
 
 

 Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

  

Studijní program: Speciální chemicko-biologické obory 

Studijní obor: Molekulární biologie a biochemie organismů 

 

  

Milan Ročeň 

 

Využití systému CRISPR-CAS9 pro genové manipulace u parazitických prvoků 

 

Applications of CRISPR-Cas9 for genetic engineering in parasitic protists 

 

Bakalářská práce  

  

  

Vedoucí práce/Školitel: prof. RNDr. Jan Tachezy, Ph.D. 

  

   

  

Praha, 2018 

  



Milan Ročeň, Využití systému CRISPR-CAS9 pro genové manipulace u parazitických prvoků 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracoval samostatně a že jsem uvedl všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání 

jiného nebo stejného akademického titulu.  

 

 

 

 

V Praze, 20. 5. 2018 

 

 

 

Podpis 

  



Milan Ročeň, Využití systému CRISPR-CAS9 pro genové manipulace u parazitických prvoků 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování: 

Rád bych poděkoval svému školiteli prof. RNDr. Janu Tachezymu, Ph.D.  za jeho vstřícnost 

a mnoho cenných rad. Dále pak Kateřině Šiškové za neocenitelnou podporu a neposlední řadě 

pak děkuji i své rodině, bez níž by tento text nemohl vzniknout. 



4 
 

Obsah 
Abstrakt .............................................................................................................................. 5 

Abstract .............................................................................................................................. 5 

Seznam zkratek ................................................................................................................... 6 

1 Úvod ........................................................................................................................... 7 

1.1. Historie ................................................................................................................ 7 

1.2. Klasifikace CRISPR/Cas systémů .......................................................................... 8 

1.2.1. Třída 1 CRISPR/Cas systémů ......................................................................... 9 

1.2.2. Třída 2 CRISPR/Cas systémů ........................................................................11 

2. CRISPR/Cas9 systém typu II .......................................................................................14 

2.1. Integrace spacerů .................................................................................................15 

2.2. Cas9 endonukleasa...............................................................................................16 

2.2.1. Regulace exprese pomocí dCas9 ....................................................................17 

2.3. Opravy ds zlomů DNA.........................................................................................18 

3. Využití CRISPR/Cas9 systému typu II pro genové manipulace u parazitických prvoků ....18 

3.1. Specifika použití systému u parazitických prvoků ..................................................18 

3.2. Přehled využití podle organismů ...........................................................................19 

3.2.1. Cryptosporidium parvum ..............................................................................19 

3.2.2. Plasmodium spp. ..........................................................................................20 

3.2.3. Toxoplasma gondii .......................................................................................23 

3.2.4. Trichomonas vaginalis ..................................................................................25 

3.2.5. Trypanosoma spp..........................................................................................26 

4. Závěr ..........................................................................................................................28 

5. Použitá literatura .........................................................................................................29 

 

  



Milan Ročeň, Využití systému CRISPR-CAS9 pro genové manipulace u parazitických prvoků 

 

5 
 

Abstrakt 
Systém CRISPR/Cas slouží jako buněčný obranný mechanismus, který chrání bakterie a archea 

před cizorodou DNA, především bakteriofágy. Jeho produkt utváří ribonukleoproteinový 

komplex, jehož složkami jsou sgRNA a Cas endonukleasy. Pomocí sgRNA, které jsou 

komplementární k cizorodé DNA, tuto DNA rozezná a Cas endonukleasy v ní indukují 

dvojvláknové zlomy. Tato metoda nalézá uplatnění jak v základním výzkumu, kde je 

aplikovatelná pro funkční analýzu proteinů a studium genové exprese, tak i v aplikovaném 

výzkumu, kde může uplatnit například v tvorbě geneticky modifikovaných organismů či 

geneticky atenuovaných vakcín. Tato práce shrnuje dosavadní poznatky o systému CRISPR/Cas 

a jeho aplikaci pro genovou manipulaci parazitických prvoků. 

 

Klíčová slova: CRISPR, Cas9, parazit, prvok, bakteriofág 

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 

crRNA  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 interference 

RRM  RNA recognition motif 

sgRNA single guide RNA 

siRNA  small interfering RNA 

ss   single strand 

ssODN single-stranded oligodeoxynucleotide 

tracrRNA trans-activating crRNA 
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1 Úvod 
Parazitičtí protisti představují jednu z nejstarších hrozeb lidstva. Například malárie byla 

popisována již ve starověkém Egyptě, avšak její původce Plasmodium byl nalezen v 

jantarech podstatně staršího původu předcházejícího neolitickou revoluci. Vedle patogenního 

působení na člověka jsou rovněž významnými hospodářskými škůdci, dlouhodobě působí škody 

na hospodářských zvířatech, například trypanosomová nemoc nagana, způsobená druhem  

Trypanasoma brucei brucei, která má ve svých endemických oblastech rozsáhlé 

socioekonomické důsledky pro obyvatelstvo. 

 Metody genové manipulace představují praktický nástroj, jak tyto organismy lépe prozkoumat i 

ovlivnit. Přináší i možnosti aplikovatelného praktického využití těchto znalostí – budoucí léčby 

i preventivních opatření, které by mohly významně snížit zdravotní i ekonomickou zátěž, kterou 

tyto organismy pro lidstvo stále představují. V současnosti prochází prudkým vývojem nových 

poznatků, jak ilustruje Graf 1.  

 
Graf 1: Počet publikací obsahujících klíčové slovo „CRISPR“ dostupných v databázi MEDLINE od roku 2002. 
*Počet publikací dostupných v databázi k 13. 7. příslušného roku. 
Převzato z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CRISPR 

CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - nahromaděné 

pravidelně rozmístěné krátké palindromatické repetice) systémy umožňují nové postupy v 

genové manipulaci. Mají původ v bakteriálním a archeálním systému obrany proti 

bakteriofágům, který je schopen specifického rozpoznávání a likvidace cizorodé DNA. Zároveň 

je adaptabilní a akvizicí rozpoznaných DNA sekvencí vytváří „imunitní paměť“ známých DNA 

motivů. Tento systém má mnoho podob, avšak vždy je tvořen genem CRISPR, který obsahuje 

uložené motivy DNA, a endonukleasami Cas, které jsou výkonnou složkou systému.  

V současnosti nejpoužívanějším typem CRISPR/Cas systémů je typ II, který má pouze 

dvousložkovou strukturu. Obsahuje jediný protein Cas9, který je specificky naváděn na cílovou 

sekvenci pomocí sgRNA, kde zavádí ds zlomy v DNA. Dvouvláknové zlomy jsou využívány ke 

genové manipulaci. 

1.1. Historie 
Poprvé byl CRISPR popsán na Ósacké univerzitě v roce 1987 Yoshizumi Ishinem, který 

náhodou nalezl neobvyklé struktury během sekvenace genu iap, který je zodpovědný za 

izoenzymovou konverzi alkalické fosfatázy u E. coli, v 3  ́směru od sekvenovaného genu.  Byly 

tvořeny pěti vysoce homologními sekvencemi přímých repetic palindromatické struktury, 

oddělených spacery (Ishino et al. 1987).  
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Tehdy nebyla známa funkce této struktury. V roce 1993 byl CRISPR poprvé pozorován u 

druhu archea, konkrétně Haloferax mediterranei (Mojica et al. 1993). V průběhu 90. let 20. 

století byly tyto struktury dále nalézány při sekvenaci genomů dalších druhů bakterií a archeí 

(Masepohl et al. 1996; Mojica et al. 1995; Groenen et al. 1993), nicméně nebyla rozpoznána 

shodná povaha sekvencí, které se lišily svou polohou, délkou palindromatických repetic 

i sekvencemi spacerů (Ruud. et al. 2002).      

V roce 2004 Francisco Mojica a jeho tým objevili sekvenční podobnosti mezi těmito 

strukturami napříč bakteriálními i archeálními druhy a sjednotili jejich nomenklaturu pod 

zastřešující název CRISPR -  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

(Mojica et al. 2005). Paralelně byly objeveny geny asociované s CRISPR, nazvané pak cas – 

CRISPR associated (Ruud. et al. 2002). Díky znalosti tohoto spojení, fyzického i funkčního, 

byla identifikována funkce propojeného systému CRISPR a cas jako primitivní imunitní 

mechanismus chránící před bakteriofágy a parazitickou DNA, který je analogický RNAi 

u eukaryot. CRISPR spacerové sekvence, které jsou extrachromozomálního původu, slouží 

analogicky k siRNA jako naváděcí sekvence na cizorodou DNA (resp. RNA v případě siRNA) 

a Cas vykazuje endonukleasovou funkci odpovídající enzymu Dicer, který cílovou sekvenci 

rozštěpí. Přesto Cas vůči Diceru nevykazuje sekvenční podobnost (Makarova et al. 2006). 

Extrachromozomální původ CRISPR spacerů je vysvětlován předchozími invazemi 

parazitické DNA, která byla po rozštěpení inkorporována do lokusu CRISPR jako forma 

imunitní paměti (Bolotin et al. 2005; Marraffini and Sontheimer 2010). 

Po identifikaci struktury a funkce vyvstala možnost praktického využití přesného štěpení 

CRISPR v genovém inženýrství, například pro deleci či inzerci celých genů (W. Jiang et al. 

2013; Y. Jiang et al. 2015), saturační mutagenezi (Oh and van Pijkeren 2014), inaktivace 

(Y. Jiang et al. 2015) a vnášení genů (Pinder, Salsman, and Dellaire 2015) nejprve u bakterií, 

následně s nutnými modifikacemi (lokalizace systému do jádra apod.) u eukaryot (Hsu et al. 

2013; Gilbert et al. 2013) a nakonec i u archeí (Zebec et al. 2014; Nayak and Metcalf 2017). 

Klíčovou úlohu zde sehrála zejména Jennifer Doudna a její tým, kteří významně přispěli 

k transformaci CRISPR/Cas systému v nástroj genového inženýrství za použití již známé formy 

systému patogenní bakterie Streptococcus pyogenes obsahující endonukleasu Cas9 

(Sapranauskas et al. 2011; Wiedenheft et al. 2012; Jinek et al. 2012; Qi et al. 2013). Šlo 

především o úpravy endonukleasy Cas9, které umožnily použití CRISPR/Cas9 v praxi (Jinek et 

al. 2012). 

1.2. Klasifikace CRISPR/Cas systémů 
CRISPR/Cas je pod silným selekčním tlakem v důsledku dlouhodobého evolučního boje s viry, 

proti nimž působí. To vedlo k značné diverzifikaci struktury CRISPR/Cas lokusů. Zároveň lze 

vysledovat společné jmenovatele pro všechny tyto systémy – podíl MGEs (Mobile Genetic 

Elements) na imunitě zprostředkované CRISPR, bohatou duplikaci cas genů a modulární 

uspořádání lokusů, které vzájemně rekombinují s vysokou frekvencí, což vede k vyšší imunitní 

variabilitě.  

