Valasz Dr. Lukacs Noémi egyetemi tanarnak

Koszonom Dr. Lukacs Noéminek, az MTA doktordnak a dolgozatom biralatat és
munkam kedvez6 megitélését.

Kérdéseire a valaszaim a kovetkezok:
Mit ért azon, hogy az N193 negativ polaritasa (47. oldal)?

Ennek a kérdésnek a megvélaszolasaban a dolgozat 12. abréja (48. oldal) segit. Mint
kozismert, a lizin bazikus, pozitiv toltésti, hosszu oldallanci aminosav, mig az
aszparagin a polaros aminosavak kozé tartozik és lényegesen révidebb az oldallanca.
A Trk7-CMV és az R-CMV kopenyfehérje van der Waals feliiletének ébrazolasa (A,
B) j6l mutatja a két aminosav oldallancainak elhelyezkedését a CP feliiletén,
demonstralva, hogy a lizin oldallanca az aszparaginéhoz képest dominansabb a
fehérje felilletén. A C és D dbrdkon az elektrosztatikus potencidljanak
megjelenitésénél pontosan megfigyelhet6, hogy mig a lizint hordoz6 izolatumnal
pozitiv toltésti rész alakul ki, ugyanez a rész az aszparagin jelenléte esetén negativ.
Talan a dolgozatban pontatlanul fogalmaztam, hiszen itt nem egy-egy aminosav
toltését vizsgaljuk hanem a fehérje felszinét, aminek a toltése az adott kornyezetben

lokalizal6d6 aminosavak kémiai sajatsagainak osszességétdl fligg.

Kisérletei alapjan kizarhat6-e, hogy a virusakkumulacié szerepet jatszik a N.
glutinosdndl megfigyelt torpiilés elGidézésében?

Teljesen nem zarhatoé ki, hogy a virusakkumuldciéoban mutatkoz6 kiilonbségek
szerepet jatszananak a tiinetbeli kiilonbségek kialakulasaban. Egyrészt protoplaszt
rendszerben vizsgalva a kiilénb6z6 konstrukciokat, nem talaltunk kiilonbséget a
kiilonb6z6 izolatumok replikaciojaban. Masrészt a kisérleteket Nicotiana tabacum cv.
Xanthi névényeken is megismételtiik, ahol a két virus hasonlé, mozaik tiineteket
indukal. Megallapitottuk, hogy a fert6zés kinetikaja ebben az esetben is hasonl6 a két
izolatum esetén és a viruskoncentracioban megfigyelt kiilonbség is megfigyelhett
volt ebben az esetben is. Igy N. glutinosa-n az indukalt tiinetekben megfigyelt
kiilonbséget nem val6szinti, hogy magaban a virus felhalmozodasban megfigyelt
kiilonbség okozza. Val6szintibbnek tartom, hogy valamilyen receptor molekulédval az

egyik CP képes kolcsonhatasba 1épni, mig a masik nem.

Mivel magyarazza, hogy a 461P bevitele ilyen nagy szerkezeti valtozast okozott,
mig a 459P szerkezeti hatasa csekély?



Az 1a fehérjének nem ismert a masodlagos szerkezete, igy az ismertetett munkék
soran elkészitettiik a mutaci6 koriili régio josolt fehérjeszerkezetét. Az eredmények
szerint a 46l-es aminosav egy 12 aminosav hosstsdgi a-hélix masodik
aminosavaként helyezkedik el. Ezt az a-hélixet harom aminosav megszakitassal egy
masik, hét aminosav hosszusagu a-hélix el6zi meg. A két hélix érdekessége, hogy az
egyik oldalan elsésorban hidrof6éb aminosavak helyezkednek el, mig a masik felén
bazikus és neutralis aminosavak talalhatok. Igy az egész régio amfipatikus, a-
hélixnek tekintheté (40. dbra 86. oldal). A 459-es pozici6 a két hélixet dsszekotod
részen taldlhato, igy ennek a megvaltoztatdsanak kisebb szerepe van (40. abra 86.
oldal) a fehérjeszerkezetre. A hélix részbe beépitett prolin (461) a 46.abran (96. oldal)
jol lathaté médon a hélix szerkezetet teljesen megvaltoztatja, ezért fehérjekémikusok
"hélix toré" aminosavként is szoktak emlegetni. Mint a kisérletek soran lathato volt,
ennek kovetkeztében a fehérje el is vesztette mikod6képességét (41. abra 88. oldal),

igy ennek a hélixnek az integritasa kulcsfontossagu.

