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Abstrakt

Systém CRISPR/Cas slouzi jako bun¢¢ny obranny mechanismus, ktery chrani bakterie a archea
pred cizorodou DNA, predevsim bakteriofagy. Jeho produkt utvari ribonukleoproteinovy
komplex, jehoz slozkami jsou sgRNA a Cas endonukleasy. Pomoci sgRNA, které jsou
komplementarni k cizorodé DNA, tuto DNA rozeznd a Cas endonukleasy v ni indukuji
dvojvlaknové zlomy. Tato metoda nalézd uplatnéni jak v zakladnim vyzkumu, kde je
aplikovatelna pro funk¢ni analyzu proteini a studium genové exprese, tak i v aplikovaném
vyzkumu, kde mize uplatnit napriklad v tvorbé geneticky modifikovanych organismi ci
geneticky atenuovanych vakcin. Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o systému CRISPR/Cas
a jeho aplikaci pro genovou manipulaci parazitickych prvok.

Kli¢ovaslova: CRISPR, Cas9, parazit, prvok, bakteriofag

Abstract

The CRISPR / Cas system serves as a cellular defense mechanism that protects bacteria and
archaea from foreign DNA, especially bacteriophages. Its product forms a ribonucleoprotein
complex, whose components are sgRNA and Cas endonucleases. Using sgRNAs, which are
complementary to foreign DNA, this complex recognizes the DNA and Cas endonucleases
induce double-strand breaks. This method is applied both in primary research, where it is
applicable for functional analysis of proteins and the study of gene expression, as well as in
applied research, where it can apply, for example, in the production of genetically modified
organisms or genetically attenuated vaccines. This work summarizes the current knowledge of
the CRISPR / Cas system and its application for gene manipulation in parasitic protists.

Keywords: CRISPR, Cas9, parasite, protists, bacteriophage
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Seznam zkratek

aTc anhydrotetracyklin

BSD blasticidin S deaminasa

Cas CRISPR associated protein

Cascade CRISPR-associated complex for antiviral defense
CAT chloramfenikol acetyltransferasa

CDPK calcium-dependent protein kinase

CTRP circumsporozoite protein and thrombospondin-related adhesive protein
CLAMP claudin-like apicomplexan microneme protein
ctRNA  CRISPR RNA

CRISPR  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
dCas9 dead Cas9

dgRNA  dual guide RNA

ds double strand

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay

FUDR fluorodeoxyribosa

GFP green fluorescent protein

HA hemaglutinin

HDR homology directed repair

hdhfr human dihydrofolate reductase

ICAP indispensable conserved apicomplexan protein
MBP maltose binding protein

mRFP monomeric red fluorescent protein

MGEs Mobile Genetic Elements

NA nucleic acid

NHEJ non-homologous end joining

NLS nucleus localisation sequence

nt nukleotid

ORF open reading frame

PAM protospacer adjacent motif

PI PAM-interacting

RAMP(s) Repeat Associated Mysterious Protein(s)
RNAI RNA mterference

RRM RNA recognition motif

sgRNA  single guide RNA

siRNA small interfering RNA

ss single strand

ssODN  single-stranded oligodeoxynuc leotide

tractRNA trans-activating crRNA
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1 Uvod

ParazitiCti protisti predstavuji jednu znejstarSich hrozeb lidstva. Naptiklad malarie byla
popisovana jiz ve starovekém Egypté, avSak jeji plvodce Plasmodium byl nalezen v
jantarech podstatné starStho plvodu piedchazejiciho neolitickou revoluci. Vedle patogenniho
pasobeni na ¢lovéka jsou rovnéz vyznamnymi hospodatrskymi Skidci, dlouhodobé plisobi Skody
na hospodaiskych zvifatech, napfiklad trypanosomova nemoc nagana, zpusobena druhem
Trypanasoma brucei brucei, kterd ma ve svych endemickych oblastech rozséhlé
socioekonomické disledky pro obyvatelstvo.

Metody genové manipulace predstavuji prakticky nastroj, jak tyto organismy lépe prozkoumat i
ovlivnit. PfinaSi i moznosti aplikovatelného praktického vyuziti t€chto znalosti — budouci écby
i preventivnich opatfeni, které by mohly vyznamné snizit zdravotni i ekonomickou zatéz, kterou
tyto organismy pro lidstvo stale predstavuji. V soucasnosti prochazi prudkym vyvojem novych
poznatkt, jak ilustruje Graf 1.
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Graf 1: Pocet publikaci obsahujicich klicové slovo ,,CRISPR” dostupnych v databazi MEDLINE od roku 2002.
*Pocet publikaci dostupnych v databazi k 13. 7. pfisluSného roku.
Pfevzato z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CRISPR

CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - nahromadéné
pravideln¢ rozmisténé kratké palindromatické repetice) systémy umoziuji nové postupy v
genové manipulaci. Maji plvod v bakteridlnin a archedlnim systému obrany proti
bakteriofaglim, ktery je schopen specifického rozpoznavani a likvidace cizorodé DNA. Zaroven
je adaptabilni a akvizici rozpoznanych DNA sekvenci vytvaii ,imunitni pamét* znamych DNA
motivil. Tento systém ma mnoho podob, avsak vzdy je tvofen genem CRISPR, ktery obsahuje
ulozené motivy DNA, a endonukleasami Cas, které jsou vykonnou sloZkou systému.

V soucasnosti nejpouzivanéj§im typem CRISPR/Cas systému je typ II, ktery ma pouze
dvouslozkovou strukturu. Obsahuje jediny protein Cas9, ktery je specificky navadén na cilovou
sekvenci pomoci sgRNA, kde zavadi ds zlomy v DNA. Dvouvlaknové zlomy jsou vyuzivany ke
genoveé manipulaci.

1.1. Historie
Poprvé byl CRISPR popsdnna Osacké univerzité v roce 1987 Yoshizumi Ishinem, ktery
nahodou nalezl neobvyklé struktury béhem sekvenace genu iap, ktery je zodpovédny za
izoenzymovou konverzi alkalické fosfatazy u E. coli, v 3" sméru od sekvenované¢ho genu. Byly
tvofeny péti vysoce homolognimi sekvencemi pfimych repetic palindromatické struktury,
oddélenych spacery (Ishino etal. 1987).
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Tehdy nebyla znama funkce této struktury. V roce 1993 byl CRISPR poprvé pozorovan u
druhu archea, konkrétné Haloferax mediterranei (Mojica et al. 1993). V prub¢hu 90. let 20.
stoleti byly tyto struktury dale nalézany pti sekvenaci genomt dalSich druhd bakterii a archei
(Masepohl et al. 1996; Mojica et al. 1995; Groenen et al. 1993), nicméné nebyla rozpoznana
shodna povaha sekvenci, které se LiSily svou polohou, délkou palindromatickych repetic
i sekvencemi spacerti (Ruud. et al. 2002).

V roce 2004 Francisco Mojica a jeho tym objevili sekvencni podobnosti mezi témito
strukturami napfi¢ bakteridlnimi i archealnimi druhy a sjednotili jejich nomenklaturu pod
zastieSujici nazev CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(Mojica et al. 2005). Paraleln¢ byly objeveny geny asociované s CRISPR, nazvané pak cas —
CRISPR associated (Ruud. et al. 2002). Diky znalosti tohoto spojeni, fyzického i funkéniho,
byla identifikovana funkce propojeného systému CRISPR a cas jako primitivni imunitni
mechanismus chranici pred bakteriofagy a parazitickou DNA, ktery je analogicky RNAi
u eukaryot. CRISPR spacerové sekvence, které¢ jsou extrachromozomalniho plivodu, slouzi
analogicky k siRNA jako navadéci sekvence na cizorodou DNA (resp. RNA v piipadé siRNA)
a Cas vykazuje endonukleasovou funkci odpovidajici enzymu Dicer, ktery cilovou sekvenci
rozstépi. Presto Cas vii¢i Diceru nevykazuje sekvencni podobnost (Makarova et al. 2006).

Extrachromozomalni ptivod CRISPR spaceri je vysvétlovan piedchozimi invazemi
parazitické DNA, kterd byla po rozStépeni inkorporovdna do lokusu CRISPR jako forma
imunitni paméti (Bolotin et al. 2005; Marraffini and Sontheimer 2010).

Po identifikaci struktury a funkce vyvstala moznost praktického vyuziti presného Stépeni
CRISPR v genovém inZenyrstvi, napiiklad pro deleci ¢i inzerci celych geni (W. Jiang et al.
2013; Y. Jiang et al. 2015), saturaéni mutagenezi (Oh and van Pikeren 2014), inaktivace
(Y. Jiang et al. 2015) a vnaSeni gent (Pinder, Salsman, and Dellaire 2015) nejprve u bakterti,
nasledné¢ s nutnymi modifikacemi (lokalizace systému do jadra apod.) u eukaryot (Hsu et al.
2013; Gilbert et al. 2013) a nakonec i u archei(Zebec et al. 2014; Nayak and Metcalf 2017).

Klicovou ulohu zde sehrala zejména Jennifer Doudna a jeji tym, ktefi vyznamné prispéli
k transformaci CRISPR/Cas systému v nastroj genového inzenyrstvi za pouziti jiz znamé formy
systému patogenni bakteric Streptococcus pyogenes obsahujici endonukleasu Cas9
(Sapranauskas et al. 2011; Wiedenheft et al. 2012; Jinek et al. 2012; Qi et al. 2013). Slo
predevsim o upravy endonukleasy Cas9, které¢ umoznily pouziti CRISPR/Cas9 v praxi (Jinek et
al. 2012).

1.2. Klasifikace CRISPR/Cas systém
CRISPR/Cas je pod sinym selekénim tlakem v disledku dlouhodobého evoluéniho boje s viry,
proti nimz pusobi. To vedlo k zna¢né diverzifikaci struktury CRISPR/Cas lokust. Zaroven lze
vysledovat spolecné jmenovatele pro vSechny tyto systémy — podil MGEs (Mobile Genetic
Elements) na imunit¢ zprostfedkované CRISPR, bohatou duplikaci cas genti a modularni
usporadani lokusti, které vzajemné rekombinuji s vysokou frekvenci, coz vede k vy$§i imunitni
variabilite.

Klicové moduly systému zahrnuji geny, jejichz produkty zprostfedkovavaji spacerovou
akvizici do genomu, a vlastni efektorové geny, tedy geny zahrnujici zpracovani substratové
DNA pted zabudovanim crRNA, nasledné rozpoznani specifické sekvence a Stépeni. Modul pro
adaptaci spacerl je pomérné konzervovany, obsahuje casl/ endonukleasu a cas? strukturalni
podjednotku. Naopak efektorovy modul ma vysoce variabini strukturu (Koonin etal. 2017).
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Na zéakladé principti vystavby efektorovych moduli jsou CRISPR/Cas systémy déleny do
dvou tfid, ty pak dale na celkem 6 typd, které jsou rozliSovany podle signaturnich cas gent,
které se vyskytuji pouze v daném typu (viz Obrazek 1 a 2).

