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Abstract (cz):  
V pƌůďěhu Ŷěkolika posledŶíĐh desetiletí se ƌostliŶŶé ǀiƌǇ a ǀektoƌǇ odǀozeŶé z nich staly nejen 

ŶedílŶou součástí práce v laďoƌatoříĐh, ale začalǇ se i koŵeƌčŶě ǀǇužíǀat pƌo tǀoƌďu ǀakĐíŶ, léčiǀ, 
eŶzǇŵů a jiŶýĐh pƌoteiŶů/peptidů. JedŶíŵ z Ŷejčastěji použíǀaŶýĐh ǀiƌů pƌo eǆpƌesi heteƌologŶíĐh 
pƌoteiŶů je ǀiƌus taďákoǀé ŵozaikǇ. V této práci bych se ƌád zaŵěřil Ŷa ƌostliŶŶé ǀiƌǇ a na vektory 

z nich odǀozeŶé. Chtěl ďǇĐh je poƌoǀŶat s dalšíŵi použíǀaŶýŵi eǆpƌesŶíŵi sǇstéŵǇ ǀ rostlinách a 

popsat, jak by jejich výhody mohly ďýt dále ǀǇužíǀáŶǇ a zkoŵďiŶoǀáŶǇ s metodami moderního 

klonování. 

 

Klíčová slova: virový vektor, exprese, virus tabákové mozaiky, rostlinné expresní systémy, Golden-

gate klonování  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

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, I 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 

ViƌǇ jsou ǀŶitƌoďuŶěčŶí paƌazité ŵikƌoskopiĐkýĐh ƌozŵěƌů. VždǇ oďsahují Ŷukleoǀou kǇseliŶu ;RNA 
nebo DNA) a ochranný obal (kapsid) skládající se z jedŶotek plášťoǀého pƌoteiŶu ;kapsoŵeƌͿ. 
Nukleoǀá kǇseliŶa ŵůže ďýt jedŶoǀlákŶoǀá Ŷeďo dǀouǀlákŶoǀá, liŶeáƌŶí i kƌuhoǀá. RostliŶǇ jsou 

Ŷejčastěji ŶapadáŶǇ ssRNA ǀiƌǇ, ŵéŶě častěji ssDNA ǀiƌǇ a jeŶ ǀelŵi zřídka dsRNA. dsDNA viry se u 

ǀǇššíĐh ƌostliŶ ŶeǀǇskǇtují, jeŶ u jedŶoďuŶěčŶýĐh řas. NejjedŶodušší z ǀiƌů ŵohou oďsahoǀat 
Ŷukleoǀou kǇseliŶu pƌo kódoǀáŶí pouze čtǇř pƌoteiŶů, zatíŵĐo Ŷejsložitější ŵohou kódoǀat Ŷěkolik 
stoǀek pƌoteiŶů. TƌaŶslaĐe, tƌaŶskƌipĐe i ƌeplikaĐe ǀiƌů pƌoďíhá jeŶ ǀ ďuňkáĐh hostitele. Jsou totiž 
plŶě záǀislé Ŷa hostiteloǀo eŶzǇŵatiĐkéŵ apaƌátu. ViƌǇ dále Ŷedokáží akuŵuloǀat ǀolŶou eŶeƌgii a 
Ŷejsou fuŶkčŶě aktiǀŶí ŵiŵo ďuňkǇ hostitele. Nedají se pƌoto poǀažoǀat za žiǀé oƌgaŶisŵǇ. (Agrios, 

2005) 

ViƌǇ jsou ƌostliŶŶýŵi patogeŶǇ a způsoďují často ǀážŶé ĐhoƌoďǇ Ŷeďoli ǀiƌózǇ. Mezi nejvýznamnější 
oŶeŵoĐŶěŶí ǀ Eǀƌopě patří virus svinutky brambor (PLRV), Y virus bramboru (PVY) ;Dědič, ϮϬϭϰͿ a 

ǀiƌus šáƌkǇ šǀestkǇ (Garcia, Glasa, Cambra, & Candresse, 2014).  

DíkǇ ǀýzkuŵu se dŶes Ŷa ǀiƌǇ Ŷepohlíží jeŶ jako Ŷa patogeŶǇ. Mají totiž ǀelké ǀǇužití 
v ďioteĐhŶologiíĐh. VǇužíǀají se Ŷapříklad pƌo pƌodukĐi ƌekoŵďiŶaŶtŶíĐh pƌoteiŶů ǀ rostlinách a tak 

zvanému „Molekular farming͞ (Yusibov, Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006).  

 

Morfologie a taxonomie virů 

Velikost ǀiƌů se ǀětšiŶou pohǇďuje ŵezi ϮϬ-500nm. Eǆistuje ŵŶožstǀí kƌitéƌií, podle kterých byl 

ǀǇtǀořeŶ virový taǆoŶoŵiĐký stƌoŵ oďsahujíĐí tǇto kategoƌie: čeleď, ƌod, dƌuh, kŵeŶ, izolát. 
TaǆoŶoŵie ǀiƌů se Ŷeustále ŵěŶí podle ŶoǀýĐh pozŶatků a úpravy v systému publikuje International 

Coŵŵittee oŶ TaǆoŶoŵǇ of Viƌuses ;ICTVͿ ǀždǇ jedŶou ďěheŵ Ŷěkolika let.  (Carstens, King, Adams, 

& Lefkowitz, 2012) 

 Ze Ŷejdůležitější z kƌitéƌií pƌo taǆoŶoŵiĐké uspořádáŶí jsou poǀažoǀáŶǇ ǀlastŶosti Ŷukleové kyseliny 

a oďaloǀýĐh pƌoteiŶů. Podle uspořádáŶí kapsidǇ ŵůžeŵe ƌozezŶáǀat ǀiƌǇ ǀlákŶité, oǀálŶé, kƌuhoǀité, 
tǇčiŶkoǀité Ŷeďo ŶepƌaǀidelŶé. VětšiŶa ǀiƌů je oďaleŶa pouze jedŶíŵ kapsidoǀýŵ pƌoteiŶeŵ, ale 
existují i viry s kapsidou tǀořeŶou ǀíĐe oďaloǀýŵi proteiny. Za zmínku v toŵto případě stájí ǀiƌus 
mozaiky vigny ;CPMVͿ. Na ƌozdíl od ǀětšiŶǇ ǀ laďoƌatoři ďěžŶě použíǀaŶýĐh ǀiƌů je CPMV oďaleŶ 
dǀěŵa dƌuhǇ oďaloǀýĐh pƌoteiŶů. (Wellink & Van Kammen, 1989) 

 U ŶěkteƌýĐh ǀiƌů je kapsida ŶaǀíĐ ĐhƌáŶěŶa lipidoǀou dǀouǀƌstǀou, takoǀýŵto ǀiƌůŵ říkáŵe ǀiƌǇ 
obalené. (Lucas, 2010) 

Co se týče ǀlastŶostí geŶetiĐké iŶfoƌŵaĐe, ŵůžeŵe ǀiƌǇ ƌozdělit podle dƌuhu Ŷukleoǀé kǇseliŶǇ a 
podle toho, zda je genom segmentovaný nebo nesegmentovaný.  
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ŽivotŶí cyklus rostlinných virů 

ŽiǀotŶí ĐǇklus ǀiƌů, jakožto ƌostliŶŶýĐh paƌazitů se skládá ze dǀou základŶíĐh fází. PƌǀŶí fází je 
ŵŶožeŶí ǀiƌu a jeho šířeŶí ǀ ƌostliŶŶýĐh pletiǀeĐh, zatíŵĐo dƌuhou fází je přenos viru z rostliny na 

rostlinu. 

 

MŶožeŶí viru a šířeŶí v rostliŶě 

Po ǀstupu do ďuňkǇ doĐhází k uǀolŶěŶí Ŷukleoǀé kǇseliŶǇ z ďílkoǀiŶŶého oďalu a zahájí se ƌeplikačŶí 
fuŶkĐe ǀiƌu. TǇ se liší podle toho, ǀ jaké foƌŵě ŵá daŶý ǀiƌus uložeŶou geŶetiĐkou informaci. 

U (+)ssRNA ǀiƌů doĐhází k translaci a k ǀǇtǀořeŶí ŶegatiǀŶího ǀlákŶa. To pak slouží jako teŵplát pƌo 
tvorbu vláken pozitivních. Zatímco u (-ͿssRNA ŵusí ǀiƌus Ŷejdříǀe ǀǇužít sǀé ǀlastŶí polǇŵeƌázǇ pƌo 
ǀǇtǀořeŶí pozitiǀŶího ǀlákŶa. (Banerjee, 1987) 

dsDNA ǀiƌǇ ǀǇtǀářejí v jádře ŵiŶiĐhƌoŵozoŵǇ, ze kteƌýĐh je tƌaŶskƌiďoǀáŶa RNA. Ta se tƌaŶspoƌtuje 
do ĐǇtoplasŵǇ Ŷeďo je poŵoĐí ƌeǀeƌzŶí tƌaŶskƌipĐe přepsáŶa Ŷa dsDNA.  

