Vilasz Dr. Barna Balazsnak, az MTA levelezé tagjanak

Koszonom Barna Baldzs akadémikus tdrnak, hogy elbiralta értekezésemet, és

koszonom a dolgozatrol alkotott elismers véleményét.
Megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban vélaszolok:

A 37. abrat ujra fellapoztam a dolgozatban, és a végleges valtozatban a fert6zott
novényekrdl késziilt képek tényleg nem tal nagyok, féleg a lokalis ttineteket kell
nagyon figyelni. Sajnos a dolgozat szerkesztése soran az abrdk elhelyezésénél végiil
ez a méret maradt meg, és nekem a képeken a sokadik atszerkesztés alkalméval mar

teljesen egyértelmiinek tlintek a ttinetek.

A dolgozat a megjelent publikdciéim alapjan, azokat egymas utdn szerkesztve épiilt
fel, ezért fordulhatott el6, hogy a sajat kozleményeimet nem idéztem. Az egyes
fejezetek végén, esetleg az eredmények megvitatdsa sordn illeszthettem volna be

ezeket a dolgozatba, amit majd az védés sordn az el6adasban megprobalok pétolni.

- Milyen médon szabalyozhatja a 2b fehérje a szalicilsavon és a jazminsavon

alapul6 novényi védekezési mechanizmusokat?

Mint ismert, a novények virusok elleni védekezésében is fontos szerepet jatszik a
szalicilsav és a jazminsav, mint szigndl molekula, ami kiilonb6z6 PR fehérjék

szintézisét indukaljak.

Jelenleg a 2b fehérje pontos szerepe a szalicilsav illetve jazminsav altal indukalt
védekezési mechanizmusban nem ismert, még csak az els¢ 1épések torténtek meg a
2b fehérje és ezen a biokémiai ttvonalak kapcsolatdnak vizsgalataban. Jelenlegi
ismereteink szerint CMV fert6zés hatdsdra a szalicilsav mennyisége né a fert6zott
Arabidopsis novényekben. Mivel a CMV-Arabidopsis kompatibilis kapcsolat és a
szalicilsav akkumulaci6 altaldban az inkompatibilis interakcidkra, illetve indukalt

rezisztencia esetén jellemz6, ez meglepé eredmény volt. Az, hogy a szalicilsav



felhalmozoédasban milyen virus gének jatszanak szerepet, az jelenleg sem teljesen
ismert. A 2b fehérje 6nmagaban (transzgénikus novényekben) nem képes indukalni a
felhalmozo6dast, mig az a muténs virus sem, amelyik nem expresszalja a 2b fehérjét,
bar ez a muténs virus Arabidopsis novényben képes szisztemizal6dni. Viszont ezzel a
mutans virussal 2b transzgénikus novényeken kivalthatjuk a szalicilsav koncentracié
emelkedését (Lewsey és mtsai., 2010). Igy azt mondhatjuk, hogy a 2b fehérjének
bizonyosan van szerepe a szalicilsav szint emelkedésében a virusfert6zés soran,
azonban nem ez az egyetlen virus eredeti faktor, ami sziikséges ehhez a
folyamathoz. Transzkriptom analizis sordn megéllapitottdk, hogy a 2b fehérje
expresszidja onmagédban a szalicilsav altal indukalt gének koziil csupan néhanynak
(5db, pl. ARF4, Ago2) az expresszids szintjét valtoztatja meg. Kiils6 abszcizinsav
kezelés hatdsara a nem transzgénikus novény esetén 766 esetben, mig 2b
transzgénikus novények esetén 1159 esetben talaltak expresszids szint valtozast. Ezek
kozott mintegy 62% volt az atfed6 (a nem transzgénikus novényhez viszonyitva), és
csupan 19 volt szignifikdnsan eltéré. Ezekbdl adatbanki vizsgalatok sordn 15
mutatott homolégiat kordbban leirt sSRNS-ekkel, igy nem kizart, hogy a szalicilsav
indukalta rezisztencia szabdlyozdsaban az RNS csendesités is szerepet jatszik.
Ugyanakkor ennek a feltételezésnek Lewsey és Carr (2009) eredményei
ellentmondanak, akik azt talaltdk, hogy a géncsendesitésben kozponti szerepet jatszo
DCL2, DCL3 és DCL4 komplexeknek nincsen szerepe a szalicilsav &ltal indukalt

rezisztencidban.

