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Abstract (cz):

V prubéhu nékolika poslednich desetileti se rostlinné viry a vektory odvozené z nich se staly
nejen nedilnou soucasti prace v laboratofich, ale zacali se i komercné vyuzivat pro tvorbu
vakcin, 1éCiv, enzymu a jinych proteinl/peptidd. Jednim z nejCastéji pouzivanych vird pro
expresi heterolognich proteinu je virus tabakové mozaiky. V této praci bych se rad zameéfil na
rostlinné viry, na vektory z nich odvozené. Porovnat je s dalSimi pouzivanymi expresnimi
systémy v rostlinach a popsat, jak by jejich vyhody mohli byt dale vyuzivany a zkombinovany

s metodami moderniho klonovani.

KliCova slova: virovy vektor, exprese, virus tabakové mozaiky, virus mozaiky vigny, 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, Cowpea mosaic virus, Golden

gate cloning
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Rostlinné viry

Vir je maly nebunécny parazit, ktery neni schopny vlastni reprodukce. K reprodukci i

k expresi proteinu potfebuje virus hostitelskou buriku, jejiz mechanizmy by mohl vyuzit. Je
proto zcela zavisly na svém hostiteli. VétSina virli obsahuji bud RNA nebo DNA, které muzou
byt jedno, ale i dvouvlaknoveé. Nejjednodussi viry mohou obsahovat tolik RNA/DNA pro
2000)

Viry byly pro lidi dlouho zahadou a zadatek virologie se datuje az od roku 1892, kdy
holafidan Martinus Beijerink publikoval svou praci. Proved| pokus, pfi kterém extrahoval
stavu z nakazené rostliny a precedil ji velice jemnym sitem, kterym by nemély projit zadné
bakterie, coz byly nejmensi tou dobou znamé patogeny. Tuto Stavu pouzil k infikovani
dalSich rostlin. Takovyto pokus provedli pfed nim uz jini, ale Martinus Beijerink byl prvni, kdo
vysledky nepovazoval za chybu. O &tavé hovofil jako o ,contagious living fluid.“ Coz by se
dalo prelozit jako nakazliva zijici tekutina a pro popsani pouzil slovo ,virus® (Z latiny ,jed®).
Takto prvni objeveny virus byl pravé vir mozaiky tabaku (TMV) (Lustig, A & Levine, 1992)
Dnes se na viry pohlizi hlavné jako na patogeny rostlin zplsobuijici velké ztraty

v zemédeélstvi. Nékteré viry svou aktivitou zpusobuiji typické makroskopické projevy na
rostlinném téle, diky kterym se daji identifikovat i bez potfeby laboratornich testu (viz. obr. 1).
Mezi ekonomicky nejvyznamnéjSi virova onemocnéni v Evropé patfi napfiklad virus svinutky
brambor (PLRV), Y virus bramboru (PVY) (Dédi¢, 2014) a virus Sarky Svestky (PPV)
(Garcia, Glasa, Cambra, & Candresse, 2014). Rostlinné viry ovSem nejsou jen
patogeny, ale zastavaji také dllezitou roli v biotechnologiich. (Yusibov V. , Rabindran,
Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006) Vyuzivaji se napfiklad k produkci
rekombinantnich proteinu v rostlinach a takzvanému ,Molekular farming®“. To je velmi
lukrativni hlavné diky nizkym nakladim na kultivaci a rust rostlin. Rostlinam staci
zakladni mineraly, voda a slunce. (Ma, Drake, & Christou, 2003). Rostlinné expresni
systémy jsou ve srovnani s bakterialnimi nebo hmyzimi nejuniverzalngjsi a
nejrychlejsi. (Gecchele, a dalsi, 2015) a maji velkou vyhodu v pfitomnosti
post-translacnich modifikaci a nepfitomnosti savcich patogenu a toxinl. Podle druhu
produktu se muze vybrat nejidealnéjsi systém. LiSi se totiz expresni systém v celé

rostling, bunécéné a tkanové kulture. (Rigano & Walmsley, 2005)
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Obr. 1: Symptomy rostlinnych vir(i (KGdelka, 1989)

