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Szerzok e munkdjukat Horvdth Jozsef professzor lirnak,
az MTA rendes tagjanak 70. sziiletésnapjdara dedikaljak,
kivdnva tovabbi sikereket és jo egészséget.

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) vildgszerte tobb mint 1000 novényfajt
fertoz, jelentds termésveszteséget okozva, igy kiilondsen fontos hogy a virusos fertézés mechanizmu-
kotja. Az RNS 3 két fehérjét kodol, a mozgdsi fehérjét és a kopenyfehérjét (coat protein, CP). A CP
fofeladata a virus RNS becsomagoldsa, de fontos szerepe van a betegségtiinetek meghatdrozdsdban
is. A virus partikulum 180 CP alegységbdl épiil fel. Homolégia modellezéssel hdrom CMV-izoldtum
(Trk7, R, M) kopenyfehérje-szerkezetét készitettiik el, majd ezeknek a modelleknek a felhaszndldsa-
val értelmeztiik azt, hogy a kopenyfehérje egy-egy aminosavdnak vdltozdsa miért okozhat jelentds
vdltozdsokat a tiinetek fenotipusdaban, illetve a gazdanovénykdrben.

A CP-térszerkezet és a tiinetek osszefiiggéseit vizsgdlva elmondhatjuk hogy a 129-es aminosav-
val kezdédd BE-0EF hurok mozgékonysdagdnak dontd szerepe van a tiinetek kialakitdsdban, bdr én-
magdban ez a jellemzd nem meghatdrozé. Tovabbd minden vizsgdlt mutdcio esetén a josolt foszfo-

-

rildciés hely vdltozdsa kovetkezik be, igy valosziniisithetd hogy a kopenyfehérje foszforildcidjanak

dontd szerepe van a gazdandovény vdlaszreakciojaban.

A Cucumovirus nemzetségbe tartozé uborka
mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV)
az egyike a legrégebben ismert novényi virusok-
nak (Doolittle 1916). Felfedezése 6ta folyama-
tosan a névényvirolégiai kutatdsok egyik legin-
tenzivebben vizsgdlt objektuma, amit jelentSs
gazdasdgi kdrtétele mellett valtozatos gaz-
danovénykore is indokol. Napjainkig a vildg
legkiilonbozobb tdjairdl tobb mint ezer névény-
fajrél irtdk le, melyek 85 novénycsaladba tartoz-
nak (Edwardson és Christie 1991). Hazankban
is szdmos U] természetes és mesterséges gazda-
novényét irtak le az elmilt évtizedekben (Hor-
vith és Beczner 1983). A kiilénbzé CMV-
izolitumok jelentSs eltérést mutathatnak gaz-

dandvénykoriikben, illetve egy-egy gazdanové-
nyen okozott tiineteikben.

A CMV-részecske fizikai tulajdonsdgai
rendkiviil hasonléak a Bromoviridae csaldd mas
tagjathoz. A virion mintegy 29 nm 4tmérdjd,
csonkolt csticsii ikozaéder. A kapszidot 180
egyforma kopenyfehérje-alegység alkotja
(Finch és mtsai 1967). Az uborka mozaik virus
orokité dllomanya hdrom egyszdld, pozitiv
orientdciéji RNS-molekuldbdl dll melyek
hossza rendre 3,36, 3,05 és 2,22 kb. A CMV
genom Osszesen Ot fehérjét hatdroz meg. Az
RNS I-en a polimeréz, az RNS 2-n a helikdz és
az 2b fehérje kédolodik. Az RNS 3-rél a virus
mozgasi fehérjéje és a kopenyfehérje irédik at.
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Patoldgiai és szeroldgiai jellemzdk alapjan
az uborka mozaik virus torzsek két {6 csoportba
.sorolhaték (Devergne és Cardin 1973). Ez a sze-
rolégiai csoportositds megfeleltetheté a nuk-
leinsav-homoldgiat tiikrozo felosztdsnak. Az 1.
és II. alcsoport megfelel a DTL és ToRS szeroti-
pusoknak, illetve a C és B patotipusoknak
(Wahyuni és mtsai 1992). Az I. alcsoportot az
RNS 3 molekula 5’ nem kdédold régidjanak
homolégiaviszonyai alapjan tovibb bontottik
IA és IB csoportokra (Roosinck és munkatdrsai
1999). A két alcsoport foldrajzi elterjedése jel-
legzetesen eltéré: az 1. alcsoport tagjainak hé-
mérséklet-optimuma magasabb, mint a II. alcso-
port tagjaié (Daniels és Campbell 1992).

