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Wirusy roslinne jako wektory do
wyrazania obcych genow
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Plant viruses as vectors for foreign gene expression in plants
Summary

Several studies have demonstrated the use of plant viruses as vehicles to in-
troduce and express nonviral genes in plants. Many plant viruses multiply in-
tensely in plants, leading to concomitantly high levels of nonviral gene expres-
sion. Plant virus expression vector technology can be improved along several
lines. Not all viruses are equally sensitive to sequence manipulations. New vec-
tors and new expression strategies are needed to expand the range of plants in
which the systems can be used. To increase the carrying capacity or the ability
to express more than one nonviral gene, new vectors should be developed.
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1. Wprowadzenie

jednym z podstawowych celdw manipulacji genetycznych do-
konywanych na roslinach jest obnizenie strat w plonach przez
konstrukcje roslin odpornych na infekcje wirusowe, bakteryjne
czy zakazenia wywotane grzybami. Innym celem jest zwieksze-
nie odpornosci na warunki stresowe srodowiska, wprowadzanie
gendéw warunkujgcych odpornos¢ na pestycydy, zmiana kompo-
zycji aminokwasowej w biatkach zapasowych nasion, eliminacja
szkodliwych kwasoéw tluszczowych, a takze modyfikacje polime-
réw takich jak celulozy czy woski.

W ostatnich latach, dzieki rozwojowi technik inzynierii gene-
tycznej roslin, a w szczego6lnosci rozwojowi metod trwatego
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wprowadzania DNA do ich genoméw, nastgpi! znaczny postep w pracach nad otrzy-
mywaniem ro$lin transgenicznych. Ze wzgledu na niskie koszty hodowli, sterylnos¢
i olbrzymig biomase powstajgca z energii stonecznej i mineralnego podtoza, rosliny
sg, jak sie wydaje, doskonatymi kandydatami na bioreaktory, w ktérych mozna wyra-
za¢ nie tylko geny warunkujace poprawe wiasciwosci roslin, lecz takze biatka istot-
ne z punktu widzenia cziowieka ijego zdrowia, takie jak biatka krwi, neuropeptydy,
czynniki wzrostu, przeciwciata, a takze antygeny warunkujgce odpornos$¢ organi-
zmow zwierzecych.

Genetyczna modyfikacja roslin czesto nie jest obojetna dla organizmu w ktérym
jej dokonano. Niekiedy wyrazenie obcego genu ma niekorzystny, fitotoksyczny
wplyw na samego gospodarza juz na wczesnych etapach jego rozwoju, co w bio-
technologii przektada sie na wydajnos¢ systemu. Pewng alternatywg dla trwatego
i wydajnego wyrazania obcych gendw w roslinach moze by¢, jak sie wydaje, uzycie
wirusoéw jako ich nosnikéw. Wirusy posiadajg naturalng zdolno$¢ do zmiany meta-
bolizmu zainfekowanej komorki, a w efekcie catego organizmu i przetgczania go na
synteze wihasnych, funkcjonalnych i strukturalnych biatlek. Rozwdj biologii moleku-
larnej wiruséw roslinnych o genomie zbudowanym z DNA, a przede wszystkim wiru-
s6w ktérych genom stanowi jednoniciowy RNA, pozwala na ich wykorzystanie jako
gospodarzy obcych gendéw wyrazanych w zainfekowanych roslinach. System ten ce-
chuje takze tatwos¢ i szybko$¢ klonowania gendw przeznaczonych do ekspres;ji,
a takze to, ze zmodyfikowanym genetycznie wirusem mozemy infekowac rosline na
dowolnym etapie jej wzrostu i rozwoju.

2. Wektory ekspresyjne otrzymywane z wiruséw o genomie DNA

Jednym z pierwszych wiruséw, ktéry byt brany pod uwage jako ekspresyjny wek-
tor roslinny, byt wirus mozaiki kalafiora CaMV (cauliflower mosaic virus) ktérego DNA
po klonowaniu pozostawalo infekcyjne. Niestety, wektor ten miat pewne ogranicze-
nia. Przede wszystkim zwiekszenie wielkosci DNA wirusowego o obcy gen powodo-
wato uposledzenie procesu enkapsydaciji, a co za tym idzie, wydajnosci infekcji.
Czesciowo problem ten rozwigzano i zastapiono otwartg ramke odczytu I, ktorej
produkt warunkuje transmisje wirusa przez wektor owadzi, malymi genami ko-
dujagcymi reduktaze dwuhydrofolianowg DHFR (dihycirofolate reductase) (1) i MT I
(metallothionein Il) (2). Bialka te zostaly wyrazone odpowiednio w ilosci ok. 8 pg/g
Swiezej masy i ok. 0,5% rozpuszczalnych biatek z lisci.

