziokkal a szikleveleken. A 28.



aminosav mutansok (MP/S28A és MP/S28D) esetében sem lokalis, sem szisztemikus tiinetek

nem jelentkeztek.

A kiilonbségeket molekularis vizsgalatokkal is aldtamasztottuk. Az inokulélt
sziklevelekbdl press blot hibridizacioval, a nem inokulalt fiatal levelekbdl pedig Western blot
¢s RT-PCR segitségével vizsgaltuk a virus jelenlétét. A hibridiz4ciot mind a press blot, mind a
Western blot esetében CMV CP ellenanyaggal végeztiik. Az RT-PCR soran a CP-t kodold gén
egy szakaszat amplifikaltuk, belsé kontrollként pedig aktin génszakaszt célz6 primereket
hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy mig az Rs-CMV ¢és az MP/S120A és MP/S120D mutansok
mind az inokulalt sziklevelekbdl, mind a szisztemikus levelekbdl kimutathatdak, addig az

MP/S28A és MP/S28D mutansok egyaltalan nem detektalhatdéak a névényben.

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

Kkivaltott lokalis tiinetek vizsgalata kofali libatopon (C. murale)

A vad tipust és mutans CMV-k kozotti tiinetbeli kiilonbségeket a CMV lokal 1€zios
gazdandvényén is megvizsgaltuk (C. murale). A fertézést kovetd negyedik napon a vad tipust
CMV-vel fertézott novények inokuldlt levelein nagyméretii lokalis 1éziokat észleltiink,
hasonloan a 120. aminosav mutansokkal (MP/S120A, MP/S120D) fert6zott ndvényekhez. Az
MP/S28A és MP/S28D mutansokkal inokulalt leveleken ugyanakkor csak apro, tithegy méretii
lézidkat tapasztaltunk, amelyek késébb sem ndvekedtek. A 1éziok méretbeli kiilonbségének
igazolasadhoz szamszerisitettiik és statisztikai modszerekkel elemeztiik az inokulalt leveleken
kialakult 1éziok teriiletét, amely alapjan szignifikans kiilonbségeket allapitottunk meg a virusok
altal kivaltott tiinetek kozott (p<0,0001). Az MP/S120D mutans altal okozott 1ézidk mérete nem
tért el szignifikansan a vad tipus altal okozott 1ézioktol. Az MP/S120A, MP/S28A és MP/S28D
mutéansok altal kivaltott 1ézidinak teriilete egymastdl, valamint a vad tipustdl is szignifikdnsan
eltér6 méretiick voltak az inokulalt leveleken. Ez alapjan statisztikai vizsgalattal is

alatdmasztottuk a vizualis megfigyeléseinket.



3.5. A vad tipusu és mutans CMV MP-k sejten beliili lokalizaciéjanak

vizsgalata

3.5.1. ACMV MP 28. szerin aminosav mutacioinak hatasa az MP

plazmodezma lokalizaciojara

A fert6zési kisérleteink soran a legnagyobb kiilonbséget a CMV MP Ser28
aminosavanak mutaciojanal tapasztaltuk, ezért megvizsgaltuk, hogy a S28A ¢és S28D
pontmutéciod befolyésolja-e az MP sejten beliili lokalizaciojat. Az MP elsddleges feladata a
virus sejtrdl-sejtre terjedésének eldsegitése, igy a vad tipusi MP foként a plazmodezmaknal
lokalizalodik (NAVARRO ¢és mtsai., 2019). A vizsgalathoz a vad tipusi (RS-CMV) és a
pontmutaciot tartalmazo (S28A és S28D) MP C-terminalis végéhez GFP-t kapcsoltunk, majd
konfokalis lézer-pasztdzd mikroszkop segitségével vizsgaltuk a fehérjék sejten beliili
elhelyezkedését. A N. benthamiana és N. tabacum cv. Xanthi-nc levelek epidermisz sejtjeirdl
késziilt mikroszkopos képeket az agroinfiltralas utan 24-48 oraval készitettik. A GFP-hez
kapcsolt vad tipusut MP (MP-eGFP) mindkét novényben a sejtfal mentén, apré pontszerii
alakzatban volt megfigyelhetd. Az infiltralt szovetek anilinkékkel valé festése utan (amellyel a
plazmodezmakat tettiik lathatova) a MP lokalizaci0jat jelz6 zold fluoreszkald pontok €s a PD
markerként hasznalt kéken fluoreszkald pontok helyzete nagymértékii atfedést mutatott, ami
egybevag a szakirodalmi adatokkal (BLACKMAN és mtsai., 1998; DING és mtsai., 1995; ITAYA
és mtsai., 1997). A GFP-fuziés mutans MP konstrukciok (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP)
esetében szintén megfigyeltiik az MP-PD kolokalizaciét, de szignifikansan kisebb mértékben,

mint a vad tipusa MP-eGFP-nél.

