Kiilonboz6 foldimogyorod satnyulds virus (peanut stunt virus, PSV) izoldtumok szisztemikus
terjedésében Nicotiana glutinosa névények esetében megfigyelt eltérések vizsgalatahoz tébb
izolatumot gytijtottiink Magyarorszag kiilonboz6 régioibol. A korabban vizsgalt Rp és Rp2
jelt izolatumok mellett a T1, T2, TEV, F, B, Cs, Sz, Ljb akacrél szarmaz6 izolatumokat is
jellemeztiik. Megallapitottuk, hogy ezen izoldtumok koziil 6 nem fert6zi szisztemikusan a
Nicotiana glutinosa névenyt (B, Cs, Rp, T1, T2, Tev), mig 4 esetben szisztemikus tlineteket
figyeltink meg (F, Ljb, Rp2, Sz). Az izoldtumok molekuléris jellemzése sordn
megallapitottuk, hogy mindegyik az altalunk kordbban leirt rekombinans alcsoportba
sorolhato, igy hazankban akacfan jelenleg ennek az alcsoportnak az eléfordulasa dominal. A
kiilonboz6 izolatumok nukleinsav sorrendjének 6sszehasonlitdsaval megallapitottuk, hogy az
RNS 3 esetében olyan eltérés nincsen, mely konzekvens lenne a Nicotiana glutinosa
novényeken szisztemikus illetve lokalis tlneteket okoz6 izolatumok kozott. Az RNS 2-n
azonban 7 olyan vAltozast talaltunk, mely a szisztemikus izolatumok esetén a kaddolt
fehérjében aminosav valtozast okoz. Ilyen valtozas a 2a fehérje esetén a 755 (S-G), 756 (D-
E), 803 (P-S), 818 (K-E) és 819 (T-A) aminosav pozicidban, a 2b fehérje esetén pedig a 30
(L-A) és 64 (I-T) aminosav esetén fordult el6. Ezekben az esetekben a lokalisan fert6z6
izolatumoknal mindig az els6, mig a szisztemikusan fert6z6knél a masodik aminosav
talalhato. Sajnos fertéz6képes klonjaink fertézési hatékonysaga nem tette lehetévé, hogy a
szisztematizalodasért felelds régiot pontosabban lokalizaljuk, azonban jelenlegi eredményeink
alapjan is bizonyitottuk, hogy a PSV szisztemius mozgasaban a korabban leirt kopsnyfehérjén
Kivul az RNS 2- kddolodd géneknek is fontos szerepe van (Kiss et al. 2009).

Az uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus, CMV) Trk7 izolatum kopenyfehérjeB -pC
hurok régiojaban, melynek kulcsszerepe van a virus hosszUtdvu mozgasaban, mutansokat
terveztiink. A mutansok kozott szerepel olyan, mely a hurok régié toltésviszonyait teljesen
megvaltoztatja, ellentétes toltésiivé tesz, ahogy ez a I alcsoportba tartozo CMV-k esetén
megfigyelhetd (K), az eredeti toltésnek megfeleld, de kisebb méretii oldallanccal rendelkezd
(D), nem polaris (A), illetve polaris, de toltéssel nem rendelkez6 (S, C) aminosav. Ezeket a
mutaciokat beépitettik a Trk7-CMV fert6z6képes klonjaiba. Nicotiana clevelandii névények
fert6zése soran mindegyik mutans fert6z6képesnek bizonyult. Az inokulalt levelek Northern
analizise bizonyitotta, hogy a mutansok replikalédnak, valamint sejtrél-sejtre is terjednek.
Azonban a tovabbi vizsgéalatok soran megallapitottuk, hogy csak az alanint és arginint
tartalmazé mutans fertézte szisztematikusan a Nicotiana clevelandii névényeket, viriont csak
ebbdl a mutansbodl tudtunk tisztitani. A tobbi esetben a virus mozgésa gatolt volt, a névény
szallitoszdvet rendszerén keresztill nem jutottak el a mutansok a néveny tavolabbi részeibe.
Az alanint tartalmaz6 muténs viselkedése nem tért el az eredeti CMV-Trk7 izolatumétdl, a
vizsgalt gazdandvényeket szisztemikusan fertdzte, mig az arginint hordoz6 mutans az uborkat
nem fertdzte szisztematikusan. Azonban ha az arginint koveté aminosavat is megvaltoztattuk
(R3EI79-80RT), a mutans képes volt az uborka novényt szisztematikusan fertézni.
Megaéllapitottuk, hogy @B -BC hurok eégionak kulcsszerepe van az uborka mozaik virus

hosszitavl mozgasaban, valamint nem egy-egy aminosav megléte vagy hianya a
meghatarozd, hanem a viruspartikulum feliletének toltéseloszlasa jatszik kulcsszerepet a
virus hosszutavi mozgasaban (Salanki et al 2011).