Morfologie a taxonomie virl

VétSina virl jsou malé Castice o velikosti 20 — 500 nm. Jednoduché viry jsou prevazné
tvofeny z nukleové kyseliny a obalovych proteind, které tvori kapsid. Existuje mnoho kritérii,

podle ¢eho se mohou viry délit do taxon(. Napﬁ’klad zpﬁsoby pFenosu, druhu hostitele a vlivu

vvvvvv

vlastnosti nukleové kyseliny a vlastnosti obalovych proteinu.
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VétSina rostlinnych vird maji genetickou informaci ulozenou v (+)ssRNA a jsou obaleny
pouze jedinym kapsidovym proteinem. (Mahy & van Regenmortel , 2008) To také plati pro
vétSinu virl, se kterymi se pracuje v laboratofi, ale existuji vyjimky. Mimo (+)ssRNA a (-
)ssRNA mohou obsahovat viry genetickou informaci jako molekuly ssDNA, dsDNA (RT) nebo
dsRNA. Doposud v§ak nejsou znamy zadné viry obsahujici molekuly dsDNA nebo ssRNA
(RT). (Ball, 2005)

Kapsidy mohou udrzovat vir v riznych tvarech. Podle toho rozeznavame napfiklad viry
kulovité (spheres), ovalné (ovals), vlaknité (worm-like), tyCinkovité (rod-shaped) nebo i
nepravidelné (pleomorphic). Hlavni funkce kapsidy je obalovat a chranit genetickou informaci
viru. Podle toho, zda je kapsida navic obalena lipidovou dvouvrstvou (obalem) miizeme viry
rozdélit na viry obalené a bezobalné. Pokud je obal pfitomen, hraje dllezitou roli pfi
infek&nosti, pfenosu viru z bunky do buriky, uvolnéni obsahu kapsidy a baleni nové vzniklych
virovych ¢astic. Tato struktura také uréuje stabilitu ¢astice a jeji odolnost vici fyzickému a
chemickému poskozeni. U bezobalnych virl vétSinu téchto funkci zastava pouze kapsida.
(Lucas, 2010)

Pomoci téchto kritérii se da vytvofit taxonomicky strom obsahuijici tyto kategorie: ¢eled, rod,
druh, kmen, izolat. Da se fici, ze pfislusnost k ¢eledi je druhem, formou a ¢lenénim nukleové
kyseliny, zatimco pfislusnost k rodu tvarem a velikosti kapsidy/obalu (viz. obr. 2)

Taxonomie virdl se neustale méni podle novych poznatkd. Upravy v systému publikuje
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) vzdy jednou za nékolik let.
(Carstens, King, Adams, & Lefkowitz, 2012)
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Obr. 2: Ukazka virové taxonomie z roku 1993 (Murphy, a dalsi, 1993)

Varicosavirus

Virus mozaiky tabaku

Virus mozaiky tabaku (TMV) je nejdéle znamy druh viru a da se povazovat za
nejprozkoumanéjsi virus vabec. Mozna kvuli tomu se TMV stal modelovym organismem pro
mnoho vyzkumu a to az do dneSnich dn. TMV byl napfiklad prvni chemicky cistény virus
(Bawden, Pirie, & Fankuchen, 1936), byl to prvni virus vizualizovan v elektronovém
mikroskopu (Kausche, Pfankuch, & Ruska, 1939), TMV RNA byla pouzita pfi pokusech
dokazujici, ze nukleové kyseliny nesou genetickou informaci a ze i pouha RNA staci

k infikovani rostliny virem. (Fraenkel-Conrat, 1956), bylo na ném osvétleno, jak funguje

