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Abstrakt 

Inducibilní expresní systémy jsou systémy, které umožňují ‚zapínat‘ a ‚vypínat‘ expresi genu 

zájmu, a jsou tedy užitečným nástrojem pro studium funkce genů. Existují desítky různých 

inducibilních expresních systémů, které se navzájem liší úrovní, na které k indukci dochází, 

dobou indukce, možnostmi využití atd. V této práci budou popsány tři typy inducibilních 

expresních systémů, na kterých budou demonstrovány obecné rysy systémů regulovaných na 

úrovni transkripce. Jsou to systémy založené na regulaci lac operonu Escherichia coli, dále 

systémy využívající regulačních elementů transpozonu Tn10 E. coli, které jsou zodpovědné za 

rezistenci vůči tetracyklinu, a nakonec systémy regulované agonisty receptoru pro steroidní 

hormon ekdyson, který je klíčovým regulátorem vývoje hmyzu. Práce obsahuje i kapitolu o 

využití inducibilních expresních systémů u parazitických organismů. 

Klíčová slova: expresní systémy, exprese proteinů, lac operon, receptor pro ekdyson, parazitičtí 

prvoci 

 

 

Abstract 

Inducible expression systems are systems with ability to switch expression of genes of interest 

on and off. Therefore, they are useful molecular tools for analysis of gene function. Nowadays, 

there are tens of various inducible expression systems available that differ from each other in 

level of regulation of gene expression, time of induction, possibilities of use, etc. This work is 

focused on three of them to illustrate common features of the inducible expression systems 

which regulate gene expression at the level of transcription. Firstly, systems based on regulation 

of lactose operon of Escherichia coli are mentioned. Secondly, systems which use regulatory 

elements of tetracycline resistance-encoding transposon Tn10 of E. coli are described. Third 

chapter is focused on systems regulated by agonists of ecdysone receptor. In the last chapter 

cases of use of inducible expression systems in the study of parasitic organisms are summarized. 

Key words: expression systems, protein expression, lactose operon, ecdysone receptor, 

parasitic protists 
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1 Úvod 

 Inducibilní expresní systémy jsou systémy pro manipulaci s genovou expresí nacházející 

využití v mnoha oblastech výzkumu i v biotechnologické výrobě. Teoreticky lze jejich 

prostřednictvím jednoduchým zásahem (přidáním chemické látky, změnou teploty apod.) měnit 

množství genového produktu v buňkách živého organismu, ať už jde o tvora jednobuněčného či 

mnohobuněčného. Klíčovou vlastností inducibilních expresních systémů je, jak už název napovídá, 

inducibilita, tedy schopnost změny exprese po indukci. Míru inducibility systému je možné vyjádřit 

jako poměr exprese (případně aktivity) produktu daného genu ve stavu indukovaném ku expresi ve 

stavu před indukcí, tj. kolikrát se po indukci zvýšila exprese genu oproti původnímu stavu. Dalším 

důležitým parametrem je bazální exprese, tedy exprese před indukcí. Obecně platí, že čím je bazální 

exprese nižší, tím lépe, ačkoliv ne vždy je nulová exprese produktu v neindukovaném stavu 

bezpodmínečně nutná. Neméně důležitou skutečností, která je určující pro využití daného 

inducibilního systému, je povaha indukující látky. Její toxicita, možný pleiotropní efekt na buňky, 

schopnost pronikat do buněk a tkání, doba trvání působení a v neposlední řadě i cena – to všechno je 

nutno brát v potaz při výběru vhodného inducibilního systému. 

Všechny inducibilní expresní systémy, ať už sebevíc sofistikované, využívají mechanismů 

regulace genové exprese, které přirozeně probíhají v buňkách našich či jiných organismů. V tomto 

duchu lze inducibilní expresní systémy rozdělit podle toho, na jaké úrovni regulace genové exprese 

působí. Systémy regulované na úrovni transkripce jsou povětšinou založené na transkripčních 

faktorech – represorech a aktivátorech transkripce, jejichž schopnost interagovat s regulačními 

sekvencemi na molekule DNA se mění v závislosti na přítomnosti či nepřítomnosti konkrétního 

stimulu. Tím mohou být nejrůznější organické látky, ale i teplotní šok, osmotický stres, záření určité 

vlnové délky či interakce s jiným proteinem. Další možností je například regulace transkripce pomocí 

inducibilních RNA polymeráz. Regulaci na úrovni stability mRNA lze zajistit pomocí RNA 

interference či nejrůznějších regulovatelných ribozymů, které mRNA naštěpí tak, že oddělí od 

transkriptu 5´ či 3´ nepřekládanou oblast, a tím urychlí její degradaci. Translaci je možné regulovat 

specifickou vazbou proteinů na motiv tvořící vlásenky v rámci regulované mRNA. Eventuálně lze 

manipulovat s množstvím konkrétního proteinu v buňce pomocí fúze vybraného genu se 

sekvencí destabilizační domény, která po dokončení translace způsobí degradaci proteinu, jestliže 

není přítomen její inhibitor. 