Az uborka mozaik virus mindegyik fehérjé-
jérél kimutattdk, hogy részt vesz az igen széles
skdlan mozgd betegségtiinetek (Palukaitis és
mtsai 1992) meghatdrozdsidban. Az la fehérje
szerepét bizonyitottik az Fny és Sny torzsek dl-
tal okozott tiinetek eltéré silyossdgdban bizo-
nyos cukkinifajtdkon (Gal-On és mtsai 1994,
Roossinck és Palukaitis 1990) és az la fehérje
461 aminosava felelés az Ns-CMV izoldtum dl-
tal indukdlt hiperszenzitiv reakciéért szdmos
gazdanovényen (Divéki és mtsai 2004). A geno-
mi RNS 2-molekuldhoz kototték a CMV-NT dl-
tal paradicsomon okozott silyos tiineteket
(Hellwald és mtsai 2000), valamint a cukkini
CMV-vel val6 fertézhetGségét is (Choi €s mtsai
2003). A 2a fehérje konzervativ GDD motivu-
ma kozelében taldlhat6 63 1. és 641. aminosavai-
ra az Fny t6rzs HR indukdlé képességét térké-
pezték tehénborsén (Kim és Palukaitis 1997).

Egy masik tiinettipusrél, a torpiilésrél
megdllapitottdk, hogy N. glutinosa tesztnové-
nyen a funkciondlis 2b fehérje jelenlététol fiigg
(Ding S-W. és mtsai 1995).

Az RNS 3 molekulan kédolt fehérjék koziil a
3a fehérjér6l mutattdk ki, hogy osszefiigg az
Fny és Sny torzsek dltal dohdnyon indukalt ti-
netek ciklikusan megjelend, illetve dllandé vol-
taval (Gal-On és mtsai 1996). A CP esetében
kétségteleniil a fehérje 129. aminosavinak koz-
ponti szerepét kell kiemelniink, melyet szdmos
vizsgdlat igazolt. Az Fny és O torzsek z6ld mo-
zaik tiineteivel szemben az Y és M torzsek
klorotikus tiinetei a 129. aminosav minGségétol

fiiggnek, de létrehozhat6 érnekrézist indukdlo
mutdns is a 129. aminosav cseréjével (Shintaku
és mtsai 1992, Suzuki és mtsai 1995). Ugyanez
az aminosav hatdrozza meg az M torzs terjedé-
sének sebességét toksziklevélben (Wong és
mtsai 1999) és az Y torzs HR indukdlé képessé-
gét lopotokon (Lagenaria siceraria, Takeshita
és mtsai 2001). Az Fny torzs sikeresen fert6zi a
kukoricdt, az M torzs nem okoz ldthaté tiinetet.
A gazdaspecifikussdg oka az M torzs sejtrdl
sejtre mozgdsanak hidnydban keresendd; ez a
képesség azonban visszadllithato a 129. és 162.
aminosavak cseréjével az Fny torzsbeli megfe-
lelikre (Ryu és mtsai 1998). Végezetiil
megemlitjiik, hogy mds aminosavakkal egyiitt a
képenyfehérje 129. aminosava is hozzdjarul a
CMV rovarvektor-atvihetdségéhez (Perry és
mtsai 1998). N. glutinosdn a CMV-R térzs fer-
t6zése sordn megfigyelheté torpiilés a CP 193.
aminosavanak tipusdhoz kotott (Szilassy és
mtsai 1999b).