Az uborka mozaik virus egyik legsokoldalubb fehérjéje a méretében legkisebb 2b fehérje.
Igen sokféle funkciot tulajdonitanak neki, ezek kozil legfontosabbak a ,,gene silencing
supressor” aktivitdsa, szerepe a tlnetek kialakitdsdban, valamint a gazdandvénykor
meghatarozasaban. Az uborka mozaik virus esetén a 2a fehérje és a 2b fehérje ugyan eltéré
leolvasasi keretben, de atfedve kodolodik. Mivel az irodalmi adatok ellentmondésosak voltak



a tekintetben, hogy a 2a fehérje atfedd, karboxi terminalis 67 aminosavanak milyen szerepe
van a novények fertdzése soran, mindkét CMV alcsoporthoz tartozéd izoldtum esetén (I-es
alcsoport: Rs-CMV, ll-es alcsoport: Trk7-CMV) stop kodont épitettiink a 2b fehérje start
kodonja el¢, igy az atfedés megsziint a két fehérje kozott. Megallapitottuk, hogy az altalunk
vizsgalt tesztnovények esetén (Nicotiana clevelandii, Nicotiana benthamiana, Nicotiana
glutinosa, Chenopodium amaranticolor, Cucumis sativus) a mutans virusok patoldgiai
jellemz6éi megegyeztek a sziil6i virusokéval, sem a tunetek jellegében, sem a virus
terjedésének kinetikajaban, sem az inokulalt illetve szisztemikusan fert6zott levelekben
felhalmozo6dd virus mennyiségében nem taléltunk eltérést, mikézben a mutaci6 RT/PCR
mukleinsav sorrend meghatarozas soran stabilnak bizonyult hat héttel a fert6zés utan, illetve a
tisztitott viruspartikulum eseten is.

A 2b fehérje alanint hordoz6 mutansait a 2a fehérjében stop kodont hordozé Rs-CMV mutans
klonok felhasznélasaval készitettilk el. A 2a fehérej (109 aminosav) aminosavait fertéz6képes
klon felhasznalasaval harmasaval alaninra cseréltik, és igy 0sszessegében 37 mutanst
sikeresen elkészitettink. Mindegyik klon fert6z6képességét Nicotiana clevelandii és
Chenopodium amaranticolor névényeken vizsgaltuk. A fert6zés utan harom nappal az
inokulalt levelek, hat és tizenkét nappal a fert6zés utan pedig a szisztemikus levelek Northern
analizisét végeztik el, legalabb harom-harom névény parhuzamos vizsgalataval. A mutansok
genotipusdnak stabilitdsat husz nappal a fert6zés utan RT/PCR nukleinsav sorrend
meghatarozassal ellendriztik. A mutdnsok dontd tobbségének nem valtozott a
fert6zoképessége, sem a szisztemizalodas sebessége, sem a kialakult tiinetek jellege. Nyolc
mutans esetében azonban a megjelend tiinetekben valtozast figyelhettiink meg, amit a
Northern analizis eredménye is igazolt.
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1. dbra: Az alanin scannin mutansok Northern analizise 12 nappal a Nicotiana clevelandii
novények fertdzése utan. A teljes nukleinsav kivonasokat a novények nem fert6zott, felsd
leveleibdl készitettiik.

A mutansok egy része nem fert6zott (MEL1-3AAA, NVE10-12AAA, SPS40-42AAA,
RHV70-72). Két mutans esetében a beteg novények ,kigyogyultak”, a virusfert6zésre
jellemz6 tiinetek eltiintek (KKQ22-24AAA, RER34-36AAA). Ezek a mutansok az N. rusticat,
az N. benthamianat és az N. Xanthi ndvényeket nem fertdzték szisztemikusan. Két mutans
esetén figyeltik meg a virus lassabb szisztematizalodasat (QNR31-33AAA, LPF55-57AAA)
ami a hosszutavi mozgas funkcid vagy a gene silencing supressor aktivitas sérilését jelzi.
Ezek kozil a QNR31-33AAA mutans az N. Xanthi novényeket sem fertézi, mig az LPF55-
57AAA mutans a N. rustica és N. benthamiana ndvényeken nem okoz szisztemikus tiineteket.
A Nicotiana clevelandii novényeket a vad tipus virushoz hasonloan fert6z6 mutansokat



tovabbi tesztndvényeken vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy tébb mutans, amely a N.
clevelandii tesztnovényt szisztemikusan fertdzte, mas tesztnovényeket nem fertéz. Igy a
VEA19-21AAA mutans az N. rusticat, N. glutinosat, N. Xanthi névényeket nem fertdzte, mig
a N. benthamiana névényeken a sziiléi virusnal gyengébb tiineteket okozott. Az SHK28-
30AAA mutans az N. glutinosat és az N. Xanthi ndvényeket nem fertdzte, mig az YQV58-60
mutans a N. benthamiana és az N. Xanthi névenyeken nem okozott szisztemikus fert6zést.