Cílem této práce je na příkladech tří inducibilních systémů naznačit cestu, jak se z proteinů 

regulujících procesy v buňkách jedné skupiny organismů staly díky úsilí mnoha lidí komponenty 
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komplexních expresních systémů se širokým spektrem aplikací. Ačkoliv jsou všechny tři vybrané 

systémy regulovány na úrovni transkripce, hrají v organismu svého původu velmi odlišné role. Jeden 

slouží k regulaci exprese enzymů alternativní metabolické dráhy, druhý umožňuje resistenci vůči 

působení antibiotika a třetí řídí vývoj mnohobuněčného organismu. Poslední kapitola této práce je 

věnována využití inducibilních expresních systémů u parazitických prvoků. Budou zde stručně 

popsány mechanismy regulace inducibilních systémů, které byly u těchto organismů aplikovány, a 

také bude uveden přehled publikovaných použití daných systémů u konkrétních druhů parazitů.  

2 lac operon u Escherichia coli  

2.1 Přirozená funkce operonu 

Systém regulace genové exprese strukturních genů pomocí genů regulačních založený na 

přítomnosti či nepřítomnosti určitého metabolitu popsali Jacob a Monod (1961) na modelu lac 

operonu Escherichia coli. Na základě výsledků do té doby známých experimentů navrhli 

mechanismus, jakým by na molekulární úrovni mohlo docházet k jevu známému již od počátku 20. 

století - tzv. „enzymatické adaptaci“, tedy produkci určitých enzymů mikroorganismy pouze v 

přítomnosti jejich substrátů (Jacob&Monod, 1961). lac operon obsahuje geny, jejichž produkty se 

účastní metabolismu laktózy (Jacob&Monod, 1961). Jedná se o β-galaktozidázu (LacZ), lac 

permeázu (LacY) a thiogalaktosid transacetylázu (LacA). lac permeáza je transmembránový protein 

využívající transportu protonů po elektrochemickém gradientu k symportu D-galaktopyranosidů proti 

koncentračnímu gradientu do nitra buňky (Guan&Kaback, 2006). β-galaktozidáza (LacZ) má dvě 

enzymatické aktivity – katalyzuje hydrolýzu laktózy na glukózu a galaktózu, ale také změnu β(1→4) 

vazby mezi glukózou a galaktózou na β(1→6). Produktem druhé zmíněné reakce je allolaktóza, která 

je schopná indukovat expresi lac operonu (Lester, 1952; Jobe&Bourgeois, 1972; Müller-Hill et al., 

1964). Posledním enzymem lac operonu je LacA neboli thiogalaktosid transacetyláza, jejíž role není 

stále úplně jasná (Roderick, 2005). Přirozené substráty tohoto enzymu známy nejsou, ale bylo 

zjištěno, že enzym katalyzuje přenos acetylového zbytku z molekuly acetyl-CoA na analogy 

galaktózy isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) a methyl-β-D-thiogalaktopyranosid (TMG), 

které po této modifikaci již nemohou indukovat expresi lac operonu ani nejsou transportovány lac 

permeázou. Není-li LacA funkční, dochází k hromadění zmíněných molekul, což způsobuje 

zpomalení růstu. Z tohoto důvodu se předpokládá, že má LacA detoxifikační funkci a umožňuje 

export nehydrolyzovatelých molekul neznámým mechanismem ven z buňky. (Herzenberg, 1961; 

Wilson&Kashket, 1969; Roderick, 2005; Andrews&Lin, 1976). 
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2.2 Regulace lac operonu 

Regulační oblast lac operonu obsahuje promotor rozeznávaný RNA polymerázou a operátor 

(Obr.1). Do regulační oblasti lze zahrnout také gen lacI (pod promotorem PI), jehož produktem je 

represor.  Ten se v podobě tetrameru váže právě do oblasti operátoru na molekule DNA a účinně 

brání RNA polymeráze opustit promotor a zahájit transkripci lacZYA mRNA (Obr. 2A) 

(Gilbert&Maxam, 1973; Lee&Goldfarb, 1991). Vedle zmíněného operátoru (O1) existují však ještě 

další dvě místa, do kterých se LacI váže (Pfahl et al., 1979). První z těchto sekundárních vazebných 

míst, O2, se nachází uvnitř sekvence genu lacZ blízko prvnímu operátoru O1 a afinita represoru k této 

sekvenci je 25 - 31krát nižší, než je tomu u O1 (Reznikoff et al., 1974). Druhý z nich, O3, leží na 

konci genu lacI a afinita represoru k němu je ještě nižší, cca 100krát nižší než u O1 (Pfahl et al., 

1979). Navzdory této skutečnosti jsou sekundární vazebná místa O2 a O3 velmi důležitá z hlediska 

umlčení exprese, které je prokazatelně efektivnější, pokud jsou tyto ‚pseudo-operátory‘ přítomny 

(Besse et al., 1986). Důvodem je struktura tetrameru LacI, který nese hned dvě DNA vazebné domény 

(McKay et al., 1982). U superspiralizovaných molekul DNA proto může docházet k ohybu 

dvoušroubovice, vazbě represoru na dva operátory zároveň a vzniku útvaru nazývanému „lac 

repression loop“ (Obr. 2B), jenž je stabilnější než prostý komplex represor-operátor (Borowiec et al., 

1987; Eismann&Müller-Hill, 1990; Brenowitz et al., 1991).  

