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A névényi virusok patogenezisének fontos lépése azok dtjutdsa a szomszédos sejtekbe. Ez a sej-
teket dsszekdtd plazmodezmdkon keresztiil valésul meg. A virusok mozgasat elsddlegesen az tigy-
nevezett mozgdsi fehérjék (,,movement protein”, MP) teszik lehetévé, de mas virusfehérjék — pél-
ddul a kbpenyfehérje — is szerepet jatszanak a folyamatban. A paradicsom magtalansag virus (to-
mato aspermy cucumovirus, TAV) osztott genomja harom részbél all, a kopenyfehérje gén a 3-as
RNS-en taldlhaté. A TAV névénybeli mozgasanak vizsgalatdhoz olyan rekombindns virusokat hoz-
tunk létre, melyek a gfp riportergént tartalmaztdk. A gént hordozé virusok mozgdsdt a novényi szo-
vetben fluoreszcens mikroszkdpi technikdk alkalmazasaval kovettiik nyomon. Eredményeink szerint
a TAV képenyfehérjéje feltétleniil sziikséges a virus lokdlis mozgdsdhoz, és ezt a képességét fiizios
fehérje formdjaban is részben megtartja. Ismereteink szerint ez az elsé olyan GFP-t termeld cucu-

movirus kion, mely részlegesen megdrizte a rovid tavii mozgdsképességét.

A virusok mozgdsa a novények fertdzese
soran két jol elkiilonitheté fazisra bonthato
(osszefoglalokat 1. Maule 1991; Lucas és Gil-
bertson 1994; Carrington és mtsai 1996; Mezitt
és Lucas 1996; Gilbertson és Lucas 1996; San-
ta-Cruz 1999). Az els6 fazisban a korokozo az
inicialisan fert6zott epidermiszsejtbol a plaz-
modezmakon keresztiil a szomszédos epider-
miszsejtekbe, illetve a mezofillumsejtekbe, in-
nen pedig a vaszkularis rendszerbe jut (/. db-
ra). Ezt a fazist, melynek utolso lépése a virus
hancsrostsejtekbe jutasa, lokalis mozgasnak
nevezik. A masodik fazis a virus transzlokacio-
ja a floémben, melyet hosszu tava mozgasnak
neveznek. Ujabb bizonyitékok azt tamasztjak
ala, hogy a szallitészovet rendszer nyalabhii-
vely- és floémparenchima-sejtjeit Gsszekoto
plazmodezmak lényegesen kiilonboznek a me-
zofillumban, illetve az epidermiszben talalha-
toktol, igy a virusok eltéré mechanizmussal jut-
hatnak at rajtuk (Ding és mtsai 1992; Winter-
mantel és mtsai 1997).

A novények virusokkal szembeni extrém
ellendllo képessége sokszor nem a replikdcio
szintjén valosul meg, hanem annak koszonhetd,
hogy a virus nem képes terjedni a névényben.
A cucumovirusok korében is tobb esetben leir-
tak olyan immunitast, mely a virus mozgasanak
blokkolasan keresztiil valosul meg. Példaként
emlithet6 az uborkandvények paradicsom mag-
talansag virussal (lomato aspermy cucumovirus
— TAV) szembeni immunitdsa, ahol zavartalan
virusreplikacio mellett gatolt a TAV lokalis
mozgasa (Salanki és mtsai 1997), valamint
paprikavonalak uborka mozaik virussal (cu-
cumber mosaic cucumoyirus — CMV) szembe-
ni rezisztenciaja, melynek hatterében a virus
hosszu tavu mozgasanak sértiltsége all (Dufuor
és mtsai 1989).

