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RNA virus-derived expression vectors
Summary

Large-scale production of pure, properly folded and biologically active pro-
teins is a requirement of industry as well as of basic sciences. Although many
expression systems have been developed, not all of them entirely comply with
the conditions of the synthesis of therapeuticals. The application of plants as
bioreactors seems to be a promising solution for transient expression of recom-
binant genes. The article reviews some strategies used in the construction of
RNA virus-derived vectors risen for this purpose.
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1. Wstep

Wymaog produkcji duzych ilosci biatek o wysokim stopniu
czystosci, odpowiedniej konformacji i aktywnosci biologicznej,
wynika zaréwno z potrzeb przemystu jak i nauk podstawowych.
Juz dzi$ nowoczesna medycyna jest na etapie testow klinicznych
wielu biatkowych terapeutykéw, takich jak szczepionki, hormo-
ny, czynniki przeciwnowotworowe czy enzymy (1). Pomimo ze
dysponujemy wieloma systemami ekspresyjnymi, zaréwno pro-
kariotycznymi jak i eukariotycznymi, tylko nieliczne sposrod
nich spetniajg wymogi zwigzane z syntezg bialek o znaczeniu te-
rapeutycznym. Wynika to gtéwnie z trudnosci natury biologicz-
nej (modyfikacje postranslacyjne), ekonomicznej (koszt produk-
cji) czy prawnej (patentowanie transgenicznych osobnikéw), ja-
kich nastrecza produkcja polipeptyddw pochodzenia zwierzece-
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go (2). Jednym z najciekawszych rozwigzan pozwalajgcych unikna¢ tych problemow,
jest, jak sie wydaje, wykorzystanie roslin jako bioreaktoréw. Systemy takie sg przede
wszystkim bardzo ekonomiczne ze wzgledu na niskie koszty hodowli (do powstania
duzych ilosci biomasy potrzebna jest jedynie energia stoneczna oraz podtoze mine-
ralne (2)) oraz mozliwos¢ pominiecia skomplikowanych procedur oczyszczania bia-
tek (np. jadalne szczepionki (3,4)). Kolejnym ich walorem, majacym szczegolnie
istotne znaczenie w przypadku terapeutykow, jest sterylnoS¢ procesu syntezy, wy-
kluczajgca mozliwos¢ przeniesienia innych patogendéw (np. H1V, HCV) wraz z produ-
kowanym lekiem (4,5). Podstawowa metoda umozliwiajaca produkcje biatek w ko-
mérkach roslinnych polega na transformacji ich genomu jadrowego. Stosowanie ge-
netycznie zmodyfikowanych organizmoéw rodzi jednak wiele watpliwosci natury
prawnej i spotecznej. Dlatego nie jest mozliwe, jak sie wydaje, by transgeniczne ros-
liny mogly znalez¢ w najblizszym czasie szerokie zastosowanie. Bardzo obiecujaca
alternatywa dla organizméw transgenicznych, sg systemy roslinne, w ktérych prze-
prowadzana jest ekspresja przejsciowa, uzyskiwana za pomocg roslinnych wekto-
row wirusowych. Doskonatym materialem do konstrukcji takich czasteczek, be-
dacych nosnikami obcych gendw sg wirusy o jednoniciowym genomie, posiadajacym
potarnos¢ mRNA ((-I-)RNA wirusy). Wysoki poziom ich akumulacji w zainfekowanej
tkance (do 8,6 mg wirionu / g Swiezej masy) (6) jak réwniez naturalna zdolnos¢ do
przetaczania metabolizmu rosliny na niezwykle wydajng synteze wlasnych kompo-
nentéw biatkowych (synteza mg biatka ptaszcza CP / g tkanki roslinnej) (7) czynig
z ukfadu wirus RNA-gospodarz roslinny system o olbrzymim potencjale produkcyj-
nym (synteza produktu w ilosci 0,4-2% rozpuszczalnych biatek rosliny) (6). Dodat-
kowg jego zaletg jest mozliwos¢ manipulowania klonami cDNA genomow wiruso-
wych, co w potgczeniu z ich niewielkimi wymiarami, w znacznym stopniu utatwia
prace oraz skraca czas konstruowania zrekombinowanych czgstek wektora do kilku
tygodni. Kolejnym walorem wymienionego systemu, jest mozliwos¢ wyboru mo-
mentu infekcji wirusem. Mozna jej dokona¢ w spos6b kontrolowany podczas do-
wolnego etapu rozwoju ros$liny. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku syntezy
biatek toksycznych dla metabolizmu gospodarza. Wszystkie wymienione zalety, w po-
taczeniu z szerokim zakresem gospodarzy rostinnych (rosliny jedno- i dwuliscienne),
czynig wirusowe wektory RNA niezwykle atrakcyjnym rozwigzaniem umozliwiajacym
synteze biatek o znaczeniu terapeutycznym. Niemniej wazng pozostaje kwestia bio-
bezpieczenstwa systemu. Ze wzgledu na dos¢ niskg stabilnos¢ wektora RNA, fawo-
ryzujaca dryft potomnych wiruséw w kierunku typu dzikiego, ryzyko wymkniecia sie
takiego uktadu spod kontroli jest ograniczone (8). Kroétki przeglad strategii stoso-
wanych do ekspresji bialek za pomoca odpowiednio zmodyfikowanych wektoréw
wirusowych przedstawiony zostat w tabeli.
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Tabela 1
Przyktady ekspresyjnych wektoréw RNA
Wirus Strategia
bromovirus substytucja genu wirusowego (21,22)
tobamovirus promotor subgenomowy, substytucja genu wirusowego, geny fuzyjne, heterologiczny promotor subge-
nomowy, prezentacja antygenu na powierzchni ptaszcza (8,20,23,28,29,32 )
potexvirus sekwencja 2A FMDV (kotranslacyjne trawienie poliproteiny), IRES, promotor subgenomowy (25-27)
comovirus prezentacja antygenu na powierzchni kapsydu (34)
tombusvirus prezentacja antygenu na powierzchni kapsydu (30)
tobravirus promotor subgenomowy (35)
clostrovirus potranslacyjne trawienie poliproteiny (36)
hordivirus geny fuzyjne (37)
potyvirus geny fuzyjne, ko- i potranslacyjne trawienie poliproteiny (38)