2.3 Indukce lac operonu 

Pokud je v médiu přítomna laktóza, je v omezené míře transportována lac permeázou do 

buňky, kde je následně β-galaktozidázou hydrolyzována. Oba enzymy se totiž v buňce vyskytují 

v malém množství, i když není indukována exprese lac operonu (Jobe&Bourgeois, 1972). β-

galaktozidáza dává vznik allolaktóze, která i ve velmi nízké koncentraci spustí expresi lac operonu 

(Jobe&Bourgeois, 1972). Po navázání allolaktózy na LacI je komplex represor-operátor 

destabilizován a je možné zahájit transkripci (Barkley et al., 1975). K expresi operonu však nedochází 

v případě, kdy je kromě laktózy (resp. allolaktózy) přítomna i glukóza (Kolb et al., 1993). Tento 

„glukózový efekt“ je případem katabolické represe, kdy přítomnost glukózy či produktů jejího 

metabolismu ovlivňuje expresi inducibilních operonů (Magasanik, 1961; Epps&Gale, 1942). 

Přítomnost glukózy totiž způsobí defosforylaci proteinů systému PTS (phosphosugar transferase 

Obr. 1: Schéma lac operonu E. coli. Žlutý obdelník značí místo pro vazbu CRP proteinu. Dle Wilson et al., 

2007; Borowiec et al., 1987, upraveno. 
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system), který, je-li fosforylován, slouží jako aktivátor adenylát cyklázy – glukóza tedy nepřímo 

inhibuje tvorbu cAMP v buňce (Deutscher et al., 2006; Makman&Sutherland, 1965). cAMP tvoří 

komplex s CRP (Cyclic AMP receptor protein), jenž se váže do regulační oblasti lac operonu (Obr. 

2A) (Majors, 1975). Dimer CRP proteinu interaguje s C-terminální doménou α˗podjednotky 

bakteriální RNA polymerázy (αCTD I nebo II) a tímto způsobem zvýší afinitu RNA polymerázy 

k oblasti promotoru a podpoří vznik uzavřeného komplexu RNAP-promotor a iniciaci transkripce lac 

operonu (Busby&Ebright, 1999) .  
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Obr. 2: A Regulace exprese lac operonu. B Schematické znázornění represní smyčky („lac repression loop“) 

vytvořené na molekule DNA díky interakci tetrameru LacI (fialově) s operátory. C Struktura molekul 

indukujících expresi lac operonu. Dle Wilson et al., 2007; Borowiec et al., 1987, upraveno. 
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2.4 Modifikace a využití LacI˗lacO systému 

Regulační oblasti lac operonu jsou hojně používány pro expresi cizorodých proteinů v E. coli 

(Rosano&Ceccarelli, 2014). Pro takovéto účely se však většinou využívá mutantního lac promotoru 

izolovaného z kmene UV5, který byl odolný vůči katabolické represi, a i v přítomnosti glukózy 

produkoval srovnatelné množství β-galaktozidázy jako v její nepřítomnosti (Silverstone et al., 1970). 

Tento promotor se vyskytuje na chromosomu kmene E. coli BL21(DE3), který je nejvíce používaným 

bakteriálním kmenem pro expresi rekombinantních proteinů (Rosano&Ceccarelli, 2014). Plní zde 

funkci inducibilního promotoru pro expresi T7 RNA polymerázy, jež je do bakteriálního chromosomu 

vložena v podobě profága λ-DE3. V přítomnosti indukující molekuly bakteriální RNA polymeráza 

transkribuje gen pro T7 RNA polymerázu, která následně rozpoznává sekvenci T7 promotoru a zahájí 

transkripci rekombinantního proteinu nacházejícího se za promotorem (Studier&Moffatt, 1986).  

Dalším vylepšením tohoto systému byly fúze lacUV5 promotoru, který je sám o sobě relativně 

slabý, s promotory silnějšími. Fúze s promotorem tryptofanového operonu dala vznik tac promotoru, 

který poskytuje expresi vyšší než oba zmíněné promotory (de Boer et al., 1983). Úspěch tohoto 

fúzního promotoru spočívá podle De Boer a kolektivu (1983) ve skutečnosti, že lacUV5 obsahuje „-

10“ konsensus sekvenci (Pribnowův box), ale nikoliv konsensus  „-35“ oblast, která je naopak 

součástí trp promotoru. Jejich spojením tak dochází ke vzniku velmi silného promotoru. Ještě silnější 

jsou promotory tic a trc, které vznikly zvětšením vzdálenosti mezi „-35“ a „-10“ oblastí tac promotoru 

z původních 16 párů bazí na 18 (tic) a 17 (trc) (Brosius et al., 1985).  