1.2.1. Trida1 CRISPR/Cas systému

Trida 1 se vyznacuje efektorovou doménou tvorenou multiproteinovymi komplexy a déli se na
typy L, IIl a IV. Typ I je nejrozsitenéjsi a nejdiverzifikovanéj$i. Vyuziva proteiny z proteinové
nadrodiny RAMP (Repeat Associated Mysterious Protein), které pomoci svych RNA
rozpoznavajicich motivii (RRM — RNA recognition motif) rozpoznaji a roz$tépi pre-crRNA
uvnité repetic na mensi Gseky zralé crRNA. Do proteinové nadrodiny RAMP patii napiiklad
Cas6, Casbe a Cas6f efektorové endonukleasy (S. Makarova et al. 2011; Oost et al. 2014).
crRNA se poté vaze na komplex nékolika proteini Cas (Csel, Cse2, Cas7, Cas5, Casb6e')
jménem Cascade (CRISPR-associated complex for antiviral defense) (Sinkunas et al. 2013).
Cascade se vaze na cilové sekvence, kde vytvori R-ohyb (R-loop) — tfivldknova struktura
DNA:RNA hybridu a komplementarntho nekodujictho vlaka DNA) vcilové DNA. Poté
rekrutuje transaktivujici Cas3 nukleasu-helikasu, jez rozplete a nasledné rozstépi cilovou DNA
ve vytvoreném R-ohybu (Westra et al. 2012). Cas3 je specifickych genem typu I. Déle se déli
na podskupiny A-F a to podle polohy Cas3 v lokusu vii¢i ostatnim gentim a dale podle dalsich
signaturnich cas gent, specifickych pro jednotlivé kategorie (S. Makarova et al. 2011).
Signaturni geny podtypu I-A jsou cas8al a cas8a2, znichz se vétSinou vyskytuje v lokusu
pouze jeden. Cas3 je casto rozStépena na helikasovou doménu Cas3” a endonukleasovou
doménu Cas3”. Podtyp [-B se vyznacuje signaturnim cas8b. Podtyp I-C obsahuje signaturni
cas8c a vétSinou postrada gen pro Cas6 endonukleasu, ktera je funkéné nahrazena katalyticky
aktivni Cas5. Podtyp I-D ma jako specificky gen casl0d. Pro podtyp I-E jsou specifické csel a
cse2 (systematicky cas8a a casll), rovnéz postrada gen cas4. Podtyp I-F rovnéz neobsahuje
cas4,jeho gen pro endonukleasu cas3 je spojen s cas?2 a jeho signaturnimi geny jsou csy! a csy2
(systematicky cas8f a casi ) (Makarova and Koonin 2015; Makarova et al. 2015; Makarova et
al. 2011).

Typ HI je casto pritomen u archei, vzacnéji pak u bakteri. Pravdépodobné se
z fylogenetického hlediska nachazi na bazi vyvoje. Je pro né¢j signaturni gen casl(. Podobné
jako typ 1 tvori efektorovy multipodjednotkovy proteinovy komplex. Na pocatku reakce
probéhne transkripce pre-crRNA, ktera je obdobné jako u typu I rozstépena Cas6 uvnitt repetic
ve sméru 3’ od spacerti. Vytvori se tak prechodna crRNA, ktera tvori ribonukleoproteinovy
komplex s produkty genti cmr (RAMP module Cas — protein obsahujici RAMP modul) nebo
csm (Cas subtype Mtube — podtyp proteinu Cas plivodem z M. tuberculosis). Uvnitf tohoto
komplexu probiha definitivni zrani crRNA formou Stépeni ve sméru 3" od spacert. Komplex
s navazanymi zralymi crRNA poté nasedne na komplementarni cllovou DNA/RNA a Casl0
endonukleasa ji rozStépi. Obé endonukleasové aktivity, RNasova i DNasova jsou dilezité a in
vivo vedou ke kotranskripénimu Sté€peni cizorodé DNA 1 jejich produktti (Staals et al. 2013; W.
Jiang et al. 2016; Pyenson and Marraffini 2017). Typ III se dale d¢li na podtypy A-D, které
rozliSujeme podle konstituujicich proteinti efektorového komplexu. U podtypu III-A je komplex
tvofen protemy Csm2, 3, 4, 5 a 6 (systematicky a pro maturaci crRNA je nutny produkt
signaturniho genu csm2. Podtyp I1I-B ma komplex z proteinit Cmr2, 3, 4 a 5 a Csx1 (paralog
csmo6), signaturnim genem je cmr5. Podtyp III-C je specificky maktivaci cyklasové (cyclase-
like) domény casl0 spojenou s vyznamnymi rozdily v sekvencich tohoto genu. III-C i III-B

1 Nazvy gend, resp. jejich produktl u S. termophilus, odpovidajicihomology v CRISPR/Cas systému E. coli,
kde byl Cascade komplex poprvé pozorovan, se nazyvaji CasABCDE proteiny (Brouns et al.2008).
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vyuzivaji stejné proteiny efektorového komplexu, Cmr. Rovnéz obsahuji i stejny signaturni
protein — Cmr5. Naproti tomu III-D podtyp se shoduje v proteinech efektorového komplexu
s III-A podtypem obsahem proteinii Csm. Signaturnim genem je csx /0, gen podobny cas5 (Silas
etal. 2017; Makarova et al. 2015; Pyenson and Marraffini 2017).

Vzicny typ IV se podoba podtypu III-B, avSak neobsahuje cas/ ani cas2 a Casto se
vyskytuje vzdalen¢ od lokusu CRISPR. Koéduje siln¢ zredukovany efektorovy komplex
sestavajici z redukované velké podjednotky csf7, dva geny RAMP (csf2, csf3) a nekdy rovnéz
malou podjednotku komplexu Cascade (maly, vétSinou a-helikdlni protein) (Makarova et al
2011). Csfl je signaturnim genem typu IV. Typ IV se dé€li na dva podtypy, pficemz zakladni
obsahuje navic helikasu Cfs4 zrodiny DinG a variantni podtyp obsahuje maly a-helikalni
protein. Pravdépodobny mechanismus funkce zahrnuje pouziti cizorodé RNA primo jako
crRNA (Makarova and Koonin 2015).

efektorovy komplex
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Obrazek 1: Tfida 1 CRISPR/Cas systém

Pro kazdy podtyp je vyznacena struktura genového lokusu i cilovd molekula (DNA/RNA).
RUZové je vyznacen efektorovy modul. SS, mala podjednotka Cascade komplexu (small subunit).
Upraveno podle (Koonin, Makarova, and Zhang 2017).
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Obrazek 2: Tfida 2 CRISPR/Cas systému

Pro kazdy podtyp je vyznacena struktura genového lokusu i cilovd molekula (DNA/RNA).
TM, predpovézend transmembranova doména.

Upraveno podle (Koonin, Makarova, and Zhang 2017).

1.2.2. Trida2 CRISPR/Cas systému
Tiida 2 se IiSi stavbou efektorovych modull, které obsahuji vzdy jeden rozmérny protein
tvofeny vice doménami. Rozdil mezi tfidou 1 a 2 ve stavbé efektorovych komplexti i jejich
specifického navadéni pomoci RNA ilustruje obrazek 3. Déli se na typy II, V a VL. Typ II je
v soucasnosti nejvyuzivanéj§i v praxi pro svou jednoduchou stavbu. Jeho signaturnim genem je
cas9, ktery v sob¢ slucuje funkce interakce s crRNA i endonukleasovou aktivitu. Zpracovani
a maturace crRNA je zde zajiSténa tracrRNA, kterd tvoii komplex s pre-crRNA na zikladé
komplementarity v repeticich pre-crRNA. Tim umoziuje Stépeni pre-crRNA pomoci RNasy 111
za piitomnosti Cas9. Gen kodujici tractrRNA je soucasti lokusu CRISPR/Cas typu II, gen
kodujici RNasu 11T lezi vné lokusu (Jinek et al. 2012). Typ II se d¢li na 3 podtypy A-C. Podtyp
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II-A obsahuje navic k zakladni struktufe gen csn2, ktery je zaroven jeho signaturnim genem.
Ten se ziejmé podili na integraci spacert, avSak neni nezbytny pro jejich rozpoznavani a
Stépeni. Na rozdil od né€j podtyp II-B obsahuje navic oproti zakladni strukture cas4, ktery se
typicky vyskytuje u typu 1. Navic jsou jeho geny cas/ a cas2 sekvencné bliz§i homologiim typu
I, nez sesterskému podtypu II-A. Typ II-C obsahuje pouze zakladni strukturu CRISPR/Cas
lokusu — obsahuje geny kodujici proteiny Casl, Cas2 a Cas9 a gen pro tractRNA (Chylinski et
al. 2014).

Typ V byl predpovézen ptivodné jako varianta typu II, ktery vSak namisto cas9 obsahoval
signaturni gen cpfl (CRISPR-associated endonuclease in Prevotella and Francisella 1). Byla
prokdzdna endonukleasova aktivita Cpfl navadéné crRNA a to bez potfeby tracrRNA, coz
nabizi vyuwziti v genovém inzenyrstvi. Mezitim byly objeveny dalsi podobné systémy
s efektorovymi proteiny odlisnych vlastnosti (napt. vyzaduji navadéni dvéma RNA) — C2cl,
C2c3, CasX a CasY. Jejich nomenklatura byla sjednocena a nyni jsou oznacovany standardné
ve formé& genil cas jako casl2a, b, c, d, €’. Typ V se déli na 5 podtypti A-E podle piitomného
efektorového proteinu Casl2, ktery je zaroven i signaturnim proteinem podtypu. V-A, B a E
jsou modelové podtypy, které obsahuji casl, cas2 a cas4, tedy kromé zamény cas9 za casl?2
prakticky shodné s podtypem II-B. Podtyp V-A obsahuje efektorovy protein Casl2a, II-B
obsahuje Casl2b a II-E Casl2e. Podtyp V-C a V-D se vyrazn¢ li8i, pfedstavuji maximané
zjednoduSeny systém, jako jediné zcela postradaji gen cas2, jeho efektorovy protein je Casl12c u
V-C a Casl12d u V-D (Shmakov et al. 2015; Garcia-Doval and Jinek 2017; Lewis and Ke 2017,
Makarova et al. 2015; Koonin etal. 2017).

Typ VI je unikdtni svou specifitou vyhradné¢ viaci RNA. Byl obdobné jako typ
V predpovézen na zakladé objevu efektorového genu c2c2, systematickym jménem casli3a,
ktery je zaroven signaturnim proteinem podtypu VI-A. Typ VI je zarovenn schopny Stépeni
navadéného pouze jednou RNA. Po vazbé na crRNA identifikuji a roz$t€pi signaturni Casl3
proteiny jednovlaknovou strukturu cilové RNA. Unikatni je rovnéz schopnost Cas13 po aktivaci
Stépit 1 necilové RNA. Typ VI ma redukovanou strukturu, vétSinou obsahuje pouze CRISPR,
adaptorové geny casl a cas2 a prisluSny efektor kodujici gen casi3. DEli se na podtypy A-C
podle typi proteinit Casl3: VI-A, VI-B a VI-C prinalezi v odpovidajicim poradi geny pro
Cas13a, Cas13b a Casl3c. VI-B se oproti ostatnim podtypiim odliSuje nepiitomnosti cas/ a 2,
naproti tomu obsahuje geny csx27 a csx28 (csx je oznaceni pro geny cas, které dosud nebyl
zafazeny do Zadné genové rodiny) které maji regulaéni funkci pro casl3b* (Cox et al. 2017;
Smargon et al. 2017; Shmakov et al. 2015; Garcia-Doval and Jinek 2017; Koonin et al. 2017).