virovy pohyb z bufky do buriky a mnoho dalSiho.
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TMV ma mnoho vlastnosti, diky kterym se stal modelovym organismem pro tolik moznych
pokusu. Napfiklad, nakazené rostliny produkuji TMV v takovém mnozZstvi, Ze inkluzni téliska
krystalickych viriond jsou v infikovanych listech viditelna pod elektronovym mikroskopem.
Dale je u TMV vyhodné, Ze pro jeho pfenos neni potfeba hmyz ani jiny vektor. Vir se

z rostliny do rostliny pfenasi pouhym kontaktem poranénych mist. Vir zabrarnuje v rostliné
rozvoji chloroplastl a tim zpUsobuje rostlinnou zakrnélost (viz. obr. 3) a typicky mozaikovy

vzor na listech.

Obr. 3: Zdrava rostlina (A) a rostlina nakazena mozaikou tabaku (B) (Allard, 1914)

TMA je silné stabilni virus a in vitro v infikovaném SAP vydrzi i nékolik let. Cigtény vir vydrzi
v teploté 5 ° C zivotaschopny az 50 let. Jeho stabilita vyplyva z hustoty virovych ¢astic.
(Scholthof, 2004)

TMV ma tyCinkovity tvar (viz. obr. 4) o délce pfiblizné 300 nm a o poloméru 10 nm. Uprostred

je centralni otvor s polomérem 2 nm. (Caspar, 1963)



Genom TMV je tvoren jako u vétSiny rostlinnych virl (+)ssRNA a je dlouhy pfiblizné 6400
bazi a je velmi dikladné zmapovany, coz je dal$i diivod, pro¢ se TMV tak hojné pouziva

v laboratorich. Obsahuje tfi oteviené ¢teci ramce, z nichz exprimuje nejméné Ctyfi proteiny.
Prvni nukleotidova sekvence byla stanovena pro kmen U1 (Goelet, a dalsi, 1982) a
srovnanim genomu s jinymi kmeny byl odhalen pévné stanoveny genom pro nékteré

zakladni proteiny.

Protein subunit

Obr. 4: Schéma TMV c¢astice ukazujici usporadani proteind a RNA. (Caspar, 1963)

Virus mozaiky vigny

Virus mozaiky vigny (CPMV) se od svého objeveni pred pfiblizné padesati lety stal jednim

z nejintenzivnéji studovanych rostlinnych vir(. Vyzkum se v poslednich dvaceti letech
presunul ze zkoumani genetické struktury a struktury proteint na zpUsoby, jak by se dal
CPMV vyuzit v laboratofich.

CPMYV infikuje rizné druhy lusténin, ale také modelového hostitele, Nicotiana benthamiana.
Genom mozaiky vigny se sklada ze dvou samostatnych (+)ssRNA molekul. Kazda z téchto
molekul kdduje syntézu jinych proteind. RNA-1, ktera je dlouha 5889 bazi, kdduje proteiny
zapojené do replikace virové RNA a zpracovani polyproteind. RNA-2, jejiz délka je 3481 bazi,
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koduje proteiny spojené s pfesunem viru z buniky do bunky a systematické Sifeni. (viz. obr.
5) Pro spravné Sifeni viru jsou potfeba oba genomy. (Sainsbury, Cafizares, & Lomonossoff,
2010)

RNA-1 o—-l ProC I Helicase l Pro I Polymerase I—'W

Y

Obr. 5: Genetickd mapa RNA CPMV. Cervend $ipka oznacuje misto vloZeni insertu pfi vytvareni
chiméry (Sainsbury, Cafiizares, & Lomonossoff, 2010)

Konkrétni proteiny v RNA-2 jsou Movement proteiny 48K a protein 58K, ktera s nim sdili
velkou ¢ast ¢teciho ramce a proteiny kapsidy. (Wellink & Van Kammen, 1989)