Ugyanakkor tugy tlinik, hogy a szalicilsav indukalta rezisztencia pontos
mechanizmusa a virusfert6zés sordn gazdanovényenként valtozo, igy altalanos
kovetkeztetéseket nem lehet levonni. Példaul dohany, illetve Arabidopsis novények
fert6zése soran a szalicilsav indukélta rezisztencia a CMV szisztemikus mozgasat
gatolja (késlelteti), mig példaul tok novényeknél mar a sejtrél-sejtre terjedést is (Ji és

Ding, 2001, Mayers és mtsai. 2005).

A CMV fert6zés hatdsa a jazminsav szintre és az &ltala szabalyozott folyamatokra
sokkal egyértelmtibb. A CMV fert6zés hatasara a fert6zott novényekben a jazminsav

szint nem valtozik a kontroll novényekhez képest. Ugyanakkor a virusfert6zés



kovetkeztében, vagy akar a 2b fehérje 6ndll6 expresszidja soran a jazminsavval
indukélhaté géneknek csak 10%-a reagal a jazminsav kezelésre. Tehat a CMV
fert6zés nem kozvetleniil a jazminsav szinten keresztiil befolyasolja a novények
valaszreakciéit, hanem az altala indukalt gének expresszidjat gatolva, azonban ennek
a folyamatnak a pontos mechanizmusa jelenleg nem ismert. Ugyanakkor a
virusatvitelben fontos szerepe lehet ennek a folyamatnak. A CMV terjedésében a
levéltetveknek van a legfontosabb szerepe, tobb mint 90 levéltettifajrol bizonyitottak,
hogy képes a CMV-t nem perzisztens médon terjeszteni. A jazminsav indukalta
védekezési mechanizmusnak a levéltetvek elleni védekezésben is fontos szerepe van,
és ennek hidnydban a virus terjedése is hatékonyabbnak bizonyulhat (Lewsey és

mtsai., 2010).

- Vannak-e 1éziés, CMYV rezisztens mutansai az Arabidopsisnak? Milyen reakciét

ad az Ns-CMYV a vad tipust novényen?

Kozismert, hogy a kiilonb6z6 CMV izolatumok fertézik az Arabidopsis novényt. A
tiinetek az izolatumok tobbségénél klordzis, halvany mozaik és a novények
torptilése. Az Ns-CMV izolatum tuneteit vizsgéltuk Arabidopsis thaliana Columbia
(Col-0) okotipuson, amin az inokulalt leveleken nagyméretli nekrotikus lézidkat

figyeltiink meg, ugyanakkor a virus szisztemizalédott is.

Jelenleg olyan CMV izoldtum nem ismert, ami csak lokélis 1éziot indukélna
Arabidopsis novényen, azonban a CMV izolatumok valtozatossagat ismerve kell6en
sok izolatum, illetve Arabidopsis okotipus atvizsgaldsa soran nem kizart, hogy lehetne

ilyen CMV-gazdanovény part talalni.

-27. abra: A CymRSV egyaltalan nem mutathaté ki N. tabacum cv. Xanthi illetve N.
glutinosa fert6zott leveleiben a CymRSV MP génre specifikus radioaktiv

probaval. Mennyire gatlédik ennek a hibrid virusnak a replikaciéja?

A 27. dbran bemutatott Northern hibridizacié a fert6zott novények szisztemikusan
fert6zott leveleibdl késziilt. Az N. tabacum cv. Xanthi illetve N. glutinosa novények
inokulalt levelein a CymRSV lokélis léziokat indukal, mint ahogy N. tabacum

novények fert6zott levelein a 28. dbran be is mutatom. Ezek a 1ézidk N. tabacum cv.



Xanthi novényeknél nekrotikusak, mig N. glutinosa novényeknél klorotikus lézidk
alakulnak ki. Igy nagy valészintiséggel a virusfert6zés soran, a fert6zott levelekben a
replikaci6 nem gatlodik hiszen lokalis ttinetek kialakulnak, azonban a virus
hosszutdva mozgasa gatolt, illetve a novény védekezd reakcidi lokalizalhatjdk a

virust és ezért nem mutathato ki a nem fert6zott levelekb6l.

- Milyen receptorok ismerik fel, hogy az R-CMV kopenyfehérje 193-as aminosava
szerin vagy lizin, és milyen folyamatok vezethetnek a torpiiléshez vagy a

mozaikos tiitnetek kialakulasadhoz?