2 Genovym nazvim cpfl, c2cl, c2c3, casX a casY odpovidaji nové konzistentni nazvy v daném potadi
casl2a, casl2b, casl2c, casl2da casl2e.

3 ¢sx27 jej reprimuje, csx28 aktivuje, konkrétni zpiisob dosud nenipfesné popsan.
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Obrazek 3: Zobrazeni lokust i produktt CRISPR/Cas systému Typd I-1ll. Typy | a lll maji podobnou stavbu
spocivajici v multiproteinovych komplexech, na rozdil od typu Il, zavisicim na Cas9 proteinu a navadéni druhou

RNA (tracrRNA).

a) Schéma architektury lokusi a proteinové struktury produktti CRISPR/Cas systémi, doménova struktura
popsana podle tvaru téla morského konika je tvofena podjednotkami ,hlava“, , pater”, ,bficho” a ,ocas”.

b) Prostorovy model efektorovych komplext.

c) Model navadéni pomoci RNA. Struktura Cas7, resp. Cmr4 se podoba pravé ruce, je tvofena podjednotkami
»dlan”, ,prsty” a,palec”. Palcovd doména pronika do duplexu cilové DNA a crRNA, &imi zajistuje sekvenéné

nezavislou interakci proteinu a NA, cileni sekvence Fidi crRNA.
Upraveno podle (Jackson and Wiedenheft 2015).
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2. CRISPR/Cas9 systémtypull

V genové inzenyrstvi se v soucasnosti nejcastéji vyuziva systém CRISPR/Cas typu 11, ktery byl
poprvé popsan u Staphylococcus thermophilus (Deveau et al. 2008), nejcastéji se vSak vyuziva
verze odvozend od systému vyskytujicitho se u Streptococcus pyogenes (Jinek et al. 2012). Ten
se vyznacuje jedinym efektorovym proteinem, konkrétn¢ Cas9 (viz vySe). Pfirozen¢ se
vyskytujici systém vyZaduje k zacileni endonukleasové aktivity dvé molekuly RNA — crRNA
a tractRNA, které tvoti komplex pomoci komplementarnich usekli za ptimé soucinnosti s Cas9
(Jackson and Wiedenheft 2015). Tato zavislost na dvou navadécich RNA byla prekonana
vytvorenim chimerické sgRNA (single guide RNA), kterd zachovava rozpoznavaci sekvenci
nasledovanou vlasenkou, ktera napodobuje crRNA:itracrRNA komplex. SgRNA sestava
z komplementarni rozpoznavaci sekvence crRNA, kterd je nasledovana vlasenkou, kterd
napojuje  komplementarné parujici sekvenci tracrRNA. Takto je simulovana dvouvlaknova
struktura crRNA:tractrRNA, ktera je vyzadovana pro navadéni endonukleasy Cas9 (Jinek et al.
2012). Tento systém je relativné univerzalné¢ funkcni, pfes obmény jednotlivych slozek systému
je zakladni struktura stala, jak ukazuje i obrazek 4, kde je tracrRNA napodobena terminatorovou
sekvenci pochazejici ze S. pyogenes (Larson et al. 2013). K zacileni je vyzadovana pha
komplementarita v 12 nt dlouhém ,,seed regionu” na 3’- konci base-pairing regionu crRNA,
v useku 8-13 nt dlouhé sekvence parujictho regionu (base pairing region) vzdalen¢jsi od PAM
(viz nize) jsou ovsem nekomplementarity v n€kterych piipadech tolerovany (Sternberg et al
2014; Jinek etal. 2012).

a AA
G A
A-U
U-—A
C—6G
G—Cp G
A A A U
G-yS G—C
A—U Terminatorova C—G
U—A ,Rukojetova“ dCas9 sekvence C—G
+ Parujici region ~ U—A vlasenka s.pyogenes A—U
(20-25nt) U-A (42 nt) (40 nt) C—G
numrEsunzunesTes 4321 U—A G—C
5" NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG— UAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUG—UUUUUUU 3
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Smér transkripce

L
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Smér transkripce

Y

Obrazek 4: Struktura sgRNA

a) sgRNA ma chimerickou povahu a je tvofena tfemi doménami: parujici (base-pairing) region pro specifické cileni
vazby na DNA (20-25 nt), ,rukojetova” (handle) vlasenka dCas94 pro interakci s Cas9 proteinem (42 nt), vldsenka
terminatoru transkripce ze S. pyogenes. OranZové je znazornén minimalnivazebny 12 nt ,seed region“.

b) Modely pro projektovani sgRNA k zacileni templatového (T), nebo kédujiciho (non-template —NT) vliakna DNA.
Pfi cileni na templatové vlakno je sgRNA sekvencné identické s transkribovanou sekvenci komplementarniho
vlakna. Pfi cileni na kddujici vlanko je sgRNA reverzné komplementarni k transkribované sekvenci.

Upraveno podle (Larson et al. 2013).

Cileni Cas9 endonukleasy vyzaduje kromé¢ komplementdrni specifické RNA navic
konstantni sekvenci lokalizovanou v cilové DNA, ktera se nachazi ve sméru 3" bezprostiedné za

4 Enzymové ,mrtva“ Cas9 endonukleasa,jez se pouziva pro regulaci genové exprese bez pifmé
manipulace s genomem.
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specificky rozpoznavanou sekvenci — PAM (protospacer’ adjacent motif). Kanonicka sekvence
PAM je 5'- NGG — 3’, kde N zna¢i libovolnou bazi (Hsu et al. 2013). Ta se pramerné vyskytuje
na kazdych 8 bp lidského genomu (Cong et al. 2013). Byly vSak navrZeny i varianty Cas9, které
mely specifitu pro jiné sekvence, napf.: 5- NGA — 3" (rozezndvané mutantnimi Cas9).
Rozsifovanim spektra rozpozndvanych PAM se tak zvySuje flexibilita moznych cilovych
sekvenci (Kleinstiver etal. 2015).

2.1. Integrace spaceru
Vkladani novych spacerit obvykle probiha orientované od vedouci sekvence CRISPR lokusu,
diky cemuz je usporadani spacert v podstaté i chronologickym ziaznamem o predchozich
uspésné prekonanych infekcich cizorodou DNA. Systém spacerové akvizice je spole¢ny vSem
typtim systémi CRISPR (Xiao et al. 2017).

Prvnim krokem je rozpoznani a rozStépeni cizorodé DNA, ktery je ndsledovan rozpoznanim
fragmentli obsahujicich PAM a jejich Gpravou na vhodnou presnou délku. PAM jsou dilezitou
slozkou ochrany proti zaméteni vlastni DNA, nebot’ spacery CRISPR jsou sekvencné¢ identické
s cizorodymi protospacery. AvsSak protoze je vyzadovana nejprve vazba na PAM, je
eliminovana hrozba zamény za vlastni DNA, protoze PAM obsahuji pouze protospacery (Oost
etal 2014).

V adaptaci spaceri maji ustfedni funkci konzervované endonukleasy Casl a Cas2. Casl

a b c Stépi ssDNA i dsDNA nezavisle
ni polomi n nci. 2 hujici

Nabirani prespaceru Vyhledavani ,polomista“ je‘::::czi":tr:a:;l?nmt:;:a:: a Sekve' c CaS Je Obsa uJC
leader - CRISPR repeat —spacer )] "p°|°m ista” MP_hke OhYb (OOSt et al.
| E— v oW
C C (e g 2014). Casl a Cas2 spole¢né

D Ll S _ . tvoti integrasovy komplex, ktery

piespacer

s je  tvofen dimerem  Cas2

d e f spojujicim dva krajni protilehlé
\ dimery  Casl.  Protospacer

D cwnene towsper SR o délce 23 bp se vaze na Cal-

\ . v Cas2 komplex v symetricky

Replikace zapliiujici mezery duplikuje ~_ 1 v % ’

Ohybéni DNA, Moiny scénar: protilehlou CRISPR repetici, ligace (*) rOZVO]nene forme Zakoncene

- replikace/oprava DNA rozvolni CRISPR  gokoni zaFazeni spaceru. Povsimnéte
kompletni integrace  repetici, Cas1-Cas2 se postupné rozpadne.

vidlicemi

si. Ze spacer zméni orientaci.
Obrazek 5: Mechanisticky model spacerové integrace pomoci Cas1-Cas2 S oligothymidmovymi (3-(T)10
a) Cas1-Cas2 navazuje prespacer o délce 30 bp. a 5"(T)6) pfesahy (Wang et al

b) Nespecifické hledani ,,polomista“. T ’
c) Cas1 se prednostné vaze k polomistu sousedicim s vedouci sekvenci. 2015). Terminalni 3-OH

d) Néslednd vazba na spacerovou stranu CRISPR repeatu diky ohnuti skupiny protospaceru nasledné
D)NDA-k - o ool ace DNA nukleofing  napadaji DNA
e) Dokonceni postintegracniho komplexu pomoci replikace ,

duplikace CRISPR na strané leader sekvence vici novému spaceru. CRISPR lokusu. Integrace
Tento krok je stale pouze spekulaci. prednostne probiha u vedouci
f) Replikace komplementarniho vlakna dokoncuje integraci spaceru. sekvence, kdy je protospacer

Upraveno pnodle (Xiaoet al. 2017). , 1x , ;
navadén  vedouci  sekvenci

a invertovanymi repeticemi uvniti CRISPR. Komplex Cas1-Cas2/prespacer nejprve skenuje cil
na specifickd mista pro integraci® nahodné, nasledné se prednostné navaze na CRISPR repetici
na stran¢ vedouci sekvence a nukleofin¢ napada repetici sousedici s vedouci sekvenci za

> Protospacer — sekvence odpovidajici CRISPR spaceru, kterd se nachazi v cizorodé DNA, na kterou
CRISRP/Cas systémcili. Tyto protospacery se nasledné inkorporuji do CRISPR lokusu a stavaji se
spacery (Deltcheva et al. 2011).

6 Resp. ,polomista®, na kazdé misto integrace se miZe integraéni Cas1-Cas2 komplex navézat z obou
stran — od vedouci sekvence,nebo od CRISPR repetice.
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navazani 3- OH ptesahu prespaceru do cilové DNA. Nasledné je integrace dokonCena za
napojeni spaceru, duplikace CRISPR repetice a rozlozeni postintegraéniho komplexu. Tyto
kroky jsou jiz méné objasnény, pravdépodobné zahrnuji doplnéni chybejicich nukleotidd,
opravy DNA a ligace volnych koncii, nicméné zakladni predstavu o souslednosti a usporadani
jednotlivych kroktt miize poskytnout mechanisticky model obrazku 5 (Xiao etal. 2017).