Kapsida ma tvar dvacetisténu a sklada se ze dvou typul proteinl. Velkého L proteinu, ktery
ma dvé R-barrel domény a mensiho S proteinu, ktery ma R-barrel doménu jednu. Usporadani
proteinll v kapsidé dava moznost vytvoreni stabilni chiméry pomoci vlozZeni insertu do genu
pro obalovy protein S na RNA-2 (viz. obr. 6) (Hull, 2009)

Obr. 6: Schéma kapsidy chiméry CMPV. (Hull, 2009)



Rostlinné expresni systémy

Proteiny maji mnoho vyuziti nejen ve védé, ale i jako vakciny, léCiva, hormony a mnoho
jinych. Poptavka po nich neklesa, ale naopak stoupa a proto se rostlinné expresni systémy
za poslednich par let stavaji vice a vice popularni diky svym mnoha vyhodam oproti tradi¢né
vyuzivanym postupum ziskavani téchto proteinl. Vyuzivani mikrobialni fermentace nebo
savc&ich bunécnych linii je oproti rostlinnym systémim velmi nakladné a musi byt peclivé
kontrolované kvuli nebezpedi toxicity. Pouzivani transgennich rostlin naopak vyzaduje
mnohem méné nakladu a témér neexistuje riziko kontaminace produktu endotoxiny nebo
lidskymi patogeny. Velkou vyhodou je i pfitomnost post-transla¢nich modifikaci. Rostliny
produkuji vétSinou velké mnozstvi biomasy a jsou vhodné i pro molekularni farmeni v polnim
méfritku. (Fischer & Emans, 2000) DalSi vyhoda pouziti transgennich rostlin pfi produkci
proteinU je, Ze se mohou proteiny exprimovat v jedlych ¢astech rostliny a mohli by byt
podavany oralné bez potfeby dalSiho slozitého zpracovani. Takova biofarmaceutika by
mohla byt distribuovana ve formé semen, hliz, plodd a velmi by mohla pomoci pfi skladovani
produktl nebo pfi dovozu a podavani lé€iv do rozvojovych zemi. (Sala, a dalSi, 2003)

Uz dnes existuje fada komeréné vyuzivanych produktl, které vznikly pomoci rostlinnych
expresnich systému. Napfiklad v Kanadé produkovany hirudin, pijavi€i protein zabranuijici
srazeni krve. (Giddings, Allison, Brooks, & Carter, 2000) Dale pak Taliglucerasa alfa, |€k pro
IéCbu Gaucherovy choroby, produkovan v bunécéné suspenci mrkve. (Yao, Weng, Dickey, &
Wang, 2015) nebo ZMapp, kombinace tfi protilatek produkovanych v Nicotiana benthamiana,
které slouzi jako medikament proti Ebole (Chen & Davis, 2016). Podle produktu a potieb
postupu se da zvolit spravna hostitelska rostlina a spravny expresni systém. Da se vybirat
podle mnoha kritérii a rizné systémy v rlznych rostlinach maji své nezaménitelné vyhody,
ale i nevyhody. (Rigano & Walmsley, 2005)

Mimo toho existuji dva zakladni zpUsoby exprese cizich proteinu v rostlinach a to Stabilni
rostlinna exprese a transientni (pfechodna) rostlinna exprese. (Garabagi, McLean, & Hall ,
2012)



Stabilni rostlinna exprese

Stabilni rostlinna exprese je zalozena na vlozeni genu chténého proteinu do jaderného nebo
plastidového genomu kazdé buriky v rostliné. NejpouzivanéjSi metody jsou metoda
Biolisticka nebo metoda zalozena na vyuziti schopnosti Agrobacterium tumefaciens vnaset
Cast svého genomu do jaderného genomu rostlinné buriky.