Mezi fúzní lac promotory lze zahrnout i T7/lac promotor, jenž vznikl spojením T7 promotoru 

s lac operátorem, který, je-li ve vhodné vzdálenosti (15 či 21 párů bazí od počátku transkripce), 

umožňuje prostřednictvím vazby LacI represoru blokovat polymerační aktivitu T7 RNA polymerázy 

(Dubendorf et al, 1991). T7/lac promotor je přítomen na některých vektorech ze série plasmidů pET 

(Novagen, 1999). 

lacI na bakteriálním chromosomu má velmi slabý promotor, z čehož plyne nízká exprese LacI 

represoru. Pokud se rekombinantní gen zájmu s lac promotorem nachází na multikopiovém plasmidu, 

může se stát, že malé množství molekul represoru nebude stačit k ‚umlčení‘ exprese, a to povede 

k expresi genu zájmu i v neindukovaném stavu (Müller-Hill et al., 1968; Rosano&Ceccarelli, 2014). 

Tomu lze zabránit použitím kmene bakterií, který nese mutaci v promotoru lacI genu nazvanou lacIq, 

která umožňuje počet molekul represoru na buňku výrazně zvýšit (Müller-Hill et al., 1968; Calos, 

1978).  
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2.5 Další induktory 

Exprese z lac promotoru může být indukována nejen laktózou (resp. allolaktózou) ale i pro 

tyto účely běžně používanými analogy galaktózy – isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosidem (IPTG) 

a methyl-β-D-thiogalaktopyranosidem (TMG) (Obr. 1C) (Herzenberg, 1959). Tyto pro bakterie 

nemetabolizovatelné látky jsou stejně jako laktóza transportovány LacY permeázou a modifikovány 

LacA transacetylázou (Herzenberg, 1961). V některých případech je žádanou vlastností expresních 

systémů možnost manipulace s množstvím produkovaného proteinu použitím různých koncentrací 

indukující molekuly. Pokud tedy není cílem maximální indukce exprese produktu, ale odstupňovaná 

odpověď dle množství indukující molekuly, je vhodné použít kmeny E. coli s mutantní LacY 

permeázou, u kterých vstupuje IPTG nebo TMG do buňky pouze pomocí pasivního transportu 

(Jensen et al., 1993; Marbach&Bettenbrock, 2012; Marschall et al., 2017).  

Ne u všech systémů založených na lac regulaci je nutné pro indukci exprese do média přidávat 

indukující molekuly jako je IPTG či laktóza. Možnost regulace pouhým zvýšením teploty nabízí 

termosenzitivní mutant lac represoru, kterého poprvé popsali Bukrinsky a kolektiv (1988) pod 

označením lacIts. Tento represor umožňuje indukovat transkripci z trc promotoru zvýšením teploty 

z 30 na 42 °C (Adari et al., 1995). Při této teplotě však dochází ke spuštění HSR (heat-shock response) 

a aktivaci proteáz degradujících denaturované proteiny, což nejsou právě ideální podmínky pro 

expresi rekombinantních proteinů (Schumann, 2016). Pro omezení tohoto efektu za zvýšených teplot 

lze použít kmeny bakterií s defektním σ32 faktorem (σ faktor řídící HSR u bakterií) či kmeny 

s mutovanými geny pro proteázy lon a clpA (Gottesman, 1990). 

2.6 Autoindukce 

Další možností optimalizace exprese, zejména pro buňku toxických rekombinantních 

proteinů, je využití autoindukce. Exprese v autoindukčním médiu je založena na diauxickém růstu 

bakteriální kultury, tedy takovém, vyznačujícím se dvěma exponenciálními fázemi růstu (Monod, 

1949). Taková média obvykle obsahují dva zdroje energie a uhlíku – glukózu a (v případě lac 

promotorů) laktózu. Na počátku glukóza blokuje expresi lac permeázy a tím i transport laktózy do 

buňky, a proto není ihned zahájena exprese potenciálně škodlivého proteinu z lac promotoru a 

bakteriální kultura tak může narůst do optimální optické denzity. Když je glukóza spotřebována, 

začne transport laktózy do buňky a zahájí se exprese rekombinantního proteinu z lac promotoru (Kolb 

et al., 1993; Studier, 2005). Pokud je pro zvýšení výtěžku proteinu užívána T7 RNA polymeráza, 

která je schopna modulovat proteosyntézu tak, že protein zájmu umístěný pod regulovatelným T7 
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promotorem tvoří i více než 50 % veškerých proteinů buňky, je možné, že se růst bakteriální kultury 

po její aktivaci velmi zpomalí z důvodu nedostatku energie. Proto je vhodné dodat do autoindukčního 

média další zdroj uhlíku a energie, který podpoří růst i v době indukce. Takovým zdrojem může být 

glycerol, který může množství získaného proteinu i zdvojnásobit (Studier, 2005; Studier&Moffatt, 

1986). 

2.7 Využití lac systému u eukaryot  

Hu a Davidson (1987) jako první aplikovali lac expresní systém na savčí buňky. Pro účinnou 

regulaci transkripce však bylo třeba upravit sekvenci LacI. Autoři zjistili, že 90 % LacI se v savčích 

buňkách nachází v cytoplasmě a pouhých 10 % se dostává do jádra (Hu&Davidson, 1987).  Téměř 

výhradně jadernou lokalizaci (z 98 %), vyšší schopnost umlčení transkripce a vyšší citlivost k IPTG 

(ve srovnání s původním LacI) vykazoval Lac represor s přidaným jaderným lokalizačním signálem 

(NLS) viru SV40 připojeným na C-konec represoru přes linker tří aminokyselin (Fieck et al., 1992). 