Thompson és munkatarsai (2006) publikiciéja nyoman tébb kérdés is
megfogalmazodott. Egyrészt az emlitett munkaban szamos esetben az alaninre
valtoztatott aminosavak visszamutaltak az eredeti aminosavva, ami a mi
esetiinkben ez nem volt jellemz6, masrészt az emlitett aminosav triad
megvaltoztatasa soran az argininnek csak a méretvaltozasa indukalhatta-e a

valtozast a virus hosszatava mozgasaban.

A mutéansok elkészitése soran mi nem a cucumovirusoktdl teljesen idegen aminosav
sorrendeket épitettiink be a kopenyfehérjébe, hanem két azonos szerkezet(i virus
kozott cseréltiink ki kisebb, a virion feliiletén elhelyezked6 részeket. Mindkét virus
szisztemikusan fert6z szamos dohany fajt, tehat a virus alapveté funkcidihoz
szitkséges szerkezettel rendelkezik. Valoszintileg ezzel magyarazhat6, hogy a mi
esetiinkben nem volt jellemz6 a mutaci6, hiszen a cucumovirusokra jellemz6
aminosav sorrendeket hasznéltunk, igaz az eredetitdl eltér6 kombinaciéban. A teljes
képhez azért az is hozzatartozik, hogy ha a mutansokat 8-10 hoénapon at
tesztnévényeken tartottuk fent, akkor fordult el6 aminosav valtozas a loop régiokban
is, foleg ha valamilyen extrém idGjaras koriilménye (pl. 35 °C feletti hémérséklet a
nyari id6szakban) fordult el6. Eppen ezért a fert6zések, virustisztitasok soran
folyamatosan ellenériztiik a mutansok nukleinsav sorrendjét. A nukleinsav sorrend
valtozas a kisérletek kevesebb, mint 5%-adban fordult el6, és akkor is kiilonb6z6
pozicioban, igy ezzel a tovdbbiakban érdemben nem foglalkoztunk. Természetesen
ebben az iranyban is lehetne tovabbi kisérleteket tervezni. Egyébként szamos maés

virusndl (pl. BMV) korabbi munkdk soran bizonyitottdk az RNS szerkezetének



elsédleges fontossagat az RNS rekombindcié folyamatdban, rekombinansok

kialakulasaban illetve helyreéllitédasaban.

A CMV hosszatavd mozgasar6l jelenleg is sokkal kevesebb adat all
rendelkezésiinkre, mint a sejtrél-sejtre terjedésérdl. Nagy valoszintiséggel virion
forméajaban szallitodik a floémben, de a virion Gsszeszerel6désének helye, valamint
hogy a floébol milyen formaban és hol jut ki, maig sem tisztazott. Eddig egy floém
proteinnel valé kozvetlen kolcsonhatasat bizonyitottdk (phloem protein 1, PP1) tok
novényeknél, amely protein a plazmodezmaknal lokalizdlédik (Requena és mtsai.
2006), de ennek a kolcsonhatasnak a bioldgiai funkcidja sem teljesen tisztazott.
Feltételezések szerint egyéb fehérjékkel is kialakulnak kolcsonhatasok a virus
hosszitdvi mozgédsa soran, azonban ezekr6l konkrét adatok jelenleg nincsenek.
Feltételezésiink szerint az altalunk azonositott fehérje régié is szerepet jatszik
gazdanovény specifikus kolcsonhatasok kialakuldsaban uborka noévényen, de
természetesen ennek bizonyitdsdhoz a kolcsonhatasban résztvevé partner molekulat
kellene azonositani. Ennek azonositasa és szerkezetének meghatdrozasa utan lehetne
pontos képet alkotni arrél, hogy mi okozhatja a kdlcsonhatés és a hosszatava mozgas
elmaradasat. Itt mindenképpen a kolcsonhatasban résztvevé molekulak felszini

szerkezetét kellene vizsgalni, ami a szerkezetet illetve a toltéseloszlast is érinti.

Léteznek-e sajat vagy irodalmi adatok arra vonatkozoélag, hogy a CP 62. és 65.
aminosavanak alaninra torténé kicserélése hogyan befolyasolja az MP-CP
kompatibilitast, azaz a hosszatavua terjedést?

Ilyen mutans virusokat sem mi, sem masok nem készitettek. Ennek a két
aminosavnak szintén egy, a virus fehérje feliiletén elhelyezked6 nagyobb régiot
vizsgalva van jelent6sége. Ebben az esetben a MP térszerkezetének ismerete lenne a
kulcsa a kolcsonhatés teljes jellemzésének. A MP azonban membranfehérje, amelyek
tisztitdsa és kristalyositasa még jelenleg is nagyon nehéz technikai problémakat vet
fel. Egyeltre egyetlen novényi virusnak az MP szerkezete sem ismert, igy homologia
modellezéssel sem megoldhaté a feladat, igy jelenleg ezeknek a kisérleteknek a
folytatdsa még nem id6szert.