Biolistickd metoda je vhodna pro vnaseni genu do jaderného, ale i plastidového genomu.
Metoda se provadi tak, Ze geneticky material se necha absorbovat na kovové Castice
(nejcastéji zlaté). Témito Casticemi jsou rostlinné buriky bombardovany pomoci genové
pistole. Pro proniknuti bunécnou sténou je zapotfebi pomérné velka rychlost. DNA nabalena
na Casticich se v bunkach eluuje a mize se zaclenit do genomu buriky. V pfipadé zaclenéni
do genomu chloroplastu je gen viozen do specifické oblasti, zatimco v pfipadé jadra se gen
vklada na nahodné misto neznamym zputsobem. (Kikkert, Vidal, & Reisch, 2005) Vyhodou
chloroplastové exprese je jeji stabilita a vétsi vytézky, ale nehodi se k produkci proteinu
vyzadujici post-translaéni modifikace. U jaderné exprese je tomu naopak. VytéZzky jsou nizsi,
ale probihaji zde post-transla¢ni modifikace. (Scotti, Rigano, & Cardi, 2012)

Biolisticka metoda funguje hlavné diky totipotenci rostlinnych bunék. Staci totiz jedina
transgenni burika, ze které je mozné vypéstovat embryo/celou rostlinu.

Metoda vyuzivajici Agrobacterium tumefaciens maze byt pouzita jen pro jadernou expresi.

Vyhodou této metody je mensi Sance na transkrip¢ni inaktivaci.

Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) je znama jako rostlinny patogen od pocatku 20.
stoleti. Ale teprve poslednich 30 let se jeji schopnost pfenaset ¢ast svého genomu do
jaderné DNA rostliny za¢ala vyuzivat i pro genetické inzenyrstvi.

A. tumefaciens je gram-negativni bakterie vyskytujici se v ptdé. V pfirodé napada
dvoudélozné rostliny. Jeji infekéni proces zahrnuje prenos T-DNA a proteint do rostlinné
bunky. Pozdéji se T-DNA zacleni do DNA rostliny a zpusobi zvySenou expresy rostlinnych
ristovych hormonu (Auxiny a cytokininy), které zpUsobi tvorbu nadort. (Gohlke & Deeken,
2014) T-DNA je soucasti bakterialniho Ti plasmidu (viz. obr. 7), z néhoz se vystépi

v pfitomnosti latek indikujici poSkozeni bunécné stény. Posléze je pomoci riznych obalovych

proteinl transportovan do jadra, kde se mize nahodné integrovat do DNA rostlinné bunky.
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Pro praci v laboratofi se pouzivaji upravené kmeny A. tumefaciens. V Ti plasmidu témto
kmenlm chybi oblast T-DNA. Ta je jim dodavana ve formé binarniho vektoru. Binarni
plasmid ma tu vyhodu, Ze obsahuje pocatek replikace pro A. tumefaciens i pro Escherichia
coli. (Lee & Gelvin, 2008)

Auxins
Plant: Cytokinins
Opines

RB LB
L8 5 RBOO

T-DNA movement virE T ONATLDNA

Ti plasmid
processing

T-DNA processing / transport virD

T-DNA processing & recruitment virC
vir activator virG

vir region
Translocation virB

T_I Opine
catabolism | opine uptake

Sensor kinase virA & degradation

Ti plasmid
conjugation

Ti plasmid
replication

Obr. 7: Schéma Ti plasmidu (Christie, 2007)

Transientni rostlinna exprese

Oproti stabilni rostlinné expresy dokaze transientni exprese produkovat vysoké vytézky

v relativné kratké dobé (dny) a neni potfeba zdlouhavé péstovat celou transgenni rostlinu.
(Garabagi, McLean, & Hall , 2012) | pfi transientni expresi se vyuziva A. tumefaciens. Avsak
vpravuje se jen do nékterych bunék v rostliné (vétSinou do listt). Tam dochazi k pfechodné
extrachromozomalni expresi. Integrace do DNA ma velmi malou pravdépodobnost a proto

vv v

exprese z ni nehraje témeér zadnou roli. VétSinou se vpravuje suspenze A. tumefaciens
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nesouci binarni vektor pomoci injekéni stfikacky nebo pod tlakem do listl rostliny. Nejcastéii
pro transientni expresy v rostlinach pouzivaji vektory odvozené od rostlinnych virt.