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

plazmodezma lokalizacigjara plazmolizalt sejtekben

A kisérletet N. tabacum cv. Xanthi-nc plazmolizalt sejtjein is elvégeztiik. Plazmolizis
soran a sejtfal és a plazmamembran szétvalik egymastol, igy a plazmodezma lokalizacio még

egyértelmiibben megfigyelhetd. Az agroinfiltralast és az anilinkékkel valo festést kovetden a



sejteket 10%-os NaCl oldatban aztattuk, majd konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkoppal képeket
készitettiink. Megfigyeltiik, hogy a MP/S28 A-eGFP, MP/S28D-eGFP esetében a mutans MP
az 0sszezsugorodott plazmamembrannal egyiitt eltavolodott a sejtfaltol, és mar egyaltalan nem
kolokalizaloédott a PD-val. Ezzel ellentétben a vad tipusi MP-eGFP a plazmolizis ellenére

tovabbra is a sejtfal mentén, a PD-hez kapcsolddva helyezkedett el.



4. KOVETKEZTETESEK

A virusok MP-jének foszforilacidjat mar tobb esetben is igazoltak (LEE és LUCAS,
2001). A CMV MP esetében csak egy adat all rendelkezésre, amelyben transzgénikus
dohanynovényekben igazoltak a foszforilacio jelenlétét, de a foszforilacid pontos helyét, illetve
a funkciodjat nem vizsgaltak (MATSUSHITA és mtsai., 2002). Szerettiik volna megvizsgalni, hogy
a CMV MP foszforilacioja milyen szerepet tolt be a virus életciklusaban. Ehhez in silico
azonositottuk, mint potencialisan foszforilaldo helyek. Ezeket PCR-alapti modszerekkel ugy
modositottuk, hogy Ser aminosav helyén pontmutaciot vittiink be, igy modellezve az aminosav

nem foszforilalt (Ala) és a foszforilalt (Asp) allapotat.

Eddig a MP foszforilaci6 tiinetekre gyakorolt hatasarol csak egy esetben szamoltak be.
Az Abutilon mozaik virus esetén (Abutilon mosaic virus, AbMV) harom foszforilalodo
aminosav (Thr221, Ser223, Ser250) Ala és Asp mutdnsaival fertézve eltérd tlineteket
tapasztaltak dohanynévényen (N. benthamiana), malyvan (Malva parviflora), csattand
maszlagon (Datura stramonium) és kopasz szilkesark (Nicandra physaloides) novényeken

(KLEINOW és mtsai., 2009, 2020).

Ahhoz, hogy megvizsgalhassuk a MP Ser28 és Ser120 foszforilaciojanak szerepét CMV
fertézéskor, kiilonbozo tesztndvényeket fertdztiink, €s megfigyeltiik a kiilonbségeket a vad
tipusu (Rs-CMV) és a mutans virusok (MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D) altal
okozott tiinetek kozott. Az eredmények azt mutattdk, hogy a 28. aminosav mutdnsok
(MP/S28A, MP/S28D) jelentés eltéréseket okoztak a tiinetekben ¢és a tiinetkialakitas
dinamikajaban a vad tipushoz képest. N. tabacum cv. Xanthi-nc névényt fertézve szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk a megjelend szisztemikus tiinetek megjelenésének iitemében. A
MP/S28A, MP/S28D mutansokkal fert6zott ndvények csak az inokulalast kovetd 5. napon érték
el azt a virusakkumulacios szintet, amit a vad tipusit Rs-CMV a fert6zést kovetd harmadik

napon mutatott. A CMV egyik lokal 1ézios gazdandvényén (C. murale), a MP/S28A és



MP/S28D mutansok az inokulalt leveleken aprd, pontszerii 1éziokat okoztak a vad tipusnal
megfigyelt nagyobb méretii 1éziokkal szemben. Egy gazdasagilag is fontos gazdandvényen,
uborkdn pedig a 28-as mutansok egyaltalan nem voltak képesek fertézni az uborkat, és nem

lehetett kimutatni a virus jelenlétét se a fiatal levelekbdl, se az inokulalt sziklevelekbdl.

A masik kisérletbe vont aminosav, a Serl20-at célzd6 mutansok (MP/S120A,
MP/S120D) valamivel kevésbé latvanyos eltérést mutattak az Rs-CMV altal kivaltott
tiinetekhez képest. N. tabacum cv. Xanthi-nc-n a fertézést kovetd 4. napon mutattunk ki az Rs-
CMV-re mar harmadik napon jellemzé viruskoncentraciot. A C. murale fertézésekor az
inokulalt leveleken jelentkezd 1éziok mérete csak az MP/S120A esetében tért el szignifikdnsan
az Rs-CMV altal indukalt 1éziok méretétdl, uborkén pedig nem tapasztaltunk a MP/S120A és

MP/S120D tiinetkialakitasaban eltérést az Rs-CMV-tol.