U ssDNA ǀiƌů pƌoŶiká ssDNA do jádƌa ďuňkǇ, kde je dosyntetizováno druhé vlákno. Vzniká tak 

minichromozom, který je replikován a exprimuje plášťoǀý pƌoteiŶ, kteƌý oďaluje ǀzŶikajíĐí ssDNA. 
(Monsalve-Fonnegra, Argüello-Astorga, & Rivera-Bustamante, 2002) 

ŠířeŶí ǀiƌu po ƌostliŶě pƌoďíhá Ŷa dǀou základŶíĐh úƌoǀŶíĐh. Na kƌátkou ǀzdáleŶost ;z ďuňkǇ do 
ďuňkǇͿ a Ŷa dlouhou ǀzdáleŶost ;z oƌgáŶu do oƌgáŶuͿ.  

Na kƌátkou ǀzdáleŶost se šíří ǀiƌioŶǇ hlaǀŶě poŵoĐí plasŵodesŵat. Těŵi se ŵůže ǀiƌus šířit ǀe foƌŵě 
RNA, nukleopƌoteiŶoǀýĐh koŵpleǆů Ŷeďo ĐelýĐh ǀiƌoplazŵat, Đož jsou stƌuktuƌǇ odǀozeŶé od 
endoplasmatického retikula, ve kterých probíhá proces replikace viru. (Osman & Buck, 1996)  

Plasmodesmata ǀšak Ŷejsou ǀždǇ pƌo šířeŶí ǀiƌu dostatečŶě šiƌoká a pƌoto eǆistuje u ǀiƌů Ŷěkolik 
stƌategií, jak toŵuto tƌaŶspoƌtu poŵoĐi. Příkladeŵ těĐhto stƌategií je Ŷapříklad ƌozšířeŶí 
plasmodesmat pomocí movement proteinu (Howard, Heppler, Krishnamurthy, Payton, & Verchot-

Lubicz, 2004), vzniku proteinového kanálku (Kasteel, Wellink, Goldbach, & Van Lent, 1997) nebo 

ǀǇtǀořeŶí koŵpleǆu s ŵoǀeŵeŶt pƌoteiŶeŵ, kteƌý je ŵeŶší Ŷež ǀiƌoǀá částiĐe (Beachy & Heinlein, 

2000).  

Šíření Ŷa dlouhou ǀzdáleŶost pƌoďíhá hlaǀŶě skrze floéŵ. Při šířeŶí Ŷa dlouhou ǀzdáleŶost se ǀiƌus 
ŵůže ǀǇskǇtoǀat, ale i ŵŶožit ǀe ǀětšiŶě částí ƌostliŶǇ. Někteƌé z částí bývají zpravidla nenapadeny. 

Příkladeŵ jsou apikálŶí ŵeƌistéŵǇ, kteƌé ďýǀají ŶapadeŶǇ jeŶ ǀelŵi zřídka. Je to pƌaǀděpodoďŶě 
zapříčiŶěŶo ƌǇĐhlostí děleŶí a ŶepřítoŵŶosti ǀodiǀýĐh pletiǀ. 

 

PřeŶos viru z rostliny na rostlinu 

Pƌo přeŶos ŵezi ƌostliŶaŵi bývá důležité ŵeĐhaŶiĐké ŶaƌušeŶí ďuŶěčŶé stěŶǇ a plasŵatiĐké 
membrány. Samotný virus není z praǀidla takoǀého ŶaƌušeŶí sĐhopeŶ a pƌoto ǀǇužíǀá ǀětšiŶa ǀiƌů  
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k toŵuto účelu ǀektoƌǇ čili přeŶašeče. PřeŶašečeŵ ŵůže ďýt hŵǇz, hlíst, houďa, ale i paƌazitiĐká 
rostlina. (Andret-Link & Fuchs, 2005) 

Podle vztahu ǀektoƌu a ǀiƌu ŵůžeŵe ƌozdělit ǀiƌǇ Ŷa ŶepeƌzisteŶtŶí a peƌzisteŶtŶí.  

NepeƌzisteŶtŶí ǀiƌǇ se ǀážou Ŷa ústŶí ústƌojí přeŶašeče a ŶedoĐhází k šířeŶí aŶi ŵŶožeŶí ǀiƌu ve 

vektoru. Viƌus ŵůže ďýt přeŶeseŶ Ŷa Ŷoǀou ƌostliŶu již ďěheŵ Ŷěkolika ŵiŶut, ale sĐhopŶost přeŶosu 
ǀektoƌ časeŵ ztƌatí. 

PeƌzisteŶtŶí ǀiƌǇ ŵohou ďýt ǀektoƌeŵ přeŶeseŶǇ až ďěheŵ Ŷěkolika hodiŶ či dŶů. Viƌus se totiž ǀe 
ǀektoƌu šíří a ŶěkdǇ i ŵŶoží. Jakŵile ǀiƌus přejde do těla přeŶašeče, je přeŶašeč sĐhopeŶ šířit ǀiƌus po 
zďǇtek sǀého žiǀota a ŵůže ďýt přeŶosŶý i Ŷa jeho potoŵstǀo. ;Musil, Kǀíčala, & Leškoǀá, ϭϵϴϭͿ 

ViƌǇ, kteƌé Ŷejsou přeŶášeŶǇ ǀektoƌǇ se do ďuňkǇ ŵohou dostáǀat pasiǀŶě. PasiǀŶí Đestou ŵůže ďýt 
Ŷapříklad mechanický kontakt poƌaŶěŶýĐh částí ƌostliŶǇ a poŵoĐí zahƌadŶiĐkého ŶáčiŶí, vegetativní 

ƌozŵŶožoǀáŶí ƌostliŶ, ale také pƌostředŶiĐtǀíŵ seŵeŶ Ŷeďo pǇlu. (Johansen, Edwards, & Hampton, 

1994) 

 

Virus tabákové mozaiky 

Virus tabákové mozaiky (TMV) je nejdéle známým druhem viru a dá se poǀažoǀat za 
ŶejpƌozkouŵaŶější ǀiƌus ǀůďeĐ. Má jedŶoduĐhou tǇčiŶkoǀou stƌuktuƌu a jeho geŶoŵ je uložeŶ ǀ 
(+)ssRNA. Taxonomicky ho řadíŵe ŵezi Viƌgaǀiƌidae, ƌod Tobamovirus. 

TMV stál u saŵého počátku ǀiƌologie, za kteƌý ŵůžeŵe poǀažoǀat rok 1892, kdy HolaŶďaŶ MaƌtiŶus 
Beijerink publikoval svou práci. Pƌoǀedl pokus, při kteƌéŵ eǆtƌahoǀal šťáǀu z ŶakažeŶé ƌostliŶǇ a 

procedil ji velmi jemným filtrem, tím ďǇ ŶeŵělǇ pƌojít žádŶé částiĐe dosahujíĐí ǀelikosti ďakteƌií. Tuto 
šťáǀu použil k iŶfikoǀáŶí dalšíĐh ƌostliŶ. A jelikož ƌostliŶǇ infikované takto získanou tekutinou 

ǀǇkazoǀalǇ zŶáŵkǇ ŶakažeŶí stejŶýŵ patogeŶeŵ, usoudil, že se ŵusí jedŶat o částiĐe ŵeŶší Ŷež jsou 
bakterie. O šťáǀě hoǀořil jako o „contagious living fluid.͞ Což ďǇ se dalo přeložit jako Ŷakažliǀá žijíĐí 
tekutina a pro její popsáŶí použil sloǀo „virus͞ (Z latiny „jed͞). (Beijerinck, 1898) 

Virus mozaiky tabáku má mnoho vlastností, díky kterým je ideálním modelovým organismem. 