2.2. Cas9 endonukleasa
Cas9 je jediny efektorovy protein CRISPR/Cas systému typu II. Obsahuje dvé endonukleasové
domény, HNH a RuvC, pficemz vuéinavadéci sekvenci crRNA $§tépi HNH doména
komplementarni a RuvC doména nekomplementarni vlakno. Rentgenova krystalografie ukazala,
ze celou Cas9 prostorové tvori dva laloky — rozpoznavaci (REC — recognition) a nukleasovy
(NUC — nuclease). REC lalok Ize dale rozdélit na 3 domény — bridge helix, REC1 a REC2.
NUC lalok se skladda z domén RuvC, HNH a PAM-interagujici (PAM interacting — PI).
Heteroduplex sgRNA:ilové DNA je zasazen v kladn€ nabitém Zldbku mezi REC a NUC
laloky, ktery pritahuje vlastni ziporny naboj NA (Garcia-Doval and Jinek 2017).
REC lalok ma jedine¢nou strukturu, ktera je pravdépodobné specifickd pouze pro Cas9 (Holm
and Rosenstrom 2010). Komplex sgRNA interaguje s REC1 a bridge helix doménami REC
laloku. Pro pfesnou interakci je kliCovy konzervovany shluk argininii v bridge domain doméné,
ktera interaguje s ,seed regionem* sgRNA, v piipadech jeho mutaci vyrazné klesa Stépici
efektivita proteinu. REC2 se do interakci s sgRNA a nasledného navadéni na cilovou DNA
nezapojuje, proto delece této domény zachovava asi 50% puavodni aktivity Cas9. Z tohoto
diivodu mezi CRISPR systémy typu II je REC2 jedna znejméné konzervativnich struktur,
ptirozené se napriklad vyskytuji formy Cas9 s vyrazn¢ kratSimi REC2 doménami (Nishimasu et
al. 2014).
PI (PAM — interacting) doména NUC laloku je strukturné unikatni a tedy stejn¢ jako REC lalok
specifickd pouze pro Cas9. PI rozpoznavda PAM motiv na nekomplementarnim vldkné cilové
DNA. Jeji tloha je natolik nezastupitelnd, ze zaména PI domény tvorbou chimérni PI, ktera
rozeznava jinou PAM (napt. 5" — NGA — 3°) vede k uplné zamené cile §tépeni, a to na sekvence
sousedici s novym PAM. Rovnéz delece této domény vedla k Gplnému umliceni aktivity Cas9
(Nishimasu et al. 2014; Garcia-Doval and Jinek 2017). RuvC doména na rozdil od PI vykazuje
strukturalni homologie s nadrodinou retrovirovych integras, se kterou sdili konzervativni
RNasovy H ohyb. RuvC nukleasy obsahuji Ctyfi aminokyselinové zbytky s katalytickou
aktivitou a $t€pi Hollidaytv spoj Mg** iontti (Gasiunas et al. 2012; Gorecka et al. 2013). RuvC
doména obsahuje piislusné katalytické aminokyselinové zbytky v podobné Ilokalizaci jako
RuvC nukleasy. RuvC doména $tépi nekomplementarni vldkno cilové DNA (F. Jiang and
Doudna 2015; Nishimasu et al. 2014; Garcia-Doval and Jinek 2017). HNH doména sdili
podobnosti s HNH endonukleasami, které obsahuji typicky ohyb BBa-kovovy atom (BBa-metal),
namy napiiklad z endonukleasy VII faga T4 (Biertiimpfel et al. 2007). HNH nukleasy se
vyznacuji tfemi katalytickymi aminokyselinovymi zbytky (Biertiimpfel et al. 2007). Pozice
dvou ze tii katalytickych zbytkd aktivntho centra HNH domény jsou podobné umisténim
v aktivnim centru endonukleasy. HNH nukleasova doména je zodpovédna za Stépeni cilového
useku komplementarntho vldkna DNA (Nishimasu et al. 2014; F. Jiang and Doudna 2015;
Garcia-Doval and Jinek 2017).
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Obrézek 6: Struktura proteinu Cas9 rozpoznani PAM ziroven
a)Schema'tlcke zobrazem_dornenoveho usporadani proteinu FnCas9. Vyluéuje monost
b) Stuhovy model krystalické struktury komplexu FnCas9-sgRNA-DNA. . lekulovich b
Upraveno podle (Hirano et al. 2016). mtermolekulovyc vaze

komplexi Cas9:RNA. Navazani PAM vede k castecné destabilizaci a rozvinuti prilehlé
sekvence. Do rozvolnéné struktury invaduje navadéci (guide) RNA za tvorby DNA:RNA
heteroduplexu, ktery vznikd od PAM a postupné rozplétd krok za krokem. Z diivodu iniciace
rozvolilovani dvousroubovice cilové DNA je kliCovy ,seed region, v némz vede jakykoliv
mismatch v komplementarit¢ k ukonceni tvorby rozpoznavactho komplexu DNA:RNA
(Sternberg et al. 2014). Po spravném navazani jsou aktivovany ob¢ nukleasové domény, které
vytvori tupé zakonceny ds zlom, obvykle 3 nt od 3'- konce protospaceru. Nasledn¢ zistava
Cas9 navazan na naStépeném DNA, pokud neni recyklovan jinymi bunéénymi faktory. To z néj
¢ini de facto jednorazove pouzitelny protein (Sternberg et al. 2014; Oost et al. 2014).

2.2.1. Regulace exprese pomoci dCas9

dCas9 je katalyticky ,,mrtvy* mutovany protein, ktery neni schopen §tépit DNA diky mutacim
typu loss of function v obou nukleasovych doménach. Piesto je stale schopen piesného cileni
a v cilovych sekvencich zistavd pevné navazan. Svoji pritomnosti tak stericky blokuje
transkripci piislusné sekvence, na které je navazan, ¢imz efektivné zplsobuje umlcovani
prislusnych gent. Toto uml¢eni mize byt inducibilni, pokud je dany systém do manipulovaného
organismu vlozen ve vektoru pod vlivem inducibintho promotoru, napi. aTc
(anhydrotetracyklin) inducibilni, ktery se aktivuje piidinin aTc do média. Zaroven je
reverzibilni, protoze nenarusuje strukturu cilové DNA a po snizeni exprese CRISPR/dCas9 se
hladina dCas9 postupné pfirozené¢ snizi, ¢imz se vrati i exprese umi¢eného genu (Zhao et al.
2017; Daietal. 2018; Qi etal. 2013).

Moznosti vyuziti dCas9 fizeného umli¢ovani genli zavisi na navazanych inducibilnich
slozkach systému, ve kterém je pouzit, urCuje tak podminky, za nichz je gen umlcovan (Dai et
al. 2018).
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2.3. Opravy ds zlomi DNA
U veétSiny eukaryotnich organismii jsou ds zlomy po Stépeni Cas9 opravovany homologni
rekombinaci (homology directed recombination — HDR) nebo nehomologni rekombinace (non-
homologous end joining — NHEJ). V pripadé dostupnosti homologniho templatu pro opravu
(Gsek dsDNA nebo oligonukleotid) je upfednostnéna homologni rekombinace, avsak pripadné
mutace obsazené v templatu mohou byt zaclenény do genomu (Mali et al. 2013; Charpentier
and Marraffini 2014). Nova dradha oprav ds zlomi nazvand mikrohomologni rekombinace
(microhomology-mediated end joining — MMEJ), byla objevena mj. u P. falciparum a pozdéjiu
T. vaginalis. Tato drdha vyuzivd mikrohomologni iseky na odlou¢enych koncich o délkach 5-
25 nt jako leSeni, na néjZ nasledné¢ nasedaji proteiny opravného komplexu (Kirkman et al
2014).

Prokaryota neschopnd samostatné rekombinace vyzaduji kotransformaci Cas9 systému
s navadécim templatem, ktery prostiednictvim HDR reparuje ds zlom (Song and Stieger 2017).
Tento templat se pouziva pro fizenou mutagenezi, nebot’ nese na pozadovanych mistech zmény
vedouci k mutacim v cilovém genu (viz vyse) (W. Jiang etal. 2013).

3. Vyuziti CRISPR/Cas9 systému typu ll pro genové manipulace
u parazitickych prvoku

3.1. Specifika pouziti systému u parazitickych prvok
Paraziticti prvoci se vyznacuji jistymi komplikacemi pri vyzkumu — at’ uz z dvodu jejich
narocnosti na zivotni podminky dané cCasto neobvyklym zivotnim prostfedim ¢i slozitymi
zivotnimi  cykly, nebo odvozenosti jejich genomii komplikujici samotny prubéh genovych
manipulaci (Renand Gupta 2017).

Napriklad u rodu Plasmodium je komplikujicim faktorem haploidni krevni stadium, kde
inaktivace genu Casto vede ke smrti nebo extrémné snizené zivotaschopnosti. Tento problém je
mozné obejit riznymi formami podminéné genové inaktivace, nebo umlCovani, ktery zachovava
bazalni nutnou hladinu exprese daného genu, avSak metodika je komplikovanéjsi a vysledky
jsou méné piesné. Vyrazné snizené fitness organismi s uml¢ovanim nezbytnych genti rovnéz
vede kextrémnimu zpomaleni rtstu, coz komplikuje jejich na selekénich médiich (Koning-
Ward et al. 2015). Problematické prodlouzeni genera¢ni doby se projevuje mj. i u 7. cruzi
(Burle-Caldas et al. 2015). U T. gondii dochazi k castému zatfazovani vneseného plasmidu do
genomu pomoci NHEJ, kterou zajistuje Ku80. Mutantni kmen AKu80, u néjz je funkce Ku80,
zpUsobujici ndhodné integrace plasmidi prostfednictvim NHEJ, naruSena, obchazi tento
mechanismus, a drtivd vétSina mutaci pak pochazi z HDR. Zaroven vSak naruseni funkce
udrzby chromatinu proteinem Ku80 vede ke zvySené citlivosti na stres a zvySena je i frekvence
ds zZlomd (Julien and Dominique 2011).

Mnoho protistli se rovnéz vyrazné odliSuje svym codon usage bias’ od ostatnich organismd,
(Gustafsson et al. 2004). Omezeni vlivu codon usage bias je mozné dosahnout overexpresi
tRNA, které jsou u daného druhu méné zastoupeny, at’ uz zvySenim aktivity promotoru fidictho
transkripci snizené syntetizovanych tRNA, nebo inzerci plasmidu kodujictho konkrétni tRNA,
ktery hradi jejich nedostatek za piirozeného stavu a umoziuje tak syntézu proteinti se zcela
odlisnou kodénovou skladbou. Napiiklad ,RIG plasmid“ obsahuje geny pro tRNA tid

7 Codon usage bias je stav nerovnomémého vyZivani synonymnich kodént pro jednu aminokyselinu.
Konkrétni bias je typicky pro jednotlivé fylogenetické skupiny (Athey et al. 2017).
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aminokyselin® (Baca and Hol 2000). Naro¢néjsi postup prizpiisobuje poZadovany exprimovany
protein codon bias transformovaného organismu. Optimalizaci vyuziti kodont se vyrazné zvysi
exprese proteinu, aniz by vyvstavala nutnost kompenzace prostrednictvim transfekce dalSich
kompenzacnich konstruktti jako v piipadé plasmidi s tRNA. Kodénova optimalizace muze
zvysit expresi proteinu o fad az dva, v extrémnich pripadech mize dojit ke zvySeni exprese az
10*-10°krat (Gustafsson et al. 2004).

3.2. Prehled vyuziti podle organismu

A T gondii, P. falciparum, T. cruzi, C. reinhardtii B P falciparum, T, cruzi, L. donovani C P yoelii
( Cas9 W Casd \ (" Cas9 \
sgRNA HRNA sgRNA
Donor
HR1 - HR2
& 7 & /U J
D T. gondii, C. parvum, T. cruzi E P. falciparum, L. donovani F L. major
4
( Casd ) Casd N ( A )
sgRNA
D
i o
HR1 HR2 Donor N
g HR1 HR2
& J k HR1 HR2 _j \_ J
G P falciparum H T gondii | Tenuzi
( T7 Pol Cas9 N Casd N\ Cas9 )
Y JU
sgRNA SgRNAT sgRNA 2 -
Donor In vitro
transkribované
HR1 HR2 RNA
\. / AN /

Obrazek 7: Schematické zobrazeni metod pouzivanych pro adaptaci systémua CRISPR/Cas vuéi riiznym
parazitickym prvokim.