Mi az oka annak, hogy a vizsgalt esetekben altalaban a fehérje toltéseloszlasban
bekovetkezd valtozas tlinik felel6snek a hatasért?

A bemutatott novény-virus rendszerekben a tiineti determinansok teljes egészében
valamely virus fehérje aminosav sorrend valtozasaihoz kothet6k, és valdszintleg
jelenleg még nem azonositott kolcsonhatasokban vesznek részt a gazdanovény

valamely faktoraival. A molekuléris felismerés legegyszeriibb és maig hasznalt



modelljét Emil Fischer 1894-ben irta le, amely a zar és kulcs anal6gidjan alapszik. Ez
az elmélet alapjaiban madig helytall6, azonban sokat finomodott, és sokkal
bonyolultabba is valt. A ,zar” megfelel egy fehérje felszinén talalhat6 kotShelynek, a
,kulcs” ebbe a molekularis mélyedésbe kotodik be. A , zar-kulcs” illeszkedés
legaldabb haromféle kolcsonhatasbol épiil fel: térbeli, elektrosztatikus és hidroféb
kolcsonhatasokbol. A térbeli illeszkedés azt jelenti, hogy a kdlcsénhaté atomok nem
kozelithetik meg egymast a van der Waals sugaruknal jobban, de a kot6helynek a
lehet6 legszorosabban betoltdttnek kell lennie udgy, hogy a kolesonhatod
atomcsoportok kozotti tires tér a minimalis legyen. Az elektrosztatikus illeszkedés
maximalis ionos és poléaris (hidrogén kotés, vagy mas) kolcsonhatast igényel a ,,zar-
kulcs” molekuldk atomcsoportjai kozott. A hidrofob illeszkedés megfelel a vizes
oldatban torténé apoléris csoportok asszociacios viselkedésének. A kolcsonhatéd
molekulédk alakja és konformaciéja folyamatosan valtozik, ami szintén hatdssal van a
molekuléris felismerés kialakuldsara. Ugyanakkor a merev test megkozelités gyakran
alkalmazhat6, mert a nagyobb fehérjék konformaciés energia minimumahoz jol
meghatarozott viszonylag alland6 szerkezetek tartoznak. A kisebb kot6dé , kulcs”
molekuldk esetén el6fordul, hogy a kisebb molekula szamara kedvezétlen
konforméciéban illeszkedik a gazda molekulahoz, mert a kotédés energidja
stabilizdlja ebben a konformacioban. A szamitastechnika robbanasszerti fejlédésével
napjainkban a molekulamodellezés a dokkolds folyamatit mar par tiz
nanoszekundumos molekuladinamikai szimulaciéval is nyomon tudjak kovetni egy
fehérje ligandum kotést, éppen ezért a molekulafelszin kisebb toltéseloszlas
véltozasai is jol értelmezhet6ek. Munkank soran folyamatosan probaltunk ezeknek a
kihivasoknak is megfelelni, az eredményeinket ebben az Osszefliggésben is
értelmezni. Természetesen voltak olyan eredmények, ahol nagyobb szerkezeti
véltozast talaltunk (pl. C461P), de olyan eredmények is, ahol a toltéseloszlas
fontossagat kisérletesen is sikertilt bizonyitanunk (pl. kompatibilitds-R3SPT62K65R).
En azt gondolom, hogy egyrészt a kisérleti eredményeket mindig az elérheté uj
modszerek tiikrében kell értelmezni, masrészt a leirt kisérleti rendszerekben még
tovabbi lehet6ségek vannak. A tovabblépéshez mindenképpen sziikséges a

kolecsonhatasokban résztvevé novényi faktorok és biokémiai utak azonositasa.

Véleménye szerint a viralis RNS-ek, a fehérjék vagy a viralis komponensek
mennyiségi viszonyai jatsszak a nagyobb szerepet a virustiinetek kialakulasaban?