NakažeŶé ƌostliŶǇ pƌodukují takoǀé ŵŶožstǀí TMV, že iŶkluzŶí tělíska kƌǇstaliĐkýĐh ǀiƌioŶů jsou 
v infikovaných listech viditelná pod elektronovým mikroskopem. Pƌo přeŶos TMV ŶeŶí ŶutŶý hŵǇz, 
aŶi žádŶý jiŶý ǀektoƌ. PřeŶáší se pouhýŵ koŶtakteŵ poƌaŶěŶýĐh ŵíst. Viƌus zaďƌaňuje ǀ ƌostliŶě 
rozvoji chloroplastů a tíŵ způsoďuje rostliŶŶou zakƌŶělost ;ǀiz. oďƌ. ϭ) a typický mozaikový vzor na 

listech (viz. obr. 2). 
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Obr. 1: (A) Zdravá rostlina 

;BͿ RostliŶa ŶakažeŶá TMV 
Přeǀzato (Allard, 1914) 

 

TMV je ŶaǀíĐ silŶě staďilŶí ǀiƌus, kteƌý ǀ iŶ ǀitƌo podŵíŶkáĐh ǀǇdƌží žiǀotasĐhopŶý ǀeliĐe dlouho. 
Například čištěŶý ǀiƌus ŵůže při teplotě ϱ°C ǀǇdƌžet až ϱϬ let. Jeho staďilita ǀǇplýǀá z hustoty virových 

částiĐ. (Scholthof, 2003) 

V histoƌii eǆistuje ŵŶoho oďjeǀů, ke kteƌýŵ se došlo za poŵoĐi viru tabákové mozaiky. TMV byl 

prvním z rostliny chemicky vypurifikovaným virem (Bawden, Pirie, Bernal, & Fankuchen, 1936), byl to 

první virus vizualizovaný v elektronovém mikroskopu (Kausche, Pfankuch, & Ruska, 1939), RNA TMV 

ďǇla použita při pokuseĐh dokazujíĐíĐh, že Ŷukleoǀé kǇseliŶǇ jsou Ŷositelkaŵi geŶetiĐké iŶfoƌŵaĐe a 
že pouhá RNA stačí k infikování rostliny virem (Fraenkel-Conrat, 1956) a u TMV byl poprvé v historii 

osekvenován celý genom ;Goelet, a další, ϭϵϴϮͿ 
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Obr. 2: Mozaikový vzor na listu mladé rostliny 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Bagley, 2001) 

 

 

 

Genom TMV 

Genom mozaiky tabáku je dlouhý přiďližŶě ϲ,ϰkď. Nese genetickou informaci pro 4 polypeptidy. A to 

pƌo polǇŵeƌázu, kteƌá je kódoǀáŶa dǀěŵa oteǀřeŶýŵi čteĐíŵi ƌáŵĐi, pohǇďoǀý pƌoteiŶ ;MPͿ a 
obalový protein (CP). Na 5͚ koŶĐi je ŵethǇloǀá čepička. Na ϯ͚ koŶĐi Ŷajdeŵe ϮϬϰ Ŷukleotidů dlouhou 
3͛NTR oblast, kteƌá Ŷekóduje žádŶý pƌoteiŶ a postƌádá polǇ;AͿ sekǀeŶĐi. (Zaitlin, 1999) ;Sleat, a další, 
1987) (Cann, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 3: Genom TMV 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Cann, 2012) 
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Virová částice TMV a její assembly 

Viƌoǀé částiĐe TMV ŵají jedŶoduĐhý tǇčiŶkoǀitý tǀaƌ o délĐe přiďližŶě ϯϬϬŶŵ a pƌůŵěƌu ϭ8nm. 

UǀŶitř se ŶaĐhází ĐeŶtƌálŶí otǀoƌ o pƌůŵěƌu ϰŶŵ. Nukleoǀá kǇseliŶa je helikálŶě stočeŶá uǀŶitř 
proteinového obalu s pƌůŵěƌeŵ ϲ-8nm. (Lauffer, 1944)   

Na RNA jsou navázané pƌoteiŶoǀé podjedŶotkǇ, kteƌé ŵají stejŶě stočeŶou strukturu jako nukleová 

kyselina. (Klug A. , 1979) (viz obr. 4) Viƌoǀá částiĐe oďsahuje RNA o délĐe ϲϯϵϱ Ŷukleotidů a Ŷa každé 
tři ŶukleotidǇ se ǀáže jedŶa pƌoteiŶoǀá podjedŶotka. To odpoǀídá přiďližŶéŵu počtu ϮϭϯϬ 
podjednotek na jedŶu ǀiƌoǀou částiĐi (Butler P. J., 1999) 

 

 

Oďƌ. ϰ: Stƌuktuƌa TMV částiĐe 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Caspar, 1963) 

 

Viƌoǀá částiĐe ǀzŶiká ďěheŵ pƌoĐesu asseŵďlǇ Ŷeďoli sďaloǀáŶí. Běheŵ tohoto procesu spolu 

interaguje virová RNA a podjednotky obalového proteinu (CP). 

Pro zahájení procesu assembly je zásadní, aby z proteinových podjednotek vznikly tzv. 20S disky. 

Každý disk je tǀořeŶ ϭϳ podjedŶotkaŵi a pƌoĐes jejiĐh ǀzŶiku je záǀislý Ŷa hodŶotě pH pƌostředí. 

Ideální pH pro tvorbu 20S disků je ŶeutƌálŶí. Koleŵ hodŶotǇ pH ϳ se přiďližŶě ϴϬ% CP ŶaĐhází ǀe 
foƌŵě ϮϬS disků. ZďǇlýĐh ϮϬ% bývá rozptýleno ve foƌŵě ϰS agƌegátů ;A-pƌoteiŶůͿ (Butler, Bloomer, & 

Finch, 1992) V míƌŶě zásaditéŵ pƌostředí přeǀažují ŵeŶší shlukǇ A-pƌoteiŶů. V pƌostředí ŵíƌŶě 
kyselém se CP shlukují do formy single helixu. (viz. obr 5) (Klug A. , 1999) Na ƌozŵezí Ŷejǀětšího 
ǀýskǇtu siŶgle heliǆu a ϮϬS disků se dá najít struktura známá jako lock washer. Přestože se ǀolŶé loĐk 
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washer struktury na samotném assembly nepodílejí, mohou se z nich složit ǀiƌus like paƌtikles, kteƌé 
neobsahují RNA a nemají proto definovanou délku. (Butler & Klug, 1978) 

RNA taďákoǀé ŵozaikǇ ŵá poďlíž sǀého 3͚ konce origin of assembly(OAS). OAS je orientován ve 

sŵěƌu ϯ͚→ ϱ͚ a je dlouhý přiďližŶě ϯϬϬ Ŷukleotidů. VǇtǀáří ǀláseŶkoǀitou stƌuktuƌu, na které najdeme 

charakteristickou sekvenci AAGAAGUCG. Tato sekvence hraje důležitou roli během iniciace 
assembly. Je totiž jako první rozeznávána při vazně disků na RNA. (Turner, Joyce, & Butler, 1988) 

(Zimmern, 1977) 

Vzniklá vlásenka je vtahována do centrálního otvoru ϮϬS disku. Oďa koŶĐe RNA ǀǇčŶíǀají z centrální 

dutiŶǇ Ŷa stejŶé stƌaŶě (viz obr. 6). PƌodlužoǀáŶí pƌoďíhá Ŷa oďou koŶĐíĐh RNA, jen s rozdílnou 

rychlostí. PřipojoǀáŶí pƌoteiŶoǀýĐh disků je ƌǇĐhlejší Ŷa ϱ͚ konci. Po ŶaǀázáŶí zŵěŶí každý ϮϬS disk 

svou konforŵaĐi Ŷa loĐk ǁasheƌ foƌŵu, kteƌá uŵožňuje těsŶé ŶaǀázáŶí disku Ŷa ǀzŶikajíĐí částiĐi.  
Růst částiĐe se zastaǀí až ǀe Đhǀíli, kdǇ je Đelá částiĐe oďaleŶa pƌoteiŶǇ. (Dimmock, Easton, & Leppard, 

2016) (Butler P. J., 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Diagƌaŵ zŶázoƌňujíĐí shlukoǀáŶí podjedŶotek oďaloǀého pƌoteiŶu ǀ závislosti na pH. 

VǇkƌesleŶé hƌaŶiĐe zŶázoƌňují při jakýĐh podŵíŶkáĐh se oďjeǀují ǀětší dƌuhǇ agƌegátů. NezŶaŵeŶá to 
ǀšak, že ďǇ ǀšeĐhŶǇ ŵeŶší dƌuhǇ ǀ toŵto okaŵžiku zcela vymizely. 

Přeǀzato (Dimmock, Easton, & Leppard, 2016) 
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Obr. 6: Model asseŵďlǇ TMV částiĐe. 
(a) Vtahování vlásenky do centrálního otvoru prvního disku. 

(b) ZačleŶěŶí RNA ŵezi ǀƌstǀǇ oďaloǀýĐh pƌoteiŶů a zŵěŶa koŶfoƌŵaĐe disku. 