Klíčové moduly systému zahrnují geny, jejichž produkty zprostředkovávají spacerovou 

akvizici do genomu, a vlastní efektorové geny, tedy geny zahrnující zpracování substrátové 

DNA před zabudováním crRNA, následné rozpoznání specifické sekvence a štěpení. Modul pro 

adaptaci spacerů je poměrně konzervovaný, obsahuje cas1 endonukleasu a cas2 strukturální 

podjednotku. Naopak efektorový modul má vysoce variabilní strukturu (Koonin et al. 2017). 
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Na základě principů výstavby efektorových modulů jsou CRISPR/Cas systémy děleny do 

dvou tříd, ty pak dále na celkem 6 typů, které jsou rozlišovány podle signaturních cas genů, 

které se vyskytují pouze v daném typu (viz Obrázek 1 a 2).  

1.2.1. Třída 1 CRISPR/Cas systémů 

Třída 1 se vyznačuje efektorovou doménou tvořenou multiproteinovými komplexy a dělí se na 

typy I, III a IV. Typ I je nejrozšířenější a nejdiverzifikovanější. Využívá proteiny z  proteinové 

nadrodiny RAMP (Repeat Associated Mysterious Protein), které pomocí svých RNA 

rozpoznávajících motivů (RRM – RNA recognition motif) rozpoznají a rozštěpí pre-crRNA 

uvnitř repetic na menší úseky zralé crRNA. Do proteinové nadrodiny RAMP patří například 

Cas6, Cas6e a Cas6f efektorové endonukleasy (S. Makarova et al. 2011; Oost et al. 2014). 

crRNA se poté váže na komplex několika proteinů Cas (Cse1, Cse2, Cas7, Cas5, Cas6e1) 

jménem Cascade (CRISPR-associated complex for antiviral defense) (Sinkunas et al. 2013). 

Cascade se váže na cílové sekvence, kde vytvoří R-ohyb (R-loop) – třívláknová struktura 

DNA:RNA hybridu a komplementárního nekódujícího vláka DNA) v cílové DNA. Poté 

rekrutuje transaktivující Cas3 nukleasu-helikasu, jež rozplete a následně rozštěpí cílovou DNA 

ve vytvořeném R-ohybu (Westra et al. 2012). Cas3 je specifických genem typu I. Dále se dělí 

na podskupiny A-F a to podle polohy Cas3 v lokusu vůči ostatním genům a dále podle dalších 

signaturních cas genů, specifických pro jednotlivé kategorie (S. Makarova et al. 2011).  

Signaturní geny podtypu I-A jsou cas8a1 a  cas8a2, z nichž se většinou vyskytuje v lokusu 

pouze jeden. Cas3 je často rozštěpena na helikasovou doménu Cas3  ́ a endonukleasovou 

doménu Cas3´́ . Podtyp I-B se vyznačuje signaturním cas8b. Podtyp I-C obsahuje signaturní 

cas8c a většinou postrádá gen pro Cas6 endonukleasu, která je funkčně nahrazena katalyticky 

aktivní Cas5. Podtyp I-D má jako specifický gen cas10d. Pro podtyp I-E jsou specifické cse1 a 

cse2 (systematicky cas8a a cas11), rovněž postrádá gen cas4. Podtyp I-F rovněž neobsahuje 

cas4, jeho gen pro endonukleasu cas3 je spojen s cas2 a jeho signaturními geny jsou csy1 a csy2 

(systematicky cas8f a cas11) (Makarova and Koonin 2015; Makarova et al. 2015; Makarova et 

al. 2011). 

Typ III je často přítomen u archeí, vzácněji pak u bakterií. Pravděpodobně se 

z fylogenetického hlediska nachází na bázi vývoje. Je pro něj signaturní gen cas10. Podobně 

jako typ I tvoří efektorový multipodjednotkový proteinový komplex. Na počátku reakce 

proběhne transkripce pre-crRNA, která je obdobně jako u typu I rozštěpena Cas6 uvnitř repetic 

ve směru 3  ́ od spacerů. Vytvoří se tak přechodná crRNA, která tvoří ribonukleoproteinový 

komplex s produkty genů cmr (RAMP module Cas – protein obsahující RAMP modul) nebo 

csm (Cas subtype Mtube – podtyp proteinu Cas původem z M. tuberculosis). Uvnitř tohoto 

komplexu probíhá definitivní zrání crRNA formou štěpení ve směru 3  ́ od spacerů. Komplex 

s navázanými zralými crRNA poté nasedne na komplementární cílovou DNA/RNA a Cas10 

endonukleasa ji rozštěpí. Obě endonukleasové aktivity, RNasová i DNasová jsou důležité a in 

vivo vedou ke kotranskripčnímu štěpení cizorodé DNA i jejích produktů (Staals et al. 2013; W. 

Jiang et al. 2016; Pyenson and Marraffini 2017). Typ III se dále dělí na podtypy A-D, které 

rozlišujeme podle konstituujících proteinů efektorového komplexu. U podtypu III-A je komplex 

tvořen proteiny Csm2, 3, 4, 5 a 6 (systematicky a pro maturaci crRNA je nutný produkt 

signaturního genu csm2. Podtyp III-B má komplex z proteinů Cmr2, 3, 4 a 5 a Csx1 (paralog 

csm6), signaturním genem je cmr5. Podtyp III-C je specifický inaktivací cyklasové (cyclase-

like) domény cas10 spojenou s významnými rozdíly v sekvencích tohoto genu. III-C i III-B 

                                                                 
1 Názvy genů, resp. jejich produktů u S. termophilus, odpovídající homology v CRISPR/Cas systému E. coli, 

kde byl Cascade komplex poprvé pozorován, se nazývají CasABCDE proteiny (Brouns et al. 2008). 
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využívají stejné proteiny efektorového komplexu, Cmr. Rovněž obsahují i stejný signaturní 

protein – Cmr5. Naproti tomu III-D podtyp se shoduje v proteinech efektorového komplexu 

s III-A podtypem obsahem proteinů Csm. Signaturním genem je csx10, gen podobný cas5 (Silas 

et al. 2017; Makarova et al. 2015; Pyenson and Marraffini 2017).  

Vzácný typ IV se podobá podtypu III-B, avšak neobsahuje cas1 ani cas2 a často se 

vyskytuje vzdáleně od lokusu CRISPR. Kóduje silně zredukovaný efektorový komplex 

sestávající z redukované velké podjednotky csf1, dva geny RAMP (csf2, csf3) a někdy rovněž 

malou podjednotku komplexu Cascade (malý, většinou α-helikální protein) (Makarova et al. 

2011). Csf1 je signaturním genem typu IV. Typ IV se dělí na dva podtypy, přičemž základní 

obsahuje navíc helikasu Cfs4 z rodiny DinG a variantní podtyp obsahuje malý α-helikální 

protein. Pravděpodobný mechanismus funkce zahrnuje použití cizorodé RNA přímo jako 

crRNA (Makarova and Koonin 2015). 

 
Obrázek 1: Třída 1 CRISPR/Cas systémů 

Pro každý podtyp je vyznačena struktura genového lokusu i cílová molekula (DNA/RNA).  
Růžově je vyznačen efektorový modul. SS, malá podjednotka Cascade komplexu (small subunit).  
Upraveno podle (Koonin, Makarova, and Zhang 2017). 
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Obrázek 2: Třída 2 CRISPR/Cas systémů 
Pro každý podtyp je vyznačena struktura genového lokusu i cílová molekula (DNA/RNA). 
TM, předpovězená transmembránová doména. 

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

1.2.2. Třída 2 CRISPR/Cas systémů 

Třída 2 se liší stavbou efektorových modulů, které obsahují vždy jeden rozměrný protein 

tvořený více doménami. Rozdíl mezi třídou 1 a 2 ve stavbě efektorových komplexů i jejich 

specifického navádění pomocí RNA ilustruje obrázek 3. Dělí se na typy II, V a VI. Typ II je 

v současnosti nejvyužívanější v praxi pro svou jednoduchou stavbu. Jeho signaturním genem je 

cas9, který v sobě slučuje funkce interakce s crRNA i endonukleasovou aktivitu. Zpracování 

a maturace crRNA je zde zajištěna tracrRNA, která tvoří komplex s pre-crRNA na základě 

komplementarity v repeticích pre-crRNA. Tím umožňuje štěpení pre-crRNA pomocí RNasy III 

za přítomnosti Cas9. Gen kódující tracrRNA je součástí lokusu CRISPR/Cas typu II, gen 

kódující RNasu III leží vně lokusu (Jinek et al. 2012). Typ II se dělí na 3 podtypy A-C. Podtyp 

variantní 

předběžné 
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II-A obsahuje navíc k základní struktuře gen csn2, který je zároveň jeho signaturním genem. 

Ten se zřejmě podílí na integraci spacerů, avšak není nezbytný pro jejich rozpoznávání a 

štěpení. Na rozdíl od něj podtyp II-B obsahuje navíc oproti základní struktuře cas4, který se 

typicky vyskytuje u typu I. Navíc jsou jeho geny cas1 a cas2 sekvenčně bližší homologům typu 

I, než sesterskému podtypu II-A. Typ II-C obsahuje pouze základní strukturu CRISPR/Cas 

lokusu – obsahuje geny kódující proteiny Cas1, Cas2 a Cas9 a gen pro tracrRNA (Chylinski et 

al. 2014). 

Typ V byl předpovězen původně jako varianta typu II, který však namísto cas9 obsahoval 

signaturní gen cpf1 (CRISPR-associated endonuclease in Prevotella and Francisella 1). Byla 

prokázána endonukleasová aktivita Cpf1 naváděné crRNA a to bez potřeby tracrRNA, což 

nabízí využití v genovém inženýrství. Mezitím byly objeveny další podobné systémy 

s efektorovými proteiny odlišných vlastností (např. vyžadují navádění dvěma RNA) – C2c1, 

C2c3, CasX a CasY. Jejich nomenklatura byla sjednocena a nyní jsou označovány standardně 

ve formě genů cas jako cas12a, b, c, d, e2. Typ V se dělí na 5 podtypů A-E podle přítomného 

efektorového proteinu Cas12, který je zároveň i signaturním proteinem podtypu. V-A, B a E 

jsou modelové podtypy, které obsahují cas1, cas2 a cas4, tedy kromě záměny cas9 za cas12 

prakticky shodné s podtypem II-B. Podtyp V-A obsahuje efektorový protein Cas12a, II-B 

obsahuje Cas12b a II-E Cas12e. Podtyp V-C a V-D se výrazně liší, představují maximálně 

zjednodušený systém, jako jediné zcela postrádají gen cas2, jeho efektorový protein je Cas12c u 

V-C a Cas12d u V-D (Shmakov et al. 2015; Garcia-Doval and Jinek 2017; Lewis and Ke 2017; 

Makarova et al. 2015; Koonin et al. 2017). 