(Sainsbury & Lomonossoff, 2014)

Rostlinné virové vektory

Rostlinné viry se pouzivaji pro expresy rekombinantnich protein( v rostlinach hlavné diky své
schopnosti se v rostliné reprodukovat do vysokych titrli a diky své schopnosti se v rostlinach
Sifit. Existuji dva zakladni zplsoby exprese protein pomoci rostlinnych vird. Bud se umisti
Cteci ramec peptidu pod virovy promotor. Potom vznika rekombinantni protein, ktery neni
soucasti virovych c&astic. A nebo se umisti do ¢teciho ramce kapsidového proteinu viru.
Dojde pak k fuzi rekombinantniho proteinu a proteinu kapsidy viru. Po této fuzi nese vir
rekombinantni protein na svém povrchu. (Pfikladem je chiméra CMPV na str. 7) (Yusibov V.,
Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006)

Rostlinny virovy vektor je viastné binarni vektor pfipraveny tak, Zze se vezme laboratorné
pripravena DNA odpovidajiciho viru. Ta je spole¢né s rostlinnym transkripénim promotorem
a terminatorem ohraniCena T-DNA hrani¢nimi sekvencemi a cely tento konstrukt je viozen
do pfipraveného binarniho vektoru. Pfi nasledné agroinfekci se vyuziva rychlost a
jednoduchost transientni exprese kombinovana se schopnosti viru reprodukovat se do
vysokych titrl. Nej¢astéji se pouzivaji rostlinné viry odvozené od (+)ssRNA (Napfiklad TMV
nebo Potato virus X) U nich je v8ak problém. Po vpraveni T-DNA virového vektoru do jadra
rostlinné buriky zaéne dochazet Kk transkripci a vznikly transkript, ktery by mél byt
transportovan do jadra reprezentuje virovy genom. Rostlinné (+)ssRNA viry se ale za
normalnich podminek do jadra nedostavaji. Jejich zivotni cyklus se totiz odehrava
v cytoplazmé. Proto je potfeba virovy genom ¢asto poupravit odstranénim nékterych mist,
aby byl zajistén bezproblémovy pfechod zjadra do cytoplasmy. (Gleba, Klimyuk, &
Marillonnet, 2007) Podle toho, zda se pouzivaji celé nebo upravené viry se déli virové
vektory na vektory prvni a druhé generace. (Gleba, Marillonnet, & Klimyuk, 2004)

Virové vektory prvni generace (strategie ,full virus®) je zaloZzena na vlozZeni ¢teciho ramce do
genomu neupraveného viru. Virovy genom se tak rozSifi o novy ¢teci ramec.

Virové vektory druhé generace (dekonstruované viry) je zalozena nejen na vlozeni ¢teciho
ramce do genomu viru, ale zaroven i na odstranéni Casti virového genomu, které nejsou

potfebné nebo jsou nezadouci. Napfiklad jde o odstranéni Casti genomu potfebného pro
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tvorbu kapsidy, pfesun viru z buiky do buriky nebo kédujici proteiny dllezité pro prenos viru
vektory. VeétSinou se jedna o upravu viru za ucCelem zvySeni bezpecCnosti, aby se
dekonstruovany vir nemohl samovolné Sifit a nebo za uCelem vétsSi stability. Také byva
bézné, Ze se u dekonstruovaného viru odstranuje hostitelska specifikace. Ale napfiklad mize
jit i 0 zménu presouvani viru z bunky do bunky v rostliné. Toho se vyuziva, kdyz je potreba,
aby se vir a snim i chtény protein exprimoval v co nejvétsi €asti rostliny a nenapadal

primarné vzrostly vrchol ¢&i jina mista podle druhu viru. (Gleba, Klimyuk, & Marillonnet, 2007)