2.R6zne strategie wyrazania gendéw wirusowych

Az 99% wszystkich wirusowych patogenow roslinnych stanowig wirusy RNA (9).
Ich niewielki genom (zwykle 6-I0kz) wystepuje najczesciej w formie jednej nici
(ssSRNA - single stranded RNA), u niektérych wiruséw sktada sie z dwéch, trzech
oraz czterech jednoniciowych RNA. Najprostsze wirusy kodujg tylko kilka biatek:
niezbedna do replikacji genomu zalezna od RNA polimeraze RNA (RdRp - RNA de-
pendent RNA polymerase), biatko umozliwiajgce systemiczng infekcje (MP - movement
protein) oraz strukturalne biatko ptaszcza (CP - coat protein). W przypadku bardziej
ztozonych wiruséw ich genom moze zawiera¢ wiecej genéw, kodujacych dodatko-
we czynniki wirusowe (10). Presja selekcyjna spowodowata, ze w celu zwiekszenia
konkurencyjnosci w stosunku do gospodarza roslinnego, wirusy RNA zmuszone zo-
staty do zmaksymalizowania ilosci kodowanej przez siebie informacji genetyczne;.
Patogeny te wykorzystujg szereg niezwykle precyzyjnych strategii wyrazania ge-
now, umozliwiajgcych catkowite zapanowanie nad metabolizmem gospodarza oraz
przelaczenie go na synteze witasnych komponentow. Jednym z najczesciej spotyka-
nych rozwigzan, efektywnie zwiekszajacych pojemnos$¢ genomu, jest zjawisko na-
chodzenia otwartych ramek odczytu (open reading frame overlapping - ORF overlap-
ping). Wystepuje ono prawie u wszystkich wirusow (-F )RNA, czasami tworzg sie na-
wet potrojne bloki genowe (11). jednym ze sposobOw wykorzystywanych przez wi-
rusy RNA do translacji nachodzacych ORF, jest zmiana ramki odczytywanej przez ry-
bosom (ribosome frameshift) (12) innym wystepowanie przeciekajgcego kodonu start
(13,14). Sygnatem indukujgcym zmiane ramki odczytu jest specyficzna sekwencja
(slippery site), wymuszajaca przeskok rybosomu w pozycje -1. W rezultacie syntety-
zowane jest biatko fuzyjne o czesciowo zmienionej sekwencji aminokwasowej. Ze
wzgledu na niskg czestos¢ zachodzenia tego zjawiska (w poréwnaniu z translacjg
pierwszej ORF), jest ono wykorzystywane do syntezy biatek potrzebnych wirusowi
jedynie w malych ilosciach. W ten spos6b zachowana zostaje zasada ekonomiczne-
go wykorzystania pojemnosci kodujacej matrycy. Przeciekanie kodonu start umozli-
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wia odczytywanie nachodzgacych ORF zarébwno w niezgodnych jak i zgodnych fa-
zach. Proces ten polega na selektywnym wyborze przez rybosom odpowiedniego
kodonu start AUG jako miejsca inicjacji translacji. Selekcja jest uzalezniona od se-
kwencji oskrzydlajacych triplet AUG, ktére w systemach eukariotycznych preferujg
puryne w pozycji -3 oraz guanine w pozycji -F4 (15-17). Szczep ATCC66 wirusa BMV
(brome mosaic virus) poprzez odpowiednig modyfikacje sekwencji otaczajacej pierw-
szy od konca 5 kodon AUG jest w stanie syntetyzowa¢ dwa biatka kapsydu po-
wstajgce wskutek inicjacji translacji zaréwno z pierwszego jak i drugiego tripletu
AUG( CP 20 kD i CP 19 kD) (14). Jest to niewatpliwie bardzo ciekawy przykiad modu-
lacji mechanizmu translacyjnego gospodarza przez genom wirusa, pozwalajacy na
znaczne uelastycznienie pojemnosci kodujgcej tego ostatniego. Innym czesto wy-
stepujgcym sposobem efektywnego wykorzystywania czasteczki genomowej przez
wirusy RNA jest tzw. przeciekanie kodonu STOP (readthrough), ktére prowadzi do
pominiecia wystepujgcego w matrycy miejsca terminacji translacji (18). Najczesciej
obserwowane jest ono podczas syntezy biatlek zaangazowanych w replikacje wirusa
(np. TMV, tobacco mosaic virus - poliproteina 183 kD; TBSV, tomato bushy stunt virus

