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Abstract (cz):

V prlibéhu nékolika poslednich desetileti se rostlinné viry a vektory odvozené z nich staly nejen
nedilnou soucasti prace v laboratofich, ale zacaly se i komeréné vyuzivat pro tvorbu vakcin, léCiv,
enzym a jinych proteind/peptidd. Jednim z nejéastéji pouzivanych virll pro expresi heterolognich
protein je virus tabakové mozaiky. V této préci bych se rad zaméfil na rostlinné viry a na vektory
z nich odvozené. Chtél bych je porovnat s dalSimi pouZivanymi expresnimi systémy v rostlinach a
popsat, jak by jejich vyhody mohly byt dale vyuZivany a zkombinovany s metodami moderniho
klonovani.

Kli¢ova slova: virovy vektor, exprese, virus tabakové mozaiky, rostlinné expresni systémy, Golden-
gate klonovani



Abstract (eng):

Over the past few decades, plant viruses and vectors derived from them have become not only an
integral part of the work in laboratories, but also began to be used commercially for the production
of vaccines, drugs, enzymes and other proteins / peptides. One of the most commonly used viruses
for the expression of heterologous proteins is tobacco mosaic virus. In this work, | would like to focus
on plant viruses and vectors derived therefrom. Compare it with other expression systems used in
plants and describe how their benefits could be further used and combined with modern methods of
cloning.

Key words: viral vector, expression, Tobacco mosaic virus, plant expression systems, Golden gate
cloning
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Rostlinné viry

Viry jsou vnitrobunécni parazité mikroskopickych rozmérd. Vidy obsahuji nukleovou kyselinu (RNA
nebo DNA) a ochranny obal (kapsid) skladajici se z jednotek plastového proteinu (kapsomer).
Nukleova kyselina mliZe byt jednovlaknova nebo dvouvldaknova, linearni i kruhova. Rostliny jsou
nejcastéji napadany ssRNA viry, méné Castéji ssDNA viry a jen velmi zfidka dsRNA. dsDNA viry se u
vyssich rostlin nevyskytuji, jen u jednobunécénych fas. Nejjednodussi z virli mohou obsahovat
nukleovou kyselinu pro kddovani pouze ¢tyr proteind, zatimco nejslozitéjsSi mohou kodovat nékolik
stovek proteind. Translace, transkripce i replikace virl probiha jen v bunkach hostitele. Jsou totiz
plné zavislé na hostitelovo enzymatickém apardtu. Viry dale nedokazi akumulovat volnou energii a
nejsou funkéné aktivni mimo burky hostitele. Nedaji se proto povazovat za Zivé organismy. (Agrios,
2005)

Viry jsou rostlinnymi patogeny a zplsobuji ¢asto vazné choroby neboli virdzy. Mezi nejvyznamné;jsi
onemocnéni v Evropé patfi virus svinutky brambor (PLRV), Y virus bramboru (PVY) (Dédi¢, 2014) a
virus Sarky Svestky (Garcia, Glasa, Cambra, & Candresse, 2014).

Diky vyzkumu se dnes na viry nepohlizi jen jako na patogeny. Maji totiz velké vyuziti
v biotechnologiich. VyuZivaji se naptiklad pro produkci rekombinantnich protein( v rostlinach a tak
zvanému ,,Molekular farming“ (Yusibov, Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006).

Morfologie a taxonomie virQ

Velikost vir( se vétsinou pohybuje mezi 20-500nm. Existuje mnoZstvi kritérii, podle kterych byl
vytvoren virovy taxonomicky strom obsahujici tyto kategorie: ¢eled, rod, druh, kmen, izolat.
Taxonomie vir( se neustdle méni podle novych poznatkd a Upravy v systému publikuje International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) vzdy jednou béhem nékolika let. (Carstens, King, Adams,
& Lefkowitz, 2012)

Ze nejdulezitéjsi z kritérii pro taxonomické usporadani jsou povaZovany vlastnosti nukleové kyseliny
a obalovych proteind. Podle usporadani kapsidy mGzZeme rozeznavat viry vlaknité, ovalné, kruhovité,
tyCinkovité nebo nepravidelné. Vétsina virl je obalena pouze jednim kapsidovym proteinem, ale
existuji i viry s kapsidou tvorfenou vice obalovymi proteiny. Za zminku v tomto pfipadé staji virus
mozaiky vigny (CPMV). Na rozdil od vétsiny v laboratofi bézné pouzivanych vir(i je CPMV obalen
dvéma druhy obalovych proteind. (Wellink & Van Kammen, 1989)

U nékterych virQ je kapsida navic chranéna lipidovou dvouvrstvou, takovymto virdm rikdme viry
obalené. (Lucas, 2010)

Co se tyce vlastnosti genetické informace, miZeme viry rozdélit podle druhu nukleové kyseliny a
podle toho, zda je genom segmentovany nebo nesegmentovany.



Zivotni cyklus rostlinnych virt

Zivotni cyklus vird, jakoZto rostlinnych parazitl se sklada ze dvou zakladnich fazi. Prvni fazi je
mnozZeni viru a jeho Sifeni v rostlinnych pletivech, zatimco druhou fazi je pfenos viru z rostliny na
rostlinu.

MnozZeni viru a Sifeni v rostliné

Po vstupu do buriky dochazi k uvolnéni nukleové kyseliny z bilkovinného obalu a zahdji se replikacni
funkce viru. Ty se lisi podle toho, v jaké formé ma dany virus uloZzenou genetickou informaci.

U (+)ssRNA virl dochazi k translaci a k vytvoreni negativniho vldkna. To pak slouZi jako templat pro
tvorbu vldken pozitivnich. Zatimco u (-)ssRNA musi virus nejdfive vyuZzit své vlastni polymerazy pro
vytvoreni pozitivniho vlakna. (Banerjee, 1987)

dsDNA viry vytvareji v jddre minichromozomy, ze kterych je transkribovana RNA. Ta se transportuje
do cytoplasmy nebo je pomoci reverzni transkripce prepsana na dsDNA.