A noveényi virusok terjedését a gazdano-
vényben specialis fehérjek segitik. E fehérjéket
elsédleges funkciojukra utalva mozgasi fehér-
jéknek (movement protein — MP") nevezik.
Az MP-ken kiviil ugyanakkor gyakran a virus

*A genetikdban haszndlt konvencié értelmében a géntermékek nevét nagybetikkel, a gének nevét dolt kisbetiikkel

szedtiik.
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Fertézott
epidermiszsejt

zisban a legtdbb virus
esetében — igy a CMV
esetében is — elengedhe-
tetlen. Blackman és

1. abra. A virusok mozgasa a fert6zott levélben. A nyilak a plazmodezmakon

athalado virusokat jel6lik

kopenyfehérjéje (coat protein — CP), és/vagy
szamos mas virusfehérje is szerepet jatszik eb-
ben a folyamatban.

A CMV MP-je a virus 3. RNS-¢én lokalizalt
3a gén terméke; a virus hosszu tavi mozgasa-
ban jatszott szerepét intenziven vizsgaltak.
Az MP az epidermiszsejtek plazmodezmainak
atmérdjét noveli, ez azonban 6nmagaban még-
sem elegendd ahhoz, hogy a replikalodé virus
RNS-ei atjuthassanak rajtuk (Canto és mtsai
1997).

Bar a cucumovirusok lokdlis terjedéséhez a
kopenyfehérje jelenléte is sziikséges (Suzuki és
mtsai 1991, Canto és mtsai 1997), a virus nem
virion formaban jut at a szomszédos sejtekbe.
Ezt tamasztjak ala Kaplan és mtsai (1998) vizs-
galatai, ahol olyan CMV kopenyfehérje delé-
cios mutansok is lokalis terjedést mutattak, me-
lyek nem tudtak virionna Osszeépiilni. Black-
man ¢s mtsai (1998) virion specifikus antites-
tek felhasznalasaval ultravékony metszeteken
CMV partikulumukat csak a sejtek citoplaz-
maiban tudtak kimutatni, a plazmodezmakban
nem.

A novényi virusok rovid tivii mozgasat
egyszerlibb vizsgalni, mint a szallitoszdvetben
végbemend hosszu tavu transzlokaciot, igy ez
utobbi folyamatrol kevesebb adat all rendelke-
zeésiinkre. A kopenyfehérje jelenléte ebben a fa-

mtsai (1998) ugyanakor
az MP felhalmozodasat
irtak le a rostasejtekben.
Az dltaluk felallitott mo-
dell szerint a CMV a vi-
rus RNS, a kopenyfehér-
je és az MP altal alkotott
nukleoprotein komplex
(vNP) formajaban lép a
kisérdsejtekbdl a rosta-
sejtekbe. E plazmodez-
mak bels6 oldalan a ros-
tasejt retikulum memb-
ranjaihoz kototten jon-
nek létre a virus Ossze-
épiilés helyei, ahol az
MP levalik a komplexrdl, és végbemegy az en-
kapszidacio. Az Osszeépiilt virionok pedig a
floémaramba kertilnek. Ez a modell Iényegében
egyezik a Gilbertson és Lucas (1996) éltal java-
solttal, mely szerint a kopenyfehérje nem a ros-
tasejtekben transzlalodik, hanem vNP komp-
lexként érkezik a rostasejtekbe. A virus floém-
beli transzportja minden bizonnyal passziv fo-
lyamat, ekkor virusreplikacio sem torténik
(Hellwald és Palukaitis 1995).

A virusok ndvényen beliili mozgasianak
vizsgalataban 0j tavlatokat nyitott a zold fluo-
reszcens fehérje (green fluorescent protein —
GFP) alkalmazasa (Oparka ¢és mtsai 1996).
A GFP génjét eredetileg az Aequorea victoria
meduzabol izolaltak, ¢s mara a legkiilonfélébb
molekuldris bioldgiai rendszerekben sikerrel
szerepel riportergénként (Prasher 1995). Ez a
fehérje kozeli UV gerjesztés hatasara zold
fényt emittal. Mas riportergénekkel szemben a
GFP rendkiviili elonyei, hogy kisméreti (27
kD), stabil, fluoreszkaloképessegét fuzios fe-
hérjeként is megtartja, a novényi sejtekre nem
toxikus, tovabba kimutatasa nem teszi sziiksé-
gessé a vizsgalt szovel elroncsolasat. Sejten be-
lili lokalizacidja egyszerii UV megvilagitassal
in vivo is nyomon kovetheto.