A Nicotiana clevelandii novényeket nem fert6zo, illetve gyengébben fert6z6 mutansok 2b
fehérjéjének ,,gene silencing supressor” aktivitasat GFP coinfiltracids Kisérlettel vizsgaltuk.
Egy binéris vektort, mely a GFP fehérjét expresszalja agroinfiltraltuk Nicotiana benthamiana
levelekbe a vad tipusu illetve a mutans 2b fehérjéket expresszalo binaris vektorokkal egyutt.
Azokban az esetekben, ahol a 2b fehérje ,,gene silencing supressor” aktivitasa nem valtozott, a
GFP fluorescenciaja megfigyelheté volt még 5 nappal az infiltrdlas utan is (vad tipusa 2b,
MEL1-3AAA, RHV70-72AAA), mig a supressor aktivitasukat elvesztd mutdnsok esetén a
GFP fluoreszcencia eltiint (NVE10-12AAA, SPS40-42AAA, KKQ22-24AAA, QNR31-
33AAA, RER34-36AAA, LPF55-57TAAA).

35S:GFP+35S:Rs2MEL/1-3/AAA 35S:GFP+35S:Rs2NVE/10-12/AAA | 35S:GFP+35S:R$2SPS/40-42/AAA  35S:GFP+35S:Rs2RHV/70-72/AAA  35S:GFP+35S:Rs2b

35S:GFP 35S:GFP+35S:Rs2QNR/31-33/AAA |  35S:GFP+35S:Rs2LPF/55-57/AAA 355:GFP+3SS:RfZKKQIZZ-ZA/AAA 35S:GFP+35S:Rs2RER/34-36/AAA

2. abra Nicotiana benthamiana névények infiltralt levelei 5 nappal az infiltralas utan

A vizualis megfiyelés eredményeit real time PCR mddszert felhasznalva pontositottuk.
Megaéllapitottuk, hogy az eredmények @Osszhangban voltak a vizualis megfigyelés
eredményéval, tehat a MEL1-3AAA, RHV70-72AAA mutansok esetén a GFP mRNS szint
szignifikansan nem csokkent a vad tipushoz képest, mig a NVE10-12AAA, SPS40-42AAA,
KKQ22-24AAA, QNR31-33AAA, RER34-36AAA, LPF55-57TAAA mutansok esetén a GFP
MRNS szint szignifikans csokkenését tapasztaltuk.
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3. dbra A GFP infiltralt levelek real time PCR analizise

Mivel a 2b fehérje részleges rontgendifrakcids szerkezetmeghatarozasa megtortént, a fehérje
szerkezeten lokalizaltuk a mutaciokat. A 2b fehérje ismert része két hosszl, egymashoz
képest 120°-0s szOget bezard a.-hélixbdl all. A siRNS-eket gy koéti meg, hogy két 2b fehérje
kamposzeriien belekapaszkodik a duplaszala RNS nagy arkdba. A sejtekben levo bioldgiailag
aktiv forma tetramer szerkezetli, tehat két darab siRNS megkotéséhez négy 2b fehérje
sziikséges. Az alanin scanning mutansokkal kapott in vivo fertdzési kisérletek eredményeit
Osszevetve a ribonukleoprotein komplex térszerkezetével megallapithatjuk, hogy az NVE10-
12AAA mutans a ,leucin —zipper-like” mechanizmussal kapcsolodo els@  -hélix elején
helyezkedik el. A mutaci6é valdsziniileg a tetramer forma kialakuldsat gatolja. Az SPS40-



42AAA mutacio a masodika -hélix elsd felén lokalizalodik, aminek az RNS kotésben van
kulcsszerepe, igy ebben az esetben valdszinlileg ez a funkcio sériil. A KKQ22-24AAA,
QNR31-33AAA, RER34-36AAA, LPF55-57AAA mutacidk az elsé illetve a masodika -hélix
végén helyezkednek el, és ebben az esetben is az RNS-fehérje kolcsdnhatas stabilitasa
valtozhat. Ezen munkank publikalésa jelenleg folyamatban van.