Az el6bb felsorolds j6l szemlélteti hogy az
elmuilt évtizedben szdmos adat halmozédott fel
kiilonb6z6 tiinettipusok genetikai determindn-
saival kapcsolatban, de ezek szerepérdl a tiine-
tek kialakitdsdban még szinte semmit sem tu-
dunk. Az Fny-CMV esetében a kdpenyfehérje
haromdimenziés szerkezetét mar meghatdroz-
tak (Smith és mtsai. 2000), igy ennek a szerke-
zetnek valamint a fehérjeszerkezet kémiai meg-
kozelitésnek a felhaszndldsdval kiséreljiik meg a
tiinetdetermindnsok szerkezeti biokémiai szere-
pének az értelmezését ebben a munkdnkban.

Anyag és modszer

A modellezett fehérjék szekvencidja a ko-
vetkezG hivatkozdsi szamok alapjan megtaldl-
haté az EMBL adatbdzisban (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov): R-CMV képenyfehérje: Y 18138,
M-CMV kopenyfehérje: AF268599, Trk7-
CMV kopenyfehérje: L15336. A templdtként
hasznélt Fny-CMV kopenyfehérje PDB adatba-
zis kédja: 1F15 (http://www.resb.org/pdb).

A szekvencia-Osszerendezéshez a Wiscon-
sin Package Version 10.0 programcsomag GAP
elnevezésii programjit haszndltuk. A homol6-
giamodellezést a MODELLER 6.1 programmal




2. abra. Az R-CMV kopenyfehérje szalagmodell abrazolasa.
A p-redbket kék, az a-hélixeket, pedig lila szinnel jel6ltiik

Trk7-CMV CP _ R-CMV

3. abra. A Trk7 és az R-CMV kopenyfehérje szerkezeti elemzése a 193-as pozicié kornyezetében. (A, B):
A Trk7 és az R-CMV képenyfehérje van der Waals felliletének abrazolasa a 193-as aminosav és a CK Il

foszforilacios hely jeldlésével. (C, D): A Trk7 és az R-CMV kopenyfehérje elekirosztatikus potencialjanak
megjelenitése ugyanabbdl a nézetbdl. A piros teriiletek 1,8 kT-nél kisebb, a fehér 0,0 kT, a kék pedig +1,8

kT-nél nagyobb elektrosztatikus potencialu fellletet takarnak
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4. abra. Az M és az Fny-CMV kopenyfehérje szerkezeti elemzése
a 129-es és a 214-es pozicidk kérnyezetében. (A,B és E,F):
Az M és az Fny-CMV kopenyfehérje van der Waals feluletének
abréazolasa a 129-es és a 214-es aminosavak, valamint
a foszforilaciés helyek jeldlésével. (C,D és G,F):
az M és az Fny-CMV kdpenyfehérje elektrosztatikus potencéljanak
megjelenitése. A piros terililetek —1,8 kT-nél kisebb, a fehér 0,0 kT,
a kék pedig +1,8 kT-nél nagyobb elektrosztatikus potencialu
fellletet takarnak

M-CMV CP
e

5. abra. Az M és az Fny-CMV
kopenyfehérje szerkezeti elemzé-
se a 162-es és a 168-as poziciok
kornyezetében. (A,B): Az M és az
Fny-CMV kopenyfehérie van der
Waals fellletének abrazolasa a
162-es és a 168-as aminosavak,
valamint a foszforilaciés helyek
jelolésével. (C,D ): az M és az Fny-
CMV képenyfehérje elektrosztati-
kus potencaljanak megjelenitése.
A piros teriletek —1,8 KkT-nél
kisebb, a fehér 0,0 kT, a kék pedig
+1,8 kT-nél nagyobb elektrosztati-
kus potencialu feliiletet takarnak



NOVENYVEDELEM 42 (1), 200

17

hajtottuk végre (Sali 1995). A homolégiamodel-
lek molekulamechanikai finomitdasat a SYBYL
6.5 (1998) programmal hajtottuk végre. Az
elektrosztatikai szamitdsokat a GRASP prog-
ram segitségével végeztiikk (Nicholls és mtsai
1991). A modellek sztereokémiai ellenérzését a
PROCHECK program szamolta (Laskowski €s
mtsai 1993).