Typ VI je unikátní svou specifitou výhradně vůči RNA. Byl obdobně jako typ 

V předpovězen na základě objevu efektorového genu c2c2, systematickým jménem cas13a, 

který je zároveň signaturním proteinem podtypu VI-A. Typ VI je zároveň schopný štěpení 

naváděného pouze jednou RNA. Po vazbě na crRNA identifikují a rozštěpí signaturní Cas13 

proteiny jednovláknovou strukturu cílové RNA. Unikátní je rovněž schopnost Cas13 po aktivaci 

štěpit i necílové RNA. Typ VI má redukovanou strukturu, většinou obsahuje pouze CRISPR, 

adaptorové geny cas1 a cas2 a příslušný efektor kódující gen cas13. Dělí se na podtypy A-C 

podle typů proteinů Cas13: VI-A, VI-B a VI-C přináleží v odpovídajícím pořadí geny pro 

Cas13a, Cas13b a Cas13c. VI-B se oproti ostatním podtypům odlišuje nepřítomností cas1 a 2, 

naproti tomu obsahuje geny csx27 a csx28 (csx je označení pro geny cas, které dosud nebyl 

zařazeny do žádné genové rodiny) které mají regulační funkci pro cas13b3 (Cox et al. 2017; 

Smargon et al. 2017; Shmakov et al. 2015; Garcia-Doval and Jinek 2017; Koonin et al. 2017). 

                                                                 
2 Genovým názvům cpf1, c2c1, c2c3, casX a casY odpovídají nové konzistentní názvy v daném pořadí 

cas12a, cas12b, cas12c, cas12d a cas12e. 
3 csx27 jej reprimuje, csx28 aktivuje, konkrétní způsob dosud není přesně popsán. 
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Obrázek 3: Zobrazení lokusů i produktů CRISPR/Cas systémů Typů I-III. Typy I a III mají podobnou stavbu 
spočívající v multiproteinových komplexech, na rozdíl od typu II, závisícím na Cas9 proteinu a navádění druhou 

RNA (tracrRNA). 
a) Schéma architektury lokusů a proteinové struktury produktů CRISPR/Cas systémů, doménová struktura 
popsána podle tvaru těla mořského koníka je tvořena podjednotkami „hlava“, „páteř“, „břicho“ a „ocas “. 
b) Prostorový model efektorových komplexů. 
c) Model navádění pomocí RNA. Struktura Cas7, resp. Cmr4 se podobá pravé ruce, je tvořena podjednotkami 
„dlaň“, „prsty“ a „palec“. Palcová doména proniká do duplexu cílové DNA a crRNA, čímž zajišťuje sekvenčně 
nezávislou interakci proteinu a NA, cílení sekvence řídí crRNA. 
Upraveno podle (Jackson and Wiedenheft 2015). 
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2. CRISPR/Cas9 systém typu II 
V genové inženýrství se v současnosti nejčastěji využívá systém CRISPR/Cas typu II, který byl 

poprvé popsán u Staphylococcus thermophilus (Deveau et al. 2008), nejčastěji se však využívá 

verze odvozená od systému vyskytujícího se u Streptococcus pyogenes (Jinek et al. 2012). Ten 

se vyznačuje jediným efektorovým proteinem, konkrétně Cas9 (viz výše). Přirozeně se 

vyskytující systém vyžaduje k zacílení endonukleasové aktivity dvě molekuly RNA – crRNA 

a tracrRNA, které tvoří komplex pomocí komplementárních úseků za přímé součinnosti s Cas9 

(Jackson and Wiedenheft 2015). Tato závislost na dvou naváděcích RNA byla překonána 

vytvořením chimerické sgRNA (single guide RNA), která zachovává rozpoznávací sekvenci 

následovanou vlásenkou, která napodobuje crRNA:tracrRNA komplex. SgRNA sestává 

z komplementární rozpoznávací sekvence crRNA, která je následována vlásenkou, která 

napojuje komplementárně párující sekvenci tracrRNA. Takto je simulována dvouvláknová 

struktura crRNA:tracrRNA, která je vyžadována pro navádění endonukleasy Cas9 (Jinek et al. 

2012). Tento systém je relativně univerzálně funkční, přes obměny jednotlivých složek systému 

je základní struktura stálá, jak ukazuje i obrázek 4, kde je tracrRNA napodobena terminátorovou 

sekvencí pocházející ze S. pyogenes (Larson et al. 2013). K zacílení je vyžadována plná 

komplementarita v 12 nt dlouhém „seed regionu“ na 3´- konci base-pairing regionu crRNA, 

v úseku 8-13 nt dlouhé sekvence párujícího regionu (base pairing region) vzdálenější od PAM 

(viz níže) jsou ovšem nekomplementarity v některých případech tolerovány (Sternberg et al. 

2014; Jinek et al. 2012). 

 
Obrázek 4: Struktura sgRNA 

a) sgRNA má chimerickou povahu a je tvořena třemi doménami: párující (base-pairing) region pro specifické cílení 
vazby na DNA (20-25 nt), „rukojeťová“ (handle) vlásenka dCas94 pro interakci s Cas9 proteinem (42 nt), vlásenka 
terminátoru transkripce ze S. pyogenes. Oranžově je znázorněn minimální vazebný 12 nt „seed region“. 
b) Modely pro projektování sgRNA k zacílení templátového (T), nebo kódujícího (non-template – NT) vlákna DNA. 
Při cílení na templátové vlákno je sgRNA sekvenčně identické s transkribovanou sekvencí komplementárního 

vlákna. Při cílení na kódující vlánko je sgRNA reverzně komplementární k transkribované sekvenci. 
Upraveno podle (Larson et al. 2013). 

Cílení Cas9 endonukleasy vyžaduje kromě komplementární specifické RNA navíc 

konstantní sekvenci lokalizovanou v cílové DNA, která se nachází ve směru 3  ́bezprostředně za 

                                                                 
4 Enzymově „mrtvá“ Cas9 endonukleasa, jež se používá pro regulaci genové exprese bez přímé 

manipulace s genomem. 
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specificky rozpoznávanou sekvencí – PAM (protospacer5 adjacent motif). Kanonická sekvence 

PAM je 5 -́ NGG – 3 ,́ kde N značí libovolnou bázi (Hsu et al. 2013). Ta se průměrně vyskytuje 

na každých 8 bp lidského genomu (Cong et al. 2013).  Byly však navrženy i varianty Cas9, které 

měly specifitu pro jiné sekvence, např.: 5 -́ NGA – 3  ́ (rozeznávané mutantními Cas9). 

Rozšiřováním spektra rozpoznávaných PAM se tak zvyšuje flexibilita možných cílových 

sekvencí (Kleinstiver et al. 2015). 

2.1. Integrace spacerů 
Vkládání nových spacerů obvykle probíhá orientovaně od vedoucí sekvence CRISPR lokusu, 

díky čemuž je uspořádání spacerů v podstatě i chronologickým záznamem o předchozích 

úspěšně překonaných infekcích cizorodou DNA. Systém spacerové akvizice je společný všem 

typům systémů CRISPR (Xiao et al. 2017). 

Prvním krokem je rozpoznání a rozštěpení cizorodé DNA, který je následován rozpoznáním 

fragmentů obsahujících PAM a jejich úpravou na vhodnou přesnou délku. PAM jsou důležitou 

složkou ochrany proti zaměření vlastní DNA, neboť spacery CRISPR jsou sekvenčně identické 

s cizorodými protospacery. Avšak protože je vyžadována nejprve vazba na PAM, je 

eliminována hrozba záměny za vlastní DNA, protože PAM obsahují pouze protospacery (Oost 

et al. 2014). 

 V adaptaci spacerů mají ústřední funkci konzervované endonukleasy Cas1 a Cas2. Cas1 

štěpí ssDNA i dsDNA nezávisle 

na sekvenci. Cas2 je obsahující 

RAMP-like ohyb (Oost et al. 

2014). Cas1 a Cas2 společně 

tvoří integrasový komplex, který 

je tvořen dimerem Cas2 

spojujícím dva krajní protilehlé 

dimery Cas1. Protospacer 

o délce 23 bp se váže na Ca1-

Cas2 komplex v symetricky 

rozvolněné formě zakončené 

vidlicemi 

s oligothymidinovými (3 -́(T)10 

a 5 -́(T)6) přesahy (Wang et al. 

2015). Terminální 3 -́OH 

skupiny protospaceru následně 

nukleofilně napadají DNA 

CRISPR lokusu. Integrace 

přednostně probíhá u vedoucí 

sekvence, kdy je protospacer 

naváděn vedoucí sekvencí 

a invertovanými repeticemi uvnitř CRISPR. Komplex Cas1-Cas2/prespacer nejprve skenuje cíl 

na specifická místa pro integraci6 náhodně, následně se přednostně naváže na CRISPR repetici 

na straně vedoucí sekvence a nukleofilně napadá repetici sousedící s vedoucí sekvencí za 

                                                                 
5 Protospacer – sekvence odpovídající CRISPR spaceru, která se nachází v cizorodé DNA, na kterou 

CRISRP/Cas systém cílí. Tyto protospacery se následně inkorporují do CRISPR lokusu a stávají se 

spacery (Deltcheva et al. 2011). 
6 Resp. „polomísta“, na každé místo integrace se může integrační Cas1-Cas2 komplex navázat z obou 

stran – od vedoucí sekvence, nebo od CRISPR repetice. 

Obrázek 5: Mechanistický model spacerové integrace pomocí Cas1-Cas2 
a) Cas1-Cas2 navazuje prespacer o délce 30 bp. 

b) Nespecifické hledání „polomísta“. 
c) Cas1 se přednostně váže k polomístu sousedícím s vedoucí sekvencí. 
d) Následná vazba na spacerovou stranu CRISPR repeatu díky ohnutí 

DNA. 
e) Dokončení postintegračního komplexu pomocí replikace DNA, 

duplikace CRISPR na straně leader sekvence vůči novému spaceru. 
Tento krok je stále pouze spekulací. 
f) Replikace komplementárního vlákna dokončuje integraci spaceru. 

Upraveno podle (Xiao et al. 2017). 
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navázání 3 -́ OH přesahu prespaceru do cílové DNA. Následně je integrace dokončena za 

napojení spaceru, duplikace CRISPR repetice a rozložení postintegračního komplexu. Tyto 

kroky jsou již méně objasněny, pravděpodobně zahrnují doplnění chybějících nukleotidů, 

opravy DNA a ligace volných konců, nicméně základní představu o souslednosti a uspořádání 

jednotlivých kroků může poskytnout mechanistický model obrázku 5 (Xiao et al. 2017). 

2.2. Cas9 endonukleasa 
Cas9 je jediný efektorový protein CRISPR/Cas systému typu II. Obsahuje dvě endonukleasové 

domény, HNH a RuvC, přičemž vůči naváděcí sekvenci crRNA štěpí HNH doména 

komplementární a RuvC doména nekomplementární vlákno. Rentgenová krystalografie ukázala, 

že celou Cas9 prostorově tvoří dva laloky – rozpoznávací (REC – recognition) a nukleasový 

(NUC – nuclease). REC lalok lze dále rozdělit na 3 domény – bridge helix, REC1 a REC2. 