U ssDNA virli pronika ssDNA do jadra burky, kde je dosyntetizovano druhé viakno. Vznika tak
minichromozom, ktery je replikovan a exprimuje plastovy protein, ktery obaluje vznikajici ssDNA.
(Monsalve-Fonnegra, Arglello-Astorga, & Rivera-Bustamante, 2002)

Sifenf viru po rostliné probiha na dvou zékladnich drovnich. Na kratkou vzdalenost (z buriky do
buriky) a na dlouhou vzdalenost (z orgdnu do organu).

Na kratkou vzddlenost se Sifi viriony hlavné pomoci plasmodesmat. Témi se muze virus Sifit ve formé
RNA, nukleoproteinovych komplexd nebo celych viroplazmat, coz jsou struktury odvozené od
endoplasmatického retikula, ve kterych probiha proces replikace viru. (Osman & Buck, 1996)
Plasmodesmata vSak nejsou vzdy pro Sifeni viru dostatecné Sirokd a proto existuje u vir(l nékolik
strategii, jak tomuto transportu pomoci. Pfikladem téchto strategii je napfiklad rozsifeni
plasmodesmat pomoci movement proteinu (Howard, Heppler, Krishnamurthy, Payton, & Verchot-
Lubicz, 2004), vzniku proteinového kanalku (Kasteel, Wellink, Goldbach, & Van Lent, 1997) nebo
vytvoreni komplexu s movement proteinem, ktery je mensi nez virova Castice (Beachy & Heinlein,
2000).

Siteni na dlouhou vzdalenost probihd hlavné skrze floém. P¥i $ifeni na dlouhou vzdalenost se virus
muUZe vyskytovat, ale i mnoZzit ve vétSiné casti rostliny. Nékteré z ¢asti byvaji zpravidla nenapadeny.
Prikladem jsou apikalni meristémy, které byvaji napadeny jen velmi zfidka. Je to pravdépodobné

vrve

Pfenos viru z rostliny na rostlinu

Pro pfenos mezi rostlinami byva duileZité mechanické naruseni bunécné stény a plasmatické
membrany. Samotny virus neni z pravidla takového naruseni schopen a proto vyuziva vétsina virQ



k tomuto ucelu vektory Cili pfenasece. Pfenasecem muze byt hmyz, hlist, houba, ale i paraziticka
rostlina. (Andret-Link & Fuchs, 2005)

Podle vztahu vektoru a viru mdZzeme rozdélit viry na neperzistentni a perzistentni.

Neperzistentni viry se vdZzou na Ustni Ustroji pfenasece a nedochadzi k Sifeni ani mnozeni viru ve
vektoru. Virus mlzZe byt pfenesen na novou rostlinu jiz béhem nékolika minut, ale schopnost prenosu
vektor ¢asem ztrati.

Perzistentni viry mohou byt vektorem pfeneseny aZz béhem nékolika hodin ¢i dnd. Virus se totiz ve
vektoru Sifi a nékdy i mnozi. Jakmile virus prejde do téla prenasece, je prenasec schopen Sifit virus po
zbytek svého Zivota a mlze byt pfenosny i na jeho potomstvo. (Musil, Kvicala, & Leskova, 1981)

Viry, které nejsou prenaseny vektory se do buniky mohou dostavat pasivné. Pasivni cestou mlze byt
naptiklad mechanicky kontakt poranénych ¢asti rostliny a pomoci zahradnického nacini, vegetativni
rozmnozovani rostlin, ale také prostfednictvim semen nebo pylu. (Johansen, Edwards, & Hampton,
1994)

Virus tabakové mozaiky

Virus tabdkové mozaiky (TMV) je nejdéle znamym druhem viru a da se povaZovat za
nejprozkoumané;jsi virus vibec. Ma jednoduchou tycinkovou strukturu a jeho genom je uloZzen v
(+)ssRNA. Taxonomicky ho fadime mezi Virgaviridae, rod Tobamovirus.

TMV stal u samého pocatku virologie, za ktery mizZeme povaZovat rok 1892, kdy Holand'an Martinus
Beijerink publikoval svou praci. Provedl| pokus, pfi kterém extrahoval $tdvu z nakazené rostliny a
procedil ji velmi jemnym filtrem, tim by nemély projit Zadné ¢astice dosahujici velikosti bakterii. Tuto
stavu poufil k infikovani dalsich rostlin. A jelikoZ rostliny infikované takto ziskanou tekutinou
vykazovaly znamky nakaZeni stejnym patogenem, usoudil, Ze se musi jednat o ¢astice mensi nez jsou
bakterie. O $tavé hovotil jako o ,,contagious living fluid.” CoZ by se dalo preloZit jako nakazliva Zijici
tekutina a pro jeji popsani poutzil slovo ,virus“ (Z latiny ,jed”). (Beijerinck, 1898)

Virus mozaiky tabaku ma mnoho vlastnosti, diky kterym je idedlnim modelovym organismem.
Nakazené rostliny produkuji takové mnozstvi TMV, Ze inkluzni téliska krystalickych virionl jsou

v infikovanych listech viditelna pod elektronovym mikroskopem. Pro pfenos TMV neni nutny hmyz,
ani zadny jiny vektor. Pfendsi se pouhym kontaktem poranénych mist. Virus zabranuje v rostliné
rozvoji chloroplastll a tim zpUsobuje rostlinnou zakrnélost (viz. obr. 1) a typicky mozaikovy vzor na
listech (viz. obr. 2).