A) Jednovektorova strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA. B) Dvojvektorova strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA.
C) Jednovektorova strategie pro koexpresi Cas9 asgRNA, zahrnujici do vektoru i DNA donor. D) Jednovektorova
strategie pro koexpresi Cas9a sgRNA, navic s linedarnim DNA donorem. E)Dvojvektorova strategie pro koexpresi
Cas9 a sgRNA, navics linearnim DNA donorem. F) Dvojvektorova strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNAve dvou
riznych vektorech, kdy vektor pro sgRNA obsahuje i DNA donor. G) Dvojvektorova strategie pro koexpresi T7
RNA polymerasy (T7 Pol, vlevo), Cas9 a sgRNA (vpravo). DNA donor se nachazi ve vektoru nesoucim T7 Pol a
transkripce sgRNA je fizena T7 promotorem. H) Jendovektorova strategie pro koexpresi Cas9 a dvou riznych
sgRNA. 1) Jednovektorova strategie pro expresi Cas9 a naslednou inserci sgRNA pfipravenou in vitro.

Nad kazdym schématem je nazev organismu, u néjz byla strategie pouzita. HR1 a HR2 jsou homologni regiony
pfitomné v kazeté DNA donoru pro navozeni homologni rekombinace.

Upraveno podle (Lander etal. 2016).

3.2.1. Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium spp. je jako intracelularni parazit nesnadnym organismem pro tvorbu
transgennich linii, zarovenn postrddd mechanismus pro NHEJ. Jediny zpGsob pro integraci
transgent je tak prostiednictvim HDR. Prvni prace zabyvajici se Cryptosporidium parvum byla
publikovana v roce 2015. Byl vytvofen plasmid nesouci kazetu sgRNA pod U6 promotorem a
Cas9 s NLS a znackou pod promotorem a 5’- UTR pro aldolasu pochazejici z Cryptosporidium.
Funkce systému byla otestovana na enzymové neaktivni nanoluciferase’ (Dead Nluc), ktera
obsahovala stop-kodon vlozeny v kodujici sekvenci. Pro Stépeni DeadNluc pomoci Cas9 byl

8 Kodény AGA a AGG pro arginin (R), AUA pro isoleucin (I) a GGA pro glycin (G).
% Nanoluciferasa je nové vyvinuty luciferasovy gen pochazejici z hlubokomoiské krevety Oplophorus
gracilirostris, kterd produkuje siln¢j§i bioluminiscenci nez luciferasa ze svétlu§ek (Vinayak et al. 2015).
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dodan 125 bp dlouhy ds templat pro HDR, ktery navratil funkci proteinu diky odstranéni
aberantniho stop-kodénu zaménou tripletu TAA za TAT. Zaroven zména v cilové sekvenci
Cas9 brani opétovnému Stépeni. Doslo tak k obnoveni aktivity luciferasy. Rovnéz byla
provedena inaktivace thymidin kinasy, ktera byla za pomoci dvou sgRNA (jedna na zacatku
ORF, druhd na jeho konci) deletovana a nahrazena insertovanym genem pro luciferasu
s neomycinovou rezistenci pro znaceni (Vinayak et al. 2015).

Ze stejné laboratore vzeSel dal§i ¢lanek v roce 2017, ktery standardizuje tvorbu a udrzeni
transgennich forem Cryptosporidium, a to za pomoci plasmidu obsahujictho sgRNA, opravnou
kazetu obsahujici templat s Nluc-Neo (luciferasa a resistence na neomycin) markerem. Opravna
kazeta je ohraniena sekvencemi homolognimi k pozadovanym mistim pro homologni
rekombinaci (Pawlowic et al. 2017).

3.2.2. Plasmodium spp.

Prvni prace tykajici se Plasmodium spp., zde konkrétné€ P. falciparum, byla publikovana v roce
2014. Zde pouzila Ghorbalova skupina dva vektory, prvni vektor nesouci cas9 (pUF1-Cas9),
druhy sgRNA a DNA templat pro HDR opravy obsahujici markerovy gen pro rezistenci hdhfr
(human dihydrofolate reductase) pod promotorem U6 (pL7), vzhledem k faktu, ze P. falciparum
stejné jako Cryptosporidium spp. postrada kanonickou drahu pro NHEJ (Ghorbal et al. 2014).
Tento dvojvektorovy systém byl kotransfekovan do bun¢k parazitti a zde narusil funkci predem
vnesenych episomalnich egfp (enhanced gfp) a kahrp (knob-associated histidine-rich protein).
Autoti se pokusili vektor pL7 wvnést jak v cirkularni, tak i v linedrni podobé (poprvé u P.
falciparum). Ob¢ formy byly podobné efektivni pfi transformaci, ovSsem vyhodou linearni formy
je replikaci udrzované vysoké Cislo kopii plasmidu, coz vyfazuje nutnost negativni selekce proti
parazitim, které v sobé plasmid udrzovali (Pfander et al. 2011). Parazité s inaktivovanymi geny
egfp a kahrp byli vyselektovani na rezistenci udélenou vlozenym genem hdhfr proti antifolatu
WR99210. Pro otestovani moznosti jednonukleotidovych mutaci bez pouziti markeru byla
rovnéz vytvorena ,shield“ mutace pro gen orcl (origin recognition complex subunit 1 —
podjednotka 1 komplexu rozpoznavajictho replikacni pocatek). Do templatové DNA byla
zavedena pozadovand mutace spolecné s ,shield“ mutaci, ktera je umisténa v tseku
rozpoznavaném Cas9 a brani rozpoznani sekvence Cas9, ¢imz efektivné chrani gen od dalsiho
Stépeni (Ghorbal et al. 2014).
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Obrazek 8: Bezmarkerova fizena nukleotidova editace u P. falciparum.

a) Schéma zobrazujici dvouplasmidovou strategii pro nukleotidovou zaménu, zde v genu orcl. Protein Cas9je
exprimovan v episomu pUF1-Cas9 pod selekci na rezistenci k DSM1, ktera je pfinasena genem ydhodh. Episom
pL7-orcl je selektovan pomoci genu hdhfr pro rezistenci k WR99210 anese navadéci sgRNAorcl i templatovou
DNA pro fizenou mutaci (modry obdélnik). DNA templat nese jak poZzadovanou mutaci (modra hvézdicka), tak i
»shield” mutaci (purpurova hvézdicka).

b) Nahore: cilova 20 bp dlouha navadéci sekvence rozpoznana sgRNAorc1:Cas9 a PAM. Modifikovany lokus
obsahuje zvyraznéné useky pozadované mutace (modie) v podobé substituce L137A a, shield” mutace
(purpurové). Za ucelem substituce L137A v orc1 miiZe slouzit jako ,shield” i poZadovana mutace, nebot se nachazi
v navadéci sekvenci. Druha ,shield“ mutace byla dodana pro zvysSeni spolehlivosti. Dole: chromatogramy
zobrazujici analyzu sekvenci u linii 3D7WT a 3D7°r<-1137A, pozadované mutace nukleotidii a korespondujici zamény
aminokyselin jsou zvyraznény.

Upraveno podle (Ghorbal et al. 2014).

Na tuto praci navazuje tzv. ,suicide-rescue® systém pro bezmarkerovou inaktivaci a vnaseni
gend u krevnich stadii P. falciparum, pouzivajici dva vektory (Lu et al. 2016). Bezmarkerové
systémy nevnaseji do cilové linie markerovy gen pro rezistenci, ¢imZz mj. umoziuji vicenasobné
pouziti stejné¢ho selekéntho markeru pro nékolik po sobé nasledujicich nezavislych manipulaci.
Louicide-rescue” systém se skladd zjednoho vektoru nesoucitho cas9 i1 sgRNA s jednim
selekénim markerem bsd (blasticidin S deaminasa) pod endogennimi promotory (,.suicide*
plasmid) a druhého, ktery obsahuje pouze donorovou DNA pro HDR, gen AmpR pro rezistenci
k ampicilinu a replikacni pocatek (,rescue”). Suicide plasmid neobsahuje ori (origin of
replication — replikac¢ni poc¢atek) a neni schopen replikace, proto se po n¢kolika generacich sam
vyfedi z populace poté, co sphil sviij ucel. Buiky jsou vyselektovany na zaklad¢ rezistence
udélené suicide plasmidem na blasticidin. Tento systém byl pouzit k inaktivaci neesencialniho
genu pro histon-lysin N-metyltransferasu (pfset2) a kinserci fuzntho genu gfp-ruc (green
fluorescent protein-renilla transferase) do lokusu Pf47. Buiky byly vyselektovany na zakladé
rezistence udélené suicide plasmidem. Ovétfeni inaktivace pfset? probchlo pomoci PCR a
sekvenace, zatimco u inzerce gfp-ruc prob&hlo pomoci fluorescencni mikroskopie. Tento
systém obchazi komplikace piindSené vicenasobnymi genovymi manipulacemi s P. falciparum
pro omezeny pocet selekénich markerti a inkompatibilitim nékterych latek, na nichz selekce
probiha. Zaroven starSi systémy omezuji velikost vkladaného templatu pro HDR pritomnosti
dalsich prvka na plasmidu (Ghorbal et al. 2014). Tento systém podle svych tvirct vyzaduje
mén¢ selekénich markerti a umoziuje inzerce rozsahlejSich gend.
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Obdobny bezmarkerovy systtm u krevnich stadi P. falciparum vytvofila
Mogollonova skupina (Mogollon et al. 2016). Cilem bylo rovnéz vytvofit transgenni
fadu paraztl, kterd bude nést reportérovy gen bez genii pro rezstenci, coz usnadni dalsi
manipulace s genomem paraziti. Byl vytvofen dvouplasmidovy systém, zde vSak jeden
plasmid nesl cas9 se selekénim markerem bsd, druhy obsahoval sgRNA a templatové
DNA s fiznim selekénim markerem, sloZzenym z pozitivné selekéntho markeru hdhfr a
znegativné  selekéntho markeru vfcu (yeast cytosine deaminase/uridyl fosforibosyl
transferase). Po transfekci obou plasmidi po 3 tydnech soubézné pozitivni selekce na
ob¢ rezistence zistane zachovana pouze transformovand frakce. Poté jsou kultury
ponechany 2-4 dny bez selektujicich latek. Nakonec probchne kolo negativni selekce,
kterd odstrani zpopulace plasmid nesouci sgRNA a DNA templat. Pomoci tohoto
postupu byl do paraztl vloZzen reportérovy gen GFP, a to pod regulaci tfi riznych
endogennich  promotord — cam  (calmodulin), gapdh  (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasa) a Asp70 (70 kilodalton heat shock protein). VSechny transgenni linie
exprimovaly GFP, coZ se projevilo fluorescenci, rovnéZ vykazaly i stejnou populaéni
kinetiku istejnou citlivost k selekénim latkdm v porovnani s piivodni linii, avSak mezi
transgennimi liniemi se GFP@#hsp70 vyznacovala nejsin€jsi fluorescenci.