NUC lalok se skládá z domén RuvC, HNH a PAM-interagující (PAM interacting – PI). 

Heteroduplex sgRNA:cílové DNA je zasazen v kladně nabitém žlábku mezi REC a NUC 

laloky, který přitahuje vlastní záporný náboj NA (Garcia-Doval and Jinek 2017). 

 REC lalok má jedinečnou strukturu, která je pravděpodobně specifická pouze pro Cas9 (Holm 

and Rosenström 2010). Komplex sgRNA interaguje s REC1 a bridge helix doménami REC 

laloku. Pro přesnou interakci je klíčový konzervovaný shluk argininů v bridge domain doméně, 

která interaguje s „seed regionem“ sgRNA, v případech jeho mutací výrazně klesá štěpící 

efektivita proteinu. REC2 se do interakcí s sgRNA a následného navádění na cílovou DNA 

nezapojuje, proto delece této domény zachovává asi 50% původní aktivity Cas9. Z tohoto 

důvodu mezi CRISPR systémy typu II je REC2 jedna z nejméně konzervativních struktur, 

přirozeně se například vyskytují formy Cas9 s výrazně kratšími REC2 doménami (Nishimasu et 

al. 2014). 

 PI (PAM – interacting) doména NUC laloku je strukturně unikátní a tedy stejně jako REC lalok 

specifická pouze pro Cas9. PI rozpoznává PAM motiv na nekomplementárním vlákně cílové 

DNA. Její úloha je natolik nezastupitelná, že záměna PI domény tvorbou chimérní PI, která 

rozeznává jinou PAM (např. 5  ́– NGA – 3 )́ vede k úplné záměně cíle štěpení, a to na sekvence 

sousedící s novým PAM. Rovněž delece této domény vedla k úplnému umlčení aktivity Cas9 

(Nishimasu et al. 2014; Garcia-Doval and Jinek 2017). RuvC doména na rozdíl od PI vykazuje 

strukturální homologie s nadrodinou retrovirových integras, se kterou sdílí konzervativní 

RNasový H ohyb. RuvC nukleasy obsahují čtyři aminokyselinové zbytky s katalytickou 

aktivitou a štěpí Hollidayův spoj Mg2+ iontů (Gasiunas et al. 2012; Górecka et al. 2013). RuvC 

doména obsahuje příslušné katalytické aminokyselinové zbytky v podobné lokalizaci jako 

RuvC nukleasy. RuvC doména štěpí nekomplementární vlákno cílové DNA (F. Jiang and 

Doudna 2015; Nishimasu et al. 2014; Garcia-Doval and Jinek 2017). HNH doména sdílí 

podobnosti s HNH endonukleasami, které obsahují typický ohyb ββα-kovový atom (ββα-metal), 

známý například z endonukleasy VII fága T4 (Biertümpfel et al. 2007). HNH nukleasy se 

vyznačují třemi katalytickými aminokyselinovými zbytky (Biertümpfel et al. 2007). Pozice 

dvou ze tří katalytických zbytků aktivního centra HNH domény jsou podobné umístěním 

v aktivním centru endonukleasy. HNH nukleasová doména je zodpovědná za štěpení cílového 

úseku komplementárního vlákna DNA (Nishimasu et al. 2014; F. Jiang and Doudna 2015; 

Garcia-Doval and Jinek 2017). 
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  Komplex Cas9-RNA 

nejprve rozpozná cizorodé 

DNA po náhodné kolizi, kdy 

se přechodně naváže. 

Upřednostněna je vazba na 

sekvenci PAM, ostatní 

nespecifické vazby jsou 

podstatně méně stabilní. 

PAM je rozpoznávána dvěma 

smyčkami obsahujícími 

tryptofan na C-terminální 

doméně NUC laloku (Oost et 

al. 2014). Pouze po navázání 

na PAM začne Cas9 následně 

skenovat sousedící DNA na 

komplementaritu s naváděcí 

RNA. Nutnost primárního 

rozpoznání PAM zároveň 

vylučuje možnost 

intermolekulových vazeb 

komplexů Cas9:RNA. Navázání PAM vede k částečné destabilizaci a rozvinutí přilehlé 

sekvence. Do rozvolněné struktury invaduje naváděcí (guide) RNA za tvorby DNA:RNA 

heteroduplexu, který vzniká od PAM a postupně rozplétá krok za krokem. Z důvodu iniciace 

rozvolňování dvoušroubovice cílové DNA je klíčový „seed region“, v němž vede jakýkoliv 

mismatch v komplementaritě k ukončení tvorby rozpoznávacího komplexu DNA:RNA 

(Sternberg et al. 2014). Po správném navázání jsou aktivovány obě nukleasové domény, které 

vytvoří tupě zakončený ds zlom, obvykle 3 nt od 3´- konce protospaceru. Následně zůstává 

Cas9 navázán na naštěpeném DNA, pokud není recyklován jinými buněčnými faktory. To z něj 

činí de facto jednorázově použitelný protein (Sternberg et al. 2014; Oost et al. 2014).  

 

2.2.1. Regulace exprese pomocí dCas9 

dCas9 je katalyticky „mrtvý“ mutovaný protein, který není schopen štěpit DNA díky mutacím 

typu loss of function v obou nukleasových doménách. Přesto je stále schopen přesného cílení 

a v cílových sekvencích zůstává pevně navázán. Svojí přítomností tak stericky blokuje 

transkripci příslušné sekvence, na které je navázán, čímž efektivně způsobuje umlčování 

příslušných genů. Toto umlčení může být inducibilní, pokud je daný systém do manipulovaného 

organismu vložen ve vektoru pod vlivem inducibilního promotoru, např. aTc 

(anhydrotetracyklin) inducibilní, který se aktivuje přidáním aTc do média. Zároveň je 

reverzibilní, protože nenarušuje strukturu cílové DNA a po snížení exprese CRISPR/dCas9 se 

hladina dCas9 postupně přirozeně sníží, čímž se vrátí i exprese umlčeného genu (Zhao et al. 

2017; Dai et al. 2018; Qi et al. 2013).  

Možnosti využití dCas9 řízeného umlčování genů závisí na navázaných inducibilních 

složkách systému, ve kterém je použit, určuje tak podmínky, za nichž je gen umlčován (Dai et 

al. 2018). 

Obrázek 6: Struktura proteinu Cas9 
a) Schematické zobrazení doménového uspořádání proteinu FnCas9. 
b) Stuhový model krystalické struktury komplexu FnCas9-sgRNA-DNA. 

Upraveno podle (Hirano et al. 2016). 
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2.3. Opravy ds zlomů DNA 
U většiny eukaryotních organismů jsou ds zlomy po štěpení Cas9 opravovány homologní 

rekombinací (homology directed recombination – HDR) nebo nehomologní rekombinace (non-

homologous end joining – NHEJ). V případě dostupnosti homologního templátu pro opravu 

(úsek dsDNA nebo oligonukleotid) je upřednostněna homologní rekombinace, avšak případné 

mutace obsažené v templátu mohou být začleněny do genomu (Mali et al. 2013; Charpentier 

and Marraffini 2014). Nová dráha oprav ds zlomů nazvaná mikrohomologní rekombinace 

(microhomology-mediated end joining – MMEJ), byla objevena mj. u P. falciparum a později u 

T. vaginalis. Tato dráha využívá mikrohomologní úseky na odloučených koncích o délkách 5-

25 nt jako lešení, na nějž následně nasedají proteiny opravného komplexu (Kirkman et al. 

2014). 

Prokaryota neschopná samostatné rekombinace vyžadují kotransformaci  Cas9 systému 

s naváděcím templátem, který prostřednictvím HDR reparuje ds zlom (Song and Stieger 2017). 

Tento templát se používá pro řízenou mutagenezi, neboť nese na požadovaných místech změny 

vedoucí k mutacím v cílovém genu (viz výše) (W. Jiang et al. 2013). 

3. Využití CRISPR/Cas9 systému typu II pro genové manipulace 

u parazitických prvoků 

3.1. Specifika použití systému u parazitických prvoků 

Parazitičtí prvoci se vyznačují jistými komplikacemi při výzkumu – ať už z důvodu jejich 

náročnosti na životní podmínky dané často neobvyklým životním prostředím či složitými 

životními cykly, nebo odvozenosti jejich genomů komplikující samotný průběh genových 

manipulací (Ren and Gupta 2017).  

Například u rodu Plasmodium je komplikujícím faktorem haploidní krevní stádium, kde 

inaktivace genu často vede ke smrti nebo extrémně snížené životaschopnosti. Tento problém je 

možné obejít různými formami podmíněné genové inaktivace, nebo umlčování, který zachovává 

bazální nutnou hladinu exprese daného genu, avšak metodika je komplikovanější a výsledky 

jsou méně přesné. Výrazně snížené fitness organismů s umlčováním nezbytných genů rovněž 

vede k extrémnímu zpomalení růstu, což komplikuje jejich na selekčních médiích (Koning-

Ward et al. 2015). Problematické prodloužení generační doby se projevuje mj. i u T. cruzi 

(Burle-Caldas et al. 2015). U T. gondii dochází k častému zařazování vneseného plasmidu do 

genomu pomocí NHEJ, kterou zajišťuje Ku80. Mutantní kmen ΔKu80, u nějž je funkce Ku80, 

způsobující náhodné integrace plasmidů prostřednictvím NHEJ, narušena, obchází tento 

mechanismus, a drtivá většina mutací pak pochází z HDR. Zároveň však narušení funkce 

údržby chromatinu proteinem Ku80 vede ke zvýšené citlivosti na stres a zvýšená je i frekvence 

ds zlomů (Julien and Dominique 2011). 

Mnoho protistů se rovněž výrazně odlišuje svým codon usage bias7 od ostatních organismů, 

(Gustafsson et al. 2004). Omezení vlivu codon usage bias je možné dosáhnout overexpresí 

tRNA, které jsou u daného druhu méně zastoupeny, ať už zvýšením aktivity promotoru řídícího 

transkripci sníženě syntetizovaných tRNA, nebo inzercí plasmidu kódujícího konkrétní tRNA, 

který hradí jejich nedostatek za přirozeného stavu a umožňuje tak syntézu proteinů se zcela 

odlišnou kodónovou skladbou. Například „RIG plasmid“ obsahuje geny pro tRNA tří 

                                                                 
7 Codon usage bias je stav nerovnoměrného vyžívání synonymních kodónů pro jednu aminokyselinu. 

Konkrétní bias je typický pro jednotlivé fylogenetické skupiny (Athey et al. 2017). 
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aminokyselin8 (Baca and Hol 2000). Náročnější postup přizpůsobuje požadovaný exprimovaný 

protein codon bias transformovaného organismu. Optimalizací využití kodónů se výrazně zvýší 

exprese proteinu, aniž by vyvstávala nutnost kompenzace prostřednictvím transfekce dalších 

kompenzačních konstruktů jako v případě plasmidů s tRNA. Kodónová optimalizace může 

zvýšit expresi proteinu o řád až dva, v extrémních případech může dojít ke zvýšení exprese až 

104-105krát (Gustafsson et al. 2004). 