- poliproteina 92 kD; TRV, tobacco rattle virus - poliproteina 194 kD), cho¢ moze
takze wystepowac w trakcie translacji protein o innych wtasciwosciach niz polime-
razowe (BYDV, barley yellow dwarfvirus - biatko 50 kD). Ciekawymi sposobami wy-
razania wewnetrznych genéw wirusowych sg réwniez synteza subgenomowego
RNA oraz wystepowanie miejsc wewnetrznego wigzania rybosomu (11). Pierwsza
jest bardzo rozpowszechniona wsrdd roslinnych wiruséw RNA (BMV, BBMV, broad
bean mottle virus; AIMV, alfalfa mosaic virus; CMV, cucumber mosaic virus), nierzadko
umozliwia odczytanie przez rybosom nachodzgcych ramek odczytu. Generalnie jest
to jedna z gtdbwnych strategii, stosowanych przez roslinne wirusy typu RNA, do
przezwyciezania juz na etapie transkrypcji problemdéw zwigzanych z policistrono-
woscig matrycy mRNA. Synteza subgenomowego, monocistronowego RNA zachodzi
pod kontrolg specyficznego promotora, znajdujgcego sie na nici (-)RNA, powstajgcej
podczas replikacji wirusa. Wewnetrzne wigzanie rybosomu (IRES, internal rybosome
entry site) przez matryce zachodzi dzieki obecnosci specyficznych sekwencji umozli-
wiajgcych inicjacje translacji bez udziatu struktury Cap, wystepujacej na koncu 5
kazdego eukatriotycznego mRNA. Bezposrednim tego efektem jest synteza biatka,
wyrazanego przez wewnetrzny gen. Ciekawa, cho¢ wciaz nie do korica poznang
strategiag, jest kotranslacyjna modyfikacja poliproteiny. Biatko powstate na bazie
jednej ORF, ciete jest na mniejsze peptydy. Proces ten wraz z potranslacyjnym tra-
wieniem polipeptydu stanowi gtéwng strategie wyrazania gendéw przez potywirusy
0.