Labow a kolektiv (1990) vytvořili jaderně lokalizovaný LacI obsahující VP16 aktivační doménu (tj. 

100 aminokyselin z C-konce virion proteinu 16) herpes simplex viru a SV40 NLS na N-konci a tento 

fúzní protein nazvali LAP348. Tento transaktivátor byl schopen vazbou na repetici 14 či 21 lac 

operátorů umístěných do virového promotoru zvýšit expresi reportérového genu oproti bazálnímu 

stavu i více než 1000krát (Labow et al., 1990). Zajímavou formou LacI je tzv. LAP267, u kterého 

byla VP16 aktivační doména vložena za 267. aminokyselinu původního LacI. Toto umístění 

způsobilo citlivost transaktivátoru ke zvýšené teplotě a jeho aktivitu za nízkých koncentrací IPTG 

(Baim et al., 1991). Exprese prostřednictvím LAP267 tak může být indukována buď přidáním IPTG 

(do 5mM) nebo snížením teploty na 32°C. Naopak expresi lze utlumit jak odstraněním IPTG či 

zvýšením jeho koncentrace nad 5mM, tak i zvýšením teploty na 39 °C (Baim et al., 1991).  

Pozoruhodný experiment umožňující sledování indukce exprese na živých zvířatech byl 

proveden Cronin a kolektivem (2001). Autoři pracovali s linií myší mutantních v lokusu albino, jehož 

produktem je enzym tyrozináza produkující prekurzor melaninu. Z této linie myší, které se vyznačují 

absencí pigmentu, byla vytvořena transgenní zvířata vykazující stabilní expresi LacI represoru. 

Transgenní myši byly kříženy s pigmentovanými jedinci nesoucími gen pro tyrozinázu regulovaný 

endogenním promotorem, do kterého byly vloženy tři lac operátory. Křížením vzniklé dvojitě 

transgenní myši obsahovaly jak represor, tak gen pro tyrozinázu, jejíž exprese byla vazbou represoru 

blokována – myši tedy byly bílé. Pokud jim bylo podáváno ve vodě na pití 10mM IPTG, u myší se 

objevila pigmentace (Cronin et al., 2001). 
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Navzdory tomu, že systémy založené na lac regulaci jsou u eukaryot schopné značně zvýšit 

expresi oproti neindukovanému stavu, indukce (resp. umlčení v případě LAP transaktivátorů) je zde 

v porovnání s bakteriálními systémy velmi pomalá a vyžaduje koncentrace IPTG, které mohou mít 

cytotoxický efekt (Hu&Davidson, 1987; Figge et al, 1988; Gossen et al., 1994; Yarranton, 1992). 

3 Tetracyklinem regulované inducibilní systémy  

3.1 Působení tetracyklinů a resistence vůči nim 

Tetracykliny jsou širokospektrá antibiotika působící jak na bakterie, tak na některá eukaryota 

(Chopra&Roberts, 2001). Antibakteriální působení tetracyklinů spočívá v zablokování proteosyntézy 

interakcí s rRNA 30S ribozomální podjednotky. Brání tak vzniku peptidové vazby mezi již 

existujícím peptidem a nově příchozí aminoacyl tRNA tak, že po spárování kodónu s odpovídajícím 

antikodonem a hydrolýze GTP na EF-Tu faktoru neumožní rotaci aminoacyl tRNA do A místa a 

místo toho způsobí její vymrštění ven z ribosomu (Brodersen et al., 2000). In vitro experimenty 

ukázaly, že se tetracyklin, byť s menší afinitou, váže i na eukaryotické (80S) ribozomy, avšak 

neinhibuje proteosyntézu (Budkevich et al, 2008). Delší dobu trvající léčba savců tetracykliny však 

může ovlivnit syntézu proteinů v mitochondriích, což se projevuje zejména u rychle proliferujících 

tkání (van der Bogert&Kroon, 1981).   

Jsou známy čtyři základní mechanismy umožňující bakteriím odolávat působení tetracyklinů. 

Nejčastějším způsobem je zabránění akumulace antibiotika v buňce pomocí efluxních přenašečů a 

dále také odstraňování tetracyklinu z jeho vazebného místa na ribosomu pomocí speciálních 

ochranných proteinů. Méně časté jsou pak monooxygenázy, jež modifikují tetracyklin a tím podporují 

jeho degradaci, a mutace v 16S rRNA, na kterou se antibiotikum váže (Nguyen, 2014). Z pohledu 

této práce jsou významné zejména efluxní proteiny, jejichž geny mohou být jak na chromosomu, tak 

na plasmidech (Guillaume et al., 2004). Exprese těchto resistenci umožňujících proteinů však není 

pro buňku za normálních okolností, tj. v nepřítomnosti antibiotika, příliš výhodná, a proto je třeba ji 

regulovat (Lee&Edlin, 1985; Eckert&Beck, 1989). Zatímco u gram-pozitivních bakterií je exprese 

efluxních přenašečů pravděpodobně regulována pomocí atenuace translace, u gram-negativních 

bakterií k regulaci dochází na úrovni transkripce (Chopra&Roberts, 2001).  