 

3.2. Přehled využití podle organismů 

 

Obrázek 7: Schematické zobrazení metod používaných pro adaptaci systémů CRISPR/Cas vůči různým 
parazitickým prvokům. 
A) Jednovektorová strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA. B) Dvojvektorová strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA. 
C) Jednovektorová strategie pro koexpresi Cas9  a sgRNA, zahrnující do vektoru i DNA donor. D) Jednovektorová 
strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA, navíc s lineárním DNA donorem. E)Dvojvektorová strategie pro koexpresi 

Cas9 a sgRNA, navíc s lineárním DNA donorem. F) Dvojvektorová strategie pro koexpresi Cas9 a sgRNA ve dvou 
různých vektorech, kdy vektor pro sgRNA obsahuje i DNA donor. G) Dvojvektorová strategie pro koexpresi T7 
RNA polymerasy (T7 Pol, vlevo), Cas9 a sgRNA (vpravo). DNA donor se nachází ve vektoru nesoucím T7 Pol a 
transkripce sgRNA je řízena T7 promotorem. H) Jendovektorová strategie pro koexpresi Cas9 a dvou různých 
sgRNA. I) Jednovektorová strategie pro expresi Cas9 a následnou inserci sgRNA připravenou in vitro. 
Nad každým schématem je název organismu, u nějž byla strategie použita. HR1 a HR2 jsou homologní regiony 
přítomné v kazetě DNA donoru pro navození homologní rekombinace. 

Upraveno podle (Lander et al. 2016). 

3.2.1. Cryptosporidium parvum 

Cryptosporidium spp. je jako intracelulární parazit nesnadným organismem pro tvorbu 

transgenních linií, zároveň postrádá mechanismus pro NHEJ. Jediný způsob pro integraci 

transgenů je tak prostřednictvím HDR. První práce zabývající se Cryptosporidium parvum byla 

publikována v roce 2015. Byl vytvořen plasmid nesoucí kazetu sgRNA pod U6 promotorem a 

Cas9 s NLS a značkou pod promotorem a 5´- UTR pro aldolasu pocházející z Cryptosporidium. 

Funkce systému byla otestována na enzymově neaktivní nanoluciferase9 (Dead Nluc), která 

obsahovala stop-kodón vložený v kódující sekvenci. Pro štěpení DeadNluc pomocí Cas9 byl 

                                                                 
8 Kodóny AGA a AGG pro arginin (R), AUA pro isoleucin (I) a GGA pro glycin (G). 
9 Nanoluciferasa je nově vyvinutý luciferasový gen pocházející z hlubokomořské krevety Oplophorus 

gracilirostris, která produkuje silnější bioluminiscenci než luciferasa ze světlušek (Vinayak et al. 2015). 

In vitro 

transkribované 

RNA 
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dodán 125 bp dlouhý ds templát pro HDR, který navrátil funkci proteinu díky odstranění 

aberantního stop-kodónu záměnou tripletu TAA za TAT. Zároveň změna v cílové sekvenci 

Cas9 brání opětovnému štěpení. Došlo tak k obnovení aktivity luciferasy. Rovněž byla 

provedena inaktivace thymidin kinasy, která byla za pomocí dvou sgRNA (jedna na začátku 

ORF, druhá na jeho konci) deletována a nahrazena insertovaným genem pro luciferasu 

s neomycinovou rezistencí pro značení (Vinayak et al. 2015). 

Ze stejné laboratoře vzešel další článek v roce 2017, který standardizuje tvorbu a udržení 

transgenních forem Cryptosporidium, a to za pomoci plasmidu obsahujícího sgRNA, opravnou 

kazetu obsahující templát s Nluc-Neo (luciferasa a resistence na neomycin) markerem. Opravná 

kazeta je ohraničena sekvencemi homologními k požadovaným místům pro homologní 

rekombinaci (Pawlowic et al. 2017). 

3.2.2. Plasmodium spp. 

První práce týkající se Plasmodium spp., zde konkrétně P. falciparum, byla publikována v roce 

2014. Zde použila Ghorbalova skupina dva vektory, první vektor nesoucí cas9 (pUF1-Cas9), 

druhý sgRNA a DNA templát pro HDR opravy obsahující markerový gen pro rezistenci hdhfr 

(human dihydrofolate reductase) pod promotorem U6 (pL7), vzhledem k faktu, že P. falciparum 

stejně jako Cryptosporidium spp. postrádá kanonickou dráhu pro NHEJ (Ghorbal et al. 2014). 

Tento dvojvektorový systém byl kotransfekován do buněk parazitů a zde narušil funkci předem 

vnesených episomálních egfp (enhanced gfp) a kahrp (knob-associated histidine-rich protein). 

Autoři se pokusili vektor pL7 vnést jak v cirkulární, tak i v lineární podobě (poprvé u P. 

falciparum). Obě formy byly podobně efektivní při transformaci, ovšem výhodou lineární formy 

je replikací udržované vysoké číslo kopií plasmidu, což vyřazuje nutnost negativní selekce proti 

parazitům, které v sobě plasmid udržovali (Pfander et al. 2011). Parazité s inaktivovanými geny 

egfp a kahrp byli vyselektováni na rezistenci udělenou vloženým genem hdhfr proti antifolátu 

WR99210. Pro otestování možností jednonukleotidových mutací bez použití markeru byla 

rovněž vytvořena „shield“ mutace pro gen orc1 (origin recognition complex subunit 1 – 

podjednotka 1 komplexu rozpoznávajícího replikační počátek). Do templátové DNA byla 

zavedena požadovaná mutace společně s „shield“ mutací, která je umístěna v úseku 

rozpoznávaném Cas9 a brání rozpoznání sekvence Cas9, čímž efektivně chrání gen od dalšího 

štěpení (Ghorbal et al. 2014). 
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Obrázek 8: Bezmarkerová řízená nukleotidová editace u P. falciparum. 

a) Schéma zobrazující dvouplasmidovou strategii pro nukleotidovou záměnu, zde v genu orc1. Protein Cas9 je 
exprimován v episomu pUF1-Cas9 pod selekcí na rezistenci k DSM1, která je přinášena genem ydhodh. Episom 

pL7-orc1 je selektován pomocí genu hdhfr pro rezistenci k WR99210  a nese naváděcí  sgRNAorc1 i templátovou 
DNA pro řízenou mutaci (modrý obdélník). DNA templát nese jak požadovanou mutaci (modrá hvězdička), tak i 
„shield“ mutaci (purpurová hvězdička). 

b) Nahoře: cílová 20 bp dlouhá naváděcí sekvence rozpoznaná sgRNAorc1:Cas9 a PAM.  Modifikovaný lokus 
obsahuje zvýrazněné úseky požadované mutace (modře) v podobě substituce L137A a „shield“ mutace 
(purpurově). Za účelem substituce L137A v orc1 může sloužit jako „shield“ i požadovaná mutace, neboť se nachází 

v naváděcí sekvenci. Druhá „shield“ mutace byla dodána pro zvýšení spolehlivosti. Dole: chromatogramy 
zobrazující analýzu sekvencí u linií 3D7WT a 3D7orc1-L137A. Požadované mutace nukleotidů a korespondující záměny 

aminokyselin jsou zvýrazněny. 
Upraveno podle (Ghorbal et al. 2014). 

Na tuto práci navazuje tzv. „suicide-rescue“ systém pro bezmarkerovou inaktivaci a vnášení 

genů u krevních stádií P. falciparum, používající dva vektory (Lu et al. 2016). Bezmarkerové 

systémy nevnášejí do cílové linie markerový gen pro rezistenci, čímž mj. umožňují vícenásobné 

použití stejného selekčního markeru pro několik po sobě následujících nezávislých manipulací. 

„Suicide-rescue“ systém se skládá z jednoho vektoru nesoucího cas9 i sgRNA s jedním 

selekčním markerem bsd (blasticidin S deaminasa) pod endogenními promotory („suicide“ 

plasmid) a druhého, který obsahuje pouze donorovou DNA pro HDR, gen AmpR pro rezistenci 

k ampicilinu a replikační počátek („rescue“). Suicide plasmid neobsahuje ori (origin of 

replication – replikační počátek) a není schopen replikace, proto se po několika generacích sám 

vyředí z populace poté, co splnil svůj účel. Buňky jsou vyselektovány na základě rezistence 

udělené suicide plasmidem na blasticidin.  Tento systém byl použit k inaktivaci neesenciálního 

genu pro histon-lysin N-metyltransferasu (pfset2) a k inserci fúzního genu gfp-ruc (green 

fluorescent protein-renilla transferase) do lokusu Pf47. Buňky byly vyselektovány na základě 

rezistence udělené suicide plasmidem. Ověření inaktivace pfset2 proběhlo pomocí PCR a 

sekvenace, zatímco u inzerce gfp-ruc proběhlo pomocí fluorescenční mikroskopie. Tento 

systém obchází komplikace přinášené vícenásobnými genovými manipulacemi s P. falciparum 

pro omezený počet selekčních markerů a inkompatibilitám některých látek, na nichž selekce 

probíhá. Zároveň starší systémy omezují velikost vkládaného templátu pro HDR přítomností 

dalších prvků na plasmidu (Ghorbal et al. 2014). Tento systém podle svých tvůrců vyžaduje 

méně selekčních markerů a umožňuje inzerce rozsáhlejších genů. 

aminokyseliny 
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Obdobný bezmarkerový systém u krevních stádií P. falciparum vytvořila 
Mogollonova skupina (Mogollon et al. 2016). Cílem bylo rovněž vytvořit transgenní 
řadu parazitů, která bude nést reportérový gen bez genů pro rezistenci, což usnadní další 

manipulace s genomem parazitů. Byl vytvořen dvouplasmidový systém, zde však jeden 
plasmid nesl cas9 se selekčním markerem bsd, druhý obsahoval sgRNA a templátové 

DNA s fúzním selekčním markerem, složeným z pozitivně selekčního markeru hdhfr a 
z negativně selekčního markeru vfcu (yeast cytosine deaminase/uridyl fosforibosyl 
transferase). Po transfekci obou plasmidů po 3 týdnech souběžné pozitivní selekce na 

obě rezistence zůstane zachována pouze transformovaná frakce. Poté jsou kultury 
ponechány 2-4 dny bez selektujících látek. Nakonec proběhne kolo negativní selekce, 

která odstraní z populace plasmid nesoucí sgRNA a DNA templát. Pomocí tohoto 
postupu byl do parazitů vložen reportérový gen GFP, a to pod regulací tří různých 
endogenních promotorů – cam (calmodulin), gapdh (glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenasa) a hsp70 (70 kilodalton heat shock protein). Všechny transgenní linie 
exprimovaly GFP, což se projevilo fluorescencí, rovněž vykázaly i stejnou populační 

kinetiku i stejnou citlivost k selekčním látkám v porovnání s původní linií, avšak mezi 
transgenními liniemi se GFP@hsp70 vyznačovala nejsilnější fluorescencí. 