Reasumujac, stwierdzi¢ mozna, ze metody, jakimi postugujg sie roslinne wirusy
RNA do ekspresji informacji genetycznej, charakteryzuja sie niezwykta r6znorodno-
Scig oraz bardzo wysoka efekt>*wnoscig. Nic zatem dziwnego, ze od wielu lat znaj-
duja sie w centrum zainteresowania biotechnologow.
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3.Strategie stosowane do ekspresji rekombinowanych genéw

Niewatpliwie przetomem w badaniach ekspresyjnych wektorow RNA bylo uzy-
skanie w 1984 r. pierwszego infekcyjnego klonu cDNA wirusa BMV (19). Od tego
momentu nastapit gwattowny rozwoj badan nad moztiwoscig bezposredniego wy-
korzystania wiruséw RNA do przejsciowej ekspresji pozadanych genéw w roslinach.
Pierwsze préby polegaty na konstruowaniu wektoréw na zasadzie zwyktej wymiany
genu biatka ptaszcza na obcy gen (gene replacement). Okazaly sie one jednak mafto
przydatnymi rozwiagzaniami do produkcji biatek na skale przemystowsa, gdyz unie-
mozliwialy systemiczng infekcje roslin (20), czesto wrecz ograniczajac rozprzestrze-
nianie sie wirusa, praktycznie do pojedynczych komoérek (21,22). Pomimo dos¢ wy-
dajnej syntezy terapeutykéw w kulturach protoplastow, systemy te nie pozwalaty
stworzy¢ zadowalajacej, pod wzgledem ekonomicznym, technologii syntezy pro-
duktu na wieksza skale.

Bioragc pod uwage ograniczenia wymienionej metody, obrano inng strategie kon-
strukcji wektoréw RNA, generalnie polegajaca na wprowadzaniu obcej sekwencji do
genomu wirusa przy jednoczesnym zachowaniu jego catkowitej informacji gene-
tycznej. Podejscie takie miato umozliwi¢ patogenowi przechodzenie naturalnego
cyklu zyciowego, obejmujgcego takze systemiczng migracjg czgstek w obrebie zain-
fekowanej rosliny. Jednym z przyktadéw jest wprowadzanie obcego genu w zgodnej
ramce odczytu z genem wirusowym. W wiekszosci przypadkéw metoda ta polega
na fuzji genu biatka ptaszcza (CP) z genem innego biatka (23). Niestety takie podejs-
cie nie stanowi idealnego rozwigzania, gdyz w celu uzyskania czystego produktu
koncowego nalezy zastosowac rézne, czesto bardzo pracochtonne, a zarazem kosz-
towne procedury trawienia i oczyszczania poliproteiny. Innym sposobem stosowa-
nym w przypadku wektoréw opartych na potywirusach lub klostrowirusach, jest
wprowadzenie do biatka miejsc postranslacyjnego trawienia przez proteazy wiruso-
we, co umozliwia pominiecie pézniejszych obrdbek produktu. Szczegdlnie obie-
cujacy, jak sie wydaje, jest wektor ekspresyjny oparty na wirusie WSM\V/(wheat streak
mosaic virus), infekujacego rosliny jednoliscienne (24). Nalezy on do niedawno od-
krytego rodzaju tritimovirus. Organizacja genomu tego wirusa jest bardzo podobna
do potywiruséw, stad mozliwe bylo zastosowanie wymienionej metody oskrzydla-
nia insertu - genu dla NPT Il (fosfataza neomycyny 1l) - sekwencjami kodujgcymi
miejsca ciecia przez proteazy. Jesli wzig¢ pod uwage fakt, ze stopienn akumulaciji
WSMV w systemicznie zainfekowanych lisciach waha sie w granicach 75 pg/g tkanki
lisciowej, wéwczas poziom ekspresji, jaki odnotowano dla NPTII -15 pg/g tkanki lis-
ciowej - nalezy uwazac za znaczny.

Bardzo interesujgcym rozwigzaniem problemu wyrazania genéw fuzyjnych za
pomoca ekspresyjnych wektoréw RNA, jest wykorzystanie zjawiska kotranslacyjne-
go trawienia biatka. Do konstrukcji wektora PVX (potato virus X), niosgcego gen fu-
zyjny biatka gfp i CP, zastosowano sekwencjg sygnatowa 2A zwierzecego wirusa
pryszczycy (FMDV, foot and mouth disease virus) (25). Szesnastoaminokwasowy fan-
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cuch 2A bierze udziat w kotranslacyjnym cieciu biatka tego wirusa na dwa peptydy.
W tym przypadku trawienie polipeptydu zachodzi dokfadnie pomiedzy proling
a bezposrednio poprzedzajaca ja glicyng, nalezacg do peptydu 2A. W wymienionym
wektorze PVX sekwencja 2A zostata potgczona swym koricem 5 z genem gfp oraz
koricem 3' z czwartym kodonem (od konca 5’) genu CP, kodujgcym pierwszg proline
w fancuchu polipeptydowym CP. W ten spos6b uzyskano wydajng synteze biatka
GFP, przediuzonego o szesnascie dodatkowych aminokwaséw, pochodzacych z se-
kwencji 2A, oraz wolnego biatka CP.