A funkciondlis helyeket a PROSITE adatba-
zis keres® programja josolta (Sigrist és mtsai
2002). (http://us.expasy.org/prosite). A moleku-
lagrafikdt és a tobbi dbrdt pedig a kovetkezd
programok segitségével készitettiik el: Swiss
PDB Viever 3.7 (Guex és mtsai 1997), PyMol
(http://www.pymol.org), Corel Photo-Paint 10,
CoreDraw10, PovRay 3.5.

Fny-CMV 1 MDKSESTSAGR.NRRRRPRRGSRSAPS
R-CMV 1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSA.
M-CMV 1 MDKSESTSAGR .NRRRRPRRGSRSASS
Trk7-CMV 1 MDKSGSPNASRTSRRRRPRRGSRSA.S
Fny-CMV 60 GSE

e 6o caeorrrr

M-CMV 60 GSERCRPGYTFTS

Trk7-Q4V 60 GSESCKPGYTFTSI:

Fny-CMV 120
R-Q0V 120
M-OIV 120

Fny-CMV 180 MRKYAVL!

R-OMV 180 MRKYAVD
M-QMV 180 MRKYAIL
Trk7-CMV 180 MRKYAVL

:Amidaciés hely
:ASN-glikozilacidés hely
:ATP/GTP-kotohely

Eredmények és megvitatasuk

Homolégiamodellezés és a funkciondlis helyek
Joslasa

Els6 1épésként a vizsgélni kivant CMV ko-
penyfehérjék aminosav-szekvencidit hasonlitot-
tuk dssze (1. dbra).

A nagyfoki hasonlésdgnak koszonheten a
modellezett szekvenciarész Gsszerendezésében
nem kellett réseket nyitni, és besziirdsokra sem
volt sziikség. Az ismert Fny-CMV k&penyfe-
hérje-szerkezetet templatként haszndlva harom
CMV-izolatum homolégiamodelljét készitettiik
el. Az R, M és a Trk7-CMV CP-t a 29. amino-
savtol a C-termindlis végéig, a 218 aminosavig
modelleztiik. A templatként hasznalt Fny-CMV

Modellezett tartomany

TDELVLHVDIEHQRIPTSGVLPV| 218
EIVLHVDVEHQRIPISRMLPT|218

TDELVLHVDIEHQRIPTSRVLPV| 218
EIVLHVDVEHQRIPISRMLPT|218

:Protein kinaz C (PKC)foszforilaciés hely
:Kazein kinaz II (CK II) foszforilaciés hely
: cAMP/ cGMP-fiiggd protein kinaz foszforilacidés hely

1. abra. A vizsgalt CMV kopenyfehérjék aminosavsorrendjének 6sszehasonlitasa.
A héttérszinezés a fontos PROSITE talalatokat jel6li. A foszforilalhaté aminosavak bet(koédjat
(szerin, treonin és tirozin) kékkel szineztik
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CP rontgendiffrakcids szerkezet nem tartalmaz-
za az elsé 28 aminosavat, mivel az N-terminalis
régié a virus RNS-kotés miatt rendezetlen szer-
kezetli. Példaként az R-CMV kd&penyfehérje
modelljét mutatjuk be (2. dbra). A homolé-
giamodellek megbizhatésdgat sztereokémiai
statisztikai mutaték igazoltdk, melyeket nem
részleteziink.

A PROSITE elnevezésii program nyolcféle
funkciondlis helyet jésolt: Az aszparagin-
glikozildciés és amiddcios helyek az Osszes
CMV kopenyfehérjében konzerviltan megtaldl-
haték. cAMP/cGMP-fiiggé protein kindz fosz-
forildciés helyek taldlhatéak az R és a Trk7-
CMV CP-n. Az egyetlen jésolt ATP/GTP-
kotShely a Trk7-CMV CP-n helyezkedik el. Az
osszes CMV  kopenyfehérje-szekvencidban
tébb konzervélt proteinkindiz C (PKC) és
kazeinkinaz II (CK II) foszforildcids hely is ta-
ldlhat6. Két nagy valdszintiséggel téves funk-
cionalis helyet is lokalizdlt a program: egy szek-
vencia kozepére jésolt N-termindlis mirisztoila-
cids helyet és ugyancsak szekvencia kozepére
josolt C-termindlis mikrotest célszigndlt. A
program dltal jésolt funkciondlis helyek szere-
pének vizsgalata a virus életciklusdban izgalmas
feladat, melynek kezdeti 1épései sem torténtek
még meg. A tovdbbiakban a leirt funkciondlis
helyek és a kordbban kozolt viruspatolégia-jel-
lemz38k Osszefiiggéseit vizsgaltuk.