(c) 5͚ koŶeĐ RNA pƌoĐhází zpět ĐeŶtƌálŶíŵ otǀoƌeŵ, ǀǇtǀáří tak tƌaǀelliŶg loop, Ŷa kteƌou se ǀ rychlém 

sledu ǀáží další diskǇ. (Váží se i Ŷa ϯ͚ konec, jen pomaleji) 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Cann, 2012) 

 

 

Rostlinné expresní systémy 

RostliŶŶé eǆpƌesŶí sǇstéŵǇ ŵají opƌoti jiŶýŵ dŶes ǀǇužíǀaŶý sǇstéŵůŵ ŵŶoho nesporných výhod. Za 

jednu z výhod ŵůžeŵe uƌčitě poǀažoǀat ĐeŶu. Ta je opƌoti jiŶýŵ sǇstéŵůŵ ǀelŵi Ŷízká hlaǀŶě kǀůli 
nákladůŵ na kultivaci rostlin. RostliŶáŵ totiž stačí přísuŶ základŶíĐh ŵiŶeƌálů, sǀětla a ǀodǇ pƌo 
ǀšeĐhŶǇ požadoǀaŶé ďiologiĐké fuŶkĐe. RostliŶǇ dokáží pƌodukoǀat poŵěƌŶě ǀelké ŵŶožstǀí 
rekombiŶaŶtŶíĐh pƌoteiŶů za ƌelatiǀŶě kƌátkou doďu. Pƌodukují ǀelké ŵŶožstǀí ďioŵasǇ a pƌoto jsou 
vhodŶé i pƌo ŵolekuláƌŶí faƌŵařeŶí v polŶíŵ ŵěřítku. (Fischer & Emans, 2000) 

Další ǀýhodou je jistě fakt, že ƌostliŶŶé ďuňkǇ jsou Ŷa ƌozdíl od ďakteƌiálŶíĐh ďuŶěk eukaƌǇotŶí a 
pƌoto u ŶiĐh eǆistují důležité post-tƌaŶslačŶí ŵodifikaĐe (glykosylace, fosforylace atd). I kdǇž zde je 
důležité zŵíŶit, že Ŷe ǀšeĐhŶǇ post-tƌaŶslačŶí ŵodifikaĐe ƌostliŶ jsou totožŶé s modifikacemi 

žiǀočišŶýŵi. Například N-glykosylace probíhající v eŶdoplasŵatiĐkŵ ƌetikulu je totožŶá u ŶěkteƌýĐh 
ƌostliŶ i žiǀočiĐhů, ale ŶásledŶá N-glykosylace ǀ Golgiho apaƌátu již ǀede k jiným ǀzoƌĐůŵ. 
V ŶěkteƌýĐh případeĐh ƌozdíl ǀ glǇkosǇlaĐi ŶeŵěŶí ǀlastŶosti pƌoduktu a ŶeŶí pƌoto překážkou. 
;VaƋueƌo, a další, ϭϵϵϵͿ Pokud ďǇ ale překážkou ďǇla, existují dnes rostliny s upravenými post-

tƌaŶslačŶíŵi dƌahami. Příkladeŵ je Ŷapříklad staďilŶě geŶetiĐkǇ ŵodifikoǀaŶá ƌostliŶa N. 

ďeŶthaŵiaŶa ΔXF, jejíž N- glǇkosǇlačŶí  dráha byla upravena tak, aby  N-glǇkaŶǇ glǇkopƌoteiŶů  
neobsahovaly specifické rostlinné  sacharidové zbytky beta 1,2 -xylózu a alfa1,3 fukózu.  (Strasser, a 

další, ϮϬϬϴͿ 
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Při pƌodukĐi ƌekoŵďiŶaŶtŶíĐh pƌoteiŶů ǀ pƌokaƌǇoteĐh je potřeďa odstƌaŶit i stopoǀá ŵŶožstǀí 
eŶdotoǆiŶů pocházející z ďuŶěčŶýĐh stěŶ bakterií. TǇ totiž ŵohou způsoďoǀat ǀelŵi ŶeďezpečŶé 
odpoǀědi iŵuŶitŶího sǇstéŵ. MŶožstǀí eukaƌǇotŶíĐh pƌoteiŶů se ŶaǀíĐ ǀ bakteriích produkuje 

v deŶatuƌoǀaŶýĐh foƌŵáĐh. OdstƌaňoǀáŶí eŶdotoǆiŶů i zpƌaĐoǀáŶí deŶatuƌoǀaŶýĐh foƌeŵ pƌoteiŶů 
jsou ǀelŵi ŶákladŶé pƌoĐesǇ, kteƌýŵ ďǇ se dalo předejít ŶahƌazeŶíŵ pƌokaƌǇotŶíĐh eǆpƌesŶíĐh 
systémů sǇstéŵǇ ƌostliŶŶýŵi. (Chen, Casini, Harrison, & Garcea, 2001) U rostlin se nemusíme bát 

přítoŵŶosti saǀčíĐh patogeŶů ;Ŷapříklad ǀiƌůͿ aŶi toǆiŶů. 

Překážkou pƌo použíǀáŶí ǀšeĐh eǆpƌesŶíĐh sǇstéŵů je ǀždǇ Ŷákladná purifikace. Její cena je sice u 

ǀětšiŶǇ ǀǇužíǀaŶýĐh sǇstéŵů podoďŶá, ale ǀýhodou rostlin v otázce purifikace by mohla být exprese 

ƌekoŵďiŶaŶtŶíĐh pƌoteiŶů ǀ jedlýĐh částeĐh ƌostliŶǇ. TǇ ďǇ pak ŵohlǇ ďýt podáǀáŶǇ oƌálŶě ďez 
potřeďǇ dalšího složitého zpƌaĐoǀáŶí. Takto připravená biofarmaceutika by mohla být distribuována 

ǀe foƌŵě seŵeŶ, hlíz a plodů. Velmi by poŵohla při skladoǀáŶí pƌoduktů Ŷeďo při přeǀozu a podáǀáŶí 
léčiǀ ǀ ƌozǀojoǀýĐh zeŵíĐh. ;Sala, a další, ϮϬϬϯͿ 

Již dŶes se ǀǇužíǀá ƌostliŶŶýĐh eǆpƌesŶíĐh sǇstéŵů pƌo pƌodukĐi ŶěkteƌýĐh Ŷa tƌhu dostupŶýĐh 
faƌŵaĐeutik. Například ǀ KaŶadě pƌodukoǀaŶý hiƌudiŶ, pƌoteiŶ pijavic zaďƌaňující sƌážeŶí kƌǀe 
(Giddings, Allison, Brooks, & Carter, 2000), dále pak Taliglucerasa alfa, lék pƌo léčďu GauĐheƌoǀǇ 
choroby produkovaný v ďuŶěčŶé suspeŶzi ŵƌkǀe (Grabowski, Golembo, & Shaaltiel, 2014), TrypZean, 

ƌekoŵďiŶaŶtŶí ďoǀiŶŶí tƌǇpsiŶ pƌodukoǀaŶý ǀ kukuřiĐi (Krishnan & Susan, 2014) nebo ZMapp, 

koŵďiŶaĐe tří pƌotilátek pƌodukoǀaŶýĐh ǀ NiĐotiaŶa ďeŶthaŵiaŶa, kteƌé slouží jako ŵedikaŵeŶt 
proti Ebole. (Chen & Davis, The potential of plants as a system for the development and production 

of human biologics, 2016) 

AďǇ se ŵohlǇ ƌostliŶŶé eǆpƌesŶí sǇstéŵǇ ǀǇužíǀat ǀ šiƌšíŵ ŵěřítku, je potřeďa ǀǇřešit otázku 
ďezpečŶosti. VeřejŶost ŵá strach z úniku traŶsgeŶŶíĐh oƌgaŶisŵů do příƌodǇ, ale i z dopadu na lidské 

zdraví. K úniku celé tƌaŶsgeŶŶí ƌostliŶǇ do příƌodǇ ŵůže dojít skƌze ǀegetatiǀŶí ƌozŵŶožoǀáŶí, ale i po 
úŶiku tƌaŶsgeŶŶího pǇlu Ŷeďo seŵeŶ. Při takoǀéŵ úŶiku ďǇ ŵohlo dojít ke zkřížeŶí GMO 
s příďuzŶýŵi dƌuhǇ. Eǆistuje dŶes ŵŶožstǀí zkouŵaŶýĐh postupů, jak se s tímto problémem 

ǀǇpořádat a ǀǇtǀořit Đo ŶejďezpečŶější GMO. Mezi zkoumaŶé ŵetodǇ dŶes patří Ŷapříklad ǀǇužíǀáŶí 
genové nekompatibility, saŵčí steƌilitǇ, koŶtƌolǇ doƌŵaŶĐe, ƌostliŶŶé autogaŵie Ŷeďo 
seďeǀƌažedŶýĐh geŶů. ;Stogeƌ, a další, ϮϬϬϮͿ  BezpečŶý pǇl ďǇ se dal zajistit tƌaŶsfoƌŵaĐí 
plastidového genomu namísto genomu jaderného. Při plastidové transformaci nehrozí riziko úniku 

tƌaŶsgeŶŶího pǇlu, pƌotože seŵiautoŶoŵŶí oƌgaŶelǇ se u ǀětšiŶǇ dƌuhů dědí jeŶ ŵateƌŶálŶě. 
(Daniell, Datta, Varma, Gray, & Lee, 1998)  Jedním z dopadů Ŷa lidské zdƌaǀí při koŶzuŵaĐi geŶetiĐkǇ 
modifikovaných plodin by mohly ďýt ŶepřiŵěřeŶé aleƌgiĐké ƌeakĐe. Je ǀeliĐe těžké předpoǀědět, zda 
ďude pƌoteiŶ aleƌgeŶeŵ Ŷa základě stƌuktuƌǇ Ŷeďo uspořádání aminokyselin. I přes přísŶé testoǀáŶí 
každého geŶetiĐkǇ ŵodifikoǀaŶého oƌgaŶisŵu se ǀždǇ ŵůže Ŷajít páƌ jediŶĐů, kteří ďudou Ŷa Ŷoǀé 
látkǇ aleƌgičtí. Na dƌuhou stƌaŶu, ŵetodǇ geŶetiĐkého iŶžeŶýƌstǀí ;Například geŶe sileŶĐiŶgͿ ďǇ se 
dalǇ ǀǇužít pƌo ďlokaĐi aleƌgeŶů ǀ rostlinách. (Weil, 2005) 

Eǆistují dǀa základŶí dƌuhǇ eǆpƌese pƌoteiŶů ǀ rostlinách. A to exprese stabilní a transientní.  