14(8P50) (o ¢ —12(RER)

14.(SPS,,..)
19.(LPF...,)

4. abra: A virus életképességét befolyasold alanin scanning mutécidk lokalizacidja a 2b
fehérjén

A mutans virusok vizsgalata soran egy négy alanint hordoz6 mutans elkészitésére is sor kertilt
DDTD95-98AAAA. Ez a mutidns is a sziildi virusnal lassabban szisztemizalodik N.
clevelandii és N. glutinosa tesztnovényeken. Ennek oka valdszinilileg egy magnézium
kotéhely megsziinése, ami a protein karboxi terminalis részének stabilizalasaban vesz részt.
(Gellért és mtsai. 2012).

A kiilonb6z6 uborka mozaik virus izolatumok gazdandvénykore lényegesen eltér. Munkank
soran egy, a babot szisztemikusan fert6z6 CMV izolatum (CMV- Nt) vizsgalataval is
foglalkoztunk. Elkészitettiik a virus 6sszes genomi RNS-érél (1, 2, 3) a teljes hosszusagu
cDNS klénokat, majd ezek teljes nukleinsav sorrendjét meghataroztuk, és a teljes hosszlséagu
virus RNS-eknek megfelel6 transzkriptumok fertéz6képesnek bizonyultak. A CMV-Rs (babot
lokalisan fertézi) fertézoképes klonjait haszndlva reasszortdns virusok segitségével
megallapitottuk, hogy ebben a virus-gazdandvény rendszerben az RNS 2-n talalhaték a
szisztemizalodasért felelés genetikai determinansok. Az Rs-CMV (babot csak lokalisan
fertézi) és az Nt-CMV RNS 2-n kddodlodd két fehérjében dsszesen 9 aminosav kiilénbséget
azonositottunk. A kilénbségek kozil 6 a 2a fehérjében, mig 3 a 2b fehérjében talalhato.



Rekombinans virusok segitségével sikeriilt a 2a fehérje két aminosavara (631 Y, 641S)
lokalizalnunk a bab novény szisztemikus fertédzésében kulcsfontossagu kiilonbségeket.

Nt"-Rs RNS2

5. abra: Az RNS 2 rekombinans CMV vizsgalata bab névénye.

Kovetkezd 1épésben ezeket a valtozasokat irdnyitott mutagenezissel vizsgaltuk.
Megaéllapitottuk, hogy a szisztemikus terjedésben a 631-es pozicionak van kulcsszerepe,
hiszen ha a szisztemikus Nt-CMV izolatumban itt lokalizal6dé tyrozin aminosavat
fenialaninra cseréljiik, a virus szisztemikus mozgasa megsziinik. Ha ugyanebbe a pozicioba az
Rs-CMV esetén a fenialanin helyett tyrozint épitink be, a virus nem csak szisztemizalddik,
hanem a sziiléi virusénal sokkal sulyosabb tiineteket indukalva csticsnekzozis alakul ki.
Ugyanakkor azt is megfigyeltik, hogy az Rs-CMV esetén a 641-es pozicioba szerint épitink,
a mutans virus tovabbra sem szisztmatizalodik, de az inokulalt leveleken a lokalis 1éziok
mérete lényegesen nagyobb lesz, és igen erds lokalis nekrozis alakul ki.
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6. abra: Pontmutans Rs-CMV altal indukalt tiinetek. Az RS2-632Y mutans érnekrézist es
teljes hajtascsics elhalast okozott, mig az RS2-642S mutans esetén szokatlanul nagy és

nekrotikus 1éziokat figyelhettiink meg a fertézott szikleveleken, de szisztemikus tiinetek nem
alakultak Ki.

A két izolatum kozotti tovabbi, 2a fehérjében talalhatd 4 kilonbség és a 2b fehérjén talalhatd
STOP kodont épitettiink be az S mutaciét hordozd 2a fehérjébe, hiszen megel6zo
kisérleteinkbdl tudtuk, hogy a 2a fehérje atfedd részének eltavolitidsa nem okozza az Rs-CMV
patoldgiai tuljdonsagainak valtozasat. A delécids mutans virus is az Nt-CMV-nél lényegesen
erésebb lokalis 1éziokat indukalt, igy megallapitottuk, hogy a I1ézidok jellegének
meghatarozasaban a 2b fehérjének és a 2a fehérj 631-es aminosavanak egyittesen van
maghatarozé szerepe. Tovabbra is kérdéses azonban, hogy a két fehérje kozvetlen
kolcsonhatasba 1ép egymassal, vagy a novényen beliil a kiilonb6zd kdlcsonhatasok egyazon
¢lettani funkciora vannak hatassal. Ennek a munkanknak az eredményeibdl a kézirat
elkészitésén dolgozunk.
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