Virové vektory odvozené od TMV

Virus TMV ma mnoho vyhod, pro¢ se stal jednim z nejpouzivanéjsich virt pro tvorbu
virovych vektord. TMV produkuje velké mnozstvi RNA a bilkovin. V jedné bunice muze byt az
nékolik set vironl a v rostliné Nicotiana tabacum muze tvofit az 3% hmotnosti rostliny.
(Rosypal, 2002) DalSi vyhody jsou ty, ze TMV je schopny infikovat pomérné velkou Skalu
hostitelll, vykazuje rychlé systémové Sifeni, infekce TMV muze vydrzet po celou dobu Zivota
rostliny, vir je jednoduchy a dobfe prozkoumany. Jeho genom je dlouhy pouhych 6400 bazi a
je linearni, coz nas neomezuje v inzerci rizné dlouhych inzertd. (Donson, Kearney, Hilf, &
Dawson, 1991)

Od TMV jsou odvozeny vektory prvniho fadu, které vznikaji viozenim dal$iho subgenového
promotoru do genomu viru, ktery pak fidi expresi viozeného genu. (Dawson, a dalsi, 1989)

A i vektory druhého fadu, které se pfipravuji vyménou nékterého genu z viru za jiny.
NejCastéji se nahrazuje obalovy protein. (Scholthof, Scholthof, & Jackson, 1996) Protoze se
ukazalo, ze takové vektory produkuji v prvni generaci vétSi mnozstvi rekombinantniho

To znamenaiji, ze se mohou Sifit jediné z burniky do burfky. A pokud se vektor pouzije

s agroinfekci, tak je jeji u€innost mnohem vyssi. (Lindbo, 2007)

Nékteré viry mohou infikovat rostlinu, aniz by mezi sebou kompetitovali. Toho se da vyuzit
pro simultalni expresi dvou rekombinantnich proteint najednou. (Napfiklad pro produkci
lehkého a tézkého fetézce protilatky). Prikladem toho vyuziti maze byt systém magnICON od
spolecnosti Icon Genetics. Ten vyuziva dekonstruovanych vektori odvozenych od TMV a
Potato virus X (PVX). U obou téchto virt je odstranén gen pro kapsidovy protein, coz opét
zajistuje lepSi vynosy v prvni generaci a snizuje nebezpeci, protoze se netvofi virové Castice.
(Giritch, a dalsi, 2006)
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Virové vektory odvozené od CMPV

| kdyz se bézné pouzivaji vektory zalozené na jednoduchych (+)ssRNA virech, tak i ty maji
své nevyhody. Mezi nékteré tyto nevyhody miize patfit omezeni velikosti a sloZitosti proteinu,
ktery se da exprimovat nebo geneticka stabilita konstruktll béhem replikace virového
genomu. Jako alternativa byl nedavno vyvinut systém CPMV-HT, ktery umoznuje rychlou
produkci protein(, aniz by muselo dochazet k replikaci viru. Systém CPMV-HT je odvozen od
viru mozaiky vigny, u kterého doslo k deleci velké ¢asti genomu na RNA-2. (Sainsbury &
Lomonossoff, 2008) U CMPV je replikace RNA-2 zcela zavisla na RNA-1. RNA-2 koduje
oba kapsidové proteiny a movement protein. Bylo zji§téno, ze vétSina genomu RNA-2 muize
byt nahrazena jinymi sekvencemi, aniz by molekula ztratila schopnost byt replikovana
RNA-1. (Canizares, Liu, Tsakiris, Perrin, & Lomonossoff, 2006) To vedlo k rozvoji konstruktd,
u kterych je odstranéna €i nahrazena Cast/vétSina RNA-2 (delRNA-2).