Obr. 1: (A) Zdrava rostlina
(B) Rostlina nakazena TMV
Pfevzato (Allard, 1914)

TMV je navic silné stabilni virus, ktery v in vitro podminkach vydrzi Zivotaschopny velice dlouho.
Napfiklad cistény virus m(iZe pri teploté 5°C vydrzZet az 50 let. Jeho stabilita vyplyva z hustoty virovych
Castic. (Scholthof, 2003)

V historii existuje mnoho objevd, ke kterym se doslo za pomoci viru tabakové mozaiky. TMV byl
prvnim z rostliny chemicky vypurifikovanym virem (Bawden, Pirie, Bernal, & Fankuchen, 1936), byl to
prvni virus vizualizovany v elektronovém mikroskopu (Kausche, Pfankuch, & Ruska, 1939), RNA TMV
byla pouzita pfi pokusech dokazujicich, Ze nukleové kyseliny jsou nositelkami genetické informace a
Ze pouhd RNA staci k infikovani rostliny virem (Fraenkel-Conrat, 1956) a u TMV byl poprvé v historii
osekvenovan cely genom (Goelet, a dalsi, 1982)



Obr. 2: Mozaikovy vzor na listu mladé rostliny
Prevzato a upraveno (Bagley, 2001)

Genom TMV

Genom mozaiky tabaku je dlouhy pfiblizné 6,4kb. Nese genetickou informaci pro 4 polypeptidy. A to
pro polymerdzu, kterd je kddovana dvéma otevienymi ¢tecimi rdmci, pohybovy protein (MP) a
obalovy protein (CP). Na 5‘ konci je methylova ¢epicka. Na 3‘ konci najdeme 204 nukleotidll dlouhou
3’NTR oblast, kterd nekéduje Zzadny protein a postrada poly(A) sekvenci. (Zaitlin, 1999) (Sleat, a dalsi,
1987) (Cann, 2012)
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Obr. 3: Genom TMV
Pfevzato a upraveno (Cann, 2012)



Virova Castice TMV a jeji assembly

Virové ¢astice TMV maiji jednoduchy tycinkovity tvar o délce ptiblizné 300nm a prdméru 18nm.
Uvnitf se nachazi centralni otvor o priiméru 4nm. Nukleova kyselina je helikdlné sto¢ena uvnitf
proteinového obalu s prdmérem 6-8nm. (Lauffer, 1944)

Na RNA jsou navazané proteinové podjednotky, které maji stejné sto¢enou strukturu jako nukleova
kyselina. (Klug A., 1979) (viz obr. 4) Virova ¢astice obsahuje RNA o délce 6395 nukleotid( a na kazdé
tfi nukleotidy se vaze jedna proteinova podjednotka. To odpovida pfibliznému poctu 2130
podjednotek na jednu virovou ¢astici (Butler P. J., 1999)

Proteinova podjednotka

Obr. 4: Struktura TMV ¢éstice
Pfevzato a upraveno (Caspar, 1963)

Virova castice vznika béhem procesu assembly neboli sbalovani. BEéhem tohoto procesu spolu
interaguje virova RNA a podjednotky obalového proteinu (CP).

Pro zahdjeni procesu assembly je zasadni, aby z proteinovych podjednotek vznikly tzv. 20S disky.
Kazdy disk je tvoren 17 podjednotkami a proces jejich vzniku je zavisly na hodnoté pH prostredi.

Idealni pH pro tvorbu 20S diskl je neutralni. Kolem hodnoty pH 7 se pfiblizné 80% CP nachazi ve
formé 20S disk(. Zbylych 20% byva rozptyleno ve formé 4S agregatl (A-proteind) (Butler, Bloomer, &
Finch, 1992) V mirné zasaditém prostfedi prevazuji mensi shluky A-proteina. V prostfedi mirné
kyselém se CP shlukuji do formy single helixu. (viz. obr 5) (Klug A., 1999) Na rozmezi nejvétsiho
vyskytu single helixu a 20S disk( se da najit struktura zndma jako lock washer. PrestoZe se volné lock



washer struktury na samotném assembly nepodileji, mohou se z nich slozZit virus like partikles, které
neobsahuji RNA a nemaji proto definovanou délku. (Butler & Klug, 1978)

RNA tabakové mozaiky ma pobliz svého 3‘ konce origin of assembly(OAS). OAS je orientovan ve
sméru 3> 5’ a je dlouhy pfiblizné 300 nukleotid(. Vytvari viasenkovitou strukturu, na které najdeme
charakteristickou sekvenci AAGAAGUCG. Tato sekvence hraje dulezitou roli béhem iniciace

assembly. Je totiz jako prvni rozeznavana pfi vazné diskd na RNA. (Turner, Joyce, & Butler, 1988)
(Zimmern, 1977)

Vznikla vlasenka je vtahovana do centralniho otvoru 20S disku. Oba konce RNA vycnivaji z centralni
dutiny na stejné strané (viz obr. 6). Prodluzovani probihd na obou koncich RNA, jen s rozdilnou
rychlosti. Pfipojovani proteinovych disk( je rychlejsi na 5‘ konci. Po navazani zméni kazdy 20S disk
svou konformaci na lock washer formu, ktera umoznuje tésné navazani disku na vznikajici ¢astici.
Rlst Castice se zastavi az ve chvili, kdy je cela ¢astice obalena proteiny. (Dimmock, Easton, & Leppard,
2016) (Butler P. J., 1999)
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Obr. 5: Diagram znazornujici shlukovani podjednotek obalového proteinu v zavislosti na pH.
Vykreslené hranice znazornuiji pfi jakych podminkach se objevuji vétsi druhy agregatl. Neznamena to
vsak, Ze by vSechny mensi druhy v tomto okamziku zcela vymizely.