Vroce 2017 byl navrzen dalsi protokol pro tvorbu bezmarkerové transgenni linie P.
falciparum (Knuepfer et al. 2017). Byl vytvofen dvouplasmidovy systém, jeden plasmid
nesouci Cas9 a fuzni selekéni marker sloZzeny zpoztivn€é selekéntho markeru hdhfr
a znegativné selekéntho markeru vfcu. Druhy plasmid je linedrni rescue plasmid
nesouci genové kazety pro dimerni DiCre-rekombinasu pod promotory hsp86 a bip.
Neobsahuje vSak selekéni marker, ¢imz jsou umoZnény bezmarkerové zisahy. Tento
plasmid se integruje do chromozomu, zatimco Cas9 nesouci plasmid je po realizaci své
funkce vyredén zkultury analogicky jako v Mogollonové experimentu (Mogollon et al
2016). DiCre rekombinasa byla insertovana do dvou lokust, p230p and pfs47, kde muze
pusobit mistn¢ specifické rekombinace za ucasti sekvenci ohraniCenych JloxP sekvencemi
(Collins etal. 2013).

Byla rovnéz vypracovana novad metoda pro inzerci selekénich markerovych genti pro
rezistenci jiz bez pouZiti plasmida ¢i klonovani templati pro HDR u P. falciparum (Crawford et
al. 2017). Jediny plasmid obsahuje nuklearn¢ lokalizovany Cas9 oznackovany HIS tagem
(polyhistidinové znaceni), fuzovany s MBP (maltose binding protein) pro zvySeni rozpustnosti.
Plasmid je obsazen v expresnim vektoru, z n¢jz je izolovan jeho produkt, Cas9, pro in vitro
transfekci. Pro cileni Cas9 byla pouzita syntetickda dSRNA (dual guide RNA) tvofena crRNA a
tractrRNA. Templat pro HDR je rovnéz synteticky, 200 nt dlouhy ssODN (single-stranded
oligodeoxynucleotide). Smés sgRNA a Cas9 byla transfekovana do krvinek infikovanych P.
falciparum ve stadiu prstenu. Pro otestovani konceptu byl pouzit gen pro pumpu Na' iontd
PfATP4 (ATPasa 4). ssODN templat obsahoval dvounukleotidovou zménu vedouci po opravé
k substituci L350H (krom¢& dalSich silent mutaci). Pro zabranéni opakovaného Stépeni byly
dodany do ssODN ¢tyfi tiché mutace v blizkosti PAM motivu, ¢imz doslo ke zméné
rozpoznavané¢ sekvence po indukované mutaci a tak bylo dosaZeno inhibice dalsiho
rozpoznavani. Mutace piinesla cilovym parazitim rezistenci k dihydroisochinolonovému
antimalariku SJ733, jak ukazala esej inhibice rustu.

V roce 2018 vznikla prace popisujici tvorbu Cas9 transgenni P. yoelii, parazita hlodavci
(Qian et al. 2018). Zavadi do genomu cas9, ¢imz usnadiuje tvorbu dalsich CRISPR/Cas9
konstruktti v této Inii, ktera tak bude vyzadovat méné komponent. Zejména diky znacné
uvolnéné velikosti cas9 (4,2 kb) tak budou nové konstrukty moci obsahovat delsi sekvence. Byl
pouzit jeden plasmid (pYC), ktery obsahuje dvé kopie cas9 s NLS, sgRNA, donorovy templat
DNA i selekéné markerovy gen hdhfr. Prvni cas9 sekvence, znacena Flag tagem, je efektorem a
zptsobuje ds zlom vedouci k integraci druhého cas9, znaceného Myc tagem, do genomu.
Inserce Cas9 byla zamétfena do genu pro serine repeat antigen 1 (SERA1), k jeho integraci byly
preneseny 5-UTR a 3’-UTR genu SERA1 do polohy v pYC plasmidu ptesné sousedicis Cas9.
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Exprese integrovaného Cas9 byla nasledné ovéfena pomoci anti-Myc protilatek na
imunofluorescencni eseje. Funkce endogenni Cas9 byla otestovana na dalSich jednotlivych
genech - cdpk3 a ctrp. Pro oba tyto geny byly zkonstruovany pY C plasmidy obsahujici ptislusna
sgRNA. Pomoci PCR genotypizace bylo potvrzeno Usp€$né naruseni funkce obou gend,
stvrzujici uspéch metody.

3.2.3. Toxoplasma gondii
Klicovym pokrokem v moznostech vyzkumu 7.gondii bylo vytvoieni kmene 4Ku80, ktery ma
inaktivovany gen Ku80 pro NHEJ, coz vede k mistn¢ specifickym integracim insertovanych
sekvenci diky HDR (Fox et al. 2009; Burle-Caldas et al. 2015).

Historicky prvni prace o genové manipulaci patogenniho eukaryotniho organismu pomoci
systému CRISPR/Cas9 vznikla o 7. gondii. Byl zde vytvofen plasmid, nesouci fizni konstrukt
proteinu Cas9 s jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS), spojeny se zelenym fluorescennim
proteinem (GFP), CAS9-NLS-GFP, pod promotorem SAGI, a sgRNA pod promotorem U6 z T.
gondii. SgRNA cilila na exon 5 genu UPRT (uracil fosforibosyl transferasa), piimo sousedici s
PAM v 5 sméru, ktery ma sekvenci NGG. NaruSeni funkce genu vedlo k rezistenci na
fluorodeoxyribosu (FUDR). Za ucelem zméteni frekvence vyskytu CRISPR/Cas9 fizené genové
inaktivace byl vnesen sgRNA CRISPR plasmid elektroporaci. Diky vizualizaci pomoci
fluorescence GFP byli 24 h po elektroporaci nalezeni transfektanti (cca 20-30 % bungk). 48 h
po elektroporaci pak byla zhodnocena frekvence vyskytu genové iaktivace pomoci plakovych
eseji na citlivost k FUDR. Asi 10 % transfektantli vykazovalo rezistenci na FUDR. Byly
nalezeny delece a inzerce v regionu UPRT. Za kontrolu mistni specifity St€peni byla na UPRT
cilici sgRNA nahrazena sgRNA specificka pro lokus ROP 18 (rhoptry protein 18), které prinesly
buriky pozitivni na fluorescenci zprostiedkovanou GFP, avSak postradajici rezistenci k FUDR.
Pro dalsi ovéfeni specifity cileni byly nasledn¢ vytvoreny dvé sgRNA specifické pro UPRT
obsahujici riizné dvounukleotidové odchylky od presné UPRT-specifické sgRNA. V piipadé
nepresnych sgRNA byl normalni podil transfektant, ovSem z nich bylo 200-3000krat méné
FUDR rezistentnich bunék ve srovnani s presnym UPRT-specifickym sgRNA. Oprava
vzniklych zlomt probéhla prostfednictvim homologni rekombinace fizené a znacené pomoci
kotransfekce templatu obsahujici gen dhfr, ktery byl ohraniCeny useky homolognimi se
sekvenci bezprostfedné sousedici se sekvenci, na niz cilila sgRNA. Tento zplsob reparace
zlomil prokazal efektivitu systému i v kmenech s aktivnim genem Ku80 (Shen et al. 2014).

Ve stejném roce byla publikovana dalsi studie, ktera zkoumala opravné mechanismy DNA
pasobici pri tvorbé mutantnich bunécnych linii. Byl pouZzit jednoplasmidovy systém nesouci
sgRNA a flazni protein Cas9-FLAG-NLS'?, oba pod regulaci promotord U6, resp. TUBI
pochazejicich z T. gondii. Témito konstrukty byly nasledné transformovany burnky za Ucelem
vyvolani HDR nebo NHEJ po $tépeni cilové sekvence nejprve v lokusu SAGI (surface protein
1). Byly pouzity dvé bunécné linie parazith — RH a 4AKu80. Bez selek¢niho tlaku bylo dosazeno
inaktivace u cca 20 % bun¢k RH linie, zatimco u AKu80 linie byla uspésnost desetkrat nizsi.
Toto vedlo k zavéru, ze pro Uspesnou opravu po poruseni genové struktury je klicova NHEJ,
jehoz mechanismus je v AKu80 linii porusen. Nasledné byl pro kvantifikaci frekvence HDR v
linii AKu80 zaméten lokus PKG (protein kinase G), jehoz produkt je inhibovan latkou C2
(trisubstituted pyrrole Compound 2). Pii selekci na rezistenci k C2 jsou zivotaschopné pouze
bunky s mutaci v lokusu vedouci ke zméné reakéniho centra genového produktu. Do ¢asti bunék
DNA byl vlozen 90 bp dlouhy templat pro rekombinaci homologni ke §t€pené sekvenci. Tento
templat nesl mutaci vedouci k substituci T761Q v reakénim centru genového produktu PKG. Po

10 FLAG je oktapeptidova znacka primami struktury DYKDDDDK (D = aspartat, Y = tyrosin, K = lysin)
(Hopp et al. 1988).
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jednom Iytickém cyklu byla provedena plakova esej za pfitomnosti nebo absence C2. Pouze
buiky, které byly transfekovany plasmidem i teplatem, projevily rezistenci k C2, coz znacilo
probéhlou homologni rekombinaci. V linii 4Ku80 byla detekovana HDR az v 15-30 %
populace. (Sidik etal. 2014).

CRISPR/Cas9 systém byl nasledné pouzit Saeijovou skupinou pro prvni celogenomovy
screen u skupiny Apicomplexa, kterym odhalila pomoci inaktivaci jejich esencialni geny (Sidik
et al. 2016). Bunky byly nejprve infikovany plasmidem exprimujicim Cas9 s chloramfenikol
acetyltransferasou (CAT) jako selekénim markerem. Cast plasmidii misto markerového proteinu
nesla gen pro ,jnavnadovou™ nefunkéni sgRNA, nebot' absence sgRNA pri expresi Cas9
znemoznovala  izolaci  transformovanych  bun¢k  kvili toxicit€¢ Cas9.  Schopnost
transformovaného Cas9 narusit geny v bunécné linii byla otestovana na genu postradatelném,
ale snadno v kultufe udrzitelném — SAG1 (Kim and Boothroyd 1995). Po tfech dnech byla
pozorovana ztrata exprese SAGI u 70 % Cas9-pozitivnich bun€¢k a naruSeni genu bylo
pozorovano az v 97 %. Nasledn¢ byla vytvorena knihovna sgRNA, obsahujici 10 navadécich
RNA cilicich na kazdy jednotlivy z 8158 piedpoveézenych genti kodujicich proteiny. Tato byla
zaklonovana do expresntho vektoru. U bun€k, které prezily transformaci, byl tento vektor
mtegrovan do genomu v 40 %, coz umoznilo kontrolu piitomnosti i kvantity sgRNA pomoci
next-generation sekvenovani. Po tfetim lytickém cyklu po transfekci knihovny sgRNA byly
geny vyhodnoceny z hlediska jejich piispévku k biologické zdatnosti (resp. poklesu v pifpadé
jejich inaktivace) pomoci ,,gene set enrichment analysis*!!, jak ilustruje obrazek 9. Ta ukazala,
7e esencialni metabolické geny a geny pro tvorbu komponent apikoplastu jsou relativné malo
| | zastoupené, naopak geny specifické pro

- __}A A P sekre¢ni organely — mikronemy, roptrie
- @ = S =S a densni granula — byly vyrazné vice

Parazité exprimujici Cas9 Knihovna navadécich RNA

zastoupené, coz muze znacit jejich
nahraditelnost. Z cca 200 genti vyrazné

“H’ —’,l se podilejicich na fitness bylo dale
9 ‘& zkouméano 28 gend, které postradaly
| & L] znamou funkci a jsou pritomny pouze u

Apicomplex. Byly nazvany
,indispensable conserved apicomplexan
proteins®“ (ICAPs). Po oznaceni

Mnozstvi

. ). subesllini proteinl za ucelem lokalizace byly

" =J\\ N 3 nalezeny v mnoha kompartmentech —

. :.f /) torbaplakil - mikronemy (ICAP1, 12), mitochondrie

0¥ _:,:r?- mn’ (ICAP2,3,6,8,9, 11, 14 a 15), jadérko

£ ,,‘ - : @ (ICAP7) a konoid (ICAP16) (Sidik et

ocatecni | .