Inng grupa wiruséw, ktéra znalazta sie w centrum zainteresowania biotechnolo-
gow, byly geminiwirusy. Mogg one by¢ uzywane jako wektory w szerokim zakresie
gospodarza, dodatkowo infekujg rosliny jednoliscienne. W przypadku wirusa
kartowatosci pszenicy WDV (wheat dwarfvirus) udato sie usung¢, bez szkody dla pro-
cesu replikacji, gen biatka ptaszcza i zastgpi¢ go odpowiednio markerami bakteryj-
nymi: NPT (neomycynowa fosfotransferaza; neomycin phosphotransferase), CAT (acety-
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lotransferaza chloramfenikolu; chloramphenicol acetyltransferase) oraz (3-galaktozy-
dazg (3). W tym przypadku wprowadzone geny byly odpowiednio wieksze, a (3-ga-
laktozydaza dwukrotnie przewyzszata wielkos¢ genomu wirusa. Mimo to nie zaob-
serwowano uposledzenia ekspresji wprowadzonych gendw, ktéra byta Srednio 20
razy wyzsza niz w odpowiednim uktadzie niereplikatywnym, co wykazano transfor-
mujac roslinne zawiesiny komoérkowe.

3. Wektory ekspresyjne otrzymywane z wiruséw o genomie zbudowanym
z RNA

Najwieksza grupe wiruséw roslinnych stanowig wirusy o genomie zbudowanym
z jednoniciowego RNA o polarnosci dodatniej. Na ich genomy skiladajg sie jedna
(monopartite), dwie (bipartite) trzy (tripartite) lub cztery (tetrapartite) czasteczki RNA.
Oprécz biatka ptaszcza (BP) genomy tych wiruséw kodujg geny biatek biorgcych
udziat w replikacji, w przemieszczaniu sie wirusa z komoérki do komoérki, w rozprze-
strzenianiu wirusa w roslinie, czy przenoszeniu wirusa pomiedzy roslinami przez
owady czy nicienie. Replikacja tych wiruséw wymaga obecnosci zaleznej od RNA po-
limerazy RNA, ktéra kodowana jest przez genom wirusa. Geny wiruséw RNA wyra-
zane sg w wyniku réznych strategii, takich jak supresja kodonu stop, zmiana fazy
odczytu, tzw. leaky scanning czy ko- i posttranslacyjne procesowanie poliproteiny.
~Wewnetrzne” geny wirusowe czesto wyrazane sg przez subgenomowe (sg) RNA
syntetyzowane z wewnetrznych promotoréw transkrypcji. Olbrzymia r6znorodnos¢
wiruséw RNA czyni je doskonatym materiatem do poszukiwan wydajnych wektoréw
wirusowych zdolnych do wyrazania w roslinach obcych genéw lub prezentacji frag-
mentéw biatek na powierzchni ich kapsydéw.

W celu otrzymania wektora wirusowego nalezy najpierw sklonowac jego cDNA,
z ktérego mozna otrzymywac in vitro infekcyjne transkrypty lub infekcyjny, zaopa-
trzony w promotor 35S RNA CaMV, DNA wirusowy.

jednym z pierwszych wirusow, w ktérych podjeto préby klonowania obcych ge-
noéw byt wirus mozaiki tytoniu TMV (tobacco mosaic virus). Infekcyjny transkrypt tego
wirusa otrzymywany z jego cDNAjest matryca do syntezy biatek odpowiedzialnych
za replikacje RNA wirusa, jego przemieszczanie i enkapsydacje (4). Subgenomowy
RNA, z ktérego translacji ulega biatko ptaszcza wyrazany jest z promotora znaj-
dujacego sie na nici ujemnej wirusa (5). Wirus ten bardzo wydajnie infekuje rosliny
i jego biatko ptaszcza akumuluje w ilosci kilku miligraméw na gram liscia. Zdolnos¢
do wydajnej produkcji biatka wykorzystano do konstrukcji wektora wyrazajgcego
enkefaline w postaci fuzji (rys. 1) z genem BP w protoplastach tytoniu (6). Biatko to
udato sie otrzymac w duzych ilosciach. Niestety, ze wzgledu na charakter konstruk-
tu, w celu otrzymania czystej enkefaliny nalezato biatko fuzyjne podda¢ trawieniu
bromocyjanem i dodatkowym procedurom oczyszczania.