A 193-as aminosav szerepe a Nicotiana
glutinosa névény torpiilésében

Az R-CMV nagyon er6s torpiilést okoz
Nicotiana glutinosa névényeken, a Trk7-CMV
pedig szisztemikus z6ld mozaik tiineteket indu-
kil. Az R-CMV CP aszparagint (N) a Trk7-
CMV CP pedig lizint (K) tartalmaz a 193-as po-
ziciéban. Ha a Trk7-CMV képenyfehérjéjében
a 193-as poziciéban levd lizint aszparaginra (N)
vagy szerinre (S) cseréltiik, az R-CMV-hez ha-
sonlé erds torpiilést figyeltiink meg a tesztnové-
nyeken (Szilassy és mtsai 1999b). A 193-as
aminosav a H és az I béta-reds kozotti fH-BI
hurok régiéban helyezkedik el, amely a kiilvildg
szamdra jol elérheté helyen van az Osszeéplilt
virusrészecske feliiletén is.

A Trk7 és az R-CMV CP modelljeit ossze-
hasonlitva és a funkcionalis hely joslds eredmé-
nyeit figyelembe véve feltling, hogy a 193-as
pozici6 kozelében a 189-192 aminosavig terje-
dé szekvenciarészen (SKDD) egy kazeinkindz
IT (CK II) foszforildciés hely taldlhaté (3. A, B
dbra). Feltételezheté hogy a 193-as aminosav
toltése befolydsolja a kindz kitédését a kopeny-
fehérje feliiletén. Az elektrosztatikus potencidl
feliileti eloszldsa alapjan a K193 természetesen
pozitiv t6ltést, az N193 pedig negativ poldro-
zottsdgl (3. C, D dbra). Ez a kis eltérés azonban
két kiilonboz6 biokémiai utat indukdl a virusos
fert6zés folyamataban.

A modellszerkezeteket megvizsgdlva azt is
megallapithatjuk, hogy a széban forgé foszfo-
rildciés hely a viruspartikulum feliiletén helyez-
kedik el, igy hozzaférhetGsége miatt az Gssze-
éptilt virusrészecskében is végbemehet a foszfo-
rildlodds.

A foszforildcié pontos helye a homold-
giamodell alapjdn nem hatdrozhaté meg. Felté-
telezhetd, hogy a 188-as poziciéban taldlhatd,
minden CMV-izoldtumnal megtaldlhat6 tirozin
(Y), vagy a kopenyfehérje 189-es aminosav
pozicidjaban elhelyezkedd szerin (S) foszfo-
rildlédhat. A modellt tovabb kivinjuk vizsgdlni
fert6z6képes CMV klénok mutdnsainak fel-
haszndldsaval.