Pfevzato (Dimmock, Easton, & Leppard, 2016)



Disc Locked washer Travelling loop
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Obr. 6: Model assembly TMV ¢&astice.

(a) Vtahovani vlasenky do centralniho otvoru prvniho disku.

(b) Zaclenéni RNA mezi vrstvy obalovych protein(i a zména konformace disku.

(c) 5 konec RNA prochazi zpét centralnim otvorem, vytvari tak travelling loop, na kterou se v rychlém
sledu vazi dalsi disky. (Vazi se i na 3‘ konec, jen pomaleji)

Pfevzato a upraveno (Cann, 2012)

Rostlinné expresni systémy

Rostlinné expresni systémy maiji oproti jinym dnes vyuzivany systémdim mnoho nespornych vyhod. Za
jednu z vyhod mlizeme urcité povazovat cenu. Ta je oproti jinym systémadm velmi nizka hlavné kvl
naklad{im na kultivaci rostlin. Rostlindm totiz staci pfisun zakladnich mineral(, svétla a vody pro
vSechny poZadované biologické funkce. Rostliny dokazi produkovat pomérné velké mnoZzstvi
rekombinantnich protein( za relativné kratkou dobu. Produkuji velké mnozZstvi biomasy a proto jsou
vhodné i pro molekuldrni farmareni v polnim méftitku. (Fischer & Emans, 2000)

Dalsi vyhodou je jisté fakt, Ze rostlinné buriky jsou na rozdil od bakteridlnich bunék eukaryotni a
proto u nich existuji dllezité post-transla¢ni modifikace (glykosylace, fosforylace atd). | kdyzZ zde je
dllezité zminit, Ze ne vSechny post-transla¢ni modifikace rostlin jsou totozné s modifikacemi
Zivocisnymi. Napriklad N-glykosylace probihajici v endoplasmatickm retikulu je totoZzna u nékterych
rostlin i Zivocichd, ale nasledna N-glykosylace v Golgiho aparatu jiz vede k jinym vzorctm.

V nékterych pripadech rozdil v glykosylaci neméni vlastnosti produktu a neni proto prekazkou.
(Vaquero, a dalsi, 1999) Pokud by ale prekazkou byla, existuji dnes rostliny s upravenymi post-
transla¢nimi drahami. Prikladem je naptiklad stabilné geneticky modifikovana rostlina N.
benthamiana AXF, jejiz N- glykosyla¢ni draha byla upravena tak, aby N-glykany glykoprotein(
neobsahovaly specifické rostlinné sacharidové zbytky beta 1,2 -xylézu a alfal,3 fukdzu. (Strasser, a
dalsi, 2008)



Pti produkci rekombinantnich protein( v prokaryotech je potfeba odstranit i stopova mnozstvi
endotoxinl pochdzejici z bunécnych stén bakterii. Ty totiz mohou zplsobovat velmi nebezpecné
odpovédi imunitniho systém. MnozZstvi eukaryotnich proteint se navic v bakteriich produkuje

v denaturovanych formach. Odstraniovani endotoxin(l i zpracovani denaturovanych forem protein(
jsou velmi nakladné procesy, kterym by se dalo predejit nahrazenim prokaryotnich expresnich
systému systémy rostlinnymi. (Chen, Casini, Harrison, & Garcea, 2001) U rostlin se nemusime bat
pritomnosti savcich patogen( (napfiklad vird) ani toxind.

Prekazkou pro pouZivani viech expresnich systémi je vidy nakladna purifikace. Jeji cena je sice u
vétsiny vyuzivanych systému podobna, ale vyhodou rostlin v otazce purifikace by mohla byt exprese
rekombinantnich protein( v jedlych ¢astech rostliny. Ty by pak mohly byt podavany ordlné bez
potreby dalSiho slozZitého zpracovani. Takto pfipravend biofarmaceutika by mohla byt distribuovdna
ve formé semen, hliz a plod@. Velmi by pomohla pfi skladovani produktd nebo pfi pfevozu a podavani
|éCiv v rozvojovych zemich. (Sala, a dalsi, 2003)

liz dnes se vyuziva rostlinnych expresnich systém pro produkci nékterych na trhu dostupnych
farmaceutik. Napfiklad v Kanadé produkovany hirudin, protein pijavic zabranujici srazeni krve
(Giddings, Allison, Brooks, & Carter, 2000), dale pak Taliglucerasa alfa, 1€k pro Iécbu Gaucherovy
choroby produkovany v bunécéné suspenzi mrkve (Grabowski, Golembo, & Shaaltiel, 2014), TrypZean,
rekombinantni bovinni trypsin produkovany v kukufici (Krishnan & Susan, 2014) nebo ZMapp,
kombinace tti protildtek produkovanych v Nicotiana benthamiana, které slouzi jako medikament
proti Ebole. (Chen & Davis, The potential of plants as a system for the development and production
of human biologics, 2016)

Aby se mohly rostlinné expresni systémy vyuzivat v SirsSim méftitku, je potfeba vyresit otazku
bezpecnosti. Verejnost ma strach z Uniku transgennich organismu do prirody, ale i z dopadu na lidské
zdravi. K Uniku celé transgenni rostliny do pfirody miiZe dojit skrze vegetativni rozmnozovani, ale i po
Uniku transgenniho pylu nebo semen. Pfi takovém Uniku by mohlo dojit ke zkfizeni GMO