V roce 2017 byl navržen další protokol pro tvorbu bezmarkerové transgenní linie P. 

falciparum (Knuepfer et al. 2017). Byl vytvořen dvouplasmidový systém, jeden plasmid 
nesoucí Cas9 a fúzní selekční marker složený z pozitivně selekčního markeru hdhfr 

a z negativně selekčního markeru vfcu. Druhý plasmid je lineární rescue plasmid 
nesoucí genové kazety pro dimerní DiCre-rekombinasu pod promotory hsp86 a bip. 
Neobsahuje však selekční marker, čímž jsou umožněny bezmarkerové zásahy. Tento 

plasmid se integruje do chromozomu, zatímco Cas9 nesoucí plasmid je po realizaci své 
funkce vyředěn z kultury analogicky jako v Mogollonově experimentu (Mogollon et al. 
2016). DiCre rekombinasa byla insertována do dvou lokusů, p230p and pfs47, kde může 

působit místně specifické rekombinace za účasti sekvencí ohraničených loxP  sekvencemi 
(Collins et al. 2013). 

Byla rovněž vypracována nová metoda pro inzerci selekčních markerových genů pro 
rezistenci již bez použití plasmidů či klonování templátů pro HDR u P. falciparum (Crawford et 
al. 2017). Jediný plasmid obsahuje nukleárně lokalizovaný Cas9 označkovaný HIS tagem 
(polyhistidinové značení), fúzovaný s MBP (maltose binding protein) pro zvýšení rozpustnosti. 
Plasmid je obsažen v expresním vektoru, z nějž je izolován jeho produkt, Cas9, pro in vitro 
transfekci. Pro cílení Cas9 byla použita syntetická dsRNA (dual guide RNA) tvořená crRNA a 
tracrRNA. Templát pro HDR je rovněž syntetický, 200 nt dlouhý ssODN (single-stranded 
oligodeoxynucleotide). Směs sgRNA a Cas9 byla transfekována do krvinek infikovaných P. 
falciparum ve stádiu prstenu. Pro otestování konceptu byl použit gen pro pumpu Na+ iontů 
PfATP4 (ATPasa 4). ssODN templát obsahoval dvounukleotidovou změnu vedoucí po opravě 
k substituci L350H (kromě dalších silent mutací). Pro zabránění opakovaného štěpení byly 
dodány do ssODN čtyři tiché mutace v blízkosti PAM motivu, čímž došlo ke změně 
rozpoznávané sekvence po indukované mutaci a tak bylo dosaženo inhibice dalšího 
rozpoznávání. Mutace přinesla cílovým parazitům rezistenci k dihydroisochinolonovému 
antimalariku SJ733, jak ukázala esej inhibice růstu.  

V roce 2018 vznikla práce popisující tvorbu Cas9 transgenní P. yoelii, parazita hlodavců 
(Qian et al. 2018). Zavádí do genomu cas9, čímž usnadňuje tvorbu dalších CRISPR/Cas9 
konstruktů v této linii, která tak bude vyžadovat méně komponent. Zejména díky značné 
uvolněné velikosti cas9 (4,2 kb) tak budou nové konstrukty moci obsahovat delší sekvence. Byl 
použit jeden plasmid (pYC), který obsahuje dvě kopie cas9 s NLS, sgRNA, donorový templát 
DNA i selekčně markerový gen hdhfr. První cas9 sekvence, značena Flag tagem, je efektorem a 
způsobuje ds zlom vedoucí k integraci druhého cas9, značeného Myc tagem, do genomu. 
Inserce Cas9 byla zaměřena do genu pro serine repeat antigen 1 (SERA1), k jeho integraci byly 
přeneseny 5 -́UTR a 3 -́UTR genu SERA1 do polohy v pYC plasmidu přesně sousedící s Cas9. 
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Exprese integrovaného Cas9 byla následně ověřena pomocí anti-Myc protilátek na 
imunofluorescenční eseje. Funkce endogenní Cas9 byla otestována na dalších jednotlivých 
genech - cdpk3 a ctrp. Pro oba tyto geny byly zkonstruovány pYC plasmidy obsahující příslušná 
sgRNA. Pomocí PCR genotypizace bylo potvrzeno úspěšné narušení funkce obou genů, 
stvrzující úspěch metody. 

3.2.3. Toxoplasma gondii 

Klíčovým pokrokem v možnostech výzkumu T.gondii bylo vytvoření kmene ΔKu80, který má 

inaktivovaný gen Ku80 pro NHEJ, což vede k místně specifickým integracím insertovaných 

sekvencí díky HDR  (Fox et al. 2009; Burle-Caldas et al. 2015). 

  Historicky první práce o genové manipulaci patogenního eukaryotního organismu pomocí 

systému CRISPR/Cas9 vznikla o T. gondii. Byl zde vytvořen plasmid, nesoucí fúzní konstrukt 

proteinu Cas9 s jadernou lokalizační sekvencí (NLS), spojený se zeleným fluorescenčním 

proteinem (GFP), CAS9-NLS-GFP, pod promotorem SAG1, a sgRNA pod promotorem U6 z T. 

gondii. SgRNA cílila na exon 5 genu UPRT (uracil fosforibosyl transferasa), přímo sousedící s 

PAM v 5  ́ směru, který má sekvenci NGG. Narušení funkce genu vedlo k rezistenci na 

fluorodeoxyribosu (FUDR). Za účelem změření frekvence výskytu CRISPR/Cas9 řízené genové 

inaktivace byl vnesen sgRNA CRISPR plasmid elektroporací. Díky vizualizaci pomocí 

fluorescence GFP byli 24 h po elektroporaci nalezeni transfektanti (cca 20-30 % buněk). 48 h 

po elektroporaci pak byla zhodnocena frekvence výskytu genové inaktivace pomocí plakových 

esejí na citlivost k FUDR. Asi 10 % transfektantů vykazovalo rezistenci na FUDR. Byly 

nalezeny delece a inzerce v regionu UPRT. Za kontrolu místní specifity štěpení byla na UPRT 

cílící sgRNA nahrazena sgRNA specifická pro lokus ROP18 (rhoptry protein 18), které přinesly 

buňky pozitivní na fluorescenci zprostředkovanou GFP, avšak postrádající rezistenci k FUDR. 

Pro další ověření specifity cílení byly následně vytvořeny dvě sgRNA specifické pro UPRT 

obsahující různé dvounukleotidové odchylky od přesné UPRT-specifické sgRNA. V případě 

nepřesných sgRNA byl normální podíl transfektantů, ovšem z nich bylo 200-3000krát méně 

FUDR rezistentních buněk ve srovnání s přesným UPRT-specifickým sgRNA. Oprava 

vzniklých zlomů proběhla prostřednictvím homologní rekombinace řízené a značené pomocí 

kotransfekce templátu obsahující gen dhfr, který byl ohraničený úseky homologními se 

sekvencí bezprostředně sousedící se sekvencí, na niž cílila sgRNA. Tento způsob reparace 

zlomů prokázal efektivitu systému i v kmenech s aktivním genem Ku80 (Shen et al. 2014). 

Ve stejném roce byla publikována další studie, která zkoumala opravné mechanismy DNA 

působící při tvorbě mutantních buněčných linií. Byl použit jednoplasmidový systém nesoucí 

sgRNA a fúzní protein Cas9-FLAG-NLS10, oba pod regulací promotorů U6, resp. TUB1 

pocházejících z T. gondii. Těmito konstrukty byly následně transformovány buňky za účelem 

vyvolání HDR nebo NHEJ po štěpení cílové sekvence nejprve v lokusu SAG1 (surface protein 

1). Byly použity dvě buněčné linie parazitů – RH a ΔKu80. Bez selekčního tlaku bylo dosaženo 

inaktivace u cca 20 % buněk RH linie, zatímco u ΔKu80 linie byla úspěšnost desetkrát nižší. 

Toto vedlo k závěru, že pro úspěšnou opravu po porušení genové struktury je klíčová NHEJ, 

jehož mechanismus je v ΔKu80 linii porušen. Následně byl pro kvantifikaci frekvence HDR v 

linii ΔKu80 zaměřen lokus PKG (protein kinase G), jehož produkt je inhibován látkou C2 

(trisubstituted pyrrole Compound 2). Při selekci na rezistenci k C2 jsou životaschopné pouze 

buňky s mutací v lokusu vedoucí ke změně reakčního centra genového produktu. Do části buněk 

DNA byl vložen 90 bp dlouhý templát pro rekombinaci homologní ke štěpené sekvenci. Tento 

templát nesl mutaci vedoucí k substituci T761Q v reakčním centru genového produktu PKG. Po 

                                                                 
10 FLAG je oktapeptidová značka primární struktury DYKDDDDK (D = aspartát, Y = tyrosin, K = lysin) 

(Hopp et al. 1988). 
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jednom lytickém cyklu byla provedena plaková esej za přítomnosti nebo absence C2. Pouze 

buňky, které byly transfekovány plasmidem i teplátem, projevily rezistenci k C2, což značilo 

proběhlou homologní rekombinaci. V linii ΔKu80 byla detekována HDR až v 15-30 % 

populace. (Sidik et al. 2014). 

CRISPR/Cas9 systém byl následně použit Saeijovou skupinou pro první celogenomový 

screen u skupiny Apicomplexa, kterým odhalila pomocí inaktivací jejich esenciální geny (Sidik 

et al. 2016). Buňky byly nejprve infikovány plasmidem exprimujícím Cas9 s chloramfenikol 

acetyltransferasou (CAT) jako selekčním markerem. Část plasmidů místo markerového proteinu 

nesla gen pro „návnadovou“ nefunkční sgRNA, neboť absence sgRNA při expresi Cas9 

znemožňovala izolaci transformovaných buněk kvůli toxicitě Cas9. Schopnost 

transformovaného Cas9 narušit geny v buněčné linii byla otestována na genu postradatelném, 

ale snadno v kultuře udržitelném – SAG1 (Kim and Boothroyd 1995). Po třech dnech byla 

pozorována ztráta exprese SAG1 u 70 % Cas9-pozitivních buněk a narušení genu bylo 

pozorováno až v 97 %.  Následně byla vytvořena knihovna sgRNA, obsahující 10 naváděcích 

RNA cílících na každý jednotlivý z 8158 předpovězených genů kódujících proteiny. Tato byla 

zaklonována do expresního vektoru. U buněk, které přežily transformaci, byl tento vektor 

integrován do genomu v 40 %, což umožnilo kontrolu přítomnosti i kvantity sgRNA pomocí 

next-generation sekvenování. Po třetím lytickém cyklu po transfekci knihovny sgRNA byly 

geny vyhodnoceny z hlediska jejich příspěvku k biologické zdatnosti (resp. poklesu v případě 

jejich inaktivace) pomocí „gene set enrichment analysis“11, jak ilustruje obrázek 9. Ta ukázala, 

že esenciální metabolické geny a geny pro tvorbu komponent apikoplastu jsou relativně málo 

zastoupené, naopak geny specifické pro 

sekreční organely – mikronemy, roptrie 

a densní granula – byly výrazně více 

zastoupené, což může značit jejich 

nahraditelnost. Z cca 200 genů výrazně 

se podílejících na fitness bylo dále 

zkoumáno 28 genů, které postrádaly 

známou funkci a jsou přítomny pouze u 

Apicomplex. Byly nazvány 

„indispensable conserved apicomplexan 

proteins“ (ICAPs). Po označení 

proteinů za účelem lokalizace byly 

nalezeny v mnoha kompartmentech – 

mikronemy (ICAP1, 12), mitochondrie 

(ICAP2, 3, 6, 8, 9, 11, 14 a 15), jadérko 

(ICAP7) a konoid (ICAP16) (Sidik et 

al. 2016). 