A 129-es és a 214-es aminosay szerepe
a tok fertozésében

A CMV tiineteinek kialakitdsdban gyakran a
kopenyfehérje tobb aminosavinak van fontos
szerepe. A kovetkezSkben egy ilyen esetet vizs-
giltunk. Az M-CMYV, ellentétben a legtébb
CMYV izoldtummal, nem fert6zi szisztemikusan
atokot, az Fny-CMYV viszont igen erds tiineteket
indukdl. Wong és munkatarsai (1999) igazoltdk,
hogy a képenyfehérje 129-es és a 214-es amino-
sava felelGs a fert6zésbeli kiilonbségért. Az M-
CMYV CP és az Fny-CMV CP rendre leucint (L)
és prolint (P) tartalmaz a 129-es pozicioban, il-
letve arginint (R) és glicint (G) tartalmaz a 214-
es helyen (4. dbra). Mutéci6s kisérletek sordn a
kovetkezS kisérleti eredmények sziilettek: az
L129P mutdcié az M-CMV CP-n klorotikus
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l1ézidkat okozott 6-9 nappal az inokuldcid utdn,
az R214G muticid torpiilést és klorotikus 1ézidk
kialakuldsat indukdlta 6-9 nappal a fertGzés
utdn, végiil pedig az L129P/R214G dupla mu-
tdns mdr 3—4 nappal az inokuldcié utdn igen su-
lyos torpiiléses és mozaikos tiineteket okozott.
Az Fny-CMYV kopenyfehérje mutéciéi: a P129L1L
mutdns nem bizonyult fert6z6képesnek, a
G214R mutdns viszont torpiiléses és klorotikus
tiineteket produkdlt 6-9 nappal a fert6zés utan.
A P129L/G214R dupla mutdcidét tartalmazé vi-
ruskonstrukcié pedig fert6zSképtelenné valt
(1.tdblazat).

A 129-es aminosav az elsé eleme a 129-t6l a
136-0s aminosavig tarté6 BE-oEF hurok régié-
nak (4. dbra). A BE-0EF hurok az E jeld 3-szl
és az EF elnevezésii o-hélix kozott helyezkedik
el. A BE-0EF hurok az 6sszeépiilt virusrészecs-
ke kiilsé feliiletén taldlhaté. A 214-es aminosav
a kopenyfehérje C-termindlis végén helyezke-
dik el, amely a virusrészecske belseje felé orien-
tal6dik. Igy a kopenyfehérje valészintileg 6ndllé
makromolekulaként vesz részt a fert6zés folya-
matdban. A jésolt funkcionalis helyek térbeli el-
helyezésével és a modellek elektrosztatikus po-
tencidl mintdzatinak Osszehasonlitisdval vizs-
gdltuk a kialakulé tiinetek lehetséges szerkezeti
és funkciondlis osszefiiggéseit.

A 129-es aminosav kozelében egy PKC
foszforilacids hely taldlhaté (124-126), de az
elektrosztatikus potencidlokban szignifikdns el-
térés nem lathaté (4. dbra), bar aleucin nagyobb

és hidrofébabb mint a prolin. A 129-es amino-
savval kezd6dé BE-oEF hurok régié mozgé-
konysiga nagyban fiigg a két szélsé aminosav
sztereokémiai tulajdonsdgaitél. A leucinnal
kezd6ds hurok joval mozgékonyabb lehet, mint
amerev prolinnal kezddé.

Az R214G és a G214R muticiok az M-CMV
és az Fny-CMV CP kopenyfehérjén részleges
elektrosztatikus potencidlvéltozast okoznak, po-
zitivbél semlegesbe és forditva. Ha arginin van
a 214-es poziciéban, akkor egy PKC foszforild-
ciés hely alakul ki ebben a régiéban (S212-
T213-R214). A kisérleti eredményekkel egybe-
vetve az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy a 212-
es helyen torténé foszforildcié csokkentheti a
fert6zés hatékonysdgat.

Az M-CMV képenyfehérje L129P/R214G
dupla mutdcidja esetén a BE-oEF hurok régié
merev, és nincs jelen foszforildcids hely a 214-
es pozicié kornyezetében, tehat a két muticiod
egymads hatdsit felerésitve igen silyos tiineteket
indukél a gazdanévényen. Az Fny-CMV ko-
penyfehérje P129L/G214R dupla mutdciéjadnak
pedig mozgékony BE-otEF hurokrégiéja van, és
a S212 is foszforildlédhat, kovetkezésképpen a
két mutdcié egyiittes hatdsdra a virus sejtr6l
sejtre terjedése minimalis, a szisztemikus ferts-
zéshez elégtelen szintre csokken.