BIOTECHNOLOGIA 1 (56) 105-112 2002 107



Andrzej Palucha

RNA TMV Biatko ptaszcza TMV enk

Rys. 1. Schemat konstriiktu zawierajacego fuzje biatka ptaszcza wirusa TMV z enkefalina. Pr. - pro-
motor transkrypcji subgenomowego RNA; enk - enkefaiina

Inng strategie zastosowano w celu wydajnej produkcji z wektora na bazie TMV
(7) biatka inaktywujacego rybosomy - a-trychosantyny (8). Biatko to jest wydajnym
inhibitorem replikacji wirusa H1V-1 (human immunodeficiency virus -1) w uktadach in
vitro. Gen a-trychosantyny zostat wprowadzony do wektora wirusowego pod kon-
trole promotora transkrypcji (rys. 2). Za rozprzestrzenianie wirusa w infekowanej
roslinie odpowiedzialne jest biatko ptaszcza wirusa ORSV (odontoglossum ringspot vi-
rus) ktérego gen zostat wstawiony pod kontrole dodatkowego promotora transkryp-
cji. Transfekowane ro$liny tytoniu akumulowaty po dwéch tygodniach a-trychosan-
tyne w ilosci 2% catkowitej ilosci rozpuszczalnych biatek rosliny. Oczyszczona a-try-
chosantyna zachowata wszystkie swoje whasciwosci strukturalne i funkcjonalne.

Wektory na bazie wiruséw roslinnych mogg by¢ wykorzystywane nie tylko do
produkcji wybranych genéw w roslinach, lecz takze do wptywania w sposob precy-
zyjny na metabolizm rosliny bedacej w okreslonym stadium rozwoju. Wykorzystujac
wektor otrzymany z wirusa TMV, podobny do opisanego, lecz zawierajgcy gen
biatka ptaszcza wirusa mozaiki pomidora ToMV (tomato mosaic virus), wyrazono
w transfekowanych rostinach syntetaze fitoenu (karoten) oraz fragment genu desa-
turazy fitoenu w orientacji antysensowej (9) (rys. 3). Po dwdch tygodniach od trans-
fekcji infekcyjnym transkryptem badano poziom karotenu w systemicznie zainfeko-
wanych roslinach. Liscie roslin transfekowanych wektorem niosagcym gen syntetazy
fitoenu posiadaly intensywny, pomaranczowy kolor i akumulowaty duze ilosci fito-
enu. Liscie roslin transfekowanych wektorem, niosgcym antysensowy fragment genu
desaturazy byly biate i takze akumulowaty duzo fitoenu. Na tym przykiadzie widaé
jak umiejetne uzycie wektora wirusowego moze pomdc w modulacji ekspresji ge-
néw, waznego szlaku metabolicznego rosliny.

P

r.
RNA TMV a-trychosantyna I t BP ORSV >

Rys. 2. Schemat konstruktu zawierajgcego gen a-trychosantyny. Pod kontrolg dodatkowego promo-
tora transkrypcji sgRNA znajduje sie gen biatka ptaszcza ORSV. Pr. — promotor transkrypcji sgRNA; BP
ORSV - biatko ptaszcza wirusa ORSV.
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Pr.

RNA TMV Synteza fitoenu BP ToMV >

Pr.

RNA TMV desaturaza fitoenu (antysens) BP ToMV }

Rys. 3. Schemat konstruktéw zawierajacych geny syntetazy i fragment genu desattirazy fitoenu. Pod
kontrola dodatkowego promotora transkrypcji sgRNA znajduje sie gen biatka ptaszcza wirusa mozaiki
pomidora. Pr. — promotor transkrypcji sgRNA; BP ToMV - biatko ptaszcza wirusa ToMV.

Innym wirusem czesto uzywanym jako wektor do ekspresji obcych biatek jest wi-
rus X ziemniaka (PVX - potato virus X). Aby zwiekszy¢ jego przydatnosc¢ jako wydaj-
nego systemu klonowania i wyrazania genéw zamiast dodatkowego promotora
transkrypcji sgRNA wklonowano pomiedzy gen reporterowy biatka zielonej fluore-
scencji (GFP - greenfluorescent protein), a biatko ptaszcza wirusa sekwencje IRES {in-
ternal ribosome entry site) (10) (rys. 4). Taka konstrukcja zapewnita wydajng synteze
obcego genu w wyniku translacji pierwszego cistronu, natomiast potrzebny do
przemieszczania z komérki do komoérki gen BP wirusa powstawat w wyniku wew-
netrznej inicjacji translacji za ktdra odpowiedzialna byta sekwencja IRES. Analiza
ekspresji genéw w transfekowanych roslinach tytoniu i protoplastach wykazata wy-
dajng synteze obu biatek. Dzieki takiemu podejsciu zmniejsza sie ryzyko rekombi-
nacji homologicznej pomiedzy syntetyzowanymi podczas infekcji fragmentami ge-
nomu wirusa RNA.