A MP-k egyik {6 feladata a virusok genomjanak sejtrdl-sejtre terjedésének eldsegitése
a PD-n keresztiil. A foszforilacio és a ndovényi virusok MP-jének sejten beliili lokalizacioja
kozotti Osszefliggést néhany esetben mar sikeriilt kimutatni. A tobamovirusok koziil a dohany
mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) és a paradicsom mozaik virus (Tomato mosaic
virus, ToMV) esetén is kimutattak, hogy néhany aminosav foszforilacioja felelés a MP PD
lokalizaciojaért, €s ha ezeket az aminosavakat Ala vagy Asp-ra cserélték, a PD lokalizacio
megsziint vagy jelentdsen romlott, ami negativan befolyasolta a virus terjedését (KAWAKAMI
¢és mtsai., 1999; TRUTNYEVA ¢s mtsai., 2005). Burgonya levélsodrodas virus (Potato leafroll
virus, PLRV) esetén is igazoltak a foszforilacio szerepét a PD lokalizacioban, sot, felvetették
az egymast kovetd foszforilacid szerepét, amely szerint a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez
elészor a PD lokalizacidjaért felelés két Ser foszforilacidjara van sziikség, majd ezutan
kovetkezik csak be masik két Ser aminosav foszforilacioja, ami pedig a virus ribonukleoprotein
komplexének felbomlésat segiti eld. Azaz eléfordulhat, hogy egy aminosav foszforilacidja (és
annak “ki-be kapcsold” szerepe) nem feltétlen elég egy fehérje funkcidjanak
megvaltoztatasdhoz, hanem egy komplexebb, esetleg tobb szereplds folyamatnak kell

megfeleld sorrendben megtdrténnie a valtozashoz.



Megvizsgaltuk, hogy a Ser28 foszforilacidja vajon hatassal van-e a CMV MP sejten
beliili lokalizacidjara, miutan az MP/S28A ¢és MP/S28D virusmutansok befolyasoltak a
legnagyobb mértékben a CMYV tiinetkialakitasat a gazdanovény kisérletek soran. Kisérleteink
soran, a korabbi eredményekkel 6sszhangban, a vad tipusi CMV MP-eGFP a sejtfal mentén, a
plazmodezmaknal lokalizalodott. Az MP/S28A-eGFP ¢és MP/S28D-eGFP mutansok sejten
beliili lokalizacioja ehhez képest eltérést mutatott, és nem az anilinkékkel festett kallozzal
egyiitt, hanem a sejtfal mentén elszorva, pontszerii alakzatban lokalizalodott. A plazmolizis
kisérletek megerdsitették, hogy a 28-as mutansok elsdsorban a plazma membrannal, nem pedig
a PD-hez kotédve helyezkedtek el. Ezek az eredmények felvetik annak lehetdségét, hogy a
Ser28 aminosav foszforilacigja befolyasolja az MP PD lokalizaciojat. Eredményeink alapjan
mind az Ala-t, mind az Asp-t tartalmazé mutans sejten beliili lokalizacidja megvaltozott, és ez
arra utal, hogy a Ser28 foszforilaciojanak nincsen un. ,,on-and-oft”, azaz ki-bekapcsol6 hatasa
a fehérje miikodésére, hanem ehelyett inkabb a foszforilalt és a nem foszforilalt allapot kdzotti

dinamikus valtakozas jatszhat dontd szerepet a megfeleld sejten beliili lokalizacioban.

Eredményeink egy eddig nem ismert fontos mechanizmusra vilagitanak ra 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
dinamik4ajaban mind a szisztemikus, mind a lokal 1ézi6s gazdandvényeken. Ez a CMV MP egy
1j, kordbban ismeretlen foszforilacios helyének fontos szerepét igazolja, amely befolyasolja a

fehérje PD sejten beliili lokalizaciojat.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

crer

potencialisan foszforilalodé aminosavakat, amelyek szerepét bizonyitottuk a mozgési fehérje

sejten beliili lokalizacidjaban és a tiinetek kialakitasaban.
2. E. coli-ban expresszalt CMV MP Ser28 aminosav foszforilaciojat igazoltuk.

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

leveleibdl.

4. Megallapitottuk, hogy a Ser120 aminosav alanin és aszparaginsav mutansaival inokulalt N.
tabacum cv. Xanthi-nc fels6, szisztemikus levelein a vad tipusit Rs-CMV-re jellemz6 mozaikos
tineteket az Rs-CMV-nél késobb, 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. Bizonyitottuk, hogy a Ser28 megvaltoztatasa komoly hatassal van a CMV MP sejten beliili
PD lokalizaciojara. A mutansok szignifikansan kisebb mértékben tudtak a PD-hez kapcsolodni,

helyette a sejtfal mentén, a plazma membranban helyezkedtek el.
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