s pfibuznymi druhy. Existuje dnes mnozstvi zkoumanych postupl, jak se s timto problémem
vyporadat a vytvofit co nejbezpecnéjsi GMO. Mezi zkoumané metody dnes patfi naptiklad vyuzivani
genové nekompatibility, samci sterility, kontroly dormance, rostlinné autogamie nebo
sebevrazednych gen. (Stoger, a dalsi, 2002) Bezpecny pyl by se dal zajistit transformaci
plastidového genomu namisto genomu jaderného. Pfi plastidové transformaci nehrozi riziko Gniku
transgenniho pylu, protoZe semiautonomni organely se u vétSiny druh(i dédi jen maternalné.
(Daniell, Datta, Varma, Gray, & Lee, 1998) Jednim z dopadi na lidské zdravi pfi konzumaci geneticky
modifikovanych plodin by mohly byt nepfimérené alergické reakce. Je velice tézké predpovédét, zda
bude protein alergenem na zakladé struktury nebo usporadani aminokyselin. | pres pfisné testovani
kazdého geneticky modifikovaného organismu se vidy mlzZe najit par jedincu, ktefi budou na nové
latky alergicti. Na druhou stranu, metody genetického inzenyrstvi (Napriklad gene silencing) by se
daly vyuzit pro blokaci alergen( v rostlinach. (Weil, 2005)

Existuji dva zakladni druhy exprese proteinl v rostlinach. A to exprese stabilni a transientni.
(Garabagi, McLean, & Hall, 2012)



Stabilni rostlinna exprese

Pro vytvoreni stabilniho expresniho systému je nejdfive nutné modifikovat genom rostliny a to
vloZzenim genu pro pozadovany proteinu do genomu jadra nebo plastidu rostlinné bunky. Z takto
transformované buriky je posléze pomoci technik tkarovych kultur vypéstovdna celd transgenni
rostlina. Pokud zaclenény gen zlstane v genomu rostliny, je pak prfedavan na potomky dle
genetickych zakonl. Nevyhodou stabilni exprese oproti transientni je délka celého procesu, béhem
kterého je potreba pfipravit transgenni rostlinu.

Existuji dva zakladni druhy stabilnich rostlinnych expresi. A to exprese jaderna a plastidova.

Plastidova exprese ma oproti jaderné nékolik vyhod. V rostliné se nachazi vétsinou velké mnozstvi
plastid( a proto mizZe byt po spravném namnozeni transformovanych plastidl ocekavana silnéjsi
exprese. Exprimované proteiny se kumuluji v plastidech, diky tomu se daji produkovat i proteiny pro
rostliny toxické. U plastidu je gen vkladan vidy do stejnych mist a témér u nich nedochazi ke gene
silencingu. Zatimco pfi vkladani do jadra se gen zacleriuje ndhodnym zplsobem. (Scotti, Rigano, &
Cardi, 2012) Plastidova exprese je také bezpecnéjsi, protoze transformované plastidy se dédi jen
maternalné, coZz ma za nasledek bezpecny pyl neobsahujici transgenni plastidy. (Daniell, Datta,
Varma, Gray, & Lee, 1998) Nevyhodou plastidové exprese je naprosta nepritomnost eukaryotnich
post-translacnich modifikaci protein(. Nehodi se proto pro produkci proteind, které tyto modifikace
vyzaduji. Pfiprava plastidové exprese je bohuzel velmi narocna. Je potieba vyselektovat buriku, ktera
bude mit jen transformované chloroplasty. Wild-type plastidy se totiZ v bufice mnoZi rychleji a burika
Casem ztrati schopnost exprimovat chtény protein. (Daniell, Khan, & Allison, 2002)

Existuji dva nejpouzivanéjsi postupy, jak pfipravit transgenni rostlinu pro stabilni expresi. Metoda
Biolisticka nebo metoda vyuZivajici Agrobacterium tumefaciens.

Biolisticka metoda je vhodna pro vnaseni genu do jaderného, ale i plastidového genomu. Metoda se
provadi tak, Ze se geneticky material necha absorbovat na kovové ¢astice (nejcastéji zlaté nebo
wolframové) a témito Casticemi je pomoci genové pistole bombardovana rostlinna burika. DNA se

v burice z ¢astic uvolni a mizZe se zaclenit do genomu. Posléze probiha selekce bunék, do kterych se
spravné zaclenil pozadovany gen a ty se nasledné kultivuji. (Maenpaa, Gonzalez, Ahlandsberg, &
Jansson, 1999) (Kikkert, Vidal, & Reisch, 2005)

Metoda vyuZivajici A. tumefaciens je vhodnd jediné pro expresi jadernou. Samotna A. tumefaciens je
gram-negativni bakterie vyskytujici se v ptdé. Jako rostlinny patogen napadajici dvoudélozné rostliny
je zndma od pocatku 20. stoleti, ale pro genové inZenyrstvi se vyuziva jen poslednich 30 let. Bakterie
obsahuje T-DNA (transfer), kterd se béhem infekéniho procesu zacleni do jaderného genomu
rostlinné buriky. T-DNA je soucasti Ti-plasmidu. V napadené burice je po vystépeni z Ti-plasmidu
dopravena do jadra, kde se mliZe nahodné integrovat do jaderného genomu bunky. V pfirodé
zpUsobuje T-DNA zvySenou expresi rlistovych hormont (Auxiny a cytokininy), coZz ma za nasledek rlst
nadora. (Chilton, a dalsi, 1977) Béhem vytvareni pozadovaného systému se nejprve pfipravi
modifikovana bakterie, do jejihoz T-DNA se vloZi pozadovany gen. Témito modifikovanymi bakteriemi
se posléze infikuje rostlina, do jejihoz genomu se T-DNA zakomponuje na ndhodné misto. Z kazdé
infikované bunky se mlze nasledné vypéstovat celd transgenni rostlina. Kvili rGznym zac¢lenénim do
genomu rostlin maze vznikat rlizné mnozstvi variabilnich linii s rlznym stupném exprese.
(Schilperoort & Hooykaas, 1992) (Nester, 2014)
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Pro préci v laboratofi se pouzivaji upravené kmeny A. tumefaciens. Mimo jinych modifikaci v Ti
plasmidu témto kmenlm chybi oblast T-DNA. Ta je jim dodavana ve formé binarniho vektoru. (Lee &
Gelvin, 2008)

Transientni rostlinna exprese

Pfiprava transgennich rostlin pro stabilni expresi je ¢asto velmi zdlouhavy proces. Oproti tomu je
transientni neboli pfechodna exprese mnohem rychlejsi, méné narocna a asto produkuje i vétsi
mnozZstvi poZzadovaného proteinu.