(Garabagi, McLean, & Hall, 2012) 
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Stabilní rostlinná exprese 

Pƌo ǀǇtǀořeŶí staďilŶího eǆpƌesŶího sǇstéŵu je Ŷejdříǀe ŶutŶé modifikovat genom rostliny a to 

ǀložeŶíŵ genu pƌo požadoǀaŶý pƌoteiŶu do geŶoŵu jádƌa Ŷeďo plastidu ƌostliŶŶé ďuňkǇ. Z takto 

tƌaŶsfoƌŵoǀaŶé ďuňkǇ je posléze pomocí techŶik tkáňoǀýĐh kultuƌ ǀǇpěstoǀáŶa celá transgenní 

ƌostliŶa.  Pokud začleŶěŶý geŶ zůstaŶe ǀ geŶoŵu ƌostliŶǇ, je pak předáǀáŶ Ŷa potoŵkǇ dle 
geŶetiĐkýĐh zákoŶů. Nevýhodou staďilŶí eǆpƌese opƌoti tƌaŶsieŶtŶí je délka Đelého pƌoĐesu, ďěheŵ 
kteƌého je potřeďa připƌaǀit transgenní rostlinu.  

Existují dva základní druhy stabilních rostlinných expresí. A to exprese jaderná a plastidová. 

Plastidoǀá eǆpƌese ŵá opƌoti jadeƌŶé Ŷěkolik ǀýhod. V ƌostliŶě se ŶaĐhází ǀětšiŶou ǀelké ŵŶožstǀí 
plastidů a pƌoto ŵůže ďýt po spƌáǀŶéŵ ŶaŵŶožeŶí tƌaŶsfoƌŵoǀaŶýĐh plastidů očekáǀáŶa silŶější 
exprese. Exprimované proteiny se kumulují v plastidech, díky tomu se dají produkovat i proteiny pro 

rostliŶǇ toǆiĐké. U plastidů je geŶ ǀkládáŶ ǀždǇ do stejŶýĐh ŵíst a téŵěř u ŶiĐh ŶedoĐhází ke gene 

silencingu. ZatíŵĐo při ǀkládáŶí do jádƌa se geŶ začleňuje ŶáhodŶýŵ způsoďeŵ. (Scotti, Rigano, & 

Cardi, 2012)  Plastidoǀá eǆpƌese je také ďezpečŶější, pƌotože tƌaŶsfoƌŵoǀaŶé plastidǇ se dědí jen 

ŵateƌŶálŶě, Đož ŵá za Ŷásledek ďezpečŶý pǇl ŶeoďsahujíĐí tƌaŶsgeŶŶí plastidǇ. (Daniell, Datta, 

Varma, Gray, & Lee, 1998)   Nevýhodou plastidové exprese je naprostá ŶepřítoŵŶost eukaƌǇotŶíĐh 
post-tƌaŶslačŶíĐh ŵodifikaĐí pƌoteiŶů. Nehodí se pƌoto pƌo pƌodukĐi pƌoteiŶů, které tyto modifikace 

ǀǇžadují. Přípƌaǀa plastidoǀé eǆpƌese je ďohužel ǀelŵi ŶáƌočŶá. Je potřeďa ǀǇselektoǀat ďuňku, kteƌá 
bude mít jen transformované chloroplasty. Wild-tǇpe plastidǇ se totiž ǀ ďuňĐe ŵŶoží ƌǇĐhleji a ďuňka 
časeŵ ztƌatí sĐhopŶost eǆpƌiŵoǀat ĐhtěŶý pƌoteiŶ. (Daniell, Khan, & Allison, 2002) 

Eǆistují dǀa ŶejpoužíǀaŶější postupǇ, jak připƌaǀit transgenní rostlinu pro stabilní expresi. Metoda 

BiolistiĐká Ŷeďo ŵetoda ǀǇužíǀajíĐí AgƌoďaĐteƌiuŵ tuŵefaĐieŶs.  

BiolistiĐká ŵetoda je ǀhodŶá pƌo ǀŶášeŶí geŶu do jadeƌŶého, ale i plastidoǀého geŶoŵu. Metoda se 

pƌoǀádí tak, že se geŶetiĐký ŵateƌiál ŶeĐhá aďsoƌďoǀat Ŷa koǀoǀé částiĐe ;Ŷejčastěji zlaté nebo 

ǁolfƌaŵoǀéͿ a těŵito částiĐeŵi je poŵoĐí geŶoǀé pistole ďoŵďaƌdoǀáŶa ƌostliŶŶá ďuňka. DNA se 
v ďuňĐe z částiĐ uǀolŶí a ŵůže se začleŶit do geŶoŵu. Posléze pƌoďíhá selekĐe ďuŶěk, do kteƌýĐh se 
spƌáǀŶě začleŶil požadoǀaŶý geŶ a tǇ se ŶásledŶě kultiǀují. (Maenpaa, Gonzalez, Ahlandsberg, & 

Jansson, 1999) (Kikkert, Vidal, & Reisch, 2005)  

Metoda ǀǇužíǀajíĐí A. tumefaciens je vhodná jediŶě pƌo eǆpƌesi jadeƌŶou. SaŵotŶá A. tuŵefaĐieŶs je 
gram-negativní bakterie vyskytující se v půdě. Jako rostlinný patogeŶ ŶapadajíĐí dǀouděložŶé ƌostliŶǇ 
je zŶáŵá od počátku ϮϬ. století, ale pƌo geŶoǀé iŶžeŶýƌstǀí se ǀǇužíǀá jeŶ posledŶíĐh ϯϬ let. Bakterie 

obsahuje T-DNA ;tƌaŶsfeƌͿ, kteƌá se ďěheŵ iŶfekčŶího pƌoĐesu začleŶí do jadeƌŶého geŶoŵu 
ƌostliŶŶé ďuňkǇ. T-DNA je součástí Ti-plasmidu. V ŶapadeŶé ďuňĐe je po ǀǇštěpeŶí z Ti-plasmidu 

dopƌaǀeŶa do jádƌa, kde se ŵůže ŶáhodŶě iŶtegƌoǀat do jadeƌŶého geŶoŵu ďuňkǇ. V příƌodě 
způsoďuje T-DNA zǀýšeŶou eǆpƌesi ƌůstoǀýĐh hoƌŵoŶů ;AuǆiŶǇ a ĐǇtokiŶiŶǇͿ, Đož ŵá za Ŷásledek ƌůst 

Ŷádoƌů. ;ChiltoŶ, a další, ϭϵϳϳͿ Běheŵ ǀǇtǀářeŶí požadoǀaŶého sǇstéŵu se Ŷejpƌǀe připƌaǀí 
ŵodifikoǀaŶá ďakteƌie, do jejíhož T-DNA se ǀloží požadoǀaŶý geŶ. Těŵito ŵodifikoǀaŶýŵi ďakteƌieŵi 
se posléze infikuje rostlina, do jejíhož geŶoŵu se T-DNA zakomponuje na náhodné místo. Z každé 
iŶfikoǀaŶé ďuňkǇ se ŵůže ŶásledŶě ǀǇpěstoǀat Đelá tƌaŶsgeŶŶí ƌostliŶa. Kǀůli ƌůzŶýŵ začleŶěŶíŵ do 
geŶoŵu ƌostliŶ ŵůže ǀzŶikat ƌůzŶé ŵŶožstǀí ǀaƌiaďilŶíĐh liŶií s ƌůzŶýŵ stupŶěŵ eǆpƌese. 
(Schilperoort & Hooykaas, 1992) (Nester, 2014) 
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Pro práci v laďoƌatoři se použíǀají upƌaǀeŶé kŵeŶǇ A. tuŵefaĐieŶs. Mimo jiných modifikací v Ti 

plasŵidu těŵto kŵeŶůŵ ĐhǇďí oďlast T-DNA. Ta je jim dodávána ve foƌŵě ďiŶáƌŶího ǀektoƌu. (Lee & 

Gelvin, 2008) 

 

Transientní rostlinná exprese 

Přípƌaǀa tƌaŶsgenních rostlin pƌo staďilŶí eǆpƌesi je často ǀelŵi zdlouhaǀý pƌoĐes. Opƌoti toŵu je 
tƌaŶsieŶtŶí Ŷeďoli přeĐhodŶá eǆpƌese ŵŶoheŵ ƌǇĐhlejší, ŵéŶě ŶáƌočŶá a často pƌodukuje i ǀětší 
ŵŶožstǀí požadoǀaŶého pƌoteiŶu. 