Laboratoriumunkban célul ttztiik ki a TAV
rovid tavi mozgasanak tanulmanyozasat. Eh-
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hez a GFP riporterfehérje nyo-
mon kovetésére alkalmas epif-
luoreszcens mikroszkopos ki-

PVX-GFP (Baulcombe munkacsoport)

5'CAP =k

sérleti technikat épitettiik ki.
Jelen dolgozatunkban e rend-
szer alkalmazasarol szamolunk
be azokban a kisérletekben,
melyekben a TAV kopenyfe-
hérjének a virus sejtrél sejtre
torténé mozgasaban betdltott
szerepét vizsgaltuk.

P3/Ndel

5'CAP

3a

[

Anyag és modszer

Fertézdképes transzkriptumok,
a gfp gént tartalmazé virus-
konstrukciok

P3-ACPGFP

P3-IRGFP
A rekombindns klonokat 3a gfp 2
standard modszerekkel készi- C——a e
tettiik (Sambrook ¢s mtsai
1989), szerkezetiiket a 2. dbrdn
tiintettiik fel. A P3-IRGFP el- i o
készitéséhez a P-TAV korabban s G .

eldallitott P3/Ndel ¢cDNS klon-
janak (Salanki és mtsai 1994)
hasitohelyet épitettink Muta-
Gene Phagemid in vitro Muta-
genesis Kit (BioRad) segitségével. A keletke-
zett klon (M6) Scal/Ndel szakaszat, mely koz-
vetleniil a kopenyfehérje (cp) gén kezdetétdl
(1225nt) tartalmazza a P3 3’ felét, a GFP
TU#65-as klonjanak Agel helyére illesztettiik
tompa véggel. Az igy keletkezett klont EcoRV
¢és EcoRI enzimekkel emésztettiik, és az M6-0s
klon EcoRV helyére illesztettiik, mely a
P3-IRGFP-t eredményezte. A P3-ACPGFP ke-
szitésekor a P3 Ndel-Sphl szakaszat a GFP
TU#65 Kpnl-EcoRI szakaszara cseréltiik fel.
A P3-GFPCP konstrukciot ugy készitettiik,
hogy a GFP TU#65 Kpnl-Bsml szakaszat a
P3-as klon Xbal helyére illesztettiik. A rekom-
binans klonokrol az in vitro transzkripciot T7
RNS polimeraz (Promega) enzimmel végeztiik,
a gyarto elGirasait kovetve.

A Trk7-CMV térzs 1-es és 2-es RNS-nek
megfeleld ¢cDNS klonokrol szintetizalt RNS
transzkriptumokat (Szilassy ¢és mtsai 1999)

2. dbra. A gfo gént tartalmazé rekombinans TAV 3. RNS klénok
szerkezete. A géneket keretekkel jeldltiik

Osszekevertiik a P-TAV 3-as RNS-nek megfe-
1el6, a gfp gént is hordozd cDNS klonok transz-
kriptumaival. Kisérleteinkben a tesztnovénye-
ket (Chenopodium quinoa Wild, Nicotiana cle-
velandii Gray) ezzel az RNS eleggyel fer-
toztiik.