Erdekes médon az M-CMV képenyfehérje
mutédcidja és az Fny-CMV kopenyfehérje
P129L mutdciéja egyformédn nem foszforildl-
haté, és ugyanolyan mozgékony BE-oEF hurkot

1. tablazat

Az M-CMV, az Fny-CMV és mutansaik tinetei, a foszforilacios hely megléte valamint a BE-aEF hurok
mozgékonysaga
CP valtozatok Szisztemikus tinetek? PKC foszloriacios héty & BE-(.IEF h“.'°k

a 212-214 helyen mozgékonysaga
M nativ - igen mozgékony
M-L129P klorl. igen merev
M-R214G térp.; klorl. nem mozgékony
M-L129P/R214G sulyos torp.; M nem merev
Fny nativ sulyos torp.; M nem merev
Fny-P129L - nem mozgékony
Fny-G214R torp.; klorl. igen merev
Fny-P129L/G214R - igen mozgékony

atorp. = torpllés; M = z6ld-sarga mozaik; klorl. = klorotikus 1éziok.



20

NOVENYVEDELEM 42 (1), 2006

tartalmaz, a M-CMV mutdns konstrukcié azon-
ban klorotikus és torpiiléses tiineteket produkal
az Fny-CMYV, de nem fert6z6képes (1. tdbld-
zat). Tehdt Fny-CMV esetében a BE-atEF hu-
rokrégié novekvé mozgékonysiga a fert6z6ké-
pesség elvesztését okozza, az M-CMV-ben pe-
dig, ahol eredetileg is mozgékony volt a BEoEF
hurokrégid, a R214G mutdcié miatt elvesztett
foszforildciés lehetGség fert6zéképessé tette a
viruskonstrukciot.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a 212-es
helyen torténé foszforilicié és a mozgékony
BE-oEF hurokrégié egymds hatdsdt gyengitve
kozrejdtszanak a fertézési folyamat gatldsaban.

A 129-es és a 162-es aminosav szerepe
a kukorica fertézésében

A kukorica rezisztens az M-CMV fertGzésé-
vel szemben, az Fny-CMV azonban fert6zi azt.
Ryu és munkatarsai (1998) bizonyitottdk, hogy
atiinetek kialakuldsaért egyediil a képenyfehér-
je felelés. Az M-CMV képenyfehérjét legaldbb
két helyen kell médositani ahhoz, hogy legydz-
ze a kukorica rezisztencidjat. Két egyszeres
(L129P, T162A) és egy kétszeres (L129P/
T162A) mutdns felhaszndldsdval igazoltdk hogy
csak a két képenyfehérje-pozicié egyiittes vil-
toztatdsaval indukdlhat6 a rezisztencia attorése.
Egyik egyszeres mutdns sem volt képes a kuko-
rica fert6zésére, csak a L129P/T162A dupla
mutdns (2. rablazat).

A 129-es aminosavval kezd6d6 BE-0EF hu-
rok régio szerepét az el6z6 fejezetben részlete-
sen targyaltuk. A kukorica fert6zés esetén is ha-
sonl6 kovetkeztetések vonhatdk le. A 162-es

aminosav oldalldncai a képenyfehérje felszinén
helyezkednek el, viszont az 6sszeépiilt virusré-
szecske belsejében vannak. A 162-es pozicidk
kérnyezetében szignifikdns elektrosztatikus po-
tencidlbeli eltérések nem tapasztalhatdak (5. db-
ra). A PROSITE funkciondlishely-keres prog-
ram nem josolt foszforildciés helyet ezekre a
poziciokra, bar a T162 foszforildlédhat. Tehdt a
kopenyfehérje foszforildltsagi dllapota befolyd-
solhatja a virus sejtrél sejtre terjedését. Erdekes
médon a modellben a 168-as poziciéhoz térben
kozel taldlhaté egy josolt PKC foszforildcios
hely (124-126).

Az L129P CP mutansban a BE-o.EF a hurok-
régié merev, a T162 aminosav pedig foszforilal-
haté (2. tdabldzat). A T162A mutdcié esetében
nem lehetséges foszforildcié sem, a 162-es pozi-
ciéban, valamint a BE-0.EF hurokrégié mozgé-
kony a L129 mutdcié miatt. A fertGz6képes
L129P/T162A dupla mutdcié esetén a hurokré-
gid merev, és a A162 aminosav nem foszforildl-
haté.