Eǆistují dǀa ǀǇužíǀaŶé postupǇ pƌo přípƌaǀu tƌaŶsieŶtŶí ƌostliŶŶé eǆpƌese. A to agroinfiltrace a ǀǇužití 
ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů. 

Při agƌoiŶfiltƌaĐi se geŶ pƌo požadoǀaŶý pƌoteiŶ ǀkládá do jadeƌ jeŶ ŶěkteƌýĐh ďuŶěk ǀ ƌostliŶě. 
MeĐhaŶiĐkǇ se to pƌoǀádí tak, že se vpravuje suspenze A. tumefaciens nesoucí binární vektor do 

ŵeziďuŶěčŶýĐh pƌostoƌ listů. V ŶiĐh doĐhází k přeĐhodŶé eǆtƌaĐhƌoŵozoŵálŶí eǆpƌesi. Integrace do 

DNA ŵá ǀelŵi ŵalou pƌaǀděpodobnost a proto exprese z Ŷí Ŷehƌaje téŵěř žádŶou ƌoli. Metoda 

způsoďuje ǀ ƌostliŶě ǀǇsoký stupeň eǆpƌese požadoǀaŶého pƌoteiŶů za poŵěƌŶě kƌátkou doďu, ŶeŶí 
ale ŵoĐ ǀhodŶá pƌo koŵeƌčŶí ǀǇužíǀáŶí, jelikož k geŶe sileŶĐiŶgu doĐhází již po Ŷěkolika dŶeĐh. 
;CheŶ, a další, ϮϬϭϯͿ 

 

Virové vektory 

RostliŶŶé ǀiƌǇ jsou díkǇ sǀýŵ ǀlastŶosteŵ ǀhodŶé pƌo tǀoƌďu ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů. Díky rychlosti jejich 

žiǀotŶího ĐǇklu se dá spolehŶout i Ŷa poŵěƌŶě ƌǇĐhlou pƌoteiŶoǀou eǆpƌesi. ViƌǇ se doǀedou 
v ƌostliŶě šířit a exprese proto neprobíhá jen v ŵeĐhaŶiĐkǇ ǀǇďƌaŶýĐh ďuňkáĐh. Další ǀýhodou je 
uƌčitě šiƌoký okƌuh hostitelů, kteƌý Ŷáŵ doǀoluje ǀǇužití stejŶého koŶstƌuktu pƌo eǆpƌesi ǀ ƌůzŶýĐh 
rostlinných druzích. Díky schopnosti ŶěkteƌýĐh ǀiƌů koiŶfikoǀat ƌostliŶŶou ďuňku, aŶiž ďǇ ŵezi seďou 
koŵpetitoǀalǇ, ŵůžeŵe ǀǇužít ǀiƌoǀé ǀektoƌǇ pƌo eǆpƌesi dǀou pƌoteiŶů v jedŶé ƌostliŶě. Příkladeŵ 
ŵůže ďýt eǆpƌese lehkého a těžkého řetězĐe pƌotilátkǇ. TeŶto způsoď ŵá ŵŶoheŵ ǀětší ǀýtěžkǇ Ŷež 
kdǇďǇ ďǇlǇ oďa pƌoteiŶǇ eǆpƌiŵoǀáŶǇ poŵoĐí ǀektoƌů odǀozeŶýĐh od stejŶého ǀiƌu. (Verch, Yusibov, 

& Koprowski, 1998) 

Pro eǆpƌesi poŵoĐí ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů ǀ ƌostliŶáĐh se Ŷejčastěji ǀǇužíǀají geŶoŵǇ odǀozeŶí od ;+ͿssRNA 
ǀiƌů ;TMV, CMV atd.Ϳ, i kdǇž se ǀ posledních letech pracuje na virových vektorech odvozených od 

ssDNA ǀiƌů, hlaǀŶě geŵiǀiƌů. U geŵiǀiƌů je ale problém (mimo jiného) s ǀǇštěpeŶím ssDNA z T-DNA. 

Proto je ŶutŶé do ďuŶěk ǀpƌaǀoǀat agƌoiŶfiltaĐí také eǆpƌesŶí kazetu pƌo Rep pƌoteiŶ, kteƌý ǀǇštěpeŶí 
zajistí. (Hefferon, 2014) 

Podle koŶstƌukĐe ƌozdělujeŵe ǀiƌoǀé ǀektoƌǇ Ŷa ǀektory první a druhé generace. 
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Vektory první generace 
 

Exprese pomocí virových ǀektoƌů pƌǀŶí geŶeƌaĐe (strategie „full virus͞) je založeŶa na ǀložeŶí geŶu 
pƌo požadoǀaŶý pƌoteiŶ do geŶoŵu jiŶak ŶeupƌaǀeŶého ǀiƌu. Eǆistují dǀě ŵožŶosti jak eǆpƌiŵoǀat 
proteiŶ poŵoĐí ǀektoƌů pƌǀŶí geŶeƌaĐe. Buď se čteĐí ƌáŵeĐ pƌo požadoǀaŶý pƌoteiŶ uŵístí pod ǀiƌoǀý 
promotor a Ŷeďo se uŵístí do geŶu pƌo oďaloǀý pƌoteiŶ. Pokud je čteĐí ƌáŵeĐ uŵístěŶ sepaƌátŶě, 
ǀzŶiká při eǆpƌesi saŵotŶý pƌoteiŶ. V dƌuhéŵ případě ǀzŶikají ǀiƌoǀé částiĐe pƌezeŶtujíĐí pƌoteiŶ Ŷa 
sǀéŵ poǀƌĐhu ;ǀiz oďƌ. ϳͿ. Takto připƌaǀeŶé ǀiƌioŶǇ jsou často ozŶačoǀáŶǇ jako ĐhiŵéƌǇ. 
PƌoteiŶ/peptid pƌezeŶtujíĐí částiĐe jsou ǀǇužitelŶé jako poteŶĐioŶálŶí Ŷoǀé ǀakĐíŶǇ a to z toho 

důǀodu, že přítoŵŶost aŶtigeŶů Ŷa poǀƌĐhu ŵůže zǀýšit iŵuŶogeŶitu oƌgaŶisŵu. (Yusibov, 

Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006) 

¨ 

 

Oďƌ. ϳ: MožŶé eǆpƌese ƌekoŵďiŶaŶtŶíĐh pƌoteiŶů poŵoĐí ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů první generace 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Yusibov, Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006) 

 
 

 

Pƌo saŵotŶé iŶfikoǀáŶí ƌostliŶǇ se použije eŶkapsidoǀaŶý ǀiƌioŶ Ŷeďo iŶ ǀitƌo připƌaǀeŶá ǀiƌoǀá RNA 
smíchaná s kaƌďideŵ křeŵíku. TeŶ slouží jako ďƌusŶý ŵateƌiál a při ŶaŶášeŶí Ŷa list způsoďuje dƌoďŶá 
poƌaŶěŶí, kteƌýŵi se ŵůže ǀiƌus dostat do ƌostliŶǇ. Přípƌaǀa a pƌoǀedeŶí iŶfekĐe je fiŶaŶčŶě a 
teĐhŶiĐkǇ ŶáƌočŶé. Viƌoǀé ǀektoƌǇ pƌǀŶí geŶeƌaĐe ale ǀǇtǀářejí fuŶkčŶí částiĐe a tak se dá ǀǇužít i již 
infikovaného pletiǀa pƌo iŶfekĐi dalšíĐh ƌostliŶ a tíŵ sŶížit ŶákladǇ.  