A GFP fluoreszcencia detektdldsa

A Ch. quinoa fertézott leveleit MRC 1000
konfokalis lézer scanning mikroszkoppal (Bio-
Rad) vizsgaltuk, 488 nm gerjesztési és 522 nm
emisszios hullamhosszon. A tobbi felvétel
BH2-RFL UV lampa feltéttel felszerelt IMT-2
tipusu inverz mikroszkoppal (Olympus) késziilt
IF490 illetve BG12 gerjesztési, valamint Y455,
illetve 0590 ,barrier” szliréket alkalmazva.
PM-10ADS foto feltétet és C35AD4 kamerat
tovabba Fujichrome 200-as filmet hasznaltunk
a fényképek elkészitéschez.
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Eredmények és megvitatasuk

A TAV novénybeli mozgasanak vizsgdlata-
hoz olyan rekombinans virusokat hoztunk létre,
melyek a gfp riportergént tartalmaztak.
A P3-IRGFP tricisztronikus klon. A gfp gén
elé a szubgenomi promotert tartalmazé inter-
cisztronikus régiot helyeztiik, majd ezt a blok-
kot a 3a ¢s a cp gének kozé illesztettiik. A cp le-
olvasasi keret a klon 3” végén maradt, mivel ko-
rabbi kozleményekbdl ismert volt, hogy a 3’
vég fel6li gén erésebben fejezddik ki, mint a
kozépso helyzetli gén (Boccard ¢és Baulcombe
1993). A klonban tehat a TAV génjei intaktak
maradtak, mig a GFP termelésével a virus he-
lye és mozgasa folyamatosan nyomon kovet-
hetévé valt a fert6zott novény szoveteiben.
A P3-ACPGFP a gfp riportergént a ¢p gén he-
lyén tartalmazta. A fenti két konstrukciorol keé-
sziilt RNS transzkriptumokat Osszekevertiik a
Trk7-CMV torzs 1-es és 2-es RNS-nek megfe-
lelé ¢cDNS klonok transzkriptumaival, és azok-
kal Ch. quinoa novényeket fertéztiink.

A 3. dbran lathato, hogy a GFP expresszio
5 nappal a fert6zés utan egyik konstrukcio ese-
teben sem terjedt til a levelek egy-kétsejtes ré-
giojan. A P3-IRGFP lokalis Iéziokat okozott a
gazdanovényen. A l¢ziok szovetnedvével to-
vabbfertézve N. clevelandii és N. benthamiana
novényekre, azokon z6ld mozaikfoltosodas tii-
netek alakultak ki (nincs bemutatva), GFP exp-
resszi0 azonban nem volt kimutathato. Azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a P3-IRGFP a
fertézést kovetben igen gyorsan elvesziette a
gfp gént vagy annak egy részét. A P3-IRGFP

P3-IRGFP

klonnal szemben a P3-ACPGFP konstrukcio
nem okozott léziokat a Ch. gquinoa gazdan.
A 1éziok elmaradasa a cp gént nem tartalmazo
kimeéraval fertézott tesztnoveényeken pedig arra
utal, hogy a virus az elsGdlegesen fertézott epi-
dermiszsejtekbél nem volt képes kijutni. Ez a
kopenyfehérje jelenlétének sziikségességét va-
l6szindsiti a TAV sejtrél sejtre torténd terjedé-
s¢hez, ami Osszhangban van a CMV-n végzett
megfigyelésekkel (Canto és mtsai 1997).