Pavodni pouziti systému CMPV-HT bylo zdlouhavé a vyzadovalo velkou fadu modifikaci.

V prabéhu par let byl tento systém vylepSen a byla navrzena série binarnich vektrort pEAQ.
Velikost plasmidu klesla vice nez o polovinu, aby se usnadnilo Sifeni vektort a aby byla
eliminovana nezadouci restrikéni mista. Systém je diky témto vektorim daleko jednodussi a
rychlejSi. CMPV-HT a vyuzivani vektrorll pPEAQ ma oproti jinym systémum Fadu vyhod. Je
mozné najednou exprimovat vice cizorodych gent v jedné bunce, neni pfi jeho pouziti
problém s genetickym riftem béhem replikace a témér neexistuje bezpecénosti riziko.
(Sainsbury, Thuenemann, & Lomonossoff, 2009)

VSechny navrzené a pfipravené vektory pEAQ jsou publikovany a anotovany GenBank

nucleotide database.

Golden Gate

Metoda Golden gate ma své pocatky v roce 1996, kdy byl popsan zplsob pro ucinné
klonovani jakékoli sekvence DNA do mista urCeni bez omezeni pfirozené se vyskytujicich
restrikCnich mist. (Padgett & Sorge, 1996)

Bézné pouzivané klonovaci metody zalozené na mistné specifické rekombinaci jsou
jednoduché, pruzné a pomérné efektivni, ale méli nevyhodu, Ze do exprimovaného proteinu

pfidava dalSich 8 az 13 aminokyselin. Proti tomu byla navrzena metoda Golden gate, ktera
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mimo jinych vyhod, potlaCuje tento nedostatek. Tato strategie je zaloZzena na pouziti IIS
restrikénich enzymu, které $tépi mimo rozpoznavaci sekvence. Vytvareni tak 5 'nebo 3' DNA
presahy, které pfi spravném navrzeni slouZi jako zip pro naslednou ligaci pomoci DNA ligazy.
Dnes se nejCastéji pouziva T4 DNA ligaze ve spojeni s PCR. (Engler, Kandzia, & Marillonnet,
2008) Golden gate je velice univerzalni a da se pouzit témér pro jakékoliv systémy a vektory.
Da se pouzit pro jednoduché klonovani, pfi kterém jde o spojeni jen dvou ¢asti genomu (viz.

obr. 8), ale i pro skladani vétsiho poctu fragmentl v jedné ligacni reakci. Tato metoda by

Sarensen, 2014)

A B

Bsal f
5'=-GGTCTCN
3’ -CCAGAGCNNNNN-5'

Sapl
5'=-GCTCTTCN
3’ -CGAGAAGNNNN-5"'

Destination vector

Cc D

f

Insert storage vector Final vector

Obr. 8: VloZeni insertu do cilového vektoru pomoci Golden Gate. (Emami, Yee, & Dinneny, 2015)
(A) Rozpoznavaci sekvence pro danou IIS endonukledzu
(B) Priklad Golden gate kompatibilniho cilového vektoru
(C) Priklad vektoru obsahujici gen, ktery bude pomoci IIS endonukledzy vystépen
(D) Finalni vektor zkompletovany pomoci T4 DNA ligazy.
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Zaver

| kdyz se toho o virech, jejich struktufe, vyvoji a systému uz vi mnoho, neustale se objevuji
nové informace, se kterymi se musi pracovat a které se musi zohlednovat pfi tvorbé virové
taxonomie. Tyto informace jsou dulezité nejen pro taxonomii, ale mohou nam i pomoci pfi
vytvareni novych expresnich systému a virovych vektoru.

Virové vektory se za poslednich par let mohou téSit peclivému zkoumani a neustalému
zlepSovani. Tento trend by se v budoucnosti nemél ménit, protoze jsou stale vice a vice

komercné vyuzivany.
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