Dobře prostudovaným příkladem je regulace exprese přenašeče TetA nalezeného na Tn10 u 

E. coli. Tn10 je složený transpozon obsahující několik genů – přenašeč TetA, represor TetR, Na+ 

dependentní glutamát permeázu JemA, protein neznámé funkce JemB a represor operonů rezistence 

k těžkým kovům JemC (Chalmers et al., 2000). TetA je přenašečem ve vnitřní membráně gram-
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negativních bakterií, který stejně jako LacY permeáza patří do Major facilitator superfamily (MFS) 

– rodiny transportních proteinů obsahujících 12 α-helixů procházejících membránou (Marger&Saier, 

1993). Tetracyklin koordinovaný s hořečnatým kationtem je pomocí TetA transportován ven do 

periplasmatického prostoru využívaje přitom transportu protonů v opačném směru (tedy antiportem) 

(Yamaguchi et al.,1990).  

3.2 Regulace exprese TetA a TetR (Tn10) 

Tet regulon se skládá z genů TetA a TetR, jejichž transkripce je navzájem opačně orientována 

(Obr. 3A). Regulační oblast těchto genů se nachází mezi nimi (Wray et al., 1981). Zde byly v rámci 

sekvence 81 párů bazí, které TetA a TetR oddělují, identifikovány dva operátory (O1 a O2) a 

promotory pro oba geny (Bertrand et al., 1983). Promotor TetA (PA) je velmi silným promotorem 

(více než dvakrát silnější než lac promotor bez působení katabolické represe) a je téměř shodný 

s konsensus „-35“ a „-10“ sekvencemi u E. coli (Bertrand et al., 1984). V téže regulační oblasti byly 

nalezeny i dva překrývající se promotory pro TetR (PR1 a PR2), vyznačující se jen slabou homologií s 

„-35“ a „-10“ konsensus sekvencemi a vykazující dohromady nižší expresi jimi řízených genů než PA 

(Hillen et al., 1984; Bertrand et al., 1984). Vzhledem k rozdílným výsledkům různých metod analýzy 

počátku transkripce, není jasné, nakolik se jednotlivé promotory PR1 a PR2 skutečně uplatňují při 

transkripci in vivo a zda objevení PR1 jako promotoru TetR nebylo jen artefaktem in vitro transkripce 

(Hillen et al., 1984; Gülland&Hillen, 1992).  

V nepřítomnosti tetracyklinu se Tet represor v podobě dimerů váže na operátory O1 a O2 

vzdálené od sebe 10 párů bazí (tj. váží celkem 4 molekuly TetR), přičemž má vyšší afinitu k O2, tedy 

operátoru blíže genu tetA (Wray&Reznikoff, 1983). Zároveň, pokud je represorem obsazen O1 

dochází k represi obou genů, zatímco pokud je obsazen jen O2, sníží se pouze exprese TetA (Meier 

et al., 1988). Z toho Hillen a Berens (1994) vyvozují, že jde o jakousi pojistku proti aktivaci exprese 

TetA přenašeče za situace mírného poklesu množství TetR (Obr. 3C). Oba operátory jsou tvořeny 

palindromatickou sekvencí, se kterou represor interaguje pomocí helix-turn-helix motivu 

(Isacson&Bertrand, 1985). Pokud je přítomen tetracyklin, váže se, koordinován s dvoumocným 

kationtem, do oblasti „core“ represoru. Následná změna konformace se projeví oddálením DNA 

vazebných α-helixů podjednotek dimeru a toto uspořádání jim nedovolí nadále interagovat s B 

konformací DNA. Disociací represoru z oblasti promotorů se uvolní prostor pro interakci s RNA 

polymerázou a může být iniciována transkripce tetA i tetR (Obr. 3B) (Kisker et al., 1995).  
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Důležitou okolností tetracyklinem indukovaných expresí je skutečnost, že čím vyšší je 

množství TetR v buňce, ať už zásluhou vícekopiového plasmidu či silného promotoru, tím více 

tetracyklinu je potřeba pro uvolnění represe (Bertrand et al., 1984). 
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Obr. 3:A Schéma regulační oblasti genů tetR a tetA. Černé podtržení značí sekvenci operátorů. Modře je vyznačena 

struktura promotoru tetA, červeně tetR. B Regulace exprese genů tetR a tetA. C Regulace množství molekul TetR 

represoru. D Struktura molekul tetracyklinu a doxycyklinu. Dle Betrand et al., 1983; Wray et al., 1983; Hillen&Berens, 

1994, upraveno. 
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3.3 Modifikace a využití systému TetR-tetO 

Na rozdíl od již zmíněného LacI-lacO systémů expresní systémy regulovatelné tetracykliny 

se ve větší míře používají i u eukaryotických buněk a jsou např. jedním z nejslibnějších kandidátů na 

využití v genové terapii člověka (Gossen et al., 1994; Stieger et al., 2009). Poprvé byla tetracyklinem 

indukována exprese reportérového genu u buněk tabáku vložením tet operátoru do sekvence silného 

CaMV 35S RNA promotoru (Frohberg et al., 1991). Následně byl tento systém testován na celých 

transgenních rostlinách (Gatz et al., 1991) a kvasince Schizosaccharomyces pombe (Faryar&Gatz, 

1992). U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo potvrzeno, že lze tetracyklinem regulovat nejen 

transkripci RNA polymerázou II, ale i RNA polymerázou III, jež je zodpovědná za transkripci 

molekul tRNA, které často obsahují interní promotory (Dingermann et al., 1992; 

Geiduschek&Tocchini-Valentini, 1988). 