- Milyen receptorok vesznek részt az Ns-CMV 1a fehérje 461-es aminosava
felismerésében, és milyen jelatviteli illetve biokémiai utak vezetnek a nekrotikus

vagy szisztemikus reakci6 kialakulasahoz?

Erre a két kérdésre egylitt szeretnék vélaszolni, hiszen jelenleg még egyik esetben
sem ismert az a receptor, ami kozvetleniil kdlcsonhatasba 1ép a kopenyfehérjével
illetve az la fehérjével és kiilonb6z6 biokémiai utak aktivalédasa soran elvezet a
megfigyelt fenotipus kialakuldsahoz. S6t, nem csak ezekben az esetekben nem tortént
meg a biokémiai utak térképezése, hanem kiilonb6z6 CMYV izolatumok altal indukalt
és valamelyik virus fehérjéhez bizonyitottan kothetd tiinet esetén is meglehetésen
kezdeti stadiumban tartanak a kutatdsok. Az egyetlen CMV-gazdandvény rendszer,
ahol jelent6s eredményeket el a HL-CMV és Arabidopsis thaliana kolcsonhatés. Ez a
CMV izolatum liliomrdl szarmazik, és Arabidopsis novény inokuldlt és szisztemikus
levelein is nekrotikus léziokat indukal. Bizonyitottdk, hogy a HL-CMV 2b
Catalase3 (CAT3) enzimével, aminek kovetkeztében csokken a sejtekben a katalaz
aktivitds és megné a sejtekben a H>O koncentracié. Ugyanakkor a CAT3 enzim
lokalizacidja is megvaltozik, az eredetileg a citoplazmaban lokalizdlod6é enzim a
sejtmagban halmozodik fel. Ugyanakkor mas, nekrézist nem okozé CMYV izoldtumok
2b fehérjéje nem képes direkt kolcsonhatast kialakitani a CAT3 enzimmel. Ez a
munka nagyon szépen példazza, hogy a technikai feltételek lassan kialakulnak
ahhoz, hogy a virusok altal indukalt patoldgiai jellemz&k biokémiai hatterét is

megérthessiik. Ugyanakkor hasonlé tiinetek kialakulasdhoz kiilonb6z6 biokémiai



utakon is eljuthatunk, hiszen az Ns-CMV esetén a tobbi CMV-tdl eltéré tiinetekért az
la fehérje 461-es aminosava felel6s, mig 2b fehérjéje igen hasonlé az Rs-CMV 2b
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0 novényeken (Inaba és mtsai., 2011) .

Még egy esetben ismerjik a jellemz6 tiinetek kialakuldsanak mechanizmuséat, ez
pedig az Y-sat RNS altal indukalt klorézis, azonban ez nem virusfehérjék &ltal
indukélt biokémiai utak aktivdlodasan keresztil torténik, hanem géncsendesitésen
alapul. Ebben az esetben a sat-RNS mintegy 22 nt hossztisagt része komplementer a
dohdny magnézium protophorphyrin chelatase I alegységének mRNS-ével, ami
nélkiilozhetetlen a klorofill szintézishez. Ennek a mRNS-nek a csendesitése és a Chll
fehérjehidnya okozza a sarga tiineteket ebben az esetben. Természetesen a sarga
tiinetek csak azokndl a fajoknal alakulnak ki, ahol teljes a homolégia a sat-RNS és a

célgén kozott (Shimura és mtsai. 2011, Smith és mtsai. 2011).

A jovében a molekuléris biologiai technikdk fejlédésével varhatéan mind tobb
esetben fogunk pontos képet kapni az egyes virusok altal indukalt tiinetekhez
elvezetd biokémiai utakrdl, illetve halézatokrdl, hiszen sok esetben kiillonbozé
virusfehérjék indukalnak nagyon hasonlé tiineteket. Gondolok itt a transzkriptom
szekvenalastol a kiilonboz6 fehérje alapt, kolcsonhatdsokban résztvevd partnerek

azonositasara alkalmas technikakig (pl. GST pull down assay, immunoprecipitécio).

Meég egyszer szeretnék koszonetet mondani opponensemnek a birdlataért.

Budapest, 2013. oktober 14.

Dr. Salanki Katalin

A valaszaim soran felhasznélt irodalmak jegyzéke:
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