Inng, rownie ciekawa inicjatywa byta konstrukcja wektora ekspresyjnego, opar-
tego na genomie PVX, w ktdrym pomiedzy ORF biatka CP a gen gfp, wprowadzono
sekwencje wewnetrznego wigzania rybosomu (IRES) (26). Dzieki tej modyfikacji, po-
wstajacy w cyklu zyciowym wirusa bicistronowy, subgenomowy mRNA umozliwit
niezalezng i wydajng translacje obu bialek (GFP oraz CP) w transfekowanych rosli-
nach tytoniu. Co wiecej, takie rozwigzanie znacznie obnizyto prawdopodobieristwo
zajécia rekombinacji homologicznej RNA wektora w czasie replikacji.

jedna z pierwszych alternatyw wektoréw RNA opartych na substytucji genéw wi-
rusowych, bylo zastosowanie strategii duplikacji subgenomowego (sg) promotora
dla mRNA CP. Metoda ta polegata na wprowadzeniu kasety ekspresyjnej — promo-
tor sg-obcy gen - w pozycji 3' lub 5 wzgledem genu CP (TMV, PVX) (8,27). W do-
Swiadczeniach nad tak skonstruowanymi wektorami TMV i PVX wykazano, ze wpro-
wadzenie do genomu wirusowego drugiej sekwencji promotorowej znacznie obniza
stabilnos¢ insertu. Najprawdopodobniej pozbywanie sie obcych sekwencji spowo-
dowane jest rekombinacjg homologiczng, zachodzgacg pomiedzy zduplikowanymi
regionami wektora. O wiele bardziej stabilnym okazaly sie konstrukty, w ktorych
umieszczono heterologiczng sekwencje subgenomowego promotora oraz genu
biatka kapsydu (obie pochodzity od blisko spokrewnionego wirusa). Takie rozwigza-
nie zastosowano do konstrukcji dwéch hybrydowych RNA (hybryd TMV-ORSV, hy-
bryd TMV-ToMV). Dla otrzymania wektora TMV-ORSV do genomu TMV wprowadzo-
no subgenomowy promotor wraz z genem kodujgcym biatko ptaszcza ORSV {odonto-
glossum ringspot virus), obcym genem natomiast zastapiono CP TMV (28). W podobny
sposob skonstruowano hybrydowe RNA TMV-ToMV, w ktérym heterologiczng se-
kwencja promotora i biatka kapsydu pochodzita z wirusa ToMV {tomato mosaic virus)
(29). W obu przypadkach zastosowane podejscie, znacznie podwyzszyto stabilno$¢
insertu, np. dla genu DHFR (reduktaza dihydrofolianu) utrzymywat sie on przez kilka
pasazy (28). Ponadto odnotowano bardzo wysoki poziom ekspresji rekombinowane-
go biatka - dla a trichosantyny wyniést on do 2% wyizolowanego, rozpuszczalnego
biatka (po czternastu dniach od inokulacji) (6). llos¢ ta, jak sie wydaje, jest wyzsza
od otrzymanej w jakiejkolwiek transgenicznej roslinie. Wynik ten potwierdza nie-
zwykly potencjat odpowiednio zmodyfikowanych wektorow RNA.

Warto tez wspomnie¢ o dwdch strategiach, ogélnie zwanych uktadami rekom-
pensacji czy tez komplementacji, stosowanych w przypadku wektoréw opartych na
wirusach o genomie podzielonym, w ktérych jeden z genéw wirusowych zostaje
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zastgpiony obcg sekwencjg (gene replacement). Wyrdznia sie komplementacje cze-
Sciowa, kiedy zrekombinowana, defektywna czasteczka wektorowa koinokulowana
jest z rekompensujaca jg dzikg czgsteczkg RNA oraz komplementacje krzyzowa,
gdzie odpowiednia kombinacja obu koinokulowanych czasteczek umozliwia im wza-
jemna komplementacje. Trudno jednak jest przewidzie¢ stabilnos¢ takiego systemu,
gdyz w obu przypadkach istnieje mozliwos¢ rekombinacji, co w efekcie moze pro-
wadzi¢ do szybkiego pozbywania sie transgenu przez wektor wirusowy.