LObrézek 9: Schéma celogenc:n.'iového screeningu na prispévek ‘ al. 2016)-

k biologické zdatnosti protein kédujicich genti T. gondii. Ve stejném roce vznikla préce

Parazité jsou transfekovani plasmidem nesoucim Cas9 a o e ,
knihovnou sgRNA cilici na rlizné protein kédujici geny. Po uzivajicl CRISPIU.C3'59 system
kultivaci v lidskych fibroblastech je provedena analyza mnozstvi  k analyze nekanonickych CDPK

danych sgRNA (a tedy korespondujici mnozZstvi Zivych bunék) (kalcium—dependentnich proteinkinas)
v populaci, z niz je vyhodnocen vliv jednotlivych genii na ..
biologickou zdatnost. Nasledné jsou skupiny genti s vysokym (LOl’lg et al 2016)‘ VT gondll s¢

vlivem na fitness déle charakterizovany z hlediska funkce a nachdazi celkem 14 genti kodujicich
neseného fenotypu.
Upraveno podle (Sidik et al. 2016)

T Analyza vyhodnocujici data o expresi na urovni genovych tfid. Ty jsou ddle tiidény z hlediska exprese
v ramei men$ich a vice relevantnich skupin (Subramanian et al. 2005).
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CDPK. Znich se 8 nekanonickych odlisuje n¢kolika rysy navic oproti kanonickému
doménovému usporadani, napiiklad N-koncovymi extensemi, variabilnim poctem motivi ,,EF-
hand“ a dalsimi doménami (napt. pleckstrin-homologni doména). Celkem bylo vytvofeno 24
mutantnich fad na zakladé dvou genetickych pozadi, linii RHAku80 a PruAku80. Pro konkrétni
CDPK byly zkonstruovany jednoplasmidové systémy obsahujici Cas9 a kratké oligonukleotidy
specifické pro konkrétni CDPK jako sgRNA, ptiCemz pro kazdy plasmid obsahoval 2 sgRNA,
jeden cilici na zacatek ORF, druhy na jeho konec. Transformované kmeny byly nasledné
podrobeny plakové, kompeticni a replikacni eseji in vitro a byla otestovana virulence
prostfednictvim infekce mysi jednotlivymi inaktivovanymi liniemi. Kromé jiz zndmych
esencialnich CDPK1 a CDPK?7 byl odhalen jen omezeny vliv nekanonickych CDPK na fitness,
nebot’ po jejich inaktivaci nedochazi k vyznamné snizené tvorbé plakl v hostitelskych
fibroblastech ani tvorbé tkdnovych cyst v nakazenych zvitatech, s vyjimkou mirného snizeni
v pripad¢ maktivace CDPK6. Ostatni CDPK nemély znatelny vliv na fitness in vitro ani na
mysich modelech (Long et al. 2016).

Moznost prenosu jiz existujictho konstruktu pouzitého pro genové modifikace u 7. gondii a
jeho pouziti pro piibuzny organismus, zde Neospora candidum, prokazala dalsi studie ze
Saeijovy laboratore (Arranz-Solis et al. 2018). Pomoci pU6 plasmidu obsahujictho Cas9 s NLS
pod TgTUB1 promotorem a sgRNA pod U6 promotorem 7. gondii. Byly pouzity dva plasmidy
s riznymi sgRNA — 20 nt dlouhé sekvence z gent GFP a NcGRA7 (v piipadé NcGRA7 dvé
sgRNA zobou koncit ORF). Témito plasmidy byly nasledn¢ transformovany kultury N.
candidum. Po 7 dnech byla pozorovana disrupce genu GFP zplsobena ztratou fluorescence.
Delece NcGRA7 probéhla prostrednictvim Cas9 indukovanych zlomti na obou koncich jeho
ORF. Jako templat pro opravu ds zloma byl pouzit plasmid LoxP-mCherry-DHFR!2. 24 h po
transformaci byla zahajena selekce pyrimethaminem, po niz piezily pouze transformanty. PCR
nasledn¢ potvrdilo ptitomnost rozsahlého insertu v GRA7 lokusu. Tento pokus tedy Uspesné
potvrdil moznost pouziti CRISPR/Cas9 systému vytvofené¢ho pro jeden druh ke genové
manipulaci druhu piibuzného (Arranz-Solis etal. 2018).

CRISPR/Cas9 byl rovnéz vyuzit k vytvoreni standardizovaného protokolu pro C-termindlni
znackovani proteint pomoci BirA, nespecifickou biotinyl protein ligasu pochazejici z E. coli.
Metoda spociva v tvorbé fiiznitho GOI (Gene of Interest) a BirA (Long et al. 2018). V sekvenci
do 200 bp po stop kodonu GOI je nutné nalézt 20nt sekvenci pro sgRNA nasledovanou PAM
motivem. Tuto sgRNA je nasledné jako soucast primeru pomoci PCR do plasmidu obsahujiciho
Cas9. ,Tagging“ (znackujici) plasmid ma strukturu pLinker-BirA-HXGPRT-LoxP. Cas9 i
tagging plasmidem jsou transformovany buiky paraziti. Po nasStépeni cilového mista Cas9 je
jako templat opravy ds zlomu pouzit tagging plasmid. Takto dojde k zarfazeni BirA pomoci
loxP-Cre fizené rekombinace (viz vySe) do genomu za GOI. Potvrzeni integrace BirA kazety v
transformantech zajiStuje PCR, resp. western blot. Pro selekci a potvrzeni funkéniho fuzniho
proteinu jsou nasledné znaCkované produkty GOI zméteny hmotnostni spektrometrii, kde je
optimdlné nalezen kmen exprimujici C-termindln€ biotinylovany produkt GOI. BirA
nespecificky biotinyluyje v dosahu znaceni menSim nez 10 nm, celkové vytvori ,otisk
proximahich proteini v okruhu cca 30 nm (Long et al. 2018).

3.2.4. Trichomonas vaginalis
V préaci Janssena a jeho skupiny z roku 2018 bylo dosazeno CRISPRem fizené Gpravy genu pro

nanoluciferasu a inaktivace dvou endogennich genl spojenych s inzerci genu pro rezistenci

12 Plasmid obsahujici rezistenéni marker DHFR spojeny s fluorescenénim proteinem mCherry, jenZ je na
obou koncich napojen na loxP, které umoziuji vynéticelého tiseku za pfitomnosti Cre rekombinasy.
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(Janssen et al. 2018). Byly zkonstruovany dva plasmidy, expresni vektor pMN (pMasterNeo)
nesouci fuzni gen Cas9 s FKBP-DD (FKBP destabilization domain) N-termindln€¢ umisténou
doménou. Tato doména navozuje v nepiitomnosti stabilizujictho ligandu Shield-1 degradaci
ptislusného proteinu. FKBP-DD zmirfiuje toxicitu Cas9 (Peng et al. 2014) vyraznym snizenim,
ne vSak tplnou eliminaci jeho exprese. Cas9 rovnéz nese NLS a HA tag. Druhy plasmid, rovnéz
pPMN, obsahoval synteticky konstrukt obsahujici 20 bp dlouhy ,,seed region™ genu pro snRNA
U6 a 76 bp dlouhou konzervovanou sekvenci pro cileni Cas9 a interakce s gRNA, sousedici ve
sméru 5" s 360 bp dlouhym 5" UTR regionem genu U6 a ve sméru 3" s 37 bp dlouhym 3" UTR
regionem U6. Prvni nukleotid ,seed regionu“ U6 je vzdy adenosin. Do paraziti byla
elektroporaci nebo nukleofekci vlozena nanoluciferasa oznacena HA znackou, ktera obsahovala
predcasny stop-kodon. gRNA pro nluc (nanoluciferasa) byla vlozena piimo do plasmidu
obsahujici fuzni konstrukt fkbp-Cas9 s genem pro rezistenci k puromycinu, tudiz byl tento
systétm pouze jednoplasmidovy. Plasmidy byly do parazitd nukleofekovany na rozdil od
standardni trasformace elektroporaci, coz vedlo ke zvySeni u¢innosti transfekce az dvacetkrat
oproti elektroporaci. Pro CRISPR-fizenou mutaci v nanoluciferase byl pouzit 125 bp dlouhy
synteticky oligonukleotid jako templat HDR. Templat zavedl dvé bodové mutace, které
odstranily predCasny stop-kodon zaménou za tyrosin a proximalni glycin substituovaly za
alanin, coz vedlo k obnové funkce nanoluciferasy. Systém byl dale pouzit k inaktivaci pomoci
CRISPRem fizené HDR endogenniho, ov§em neesencialntho genu — ferredoxinu-1 (fd-1). Byla
pouzita gRNA zaméfujici 5'-konec genu. Jako templat byla pouzita 2800 bp dlouha sekvence
obsahujici gen pro rezistenci k neomycinu (NeoR) ohraniceny 1000 bp 5a 3" UTR regiony
ferredoxinu-1. Populace parazitli po pozitivni selekci na rezistenci obsahovala nefunkéni gen fd-
-1. Ovéteni inaktivace probéhlo pomoci PCR a imunoblotu, kde fd-1-specifické protilatky
neprokazaly ptitomnost genového produktu ferredoxinu. Dalsi zkouskou pro CRISPR/Cas9
systém byla inaktivace genu o jedné kopii mif’’. Inaktivace mif probéhla analogicky pomoci
HDR s kazetou obsahujici gen NeoR ohraniCeny 1000 bp 5a 3" UTR regiony ohranicujici mif.
Selekce na rezistenci opét ponechala pouze organismy obsahujici inaktivovany gen, pricemz
inaktivace byla ovéfena piitomnosti NeoR sekvence v PCR produktu a zaroven nepiitomnosti
mif proteinu béhem imunoblotu, kdy mif-specifické protilatky neprokazaly jeho ptitomnost
(Janssenetal. 2018).