Ve stejném roce vznikla práce 

užívající CRISPR/Cas9 systém 

k analýze nekanonických CDPK 

(kalcium-dependentních proteinkinas) 

(Long et al. 2016). V T. gondii se 

nachází celkem 14 genů kódujících 

                                                                 
11 Analýza vyhodnocující data o expresi na úrovni genových tříd. Ty jsou dále tříděny z hlediska exprese 

v rámci menších a více relevantních skupin (Subramanian et al. 2005). 

Obrázek 9: Schéma celogenomového screeningu na příspěvek 
k biologické zdatnosti protein kódujících genů T. gondii. 
Parazité jsou transfekováni plasmidem nesoucím Cas9 a 
knihovnou sgRNA cílící na různé protein kódující geny. Po 
kultivaci v lidských fibroblastech je provedena analýza množství 
daných sgRNA (a tedy korespondující množství živých buněk) 
v populaci, z níž je vyhodnocen vliv jednotlivých genů na 
biologickou zdatnost. Následně jsou skupiny genů s vysokým 

vlivem na fitness dále charakterizovány z hlediska funkce a 
neseného fenotypu. 
Upraveno podle (Sidik et al. 2016) 
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CDPK. Z nich se 8 nekanonických odlišuje několika rysy navíc oproti kanonickému 

doménovému uspořádání, například N-koncovými extensemi, variabilním počtem motivů „EF-

hand“ a dalšími doménami (např. pleckstrin-homologní doména). Celkem bylo vytvořeno 24 

mutantních řad na základě dvou genetických pozadí, linií RHΔku80 a PruΔku80. Pro konkrétní 

CDPK byly zkonstruovány jednoplasmidové systémy obsahující Cas9 a krátké oligonukleotidy 

specifické pro konkrétní CDPK jako sgRNA, přičemž pro každý plasmid obsahoval 2 sgRNA, 

jeden cílící na začátek ORF, druhý na jeho konec. Transformované kmeny byly následně 

podrobeny plakové, kompetiční a replikační eseji in vitro a byla otestována virulence 

prostřednictvím infekce myší jednotlivými inaktivovanými liniemi. Kromě již známých 

esenciálních CDPK1 a CDPK7 byl odhalen jen omezený vliv nekanonických CDPK na fitness, 

neboť po jejich inaktivaci nedochází k významně snížené tvorbě plaků v hostitelských 

fibroblastech ani tvorbě tkáňových cyst v nakažených zvířatech, s výjimkou mírného snížení 

v případě inaktivace CDPK6. Ostatní CDPK neměly znatelný vliv na fitness in vitro ani na 

myších modelech (Long et al. 2016). 

Možnost přenosu již existujícího konstruktu použitého pro genové modifikace u T. gondii a 

jeho použití pro příbuzný organismus, zde Neospora candidum, prokázala další studie ze 

Saeijovy laboratoře (Arranz-Solís et al. 2018). Pomocí pU6 plasmidu obsahujícího Cas9 s NLS 

pod TgTUB1 promotorem a sgRNA pod U6 promotorem T. gondii. Byly použity dva plasmidy 

s různými sgRNA – 20 nt dlouhé sekvence z genů GFP a NcGRA7 (v případě NcGRA7 dvě 

sgRNA z obou konců ORF). Těmito plasmidy byly následně transformovány kultury N. 

candidum. Po 7 dnech byla pozorována disrupce genu GFP způsobená ztrátou fluorescence. 

Delece NcGRA7 proběhla prostřednictvím Cas9 indukovaných zlomů na obou koncích jeho 

ORF. Jako templát pro opravu ds zlomů byl použit plasmid LoxP-mCherry-DHFR12. 24 h po 

transformaci byla zahájena selekce pyrimethaminem, po níž přežily pouze transformanty. PCR 

následně potvrdilo přítomnost rozsáhlého insertu v GRA7 lokusu. Tento pokus tedy úspěšně 

potvrdil možnost použití CRISPR/Cas9 systému vytvořeného pro jeden druh ke genové 

manipulaci druhu příbuzného (Arranz-Solís et al. 2018). 

CRISPR/Cas9 byl rovněž využit k vytvoření standardizovaného protokolu pro C-terminální 

značkování proteinů pomocí BirA, nespecifickou biotinyl protein ligasu pocházející z E. coli. 

Metoda spočívá v tvorbě fúzního GOI (Gene of Interest) a BirA (Long et al. 2018). V sekvenci 

do 200 bp po stop kodónu GOI je nutné nalézt 20nt sekvenci pro sgRNA následovanou PAM 

motivem. Tuto sgRNA je následně jako součást primeru pomocí PCR do plasmidu obsahujícího 

Cas9. „Tagging“ (značkující) plasmid má strukturu pLinker-BirA-HXGPRT-LoxP. Cas9 i 

tagging plasmidem jsou transformovány buňky parazitů. Po naštěpení cílového místa Cas9 je 

jako templát opravy ds zlomu použit tagging plasmid. Takto dojde k zařazení BirA pomocí 

loxP-Cre řízené rekombinace (viz výše) do genomu za GOI. Potvrzení integrace BirA kazety v 

transformantech zajišťuje PCR, resp. western blot. Pro selekci a potvrzení funkčního fúzního 

proteinu jsou následné značkované produkty GOI změřeny hmotnostní spektrometrií, kde je 

optimálně nalezen kmen exprimující C-terminálně biotinylovaný produkt GOI. BirA 

nespecificky biotinyluje v dosahu značení menším než 10 nm, celkově vytvoří „otisk“ 

proximálních proteinů v okruhu cca 30 nm (Long et al. 2018). 

3.2.4. Trichomonas vaginalis 
V práci Janssena a jeho skupiny z roku 2018 bylo dosaženo CRISPRem řízené úpravy genu pro 

nanoluciferasu a inaktivace dvou endogenních genů spojených s inzercí genu pro rezistenci 

                                                                 
12 Plasmid obsahující rezistenční marker DHFR spojený s fluorescenčním proteinem mCherry, jenž je na 

obou koncích napojen na loxP, které umožňují vynětí celého úseku za přítomnosti Cre rekombinasy. 
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(Janssen et al. 2018). Byly zkonstruovány dva plasmidy, expresní vektor pMN (pMasterNeo) 

nesoucí fúzní gen Cas9  s FKBP-DD (FKBP destabilization domain) N-terminálně umístěnou 

doménou. Tato doména navozuje v nepřítomnosti stabilizujícího ligandu Shield-1 degradaci 

příslušného proteinu. FKBP-DD zmírňuje toxicitu Cas9 (Peng et al. 2014) výrazným snížením, 

ne však úplnou eliminací jeho exprese. Cas9 rovněž nese NLS a HA tag. Druhý plasmid, rovněž 

pMN, obsahoval syntetický konstrukt obsahující 20 bp dlouhý „seed region“ genu pro snRNA 

U6 a 76 bp dlouhou konzervovanou sekvenci pro cílení  Cas9 a interakce s gRNA, sousedící ve 

směru 5  ́s 360 bp dlouhým 5  ́UTR regionem genu U6 a ve směru 3  ́s 37 bp dlouhým 3  ́UTR 

regionem U6. První nukleotid „seed regionu“ U6 je vždy adenosin. Do parazitů byla 

elektroporací nebo nukleofekcí vložena nanoluciferasa označená HA značkou, která obsahovala 

předčasný stop-kodón. gRNA pro nluc (nanoluciferasa) byla vložena přímo do plasmidu 

obsahující fúzní konstrukt fkbp-Cas9 s genem pro rezistenci k puromycinu, tudíž byl tento 

systém pouze jednoplasmidový. Plasmidy byly do parazitů nukleofekovány na rozdíl od 

standardní trasformace elektroporací, což vedlo ke zvýšení účinnosti transfekce až dvacetkrát 

oproti elektroporaci. Pro CRISPR-řízenou mutaci v nanoluciferase byl použit 125 bp dlouhý 

syntetický oligonukleotid jako templát HDR. Templát zavedl dvě bodové mutace, které 

odstranily předčasný stop-kodón záměnou za tyrosin a  proximální glycin substituovaly za 

alanin, což vedlo k obnově funkce nanoluciferasy. Systém byl dále použit k inaktivaci pomocí 

CRISPRem řízené HDR endogenního, ovšem neesenciálního genu – ferredoxinu-1 (fd-1). Byla 

použita gRNA zaměřující 5´-konec genu. Jako templát byla použita 2800 bp dlouhá sekvence 

obsahující gen pro rezistenci k neomycinu (NeoR) ohraničený 1000 bp 5´a 3  ́ UTR regiony 

ferredoxinu-1. Populace parazitů po pozitivní selekci na rezistenci obsahovala nefunkční gen fd-

-1. Ověření inaktivace proběhlo pomocí PCR a imunoblotu, kde fd-1-specifické protilátky 

neprokázaly přítomnost genového produktu ferredoxinu. Další zkouškou pro CRISPR/Cas9 

systém byla inaktivace genu o jedné kopii mif13. Inaktivace mif proběhla analogicky pomocí 

HDR s kazetou obsahující gen NeoR ohraničený 1000 bp 5´a 3  ́UTR regiony ohraničující mif. 

Selekce na rezistenci opět ponechala pouze organismy obsahující inaktivovaný gen, přičemž 

inaktivace byla ověřena přítomností NeoR sekvence v PCR produktu a zároveň nepřítomností 

mif proteinu během imunoblotu, kdy mif-specifické protilátky neprokázaly jeho přítomnost 

(Janssen et al. 2018). 

3.2.5. Trypanosoma spp. 

Poprvé byla provedena studie CRISPR/Cas9 systému u T. cruzi v roce 2015. CRISPR/Cas9 

systém byl použit k vytvoření buněčné linie s konstitutivní expresí egfp a nls-cas9 (Peng et al. 