A virustiinetek egy igen atfogo fogalom, hiszen rengeteg novényi virust ismeriink,
amelyek igen kiilonb6z6 gazdanovényeket fertéznek és ezeken is a legvaltozatosabb
tiineteket okozzdk. A CMV mint kozismert a legszélesebb gazdanovénykorrel



rendelkez6 virus, ugyanakkor az izolatumai patologiai jellemz6i kdzott is igen nagy
kiildnbségek vannak, gondolok itt a fert6zés lokalis-szisztemikus jellegére egy adott
novényen, vagy az indukalt tiinetek jellegére. A fert6zés kialakulasdhoz a virusnak
szamos novényi komponenssel kell egyiittmtikddnie a replikacio, sejtrél-sejtre, illetve
a hosszutava terjedés sordn ami egyaltalan elvezethet a tiinetek kialakulasaig.
Ugyanakkor a CMV 2b fehérjéjérdl az utobbi idében egyre tobb adat all
rendelkezésre, hogy hogyan képes a novényen beliil kiilonboz6 kis RNS atvonalak
miikddésébe beavatkozni, igy a novény fejlédésére is hatast gyakorolni. Raadasul
bizonyitottdk, hogy a 2b fehérje a gazdantvény genomjanak epigenetikai

modositasara is képes (Kanazawa és mtsai. 2011).

Jelenleg tobb adat 4all rendelkezésre a kiilonboz6 virusfehérjékhez kothetd
tiinetvaltozasokrol (Osszefoglalo: Palulaitis és Garcia-Arenal 2003), de az utobbi
években a sat-RNS indukalta klorozis tiinetek kialakulasanak mechanizmusat is
nagyon szépen feltérképezték (Shimura és mtsai. 2011, Smith és mtsai. 2011). Ebben
az esetben egy, a klorofil szintézishez sziikséges fehérje mRNS-e bomlik el, mivel a
sat-RNS ezzel homolog nukleinsav sorrendii részt tartalmaz. Ez, a géncsendesitésen
alapul6 mechanizmus csak teljes homolégia esetén miikodik, és igy a sat-RNS
nukleinsav sorrendjének megvaltoztatasdval olyan novényen is sikeriilt klorozist
indukalni, ahol az eredeti sat-RNS csak mozaik tiineteket okozott. A viralis
komponensek mennyisége sem kizart, hogy tiinetbeli kiilonbséget okoz (pl. tok
névényen egyes CMV izolatumok nem szisztemizdlodnak és ezt az alacsonyabb
replikacios hatékonysaghoz kotik), és az is ismert, hogy a kiilonbdz6 virus fehérjék
mennyisége a virusferté6zés soran eltér6 modon valtozik, azonban ezeknek a

véltozasoknak a szerepét a betegségtiinetek kialakulasdban még nem vizsgaltak.

Osszességében szerintem nem lehet a virustiinetek kialakuldsanak okait ennyire
leegyszertsiteni, hogy a virus RNS-nek vagy fehérjéknek van dont6 szerepe. Esetleg
egy-egy izolatum-gazdanovény-tiinet kombinacioban valamelyik szerepét ki lehet
emelni, de a virusfertézés mindig egy olyan folyamat, ahol a kiilonb6z6
komponensek 6sszehangolt, preciz mtikodése nélkiilozhetetlen.

Végiil még egyszer szeretném megkdszonni Professzor Asszonynak, hogy elbiralta a
dolgozatomat.

Budapest, 2013. oktéber 14.

\a . w Vad i

Dr. Salanki Katalin



A vélaszaim soran felhasznélt irodalmak jegyzéke:

Fischer E. 1894. Ber. Deutsch. Chem. Ges. 27:2984.

Kanazawa, A., Inaba, ]J.-I., Shimura, H., Otagaki, S., Tsukahara, S., Matsuzawa, A.,
Kim, B. M., Goto, K., and Masuta, C. (2011). Virus-mediated efficient induction of
epigenetic modifica-tions of endogenous genes with phenotypic changes in plants.
Plant J. 65:156-168.

Palukaitis, P., and Garcia-Arenal, F. (2003). Cucumoviruses. Adv. Virus Res.
62:242323.

Requena, A., Simon-Buela, L., Salcedo, G., and Garcia-Arenal, F. (2006). Potential
involve-ment of a cucumber homolog of phloem protein 1 in the long-distance

movement of Cucumber mosaic virus particles. Mol. Plant Microbe. Interact. 19:734-
746.

Shimura, H., Pantaleo, V., Ishihara, T., Myojo, N., Inaba, J.-I., Sueda, K., Burgyan, J.,
and Masuta, C. (2011). A viral satellite RNA induces yellow symptoms on tobacco by
target-ing a gene involved in chlorophyll biosynthesis using the RNA silencing
machinery. PLoS Pathog.7:¢1002021.

Smith, N. A., Eamens, A. L., and Wang, M.-B. (2011). Viral small interfering RNAs
target hostgenes to mediate disease symptoms in plants. PLoS Pathog.7:¢1002022