3.2.5. Trypanosoma spp.
Poprvé byla provedena studie CRISPR/Cas9 systému u 7. cruzi vroce 2015. CRISPR/Cas9
systém byl pouzit k vytvoreni buné¢né linie s konstitutivni expresi egfp a nis-cas9 (Peng et al.
2014) pomoci dvou separatnich pTrex plasmidi pod endogennim ribosomalnim promotorem
P35S, kazdy nesouci pozadovany inzerovany gen spolu s genem pro rezistenci, egfp spolu
s neomycintransferasou (npf) a cas9 s genem pro rezistenci k blasticidinu (Bla R). Po pozitivni
selekci kmenii na rezistenci k neomycinu, resp. blasticidinu, zistanou v populaci pouze
transformovani paraziti. Pfi transfekci sgRNA specifické pro egfp se efektivné snizi exprese
egfp cca v50-60 % bunck. Pouziti vice druhti sgRNA ani zvySeni jeho koncentrace toho
procento nijak vyznamné nezvedlo. Po rozliSeni populaci na ty, které na sgRNA odpovidaji
disrupci egfp a na neodpovidajici, a jejich nasledné srovnavaci analyze pomoci ELISA, byly
zjiStény vyrazné nizSi hladiny Cas9 u neodpovidajicich bunck. To naznacuje, Ze niz8i G¢innost
genové inaktivace mohla byt zapfiCinéna nizSimi ¢i nestabilnimi hladinami proteinu Cas9
v ¢asti populaci. U T. cruzi byla rovnéz pozorovana alternativni draha oprav ds zlomtit MMEJ

13 Gen homologni k lidskému MIF (macrophage migration inhibitory factor), Ovlivituje hostitelovu
fyziologii, zvySuje proliferaci bunék prostaty,jejich zanétlivou reakci a zvySuje riziko vzniku a rozvoje
rakoviny prostaty (Twu et al. 2014).
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v nepritomnosti  DNA templatu, nebot trypanosomy postradaji NHEJ drahu. Béhem
sekvenovani genu egfp z populace neodpovidajici na dodani sgRNA byla pozorovana konstantni
delece 33 bp v mist¢ zacileni sgRNA. Delece se presné neshodovaly v poloze, ovsem vSechny
se nachazely mezi dvéma 10 bp dlouhymi homolognimi sekvencemi lemujicimi sestiihové
misto. Tento vzor odpovida delecim po oprave ds zlomi MMEJ.

Inaktivace endogennich genli byla vyzkouSena na piikladu genu o mnoha kopiich, a-
tubulinu, pficemz nasledkem dodani piislusného zamétujictho sgRNA byly deformované
onkotické bunky s mnoha biCiky. Byla rovn€z pozorovana toxicita Cas9 projevujici se snizenou
rychlosti riistu pii stabilni expresi Cas9.

V praci Noelie Lander byl systém CRISPR/Cas9 dale pouzit k endogennimu C-
terminalnimu znac¢eni produktti gentt 7cFCaBP (Flagellar calcium-binding protein) a TcVPI
(vacuolar proton pyrophosphatase) o znamé lokalizaci, jejichz produkty jsou lokalizovany
v bi¢iku, resp. v acidokalcisomech, a 7cMCU (mitochondrial calcium uniporter) a 7c/P3R
(inositol-1,4,5-trisphosphate receptor), jejichz lokalizace byla dosud nezndma ci nejista (Lander
et al. 2016). Do plasmidi pTREX byly vloZzeny sgRNA a cas9. Plasmid byl kotransfekovan
s HDR templatovou DNA, pro 3xHA znacku sekvenci amplifikovanou z vektoru pMOTag-
HXI1-4H, pro znacku 3xc-Myc amplifikdt z vektoru pMOTag23M. Tyto amplifikdty rovnéz
obsahuji selekéni markerové geny pro rezistenci proti hygromycinu, resp. puromycinu. Po
pozitivni selekei rezistentnich bunék byly pomoci western blotu rozliSeny cilové oznacené
proteiny v porovnani s wt proteiny. Nasledné byly tyto znacky pouzity k lokalizaci proteinti
TcFCaBP a TcVPI vbuice pomoci imunofluorescence. TcFCaBP-3xHA a TcFCaBP-3xc-Myc
kolokalizovaly s protilatkami proti wt TcFCaBP v bi¢iku, stejn¢ jako znacené varianty TcVPI
kolokalizovaly s protilatkami s wt variantou v acidokalcisomu. Znackovany TcMCU
kolokalizoval s napétové ovladanym aniontovym kandlem (VDAC — voltage-dependent anion
channel) na vnitfni membrané mitochodrie, jak bylo predpokladano na zakladé lokalizaci jeho
ortologi u savcu (De Stefani et al. 2011) ¢i T. brucei (Huang, Vercesi, and Docampo 2013).
Znaceny TcIP3R je lokalizovan v acidokalcisomech, jak jiz bylo pozorovano u 7. brucei (Huang
etal. 2013).

Na toto téma navazala prace generalizujici protokol pro endogenni C-termindlni znaceni
proteini u 7. cruzi na zakladé predchozich experimenti (Lander et al. 2017). Vyuziva
jednoplasmidové strategie s plasmidem pTREX-n nesoucim Cas9 a gen pro rezistenci k
neomycinu. Do n¢j je po amplifikaci zaklonovdna i zvolena sgRNA. Dale je amplifikovan
pozadovany DNA templat pro homologni rekombinaci, jenz nese jak selekéni marker na
rezistenci k puromycinu ¢i hygromycinu, tak i znaceni, bud’ 3xHA (hemagglutinin), nebo 3xc-
Myc. Plasmid a kazeta s templatovou DNA jsou poté transfekovany do epimastigotl, kteti
projdou 5 tydny kultivace pod selekci na antibiotikovou rezistenci nesenou plasmidem i DNA
templatem. Znaceni pozadovaného proteinu u rezistentnich klond je nakonec ovéfeno pomoci
PCR a Western blotu (Lander et al. 2017).

Dalsim zapojenim genu 7cMCU v mitochondridlnim iontovéhom transportu se zabyvala
dalsi studie stejné laboratoie. Pozoroval disledky inaktivaci 7cMCU a jeho paraloga TcMCUb
na bunécnou fyziologii (Chiurillo et al. 2017). TeMCU je sou€asti mitochondridlntho komplexu
pro uniport Ca?* iontd tvofici kanalovou ¢ast aparatu. O TeMCUb se spekuluje, ze piedstavuje
hlavni negativni regula¢ni prvek Ca** uniportu, to v8ak dosud neni potvrzeno dostatkem dikaz.
Inaktivace té€chto dvou genli byla provedena u epimastigot a metacyklickych trypomastigota 7.
cruzi. V pripadé TcMCU systém sestaval z pTREX plasmidu nesouciho Cas9 s NLS a znaceny
fuzi s gfp a chimerického sgRNA a z pGEM-T easy plasmidu nesouciho donorovou DNA pro
HDR tvotenou genem bsd lemovanym 3’a 5" UTR TeMCU navozujicimi homologii. TeMCUb
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byl inaktivovan pomoci analogického pTREX plasmidu s Cas9 a sgRNA a pGEM plasmidu
s donorovym DNA obsahujicim bsd. Kmeny obsahujici inaktivované geny byly vyselektovany
na rezistenci k blasticidinu. Byly testovany na schopnosti vychytavani Ca** pomoci jeho
vizualizace calcium green-SN  probe v digitoninem permeabilizovanych —epimastigotech.
V TeMCU-KO a TeMCUb-KO liniich nebyly mitochondrie schopny Ca** vychytat. Byl méfen
disledek této poruchy iontové homeostdzy na membranovy potencidl mitochondrii (Aw,,)
permeabilizovanych epimastigotdi, avSak nebyla prokazdna jeho vyznamna zména. TcMCU je
neesencialni pro stddia epimastigota v komplexnim médiu, pfi metacyklogenezi (diferenciaci) i
pfi invazi a replikaci trypomastigoti v hostiteli, avS§ak TcMCU-KO zpomaluje exponencialni
rist epimastigotd. 7cMCUDb je nutny pro optimalni rtist epimastigotd v komplexnim médiu, pfi
metacyklogenezi i pro invazi trypomastigotii do hostitele.

Nejnoveéjsi prace se pokousi o modifikace predchozich systému ke zvySeni efektivity oproti
dvéma dosud uzivanym systémim CRISPR/Cas9, znichz prvni vytvafela nulové mutanty
v esencialnich genech za ucCelem pozorovani postupné ztraty aktivity genového produktu,
prestoZze trpél nizkou efektivitou a toxickym efektem Cas9 projevujicim se ve zpomaleném
ristu kultur. Druhd obecnd metoda vyuzivala na plasmidech nesené sgRNA a fuzni cas9:gfp,
ktera rychle provede cilené zmény, a to bez toxickych Gc¢inkd. VyZzaduje vSak komplikované
sestaveni sgRNA konstruktil, vkladani do vektorti a nasledna selekce bun¢k vektor obsahujicich.
Nové vytvoreny systém kombinuje vyhody obou piistupti — Cas9 znaceny gfp, ktera umoziuje
rychlou selekci transformovanych bunék diky cytometrické metodé pritokového
fluorescencniho sortingu a transfekce sgRNA transkribovanych in vitro, které takto umoziuji
odezvu systému takika okamzit¢ po transfekci, a dokonce i soucasnou transfekci nékolika druhi
sgRNA najednou (Romagnoli et al. 2018). K ovéfeni metody byl pouzit pTREX-n plasmid
obsahujici Cas9 znafeny gfp a transfekovana sgRNA cilici na gfp, v dalSich krocich na
endogenni GP72, o-tubulin and B-tubulin. Ds zlomy byly opraveny pomoci pro 7. cruzi
typickou MMEJ, generujici delece, které¢ vedly k inaktivaci gent. Gfp byl inaktivovan jiz druhy
den v 80 % parazitli, frekvence inaktivace dosahla 95 % po 5 dnech. Endogenni geny se
projevovaly jiz dfive pozorovanymi fenotypovymi zménami typickymi pro poruseni fukce
prislusnych genii — GP72-KO odpadnutim bi¢iku od buiiky (Cooper et al. 1993), a-tubulin-KO
ztratou prirozeného tvaru bunék a jejich pfeménou v mnohojaderné, mnohobi¢ikaté bunky
(Peng et al. 2014) a B-tubulin-KO podobnymi, ale mirn¢j$imi projevy jako pfi ztraté¢ funkce a-
tubulinu. Geneticky zaklad fenotypovych zmén byl potvrzen pomoci PCR a sekvenace.

4. Zaveér
CRISPR/Cas9 systémy za svou dosud kratkou existenci rychle prekonaly starsi systémy pro
genové manipulace stran jednoduchosti i versatility pouziti a staly se pomérné standardnim
nastrojem vyzkumu nejen parazitickych protistt.

Ptestoze ma pouziti CRISPR/Cas9 systémull sva omezeni, zejména u parazitickych prvoku,
v soucasnosti jiz existuji optimalizované protokoly pro nékteré druhy s ohledem napft. na jejich
citlivost k toxicité¢ Cas9, kodoénovém bias a metody oprav ds zlomi. Ackoliv je pouzivan u
protisti pouze od roku 2014 (objev CRISPR/Cas9 2012), byl pouzit v mnoha pracich pro
vnaseni exogenni DNA, funk¢ni analyzu gen jejich inaktivaci ¢i umlCovani, regulaci genové
exprese, C-terminalni znaceni proteinl ¢i celogenomové screeningy. Jeho vyuziti bude nadale
jak ve funkéni genomice zékladntho vyzkumu, tak ve vyzkumu aplikovaném, kde miize prispét
k vyvoji novych fad chemoterapeutik ¢i vakcin, které by snizily parazitickymi protisty
zapri¢inénou miru morbidity i letality.
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