2014) pomocí dvou separátních pTrex plasmidů pod endogenním ribosomálním promotorem 

P35S, každý nesoucí požadovaný inzerovaný gen spolu s genem pro rezistenci, egfp spolu 

s neomycintransferasou (npt) a cas9 s genem pro rezistenci k blasticidinu (Bla R). Po pozitivní 

selekci kmenů na rezistenci k neomycinu, resp. blasticidinu, zůstanou v populaci pouze 

transformovaní paraziti. Při transfekci sgRNA specifické pro egfp se efektivně sníží exprese 

egfp cca v 50-60 % buněk. Použití více druhů sgRNA ani zvýšení jeho koncentrace toho 

procento nijak významně nezvedlo. Po rozlišení populací na ty, které na sgRNA odpovídají 

disrupcí egfp a na neodpovídající, a jejich následné srovnávací analýze pomocí ELISA, byly 

zjištěny výrazně nižší hladiny Cas9 u neodpovídajících buněk. To naznačuje, že nižší účinnost 

genové inaktivace mohla být zapříčiněna nižšími či nestabilními hladinami proteinu Cas9 

v části populací. U T. cruzi byla rovněž pozorována alternativní dráha oprav ds zlomů MMEJ 

                                                                 
13 Gen homologní k lidskému MIF (macrophage migration inhibitory factor), Ovlivňuje hostitelovu 

fyziologii, zvyšuje proliferaci buněk prostaty, jejich zánětlivou reakci a zvyšuje riziko vzniku a rozvoje 

rakoviny prostaty (Twu et al. 2014). 
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v nepřítomnosti DNA templátu, neboť trypanosomy postrádají NHEJ dráhu. Během 

sekvenování genu egfp z populace neodpovídající na dodání sgRNA byla pozorována konstantní 

delece 33 bp v místě zacílení sgRNA. Delece se přesně neshodovaly v poloze, ovšem všechny 

se nacházely mezi dvěma 10 bp dlouhými homologními sekvencemi lemujícími sestřihové 

místo. Tento vzor odpovídá delecím po opravě ds zlomů MMEJ. 

Inaktivace endogenních genů byla vyzkoušena na příkladu genu o mnoha kopiích, α-

tubulinu, přičemž následkem dodání příslušného zaměřujícího sgRNA byly deformované 

onkotické buňky s mnoha bičíky. Byla rovněž pozorována toxicita Cas9 projevující se sníženou 

rychlostí růstu při stabilní expresi Cas9. 

V práci Noelie Lander byl systém CRISPR/Cas9 dále použit k endogennímu C-

terminálnímu značení produktů genů TcFCaBP (Flagellar calcium-binding protein) a TcVP1 

(vacuolar proton pyrophosphatase) o známé lokalizaci, jejichž produkty jsou lokalizovány 

v bičíku, resp. v acidokalcisomech, a TcMCU (mitochondrial calcium uniporter) a TcIP3R 

(inositol-1,4,5-trisphosphate receptor), jejichž lokalizace byla dosud neznámá či nejistá (Lander 

et al. 2016). Do plasmidů pTREX byly vloženy sgRNA a cas9. Plasmid byl kotransfekován 

s HDR templátovou DNA, pro 3xHA značku sekvenci amplifikovanou z vektoru  pMOTag-

HX1-4H, pro značku 3xc-Myc amplifikát z vektoru pMOTag23M. Tyto amplifikáty rovněž 

obsahují selekční markerové geny pro rezistenci proti hygromycinu, resp. puromycinu. Po 

pozitivní selekci rezistentních buněk byly pomocí western blotu rozlišeny cílové označené 

proteiny v porovnání s wt proteiny. Následně byly tyto značky použity k lokalizaci proteinů 

TcFCaBP a TcVP1 v buňce pomocí imunofluorescence. TcFCaBP-3xHA a TcFCaBP-3xc-Myc 

kolokalizovaly s protilátkami proti wt TcFCaBP v bičíku, stejně jako značené varianty TcVP1 

kolokalizovaly s protilátkami s wt variantou v acidokalcisomu. Značkovaný TcMCU 

kolokalizoval s napěťově ovládaným aniontovým kanálem (VDAC – voltage-dependent anion 

channel) na vnitřní membráně mitochodrie, jak bylo předpokládáno na základě lokalizací jeho 

ortologů u savců (De Stefani et al. 2011) či T. brucei (Huang, Vercesi, and Docampo 2013). 

Značený TcIP3R je lokalizován v acidokalcisomech, jak již bylo pozorováno u T. brucei (Huang 

et al. 2013). 

Na toto téma navázala práce generalizující protokol pro endogenní C-terminální značení 

proteinů u T. cruzi na základě předchozích experimentů (Lander et al. 2017). Využívá 

jednoplasmidové strategie s plasmidem pTREX-n nesoucím Cas9 a gen pro rezistenci k 

neomycinu. Do něj je po amplifikaci zaklonována i zvolená sgRNA. Dále je amplifikován 

požadovaný DNA templát pro homologní rekombinaci, jenž nese jak selekční marker na 

rezistenci k puromycinu či hygromycinu, tak i značení, buď 3xHA (hemagglutinin), nebo 3xc-

Myc. Plasmid a kazeta s templátovou DNA jsou poté transfekovány do epimastigotů, kteří 

projdou 5 týdny kultivace pod selekcí na antibiotikovou rezistenci nesenou plasmidem i DNA 

templátem. Značení požadovaného proteinu u rezistentních klonů je nakonec ověřeno pomocí 

PCR a Western blotu  (Lander et al. 2017).  

Dalším zapojením genu TcMCU  v mitochondriálním iontovéhom transportu se zabývala 

další studie stejné laboratoře.  Pozoroval důsledky inaktivací TcMCU a jeho paraloga TcMCUb 

na buněčnou fyziologii (Chiurillo et al. 2017). TcMCU je součástí mitochondriálního komplexu 

pro uniport Ca2+ iontů tvořící kanálovou část aparátu. O TcMCUb se spekuluje, že představuje 

hlavní negativní regulační prvek Ca2+ uniportu, to však dosud není potvrzeno dostatkem důkazů. 

Inaktivace těchto dvou genů byla provedena u epimastigotů a metacyklických trypomastigotů T. 

cruzi. V případě TcMCU systém sestával z pTREX plasmidu nesoucího Cas9 s NLS a značený 

fúzí s gfp a chimerického sgRNA a z pGEM-T easy plasmidu nesoucího donorovou DNA pro 

HDR tvořenou genem bsd lemovaným 3´a 5  ́UTR TcMCU navozujícími homologii. TcMCUb 
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byl inaktivován pomocí analogického pTREX plasmidu s Cas9 a sgRNA a pGEM plasmidu 

s donorovým DNA obsahujícím bsd. Kmeny obsahující inaktivované geny byly vyselektovány 

na rezistenci k blasticidinu. Byly testovány na schopnosti vychytávání Ca2+ pomocí jeho 

vizualizace calcium green-5N probe v digitoninem permeabilizovaných epimastigotech. 

V TcMCU-KO a TcMCUb-KO liniích nebyly mitochondrie schopny Ca2+ vychytat. Byl měřen 

důsledek této poruchy iontové homeostázy na membránový potenciál mitochondrií (Δψm) 

permeabilizovaných epimastigotů, avšak nebyla prokázána jeho významná změna. TcMCU je 

neesenciální pro stádia epimastigota v komplexním médiu, při metacyklogenezi (diferenciaci) i 

při invazi a replikaci trypomastigotů v hostiteli, avšak TcMCU-KO zpomaluje exponenciální 

růst epimastigotů. TcMCUb je nutný pro optimální růst epimastigotů v komplexním médiu, při 

metacyklogenezi i pro invazi trypomastigotů do hostitele. 

Nejnovější práce se pokouší o modifikace předchozích systémů ke zvýšení efektivity oproti 

dvěma dosud užívaným systémům CRISPR/Cas9, z nichž první vytvářela nulové mutanty 

v esenciálních genech za účelem pozorování postupné ztráty aktivity genového produktu, 

přestože trpěl nízkou efektivitou a toxickým efektem Cas9 projevujícím se ve zpomaleném 

růstu kultur. Druhá obecná metoda využívala na plasmidech nesené sgRNA a fúzní cas9:gfp, 

která rychle provede cílené změny, a to bez toxických účinků. Vyžaduje však komplikované 

sestavení sgRNA konstruktů, vkládání do vektorů a následná selekce buněk vektor obsahujících. 

Nově vytvořený systém kombinuje výhody obou přístupů – Cas9 značený gfp, která umožňuje 

rychlou selekci transformovaných buněk díky cytometrické metodě průtokového 

fluorescenčního sortingu a transfekce sgRNA transkribovaných in vitro, které takto umožňují 

odezvu systému takřka okamžitě po transfekci, a dokonce i současnou transfekci několika druhů 

sgRNA najednou (Romagnoli et al. 2018). K ověření metody byl použit pTREX-n plasmid 

obsahující Cas9 značený gfp a transfekovaná sgRNA cílící na gfp, v dalších krocích na 

endogenní GP72, α-tubulin and β-tubulin. Ds zlomy byly opraveny pomocí pro T. cruzi  

typickou MMEJ, generující delece, které vedly k inaktivaci genů. Gfp byl inaktivován již druhý 

den v 80 % parazitů, frekvence inaktivace dosáhla 95 % po 5 dnech. Endogenní geny se 

projevovaly již dříve pozorovanými fenotypovými změnami typickými pro porušení fukce 

příslušných genů – GP72-KO odpadnutím bičíku od buňky (Cooper et al. 1993), α-tubulin-KO 

ztrátou přirozeného tvaru buněk a jejich přeměnou v mnohojaderné, mnohobičíkaté buňky 

(Peng et al. 2014) a β-tubulin-KO podobnými, ale mírnějšími projevy jako při ztrátě funkce α-

tubulinu. Genetický základ fenotypových změn byl potvrzen pomocí PCR a sekvenace. 

4. Závěr 
CRISPR/Cas9 systémy za svou dosud krátkou existenci rychle překonaly starší systémy pro 

genové manipulace stran jednoduchosti i versatility použití a staly se poměrně standardním 

nástrojem výzkumu nejen parazitických protistů.  

Přestože má použití CRISPR/Cas9 systémů svá omezení, zejména u parazitických prvoků, 

v současnosti již existují optimalizované protokoly pro některé druhy s ohledem např. na jejich 

citlivost k toxicitě Cas9, kodónovém bias a metody oprav ds zlomů. Ačkoliv je používán u 

protistů pouze od roku 2014 (objev CRISPR/Cas9 2012), byl použit v mnoha pracích pro 

vnášení exogenní DNA, funkční analýzu genů jejich inaktivaci či umlčování, regulaci genové 

exprese, C-terminální značení proteinů či celogenomové screeningy. Jeho využití bude nadále 

jak ve funkční genomice základního výzkumu, tak ve výzkumu aplikovaném, kde může přispět 

k vývoji nových řad chemoterapeutik či vakcín, které by snížily parazitickými protisty 

zapříčiněnou míru morbidity i letality. 
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