Viƌoǀé ǀektoƌǇ pƌǀŶí geŶeƌaĐe ŵají Ŷěkolik Ŷeǀýhod, kteƌé ǀedlǇ ke ǀzŶiku ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů dƌuhé 
geŶeƌaĐe. I kdǇž se ǀiƌǇ ǀ ƌostliŶŶéŵ sǇstéŵu šíří, ŶeiŶfikují ǀšeĐhŶǇ ďuňkǇ a tíŵ se sŶižují 
potencionální výnosy. SilŶýŵ oŵezeŶíŵ pƌo ǀektoƌǇ pƌǀŶí geŶeƌaĐe je ŵaǆiŵálŶí ǀelikost iŶzeƌtů. 
Pokud je iŶzeƌt ŵoĐ ǀelký, dojde ǀětšiŶou ke ztƌátě části Ŷeďo Đelého tƌaŶsgeŶu. ;AǀesaŶi, a další, 
2007) StejŶé oŵezeŶí platí i při ǀkládáŶí iŶzeƌtu do geŶu pƌo CP. Velké iŶzeƌtǇ zde ŵohou způsoďit 
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špatŶé sďaloǀáŶí ǀiƌoǀýĐh částiĐ. A jelikož je zaĐhoǀáŶa sĐhopŶost tǀořit ǀiƌoǀé částiĐe, jsou ǀektoƌǇ 
pƌǀŶí geŶeƌaĐe ŶeďezpečŶé kǀůli ŵožŶéŵu úŶiku do příƌodǇ. (Gleba Y. K., 2007) 

 

Vektory druhé generace 

Vektory druhé generace neboli dekonstruované virové ǀektoƌǇ jsou založeŶǇ Ŷa odstƌaŶěŶí části 
virového genomu a jeho ŶahƌazeŶíŵ požadoǀaŶýŵ koŶstƌukteŵ. Pokud ďǇ posléze ĐhǇďělǇ Ŷěkteƌé 
z odstƌaŶěŶýĐh fuŶkĐí ǀiƌu, dají se nahradit pomocí transgenních rostlin nebo pomocnými viry. Pro 

iŶiĐiaĐi ǀiƌoǀé iŶfekĐe se u ǀektoƌů dƌuhé geŶeƌaĐe použíǀá A. tumefaciens, která nese ve svém         

T-DNA rekombinantní virus. Viƌoǀá RNA se posléze ǀǇtǀoří z DNA až ǀ ƌostliŶě. Tato metoda 

koŵďiŶuje ǀýhodǇ tří ďiologiĐkýĐh sǇstéŵů: ǀǇsokou tƌaŶsfekčŶí účiŶŶost AgƌoďaĐteƌia, ƌǇĐhlost a 
silŶou eǆpƌesi ǀiƌů a nízkou cenu a post-tƌaŶskƌipčŶí ŵodifikaĐe ƌostliŶ.  

Po vpravení T-DNA ƌepƌezeŶtujíĐí geŶoŵ ;+ͿssRNA ǀiƌu do jádƌa ďuňkǇ doĐhází k transkripci. Vzniklý 

tƌaŶskƌipt, kteƌý ďǇ ŵěl ďýt tƌaŶspoƌtoǀáŶ do ĐǇtoplasŵǇ, je iŶfekčŶí ǀiƌoǀý geŶoŵ. ŽiǀotŶí ĐǇklus 

(+)ssRNA ǀiƌů se ale ďěžŶě Ŷeodehƌáǀá ǀ jádře, jen v ĐǇtoplasŵě. Je pƌoto často ŶutŶé optiŵalizoǀat 
ǀiƌoǀý geŶoŵ pƌo zajištěŶí ďezpƌoďléŵoǀého transportu z jádra do cytoplasmy.  

Pro vektory druhé generace není potřeďŶá tǀoƌďa částiĐ a často aŶi pohǇď ŵezi ďuňkaŵi. IŶfekĐe je 
dosažeŶo poŵoĐí ǀakuoǀé agƌoiŶfiltaĐe AgƌoďaĐteƌieŵ, při kteƌé jsou Đelé ƌostliŶǇ Ŷeďo její části 
poŶořeŶa do zředěŶé suspeŶze ďakteƌie za sŶížeŶého tlaku. Tento postup se nazývá magnifekce (viz 

obr. 8) 

VektoƌǇ dƌuhé geŶeƌaĐe překoŶají ǀektoƌǇ geŶeƌaĐe pƌǀŶí ǀ otázkáĐh iŶfekčŶosti, ǀelikosti iŶzeƌtů i 
ďezpečŶosti. I kdǇž jsou ale ǀektoƌǇ dƌuhé geŶeƌaĐe ďezpečŶější ŵetodou, Ŷehodí se kǀůli 
AgƌoďaĐteƌiu pƌo koŵeƌčŶí pěstoǀáŶí Ŷa ǀolŶéŵ poli a ŵohou se ǀǇužíǀat jeŶ ǀ hlídaných sklenících. 

(Klimyuk, Pogue, Herz, Butler, & Haydon, 2012) (Marillonnet, Thoeringer, Kandzia, Klimyuk, & Gleba, 

2005) 
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Oďƌ. ϴ: KoŵeƌčŶě užíǀaŶý postup magnifekce 

Přeǀzato a upƌaǀeŶo (Gleba Y. K., 2007) 

 

 

Vektory odvozené od TMV 

Virus tabákové mozaiky ďǇl jako pƌǀŶí použit pƌo zkouŵáŶí ŵožŶosti ǀǇužíǀáŶí ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů pro 

eǆpƌesi pƌoteiŶů a do dŶešŶíĐh dŶů zůstáǀá Ŷejčastěji použíǀaŶýŵ ǀiƌeŵ. Nabízí mnoho výhod, díky 

kteƌýŵ je tak často ǀǇužíǀáŶ pƌo tǀoƌďu ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů. RǇĐhle se ŵŶoží, ŵá poŵěƌŶě ǀelký ƌozsah 
hostitelů, částiĐe TMV jsou velmi stabilní, v ŶapadeŶýĐh ƌostliŶáĐh se ŵŶoží do ǀǇsokýĐh titƌů, 
iŶfekĐe TMV ŵůže ǀǇdƌžet po celou doďu žiǀota ƌostliŶǇ a jeho geŶoŵ je jedŶoduĐhý a důkladŶě 
prozkoumaný. ;Shiǀpƌasad, a další, ϭϵϵϵͿ 

Od TMV jsou odvozeny vektory první generace i generace druhé. Vektory první generace mají 

ǀšeĐhŶa výše zŵíŶěŶá omezení, ale i přesto se ǀe sǀětě použíǀají i v polŶíŵ ŵěřítku. Příkladeŵ je 

závod na zpracování infikovaného tabáku v Kentucky. 

Výzkum se ale poslední dobou více přikláŶí k ƌozšiřoǀáŶí pozŶatků ohledŶě ǀektoƌů dƌuhé geŶeƌaĐe. 
BǇlo zjištěŶo, že se eǆpƌese poŵoĐí TMV ǀektoƌů až ŶěkolikaŶásoďŶě zǀýší posuŶutíŵ ORF cizího 

geŶu ďlíže k ϯ′ konĐi geŶoŵu a až ϭϬϬŶásoďŶě zǀýší, kdǇž je přitoŵ i odstƌaŶěŶ geŶ pƌo oďaloǀý 
protein. (Lindbo, 2007) 

PƌǀŶí ǀektoƌǇ dƌuhé geŶeƌaĐe ďǇlǇ odǀozeŶǇ pƌáǀě od TMV, jedŶalo se o sǇstéŵ MagnIcon od 

společŶosti ICON Genetics. Na pƌáĐi se ŶejǀýzŶaŵŶěji podílel Dr. Gleba a jeho spolupracovníci. 

SoučasŶě Ŷaǀƌhli způsob infekce zvaný magnifekce (viz obr. 8) (Gleba, Marillonnet, & Klimyuk, 2004) 

Pomocí MagnIconu je Ŷapříklad připƌaǀoǀáŶ lék proti ebole, ZMapp. JedŶá se o sŵěs tří 
monoklonálních protilátek produkovaných pomocí virového vektoru odvozeného od TMV v listech 

Nicotiana benthamiana. (Zhang, Li, Jin, & Huang, 2014) 
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Jako další příkladǇ, při kteƌýĐh ďǇl pƌo eǆpƌesi ǀǇužit ǀektoƌ odǀozeŶý od TMV ďǇĐh ŵohl uǀést 
Ŷapříklad produkci vakcín proti paŶdeŵiĐké ĐhřipĐe (Petukhova, Gasanova, & Stepanova, 2013) a 

Ŷeďo eǆpƌesi aleƌgeŶů z pƌaĐhoǀýĐh ƌoztočů, kteƌé ďǇ se ǀ ďudouĐŶu sŶad dalǇ použít pƌo diagŶostiku 
astmatu a následnou imunoterapii. (Li, Jiang, Guo, & Liu, 2013) 

 

 

Golden Gate klonování 

Metoda GoldeŶ gate ŵá sǀé počátkǇ ǀ roce 1996, kdy byla popsána metoda pƌo účiŶŶé kloŶoǀáŶí 
jakékoli sekvence DNA do míst uƌčeŶí ďez oŵezeŶí přiƌozeŶě se ǀǇskǇtujíĐíĐh ƌestƌikčŶíĐh míst. 

(Padgett & Sorge, 1996)  

Opƌoti ďěžŶě použíǀaŶýŵ kloŶoǀaĐíŵ ŵetodáŵ, kteƌé jsou jiŶak pƌužŶé a poŵěƌŶě efektiǀŶí, 
Ŷepřidáǀá ŵetoda GoldeŶ Gate do kloŶoǀaŶého geŶoŵu žádŶé zďǇtečŶé aminokyseliny navíc. 