Synteza szczepionek w roslinach stanowi jedno z bardzo obiecujgcych zastoso-
wan wektoréw RNA. Wykazano jednak, ze immunizacja wolnymi antygenami (synte-
tyzowanymi przez transgeniczna rosline lub wektor wirusowy) nie zawsze jest w sta-
nie wywota¢ odpornos¢ organizmu. Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy moze by¢
mafa stabilnos¢ antygenu. Aby jg zwiekszy¢ tworzy sie rodlinne systemy wirusowe
prezentujgce dany epitop na powierzchni swego kapsydu (5,30,31). Innymi stowy,
biatko ptaszcza wirusa roslinnego stuzy jako nosnik (carrier molecule) dla peptydu an-
tygenowego (potgczonego z nim koncem aminowym bgdz karboksylowym). Do tego
celu prébowano wykorzysta¢ wiele wiruséw roslinnych, jednak nie wszystkie oka-
zaly sie w pelni przydatne. Ograniczenia gtéwnie sprowadzaly sie do wielkosci
wprowadzanego peptydu, ktory przekraczajac liczbe dwudziestu pieciu aminokwa-
sow w przypadku TMV oraz CPMV (cowpea mosaic virus) znacznie ograniczat proces
enkapsydacji tych wiruséw (32). Wielkos¢ epitopu wykorzystywanego do immuniza-
cji nie pozostaje bez znaczenia dla efektu odpowiedzi immunologicznej organizmu.
Wykazano, ze w przypadku wirusa wscieklizny, jedynie antygeny przekraczajgce
swg wielkoscig wymieniony limit aminokwasowy, sg w stanie indukowac¢ produkcje
przeciwciat na odpowiednio wysokim poziomie (33). Do konstrukcji wektora mo-
gacego prezentowac tak duzy epitop na powierzchni swego kapsydu wykorzystano
hybryde wirusa TMV z AIMV, w ktérej no$nikiem dla 38 aminokwaséw peptydu anty-
genowego wirusa wscieklizny (Drg24) byto CP A1IMV, znajdujace sie pod kontrolg
subgenomowego promotora (5). Tak zmodyfikowany wektor TMV produkowat za-
rowno wiasne CP (CP-TMV) jak i fuzyjne CP-Drg24, pochodzace z wirusa A1MV, cze-
go rezultatem byla obecnos¢ dwoch typow wiriondw w zainfekowanej tkance ros-
linnej: CP-TMV oraz CP-Drg24. W przeprowadzonej analizie immunogennosci pre-
zentowanego w ten sposob antygenu Drg24, wykazano efektywng indukcje syntezy
przeciwciat anty-Drg24 u myszy.

4. Podsumowanie

Niewatpliwie badania struktury i funkcji genéw roslinnych wiruséw RNA naleza
do jednej z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie gatezi wirusologii molekular-
nej. PoznaliSmy juz wiele cech, dzieki ktorym patogenny te siejg tak ogromne spu-
stoszenie w organizmach ro$linnych. Z catg pewnoscig umiejetne wykorzystanie tej
wiedzy moze spowodowagé, ze wirusy RNA stang sie takze naszymi sprzymierzenca-
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mi. Juz dzi$ wiemy, ze moga one postuzy¢ jako narzedzia do ekspresji wybranych
gendéw w komoérkach roslinnych. Oprécz zastosowania w przemysle biotechnolo-
gicznym, mozliwe jest takze uzycie wektoréw wirusowych w genomice funkcjonal-
nej roslin do indukcji zjawiska potranskrypcyjnego wyciszania genéw (V1GS, virus in-
duced gene silencing) (39). Kwestig pozostajgca wcigz do rozwigzania jest dopracowa-
nie ukladu gospodarz roslinny - wektor RNA w taki sposéb, aby synteza rekombi-
nowanego biatka byta jak najbardziej wydajna. Dlatego tez kolejnym wyzwaniem
w dziedzinie konstrukcji wektorow wirusowych, jakiemu starajg sie sprosta¢ bada-
cze jest zwiekszanie stabilnosci zmodyfikowanego wirusa, podwyzszenie wydajno-
éci infekcji wirusowej (40,41) oraz udoskonalenie strategii wyrazania obcego genu.
Nie bez znaczenia pozostaje takze sam gospodarz roslinny. Tak zatem optymaliza-
cja tego systemu bedzie réwniez polega¢ na modyfikacji genomu rosliny, majgcej na
celu stworzenie odmian fatwych w uprawie, podatnych na infekcje danym wekto-
rem bez wzgledu na warunki srodowiskowe, a takze bedacych w stanie dokonywac
wszelkich typowych dla biatek pochodzenia zwierzecego, modyfikacji postranstacyj-
nych (42).
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