Osszefoglalva a megfigyeléseket elmond-
hatjuk, hogy a BE-oEF hurok régié merevsége
sziikséges, de nem elégséges feltétele a fertozés
kialakulasanak kukoricdn. A 162-es poziciéban
torténd foszforilacio egyértelmien gatolja a fer-
t6zés folyamatat. Extrapoldlva kovetkezteté-
seinket mds CMV-izolatumokra, feltételezhet-
jiik, hogy az R-CMV (P129, A162, Y168) és
Trk7-CMV (P129, A162, Y168) fert6zi a kuko-
ricat.

A molekulaszerkezeti elemzéseket termé-
szetesen fertGzési kisérletekkel fogjuk a jovo-
ben aldtimasztani, valamint a novényi oldal vi-
rusos fert6zésben kozvetlen szerepet villal6 és

2. tablazat

Az M-CMV, az Fny-CMV és mutansaik kukoricafert6zésének jellemzése

L ; : . Foszforilacio lehetésége A BE-0EF hurok
CP vatozatok Szisztemikus tinetek a 18268 poziciébang mozgékonysaga
M-CMV - igen mozgékony
M-L129P - igen merev
M-T162A - nem mozgékony
M-L129P/T162A klorézis és nekrozis nem merev
Fny-CMV klorézis és nekrézis nem merev

(-): nem fertézi szisztemikusan a kukoricat



NOVENYVEDELEM 42 (1), 200

21

kolesonhatdsban részt vevo fehérjéinek azono-
sitasdval. A kozolt munka jol példdzza hogy a
kiilénboz6 tudomdnyteriiletek, igy a szerkezeti
kémia, a molekuldris biolégia és a névényviro-
l6gia egyiittmiikodése nagymértékben segiti és
gyorsitja a ndvények és virusok kozotti kdleson-
hatdsok megértését.
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VARIABILITY OF CUCUMBER MOSAIC VIRUS IN RELATION TO THE STRUCTURE
OF THEIR COAT PROTEIN

Katalin Saldnkil, A. Gellért! and E. Balazs!?
! Agricultural Biotechnology Center, 2101 Gédé116, POBox 411. Hungary
2Agricultural Institut HAS, 2462 Martonvdsir, Brunszvik u. 2. Hungary

Cucumber mosaic virus (CMV) infect over 1000 plant species and cause considerable harm to
agriculture worldwide, therefore understanding the molecular mechanism of the virus spreading is of
utmost importance. The CMV genome consists of three single-stranded, positive-sense RNA
molecules. The RNA 3 encodes two proteins, the movement protein (MP) and the coat protein (CP).
The main function of the CPs is encapsulating the viral RNAs. The virus particle is composed of 180
CP subunits. Coat proteins of three CMV strains R, M and Trk7 were constructed by homology mo-
delling, since in the literature there are examples pointing out that amino acid replacements in the CP
can exchanges the symptom phenotype or the host range. These cases have been explored.

The X-ray structure of the Fny-CMV CP subunit B was used as a template. Models of cucu-
movirus CPs were built by the MODELLER program. Model refinements were carried out using the
Kollman molecular mechanical force field. Models were analyzed by the PROCHECK programs.
Electrostatic potential calculations were applied to all models and a functional site searching was per-
formed with the contribution of the PROSITE software, a web-based tool for searching biologically
significant sites. Up to the present published symptom determinants were compared with the
PROSITE hits in the light of 3D models and electrostatic information. In all cases we analyzed the
effect of mutations on the structure, electrostatic potential patterns and function of CPs, respectively.

We found that high flexibility of the BE-ctEF loop starting with the residue 129 is required, but it
is not sufficient for the symptom appearance. Furthermore, phosphorylation of the CP is prospective
to be important in the host response mechanism. All analyzed mutations were related to the modifi-
cations of the predicted phosphorylation sites.
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