3.4 Tet transaktivátory  

3.4.1 TetOFF systém 

Fúzí Tet represoru s C-terminální aktivační doménou VP16 byl vytvořen transaktivátor, který 

se v nepřítomnosti tetracyklinu váže na tetO sekvenci ležící uvnitř minimálního promotoru 

odvozeného od promotoru IE lidského cytomegaloviru, ze které transaktivátor stimuluje zahájení 

transkripce. Linie HeLa buněk stabilně produkující tento transaktivátor byly schopné exprese 

reportérového genu pod zmíněným promotorem, avšak po přidání i jen malého množství tetracyklinu 

exprese reportéru výrazně poklesla (Gossen&Bujard, 1992). Tentýž systém transaktivátoru 

v kombinaci s CMV promotorem byl aplikován i na transgenní myši, u kterých byla inducibilita 

exprese reportérového genu potvrzena v několika testovaných tkáních (Furth et al., 1994).  

3.4.2 TetON systém 

Nevýhodou TetOFF systému je právě z jeho podstaty vyplývající nutnost podávat 

experimentálním zvířatům dlouhodobě tetracykliny, aby exprese transgenu zůstala vypnutá, a naopak 

pokud je záměrem expresi indukovat, je třeba z těla zvířete veškerý tetracyklin (resp. doxycyklin) 

odstranit, což může být časově náročné (Gossen et al., 1995). Protože kontinuální užívání antibiotika 

může být problémem, jak pro udržení linie transgenních zvířat, tak pro případné využití v lidské 

terapii, Gossen a kolektiv (1995) připravili mutací čtyř aminokyselin Tet represoru nový 

transaktivátor rtTA s opačnou funkcí, než byla pozorována u tTA, tedy indukcí exprese reportéru po 

přidání doxycyklinu.  
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3.4.3 KRAB TetON (tTs) 

Významnou modifikací Tet represoru byla jeho fúze s KRAB doménou lidského zinc finger 

proteinu Kox1 (Deuschle et al., 1995). KRAB-zinc finger proteiny jsou transkripční regulátory 

vyšších obratlovců obsahující C-terminální zinc finger motiv a N-terminální KRAB doménu a jsou 

mimo jiné zodpovědné za transkripční umlčení transponovatelných elementů (Ecco et al., 2017). 

KRAB je u eukaryot vysoce konzervovaný motiv složený ze dvou amfipatických α-helixů, který, je-

li součástí proteinu s DNA vazebnou doménou, funguje jako represor transkripce (Margolin et al., 

1994). TetR-KRAB transrepresor (tTS) je schopen v nepřítomnosti tetracyklinu umlčet transkripci 

vazbou na tetO umístěné upstream od PCMV nezávisle na jejich orientaci, a to i pokud jsou vzdáleny 

tisíce bazí od počátku transkripce (Deuschle et al., 1995). Jakým mechanismem KRAB doména 

transkripci ovlivňuje není dosud plně objasněno. Represe pravděpodobně vzniká součinností mnoha 

proteinů (např. histon deacetyláz a DNA methyl transferáz) tvořících komplexy na scaffold proteinu 

KAP1 interagujícím s KRAB doménou (Schultz et al., 2001; Sripathy et al., 2006; Ecco et al., 2017). 

Výhoda inducibilních systémů založených na fúzi s KRAB doménami spočívá ve využití 

komplexního obranného aparátu buněk vzniklého v dlouhé koevoluci s transponovatelnými elementy 

pro účely manipulace s expresí libovolného transgenu (Ecco et al., 2017). 

3.4.4 Kombinovaný TetON systém  

Spojením aktivit rtTA a tTSKID (KRAB doména pochází z krysího Kid-1 zinc finger proteinu) 

vznikl nový inducibilní systém,  využívající silných stránek obou výše zmíněných TetON systémů – 

efektivní aktivaci transkripce z PCMV promotoru pomocí VP16 domény rtTA transaktivátoru za 

přítomnosti doxycyklinu, a naopak snížení basální exprese v neindukovaném stavu díky KRAB 

doméně transrepresoru (Freundlieb et al.,1999). 