Existuji dva vyuZivané postupy pro pfipravu transientni rostlinné exprese. A to agroinfiltrace a vyuziti
virovych vektorda.

Pti agroinfiltraci se gen pro poZadovany protein vklada do jader jen nékterych bunék v rostliné.
Mechanicky se to provadi tak, Ze se vpravuje suspenze A. tumefaciens nesouci binarni vektor do
mezibunédénych prostor list(. V nich dochazi k prechodné extrachromozomalini expresi. Integrace do
DNA ma velmi malou pravdépodobnost a proto exprese z ni nehraje témér Zzadnou roli. Metoda
zpUsobuje v rostliné vysoky stuper exprese pozadovaného proteinli za pomérné kratkou dobu, neni
ale moc vhodna pro komeréni vyuzivani, jelikoZ k gene silencingu dochazi jiz po nékolika dnech.

(Chen, a dalsi, 2013)

Virové vektory

Rostlinné viry jsou diky svym vlastnostem vhodné pro tvorbu virovych vektor(. Diky rychlosti jejich
Zivotniho cyklu se da spolehnout i na pomérné rychlou proteinovou expresi. Viry se dovedou

v rostliné Sifit a exprese proto neprobiha jen v mechanicky vybranych burkach. Dalsi vyhodou je
urcité Siroky okruh hostitelQ, ktery nam dovoluje vyuZiti stejného konstruktu pro expresi v riznych
rostlinnych druzich. Diky schopnosti nékterych virl koinfikovat rostlinnou bunku, aniz by mezi sebou
kompetitovaly, mGZeme vyuZit virové vektory pro expresi dvou protein(i v jedné rostliné. Prikladem
muZe byt exprese lehkého a tézkého retézce protilatky. Tento zplisob ma mnohem vétsi vytézky nez
kdyby byly oba proteiny exprimovany pomoci vektori odvozenych od stejného viru. (Verch, Yusibov,
& Koprowski, 1998)

Pro expresi pomoci virovych vektoru v rostlindch se nejcastéji vyuzivaji genomy odvozeni od (+)ssRNA
virtl (TMV, CMV atd.), i kdyzZ se v poslednich letech pracuje na virovych vektorech odvozenych od
ssDNA virQ, hlavné gemivird. U gemivirQ je ale problém (mimo jiného) s vystépenim ssDNA z T-DNA.
Proto je nutné do bunék vpravovat agroinfiltaci také expresni kazetu pro Rep protein, ktery vystépeni
zajisti. (Hefferon, 2014)

Podle konstrukce rozdélujeme virové vektory na vektory prvni a druhé generace.
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Vektory prvni generace

Exprese pomoci virovych vektor( prvni generace (strategie ,,full virus“) je zaloZzena na vloZzeni genu
pro pozadovany protein do genomu jinak neupraveného viru. Existuji dvé moznosti jak exprimovat
protein pomoci vektor( prvni generace. Bud' se ¢teci rdmec pro poZzadovany protein umisti pod virovy
promotor a nebo se umisti do genu pro obalovy protein. Pokud je ¢teci rdmec umistén separatné,
vznika pfi expresi samotny protein. V druhém pripadé vznikaji virové ¢astice prezentujici protein na
svém povrchu (viz obr. 7). Takto pfipravené viriony jsou ¢asto oznacovany jako chiméry.
Protein/peptid prezentujici ¢astice jsou vyuZitelné jako potencionalni nové vakciny a to z toho
dlvodu, Ze pritomnost antigend na povrchu muze zvysit imunogenitu organismu. (Yusibov,
Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006)

Virovy genom Virovy genom
- HETHEHEER— — -]
' J
S =
@
PoZadovany protein
Viriony

Protein prezentujici viriony

Obr. 7: MoZné exprese rekombinantnich proteini pomoci virovych vektord prvni generace
Pfevzato a upraveno (Yusibov, Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006)

Pro samotné infikovani rostliny se pouzije enkapsidovany virion nebo in vitro pfipravena virovd RNA
smichana s karbidem kiemiku. Ten slouzi jako brusny materidl a pfi nanaseni na list zplsobuje drobna
poranéni, kterymi se mUZe virus dostat do rostliny. Pfiprava a provedeni infekce je financné a
technicky ndrocné. Virové vektory prvni generace ale vytvareji funkcni ¢astice a tak se da vyuzit i jiz
infikovaného pletiva pro infekci dalSich rostlin a tim snizit naklady.