Inna grupa wektorow wirusowych moze by¢ otrzymywana z wiruséw o geno-
mach podzielonych. Taki system zostat stworzony na bazie wirusa mozaiki ogérka
CMV {cucumber mosaic virus). Wirus ten zbudowany jest z trzech RNA genomowych
z ktérych pierwsze dwa (RNAI, RNA2) koduja biatka funkcjonale zaangazowane
w replikacje wirusa. RNA3 zawiera dwa geny, z ktérych jeden koduje biatko MP {move-

Pr.

/A GFP

RNA PVX

Rys. 4. Schemat konstruktu zawierajacego dwucistronowy sgRNA z genem GFP i BP PVX. Pod kon-
trola sekwencji IRES znajduje sie gen biatka ptaszcza wirusa. Pr. - promotor transkrypcji sgRNA, BP
ToMV - biatko ptaszcza wirusa ToMV.
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Pr.
RNA3A GFP A BP CMV
Pr.
RNA3B
BP BYMV

Rys. 5. Schemat RNA3 CMV przekonstruowanego w komplementujacy sie wzajemnie ukiad RNA3A
i RNA3B do wyrazania obcych genéw. Pr. - promotor transkrypcji sgRNA; MCS - miejsce klonowania
(multicloning site)-, GUS - gen p-gliikuronidazy; BP BYMV"°<" - zmodyfikowane biatko ptaszcza wirusa
BYMV.

ment protein) odpowiedzialne za przemieszczanie wirusa, drugi natomiast BP wirusa,
ktére jest wyrazane z sgRNA. Do systemicznej infekcji rosliny niezbedna jest aktyw-
no$¢ obu gendw. Podstawa do konstrukcji nowego wektora byto rozdzielenie RNA3
na dwie, komplementujgce sie funkcjonalnie, dwucistronowe komponenty (11)
(rys. 5). RNA3A zawiera oprocz wyrazanego z promotora sgRNA biatka ptaszcza CMV
takze gen GFP umozliwiajacy bezposrednie monitorowanie aktywnosci wirusowego
wektora w roslinie. RNA3B oprocz biatka odpowiedzialnego za przemieszczanie za-
wiera takze miejsce MCS (niulticloning site) do klonowania wybranych genéw. W tym
przypadku wyrazono z powodzeniem gen GUS, jak tez zmodyfikowany gen BP BYMV
(beon yellow mosaic virus) w zainfekowanych lisciach. System ten jednak okazat sie
mato odporny na miedzyczgsteczkowg rekombinacje homologiczng pomiedzy RNA3A
i RNA3B, co prowadzito do ostabienia wyrazania tych bialek.

Wirusowe wektory roslinne majg rowniez swoje szerokie zastosowanie jako sys-
temy do ekspresji i prezentacji obcych biatlek bedacych antygenami stymulujgcymi
powstawanie przeciwciat. Bardzo czesto same biatka uwazane za antygeny nie pro-
wadzg do powstania na tyle wysokiego poziomu przeciwciatl by mdgt on warunko-
waé odporno$¢ organizmu. Powstanie stabilnych wirusopodobnych czasteczek
W znhaczacy spos6b wzmacnia ,pobieranie” antygenu przez system immunologiczny.