Azért, hogy tovabb vizsgaljuk a TAV ko-
penyfehérjének a virus mozgasaban betdltott
szerepét, elkészitettiik a kopenyfehérje és a
GFP fuzios konstrukcioit. A tovabbiakban a
GFP fluoreszcenciajat epifluoreszcens mik-
roszkoppal kovettilk nyomon a novényi szovet-
ben. A mikroszkopos detektalas optimalasahoz
GFP-t expresszalo PVX-et (potato X potexvi-
rus) hasznaltunk pozitiv kontrollként, melyet
David Baulcombe (Sainsbury Laboratory Nor-
wich, UK) bocsatott rendelkezésiinkre. A virus
c¢DNS-161 késziilt in vitro RNS transzkriptum-
mal N. clevelandii névényeket fertéztiink.
A 4. abran mutatjuk be a GFP-specifikus fluo-
reszcencia detektalasat két eltéré sziirépar al-
kalmazasaval. Megfigyelhetd, hogy az 590
nm-n¢l nagyobb hullamhossztartomanyban at-
ereszté O590-es ,barrier” sziré alkalmazasa
esetén a GFP fluoreszcenciaja mar nem lathato,
az apoptotikus sejtek autofluoreszcenciaja
azonban vilagosan kivehet6. Ezzel a szlir6kom-
binacioval tehat biztosan el tudtuk kiiloniteni a
GFP fluoreszcenciajat a sériilt, nekrotizalodo
sejtek autofluoreszcenciajatol.

P3-ACPGFP

3. abra. GFP kifejez6dés a P3-IRGFP és a P3-ACPGFP virusokkal (vo. 2. dbra) fertézott Ch. quinoa
tesztndvényen. A fehér vonal 10 um-nek felel meg
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A P3-ACPGFP konstrukcio a N. clevelandii
novényeken sem volt képes a sejtrél sejtre tor-
téné mozgasra (5A. dbra). Ebbdl arra kovetkez-
tettiink, hogy ezen a gazdanovényen is sziikség
van a kopenyfehérjére a virus rovid tava moz-
gasahoz.

A GFP-t a kopenyfehérje N-terminalis fizi-
0s partnereként hordozo, P3-GFPCP elnevezé-
st konstrukciod (2. dbra) korlitozott mérteki
mozgasat figyeltiik meg a N. clevelandii epi-
dermiszsejtei kozott. A fertézés utan 5 nappal a
levélen 3-4 sejtes, erds GFP-fluoreszcenciat
mutatd sejtcsoportokat regisztraltunk (5B. db-
ra). A P3-GFPCP rekombinans virus tehat csak
részlegesen Orizte meg a rovid tavi mozgaske-
pességét. Azonos idd alatt a vad tipusu virus
szinte teljesen elterjed a fertézott levélben.

Eredményeink teljesen dsszevethetok Canto
és mtsai (1997) altal a CMV-n megfigyeltekkel.
A CMV 3-as RNS-ének cp génjének helyén gfp
gént hordozo konstrukcioval fertézott N. cleve-
landii novényekben a GFP expresszio szintén
csak egyediilallo sejtekre korlatozodott, a virus
az inokuldlt levélben nem volt kimutathato.
A kopenyfehérje sziikségességét a CMV sejtrol
sejtre torténd mozgasahoz delécids mutansok
segitségével igazoltak (Suzuki és mtsai 1991;
Canto és mtsai 1997). Elgondolkodtato azon-
ban, hogy Ding ¢és mtsai (1995) mikroinjektala-
sos vizsgalatai szerint az MP 6nmagaban is ké-
pes a fluoreszcensen jelolt CMV RNS-ek
szomszédos sejtekbe juttatasara. Ezt a latszola-
gos ellentmondast Ryabov és mtsai (1999) két-
féleképpen latjak feloldhatonak: (i) A replika-
16d6 CMV a novényi sejtben esetleg valami-
lyen védekezo reakciot indukal, amely megga-
tolja a virus mozgasat. A kopenyfehérje ezt a
mechanizmust gatolja. Mikroinjektalasos kisér-
letekben az emlitett védekezd mechanizmus
feltehetden nem indukalodik. (ii) A CMV ko-
penyfehérje az MP dajkafehérjéjeként (,.chape-
ron”) is funkcional, ezaltal nélkiilozhetetlen a
virusmozgasban. A mikroinjektalasos vizsgala-
tokban az MP molekuldknak spontan is kiala-
kulhat az aktiv konformécioval rendelkez6 al-
populaciojuk. Az elmélet alapjan hasonlokép-
pen értelmezhet6 az a megfigyelés is, hogy a
CMV és a TAV 3. RNS-ének 3a és cp génjei
kozotti szimmetrikus kimérak eltéré modon vi-