Strategie Golden Gate je založeŶa Ŷa ǀǇužití IIS ƌestƌikčŶíĐh eŶzǇŵů, kteƌé štěpí ŵiŵo ƌozpozŶáǀaĐí 
sekvence. Tíŵ ǀǇtǀářejí ϱ 'Ŷeďo ϯ' DNA přesahǇ, které, pokud ďǇlo ǀše spƌáǀŶě ŶaǀƌžeŶo, ŵohou 
sloužit jako suĐhý zip pƌo ŶásledŶou ligaĐi. LigaĐe se dŶes Ŷejčastěji pƌoǀádí za poŵoĐi Tϰ ligázi ǀe 
spojení s PCR. GoldeŶ Gate je uŶiǀeƌzálŶí a dá se použít pƌo jedŶoduĐhé kloŶoǀáŶí, při kteƌéŵ jde o 
spojeŶí jeŶ dǀou částí geŶoŵu, ale i pƌo skládáŶí ǀětšího ŵŶožstǀí fƌagŵeŶtů ǀ jedné reakci. Tato 

ŵetoda ďǇ ŵohla ďýt ǀelŵi užitečŶá při ǀǇtǀářeŶí ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů. (Luo, Lin, Bolund, & Sørensen, 

2014) 

Oďƌ. ϵ: SĐhéŵa ŵožŶého GoldeŶ Gate, při kteƌém byly v jedŶé ƌeakĐi ǀložeŶǇ Ŷa ǀektoƌǇ dǀa 
fragmenty. 

Přeǀzato (New England Biolabs, 2017) 
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Další využití TMV v Biotechnologiích 

Jak už ďǇlo Ŷěkolikƌát zŵíŶěŶo, ŵá ǀiƌus ŵozaikǇ taďáku ŵŶožstǀí ǀlastŶostí, díkǇ kteƌýŵ je ideálním 

laďoƌatoƌŶíŵ oƌgaŶisŵeŵ. NeŶí pƌoto překǀapujíĐí, že se dŶes ǀǇužíǀá ǀ ŵŶoha ǀědŶíĐh disĐiplíŶáĐh 
a Ŷe jeŶ pƌo pƌoteiŶoǀou eǆpƌesi. Uǀedl ďǇĐh přikladeŵ dǀa ǀ dŶešŶí doďě silŶě se ƌozǀíjejíĐí ǀědŶí 
obory a to nanotechnologii a medicínu. 

 

Nanotechnologie 

Struktura a skǀělá staďilita dělá z TMV částiĐe ǀýďoƌŶý teŵplát pƌo tǀoƌďu ŶaŶočástiĐ. PƌǀŶí 
ŶaŶočástiĐe ďǇlǇ z TMV ǀǇtǀořeŶǇ ƌoku ϭϵϵϵ a to poŵoĐí ŵiŶeƌalizaĐe kapsidǇ. (Shenton, Mann, 

Douglas, Young, & Stubbs, 1999). Dnes se tǀoří ŶaŶočástiĐe hlaǀŶě ŶaǀázáŶíŵ koǀoǀýĐh částiĐ Ŷa 
ǀiƌoǀou kapsidu TMV a Ŷeďo se eǆpeƌiŵeŶtuje s ǀǇtǀořeŶíŵ polǇŵeƌoǀé ǀƌstǀǇ Ŷa jejíŵ poǀƌĐhu.  

V případě koǀoǀýĐh částiĐ se Ŷejčastěji ǀǇužíǀají sloučeŶiŶǇ stříďƌa, zlata a platiŶǇ. KatioŶt stříďƌa se 

ǀáže do ǀŶitřŶí části ĐeŶtƌálŶí dutiŶǇ, zatíŵĐo anionty obsahující zlato a platinu (AuCl4
- a PtCl6

2-) 

upředŶostňují ǀŶější poǀƌĐh ǀiƌoǀé částiĐe. (Dujardin, Peet, Stubbs, Culver, & Mann, 2003) 

NaŶočástiĐe ǀǇtǀořeŶé poŵoĐí TMV ŵají ǀǇužití hlaǀŶě ǀ elektrotechnice. Býǀají staďilŶí a doďře 
ǀodiǀé. Pƌo ǀǇlepšeŶí ǀlastŶostí ŶaŶočástiĐí jako ǀodičů ŵohou ďýt ǀiƌǇ geŶetiĐkǇ ŵodifikoǀáŶǇ. 
(Fonoberov & Balandin, 2005) Byly použitǇ Ŷapříklad pƌo tǀoƌďu ŶaŵoŵagŶetiĐkýĐh ŵateƌiálů a Ŷeďo 
jako elektrody při ǀýƌoďě lithioǀýĐh ŵikƌoďateƌií. (Pomerantseva, Gerasopoulos, Chen, Rubloff, & 

Ghodssi, 2012) 

 

Využití v ŵedicíŶě 

Viry TMV a virové vektory z nich připƌaǀeŶé ŵají ǀ ŵediĐíŶě ǀǇužití pro tvorbu vakcín. Miŵo ďěžŶé 
eǆpƌese ŵohou sloužit Ŷapříklad k ǀýƌoďě již ǀýše zŵíŶěŶýĐh jedlýĐh ǀakĐíŶ ;eǆpƌese ǀ jedlé části 
rostliny) a nebo jako antigen presentující systém, kdy virus TMV nese na povrchu svého kapsidu 

antigen.  

Kƌoŵě těĐhto ǀǇužití ďǇ se ŵohl TMV ǀǇužíǀat při Đheŵoteƌapeutii. A to jako tƌaŶspoƌtŶí částiĐe pƌo 
targeted delivery chemoterapeutické medikamenty. Látka ďǇ ďǇla dopƌaǀoǀáŶa do postižeŶýĐh 
ďuŶěk a to díkǇ ǀlastŶosti ǀiƌu příŵo pƌoŶikat do saǀčíĐh ďuŶěk. Tento proces se zatím v ŵediĐíŶě 
Ŷeuplatňuje a ǀǇžaduje do ďudouĐŶa další zkouŵáŶí. (Kernan, Wen, Pitek, & Steinmetz, 2017) 
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Závěr 
Virus tabákové ŵozaikǇ je zkouŵáŶ už od samého počátků ǀiƌologie a i přesto se o Ŷěŵ dozǀídáŵe 
Ŷeustále Ŷoǀé iŶfoƌŵaĐe, Ŷa základě kteƌýŵ ŵůžeŵe ǀǇstaǀět Ŷoǀé postupǇ pƌo geŶetiĐkou ďiologii, 
ale i pƌo ŶaŶoteĐhŶologii a jiŶé ǀědŶí oďoƌǇ. 

ZkouŵáŶí TMV, jeho žiǀotŶího ĐǇklu a eǆpƌesŶíĐh dƌah Ŷáŵ ŵůže poŵoĐi oďjasnit mnohé doposud 

nepochopené biologické procesy. TMV je výborným modelovým organismem, ale poznatky získané 

jeho zkouŵáŶíŵ se dají často aplikoǀat i Ŷa ǀiƌǇ, se kteƌýŵi ďǇ ďǇla pƌáĐe ǀ laďoƌatoři ŵŶoheŵ 
složitější.  

Pƌo další ǀǇužíǀáŶí TMV ďude ǀ budoucŶu důležité pƌostudoǀat pƌoĐesǇ asseŵďlǇ a diasseŵďlǇ 
v podmínkách in viǀo. KdǇž ďudeŵe lépe zŶát pƌoĐesǇ sďaloǀáŶí ǀiƌoǀé částiĐe, ŵůžeŵe zajistit lepší 
pƌeǀeŶĐi a do ďudouĐŶa Ŷáŵ to ŵůže přispět k ǀýǀoji léků pƌoti ǀiƌoǀýŵ oŶeŵoĐŶěŶíŵ. Také ďǇ to 
mohlo pomoci k ǀǇtǀořeŶí ďezpečŶějšíĐh ǀiƌoǀýĐh ǀektoƌů. 

Samotné virové vektory odǀozeŶé od TMV, ale i od jiŶýĐh ǀiƌů se za posledŶíĐh páƌ let ŵohou těšit 
pečliǀéŵu zkouŵáŶí a Ŷeustáléŵu zlepšoǀáŶí. TeŶto tƌeŶd ďǇ se ǀ ďudouĐŶosti Ŷeŵěl ŵěŶit, pƌotože 
jsou stále ǀíĐe a ǀíĐe koŵeƌčŶě ǀǇužíǀáŶǇ. Věda se posledŶí doďou přikláŶí k ǀǇužíǀáŶí ǀektoƌů dƌuhé 
geŶeƌaĐe. Se zlepšeŶíŵ jejiĐh ǀlastŶostí a usŶadŶěŶíŵ přípƌaǀǇ Ŷáŵ do ďudouĐŶa ŵohou poŵoĐi 
ŵodeƌŶí ŵetodǇ kloŶoǀáŶí, zǀláště tedǇ GolgeŶ Gate. 
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