Virové vektory prvni generace maji nékolik nevyhod, které vedly ke vzniku virovych vektord druhé
generace. | kdyzZ se viry v rostlinném systému siti, neinfikuji vSechny bunky a tim se snizuji
potencionalni vynosy. Silnym omezenim pro vektory prvni generace je maximalni velikost inzertd.
Pokud je inzert moc velky, dojde vétSinou ke ztraté c¢asti nebo celého transgenu. (Avesani, a dalsi,
2007) Stejné omezeni plati i pfi vkladani inzertu do genu pro CP. Velké inzerty zde mohou zpUsobit
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Spatné sbalovani virovych ¢astic. A jelikoz je zachovana schopnost tvofit virové ¢astice, jsou vektory
prvni generace nebezpecné kvili moznému uniku do pfirody. (Gleba Y. K., 2007)

Vektory druhé generace

Vektory druhé generace neboli dekonstruované virové vektory jsou zaloZzeny na odstranéni ¢asti
virového genomu a jeho nahrazenim pozadovanym konstruktem. Pokud by posléze chybély nékteré
z odstranénych funkci viru, daji se nahradit pomoci transgennich rostlin nebo pomocnymi viry. Pro
iniciaci virové infekce se u vektorl druhé generace pouziva A. tumefaciens, ktera nese ve svém
T-DNA rekombinantni virus. Virova RNA se posléze vytvori z DNA aZ v rostliné. Tato metoda
kombinuje vyhody tfi biologickych systém: vysokou transfekéni Géinnost Agrobacteria, rychlost a
silnou expresi virl a nizkou cenu a post-transkripéni modifikace rostlin.

Po vpraveni T-DNA reprezentujici genom (+)ssRNA viru do jadra burnky dochazi k transkripci. Vznikly
transkript, ktery by mél byt transportovan do cytoplasmy, je infekéni virovy genom. Zivotni cyklus
(+)ssRNA virll se ale béZzné neodehrava v jadre, jen v cytoplasmé. Je proto ¢asto nutné optimalizovat
virovy genom pro zajisténi bezproblémového transportu z jadra do cytoplasmy.

Pro vektory druhé generace neni potfebnd tvorba ¢astic a ¢asto ani pohyb mezi burikami. Infekce je
dosazeno pomoci vakuové agroinfiltace Agrobacteriem, pfi které jsou celé rostliny nebo jeji ¢asti
ponofena do zfedéné suspenze bakterie za snizeného tlaku. Tento postup se nazyva magnifekce (viz
obr. 8)

Vektory druhé generace prekonaji vektory generace prvni v otazkach infekénosti, velikosti inzertt i
bezpecnosti. | kdyZ jsou ale vektory druhé generace bezpecnéjsi metodou, nehodi se kvli
Agrobacteriu pro komercéni péstovani na volném poli a mohou se vyuzivat jen v hlidanych sklenicich.

(Klimyuk, Pogue, Herz, Butler, & Haydon, 2012) (Marillonnet, Thoeringer, Kandzia, Klimyuk, & Gleba,
2005)
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Current Opinion in Biotechnology

Obr. 8: Komeréné uzivany postup magnifekce
Pfevzato a upraveno (Gleba Y. K., 2007)

Vektory odvozené od TMV

Virus tabakové mozaiky byl jako prvni pouZit pro zkoumani moZnosti vyuzivani virovych vektord pro
expresi proteinli a do dnesnich dn( zlstava nejCastéji pouzivanym virem. Nabizi mnoho vyhod, diky
kterym je tak ¢asto vyuZivan pro tvorbu virovych vektord. Rychle se mnozi, ma pomérné velky rozsah
hostitell, ¢astice TMV jsou velmi stabilni, v napadenych rostlindch se mnozi do vysokych titr(,
infekce TMV muZe vydrzZet po celou dobu Zivota rostliny a jeho genom je jednoduchy a dikladné
prozkoumany. (Shivprasad, a dalsi, 1999)

Od TMV jsou odvozeny vektory prvni generace i generace druhé. Vektory prvni generace maji
vSechna vySe zminéna omezeni, ale i presto se ve svété pouzivaji i v polnim méfitku. Pfikladem je
zavod na zpracovani infikovaného tabdku v Kentucky.

Vyzkum se ale posledni dobou vice priklani k rozsifovani poznatkd ohledné vektor(i druhé generace.
Bylo zjisténo, Ze se exprese pomoci TMV vektor( aZ nékolikanasobné zvysi posunutim ORF ciziho
genu blize k 3" konci genomu a az 100nasobné zvysi, kdyZ je pfitom i odstranén gen pro obalovy
protein. (Lindbo, 2007)

Prvni vektory druhé generace byly odvozeny pravé od TMV, jednalo se o systém Magnlcon od
spole¢nosti ICON Genetics. Na praci se nejvyznamnéji podilel Dr. Gleba a jeho spolupracovnici.
Soucasné navrhli zplUsob infekce zvany magnifekce (viz obr. 8) (Gleba, Marillonnet, & Klimyuk, 2004)

Pomoci Magnlconu je naptiklad pfipravovan Iék proti ebole, ZMapp. Jedna se o smés tfi
monoklonalnich protilatek produkovanych pomoci virového vektoru odvozeného od TMV v listech
Nicotiana benthamiana. (Zhang, Li, Jin, & Huang, 2014)
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Jako dalsi priklady, pfi kterych byl pro expresi vyuzit vektor odvozeny od TMV bych mohl uvést
napriklad produkci vakcin proti pandemické chripce (Petukhova, Gasanova, & Stepanova, 2013) a
nebo expresi alergent z prachovych roztocq, které by se v budoucnu snad daly pouzit pro diagnostiku
astmatu a naslednou imunoterapii. (Li, Jiang, Guo, & Liu, 2013)

Golden Gate klonovani

Metoda Golden gate ma své pocatky v roce 1996, kdy byla popsdana metoda pro ucinné klonovani
jakékoli sekvence DNA do mist uréeni bez omezeni pfirozené se vyskytujicich restrikénich mist.
(Padgett & Sorge, 1996)