W jednej z pierwszych prac (12), do sekwencji cDNA matej podjednostki biatka
ptaszcza BP S {smali) wirusa mozaiki wspiegi azjatyckiej (CPMV - cowpea mosaic Vi-
rus) wprowadzono fragment genu kodujacy 20 aminokwasdw epitopu VP1 BP wirusa
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pryszczycy (FMDV - foot and mouth disease virus) w taki sposéb, aby stanowit on in-
sercje lub substytucje w obrebie klonowanego regionu. W obu przypadkach chimero-
wy konstrukt byt wyrazany, Jednak tylko substytucja fragmentu BP CPMV nie uposle-
dzita skladania wirionu. Zmodyfikowane biatko S CPMV byto zdolne do oddzialywa-
nia z przeciwciatami przeciwko FMDV. Praca ta przyczynita sie w sposéb znaczgcy
do rozwoju zastosowania wektoréw wirusowych Jako nosnikéw antygendw, a wek-
tor wirusowy stworzony na bazie CPMV postuzyt nastepnie do wyrazenia takich epi-
topowijak VP1 F1RV-14 (human rhinovirus 14), czy gp4l FlIV-1 (13). Czastki wirusa za-
wierajace epitop VP1 FIRV byly uzyte takze do immunizacji krolika i w efekcie wyka-
zano ich immunogennos¢ (13). Podobne prace byly prowadzone tez z wektorem wi-
rusowym, pochodnym TMV, gdzie w obreb sekwencji DNA BP wirusa wprowadzono
epitopy malarii (14). Wybrane fragmenty DNA kodujgce epitopy zarodzca malarii
wklonowano w cze$¢ kodujgcag powierzchniowg petle genu biatka ptaszcza, a takze
w region eksponowanego na powierzchni wirionu C-korica. Modyfikacje te nie miaty
wptywu na wydajnosé namnazania wirusa w transfekowanej roslinie, ktéra byta nie-
wiele nizsza niz w przypadku dzikiego wirusa.

Ciekawym nosnikiem 13-aminokwasowego epitopu z petli V3 gpl20 wirusa HIV-1
stal sie wektor zrobiony z wirusa TBSV (tomato bushy stunt virus) (15). Fragment ten
zostat podigczony do czesci C terminalnej BP wirusa, co umozliwito Jego zaprezen-
towanie w ilosci 180 kopii na wirion. Réwniez w tym przypadku nie zaobserwowano
duzego uposledzenia w namnazaniu wirusa w transfekowanej roslinie. Konstrukt
ten okazal sie ponadto bardzo stabilny i epitop HIV-1 byt wykrywany przez przeciw-
ciata monoklonalne oraz surowice od pacjentéw zainfekowanych wirusem nawet po
szesciu sekwencyjnych pasazach. Opisane whasciwosci pozwolg na uzycie takich
konstruktow w diagnostyce F1IV-1. Wykazano tez, ze myszy szczepione prezen-
tujgcym epitop wirionem TBSV indukowaly specyficzng odpowiedz na FIIV.

4. Perspektywy

Konstrukcja wektoréw wirusowych Jest dziedzing wirusologii molekularnej ro-
slin, ktéra bedzie sie w najblizszych latach intensywnie rozwija¢. Otrzymywane z in-
fekcyjnych klonéw wektory wirusowe przyczynig sie do postepu w biologii moleku-
larnej wirusow i roslin oraz znajdg zastosowanie w szeroko rozumianej biotechno-
logii. Przede wszystkim wektory te, podobnie Jak wirusy z ktérych sg otrzymywane,
majg olbrzymi potencjat produkcyjny. Naturalng cechg tych uktadéw Jest zahamowa-
nie metabolizmu gospodarza i przestawienie go na synteze wlasnych komponen-
tow. Umiejetne wykorzystanie tej wlasciwosci pozwoli niewatpliwie przeksztatcaé
zdrowe dobrze rozwiniete rosliny w zywe, tanie bioreaktory zdolne do produkcji
nie tylko wirusa i Jego biatek, ale takze tych skfadnikéw o ktére zostanie on wzbo-
gacony. Wystarczy spojrze¢ na kalkulacje przeprowadzone dla tytoniu. W intensyw-
nej fazie wzrostu roslina Jest zdolna do akumulacji 26 g Swiezej masy z metra kwa-
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dratowego w ciggu dnia. W optymalnych warunkach z tytoniu mozna uzyska¢ rocz-

nie

2000 kg biatek z 4 ha przy naktadzie finansowym rzedu 10 000 USD (za Ray

C. Long, North Carolina State University). tatwo sobie wyobrazi¢, ile okreslonego
biatka moze wyprodukowac roslina transfekowana wirusem wyrazajgcym obcy gen
w ilosci 0,4-2% catkowitych biatek w roslinie. Wiekszos¢ obecnie prowadzonych
prac skupia sie na zwiekszeniu wydajnosci i stabilnosci stosowanych wektoréw.

Nalezy przypuszczac, ze w najblizszych latach bedziemy mieli niejedno zaska-

kujace rozwigzanie w wykorzystaniu wiruséw roslinnych jako systemu do ekspresji

genow.
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