selkedtek dohdanynovényben (Salanki és mtsai
1997). A dohdnyt mindkét virus hatékonyan
fertézi. Amikor azonban rekombinansokkal
fertozték a novényeket, azt tapasztaltak, hogy
a CMV 3a és a TAV ¢p gént hordozo konstruk-
cio elterjedt az egész novényben, a TAV 3a és a
CMV ¢p gent tartalmazo virus viszont elvesz-
tette a sejtrol sejtre torténd terjedés képessegeét.
A megfigyelt jelenség a két genomi régioé (min-
den bizonnyal a fehérjetermékek) kozotti kol-
csonhatast valoszintsiti.

A P3-IRGFP konstrukcionkkal analog re-
kombinans CMV szintén rendkiviil gyorsan el-
vesztette a gfp gént (Canto és mtsai 1997).
A P3-IRGFP konstrukcidoban minden bizonnyal
homolog rekombinacio ment végbe, feltételez-
hetéen a megduplazott intercisztronikus régio
hibridizaciojan keresztiil.

A CMV-ben a GFP-t nativ fehérjeként, illet-
ve az MP fuzios partnereként kifejezve csupan
egysejtes fluoreszcenciat lehetett megfigyelni
(Canto és mtsai 1997). Ismereteink szerint a
P3-GFPCP az els6 olyan GFP-t termel6 cucu-
movirus klon, mely részlegesen megérizte a ro-
vid tavi mozgasképesseget.
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THE USE OF THE GFP REPORTER GENE IN STUDYING CUCUMOVIRUS MOVEMENT

Z. Divéki, D. Szilassy, Katalin Salanki and E. Baldzs
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e-mail: divekiz@abc.hu

Both cell-to-cell and long distance movement are crucial functions in the pathogenesis of plant
viruses. In cell-to-cell movement, viruses use plasmodesmata connecting neighboring cells. This
movement is primarly facilitated by virus-encoded movement proteins, although other gene pro-
ducts (e.g. coat proteins) and host factors are involved in this process. Tomato aspermy cucumovi-
rus (TAV, Bromoviridae) has a tripartite RNA genome; the gene coding for the coat protein (CP) is
located on RNA3 segment. We constructed several recombinant clones using the gfp reporter gene,
including a fusion protein with the TAV CP. Plants were coinoculated with in vitro transcripts of cu-
cumber mosaic cucumovirus (CMYV, Bromoviridae) RNA1 and RNA2 cDNA clones and the TAV
RNA3 constructs. Virus movement was monitored by confocal and epifluorescence microscopy in
vivo. Our results revealed that the CP is essential for the cell-to-cell movement of TAV, and the
GFP-fused CP partly retained its ability to promote virus movement in the examined host-virus sy-
stem.

Erkezett: 2000. februdr 12.



4. abra. A GFP kitejezodes és

a nekrotizalédo sejtek
autofluoreszcenciajanak elkilonitese

az inokulalt levélben. N. clevelandii
novényeket fertéztink PVX-GFP virussal
(I. 2. abra)

A) A virus elterjedése 5 nappal

a fertézés utan (z6ld fluoreszcencia).

A fehér vonal 100 um-nek felel meg.

B) GFP-t kifejezé es nekrotizalodd sejteket
tartalmazé régio Y455, illetve O590 ,barrier”
sz(ir6 alkalmazasaval.

A fehér vonal 10 pm-nek felel meg.

Y455 0590

5. abra. GFP-t kifejezé TAV konstrukciokkal feri6zott N. clevelandii névenyek levelei.
A fehér vonal 10 um-nek felel meg.
(A) Fertozés P3-ACPGFP kiméraval. (B) Fertézés P3-GFPCP kiméraval