Oproti béZné pouzivanym klonovacim metodam, které jsou jinak pruzné a pomérné efektivni,
nepriddva metoda Golden Gate do klonovaného genomu Zadné zbytecné aminokyseliny navic.
Strategie Golden Gate je zaloZena na vyufziti IIS restrikénich enzymu, které Stépi mimo rozpoznavaci
sekvence. Tim vytvareji 5 'nebo 3' DNA presahy, které, pokud bylo vSe spravné navrzeno, mohou
slouzit jako suchy zip pro naslednou ligaci. Ligace se dnes nejcastéji provadi za pomoci T4 ligazi ve
spojeni s PCR. Golden Gate je univerzalni a da se pouzit pro jednoduché klonovani, pfi kterém jde o
spojeni jen dvou ¢asti genomu, ale i pro skladani vétsiho mnozstvi fragmentd v jedné reakci. Tato
metoda by mohla byt velmi uZiteéna pfi vytvareni virovych vektor(. (Luo, Lin, Bolund, & Sgrensen,
2014)

m m NEB REases for use in

Golden Gate Assembly

NNNNNGAGACC |[SGGTCTC 3 - Bsal (NEB #R0535)
3 NNN _NCTCTGGS' CCAGAGN » Bsal-HF (NEB #R3535)
= - Bbsl (NEB #R0539)
A B - BsmBI (NEB #R0580)

PCR amplification of
vector and fragments

A. 8'
v 7
<. linearized + — Assg:;:‘ed
Single-tube reaction vector PCR-amplified
* Bsal fragments
* DNA ligase

Obr. 9: Schéma mozného Golden Gate, pfi kterém byly v jedné reakci viozeny na vektory dva
fragmenty.
Prevzato (New England Biolabs, 2017)
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Dalsi vyuziti TMV v Biotechnologiich

Jak uZ bylo nékolikrat zminéno, ma virus mozaiky tabaku mnozstvi vlastnosti, diky kterym je idealnim
laboratornim organismem. Neni proto prekvapujici, Ze se dnes vyuZzivd v mnoha védnich disciplinach
a ne jen pro proteinovou expresi. Uved| bych prikladem dva v dnesni dobé silné se rozvijejici védni
obory a to nanotechnologii a medicinu.

Nanotechnologie

Struktura a skvéla stabilita déla z TMV ¢éstice vyborny templat pro tvorbu nanocastic. Prvni

nanocastice byly z TMV vytvoreny roku 1999 a to pomoci mineralizace kapsidy. (Shenton, Mann,
Douglas, Young, & Stubbs, 1999). Dnes se tvofi nanocastice hlavné navazanim kovovych ¢astic na
virovou kapsidu TMV a nebo se experimentuje s vytvofenim polymerové vrstvy na jejim povrchu.

V pripadé kovovych ¢astic se nejcastéji vyuzivaji slouceniny stfibra, zlata a platiny. Kationt stfibra se
véaze do vnitini &asti centralni dutiny, zatimco anionty obsahujici zlato a platinu (AuCl, a PtCls”)
upfrednostiuji vnéjsi povrch virové ¢éstice. (Dujardin, Peet, Stubbs, Culver, & Mann, 2003)

Nanocastice vytvorené pomoci TMV maji vyuziti hlavné v elektrotechnice. Byvaiji stabilni a dobre
vodivé. Pro vylepseni vlastnosti nanodastici jako vodi¢li mohou byt viry geneticky modifikovany.
(Fonoberov & Balandin, 2005) Byly pouZity napfiklad pro tvorbu namomagnetickych material( a nebo
jako elektrody pfi vyrobé lithiovych mikrobaterii. (Pomerantseva, Gerasopoulos, Chen, Rubloff, &
Ghodssi, 2012)

Vyuziti v mediciné

Viry TMV a virové vektory z nich pfipravené maji v mediciné vyuZiti pro tvorbu vakcin. Mimo bézné
exprese mohou slouzit napfiklad k vyrobé jiz vyse zminénych jedlych vakcin (exprese v jedlé Casti
rostliny) a nebo jako antigen presentujici systém, kdy virus TMV nese na povrchu svého kapsidu
antigen.

Kromé téchto vyuziti by se mohl TMV vyuZivat pfi chemoterapeutii. A to jako transportni ¢astice pro
targeted delivery chemoterapeutické medikamenty. Latka by byla dopravovana do postizenych
bunék a to diky vlastnosti viru pfimo pronikat do savcich bunék. Tento proces se zatim v mediciné
neuplatiuje a vyZzaduje do budoucna dalsi zkoumani. (Kernan, Wen, Pitek, & Steinmetz, 2017)
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Virus tabakové mozaiky je zkouman uz od samého pocatk( virologie a i presto se o ném dozvidame

neustdle nové informace, na zdkladé kterym mlzeme vystavét nové postupy pro genetickou biologii,
ale i pro nanotechnologii a jiné védni obory.

Zkoumani TMV, jeho Zivotniho cyklu a expresnich drah nam miZze pomoci objasnit mnohé doposud
nepochopené biologické procesy. TMV je vybornym modelovym organismem, ale poznatky ziskané
jeho zkoumanim se daji ¢asto aplikovat i na viry, se kterymi by byla prace v laboratofi mnohem

vvvvvv

Pro dalsi vyuzivani TMV bude v budoucnu duleZité prostudovat procesy assembly a diassembly

v podminkach in vivo. KdyZ budeme |épe znat procesy sbalovani virové ¢astice, mizeme zajistit lepsi
prevenci a do budoucna nam to mze prispét k vyvoji €kl proti virovym onemocnénim. Také by to
mohlo pomoci k vytvoreni bezpecnéjsich virovych vektor.

Samotné virové vektory odvozené od TMV, ale i od jinych vird se za poslednich par let mohou tésit
peclivému zkoumani a neustalému zlepSovani. Tento trend by se v budoucnosti nemél ménit, protoze
jsou stdle vice a vice komercné vyuzivany. Véda se posledni dobou pfiklani k vyuzivani vektor( druhé
generace. Se zlepsSenim jejich vlastnosti a usnadnénim pfipravy nam do budoucna mohou pomoci
moderni metody klonovani, zvlasté tedy Golgen Gate.
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