3.4.5 Autoregulační smyčka 

Haberman a kolektiv (1998) vytvořili TetOFF systém schopný autoregulace exprese tTA 

transaktivátoru neseného rekombinantním adeno-asociovaným virovým vektorem a testovali jej na 

HeLa buňkách i in vivo na krysách. Jak reportérový gen, tak gen transaktivátoru jsou zde pod 

kontrolou minimálního CMV promotoru a sedmi kopií tet operátoru, proto v nepřítomnosti 

tetracyklinu dochází ke zvyšování exprese transaktivátoru, který funguje jako aktivátor transkripce 

sebe sama a také reportérového genu, zatímco po přidání antibiotika se přestane transkribovat 

transaktivátor a po jeho degradaci vymizí i exprese reportéru (Haberman et al., 1998). Autoregulační 

TetOFF a ostatní výše zmíněné Tet systémy byly využity pro regulaci exprese různých genových 
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produktů u různých typů tkání a byly aplikovány na zvířecí modely včetně primátů (Stieger et al., 

2009). 

4 Receptor pro ekdyson a jeho využití pro inducibilní expresi transgenů 

4.1 Ekdyson a jeho role v regulaci genové exprese 

Steroidní hormon ekdyson je klíčovým regulátorem vývoje hmyzu. V průběhu larválního 

stádia je buňkami v hmyzím mozku uvolňován prothoracikotropní hormon, který je jedním z hlavních 

stimulů pro produkci ekdysonu prothorakální žlázou (Kodrík, 2014). Ekdyson je následně uvolňován 

do hemolymfy, kde jej monooxygenáza P450 přemění na 20-hydroxyekdyson, jenž prostřednictvím 

vazby na jaderné receptory spouští řadu procesů spojených se svlékáním a metamorfózou (Petryk et 

al., 2003). Hlavním jaderným receptorem pro 20-hydroxyekdyson je heterodimer proteinů EcR 

(ecdysone receptor) a USP (ultraspiracle) (Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992). 

Jaderné receptory steroidních hormonů mají multidoménovou strukturu – obsahují N-

terminální doménu s transaktivační oblastí nazývanou AF-1, vysoce konzervovanou DNA vazebnou 

doménu a s ní flexibilním linkerem spojenou ligand vazebnou doménu na C-konci proteinu, která 

obsahuje druhou transaktivační oblast AF-2 (Obr. 4) (Griekspoor et al., 2007). Ligand vazebná 

doména je tvořena 12 α-helixy, které svým uspořádáním vytváří hydrofobní kapsu, do které se ligand 

váže. Po jeho navázání dojde k výrazné konformační změně a vzniku prostoru pro interakci 

s koaktivátory, které se na receptor váží prostřednictvím krátkého LXXLL motivu (Wurtz et al., 1996; 

Heery et al., 1997). Tyto koregulátory přispívají svou aktivitou k remodelaci chromatinu a iniciaci 

transkripce (Griekspoor et al., 2007). 

 

Obr. 4: Schematické znázornění multidoménové struktury jaderných receptorů steroidních hormonů. Dle 

Griekspoor et al., 2007, upraveno. 
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Proces aktivace exprese ekdysonem kontrolovaných genů probíhá pravděpodobně 

následujícím způsobem. V jádře lokalizované EcR a USP nejprve interakcí konzervovaných oblastí 

nacházejících se na ligand vazebné doméně utvoří EcR-USP dimer, což je nutné pro vazbu jak 

ligandu, tak DNA. Receptor pomocí DNA vazebných domén specificky rozpoznává krátké 

invertované repetice šest párů bazí dlouhých elementů na molekule DNA. Interakcí s těmito EcRE 

(ecdysone response element) se receptor v přítomnosti ligandu podílí na aktivaci transkripce, v jeho 

nepřítomnosti naopak může hrát roli represoru (Obr. 5). Receptor navázaný na DNA pak slouží jako 

platforma pro nejrůznější komplexy koaktivátorů, respektive korepresorů v případě, že ligand 

přítomen není (Thomas et al., 1993; Yao et al., 1992; 1993; Buszczak&Segraves, 1998; Riddiford et 

al., 2000). 

4.2 Využití EcR pro inducibilní expresi 

Ekdyson a další ekdysteroidy nejsou produkovány pouze hmyzem, ale i řadou dalších 

organismů a patologicky se vyskytují i v těle člověka. Nicméně za normálních okolností savci tyto 

hormony neprodukují. Díky tomu, že steroidní hormony savců nejsou schopné aktivovat hmyzí 

receptory pro ekdyson, jsou tyto receptory vhodné pro regulaci exprese transgenů v savčích buňkách 

(Bajguz et al., 2015; Lansoud-Soukate et al., 1990; Graham, 2002). Inducibilní expresní systémy 

založené na indukci steroidními hormony mají oproti zmíněným tetracyklinem indukovaným 

Obr. 5: Zjednodušené schéma indukce exprese ekdysonem regulovaných genů (např. hsp27). Ve struktuře 

promotoru je zvýrazněn TATA box. Dle Graham, 2002, upraveno. 
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systémům řadu výhod. Kromě snazšího pronikání steroidních hormonů do buněk a tkání a nízké 

toxicity někteří autoři pozorovali i nižší bazální expresi a vyšší inducibilitu systému (No et al., 1996). 

Christopherson a kolektiv (1992) použili EcR z Drosophila melanogaster pro inducibilní 

expresi reportérového genu pod virovým promotorem se čtyřmi kopiemi EcRE v kultuře lidských 

buněk. Bylo zjištěno, že na rozdíl od buněk hmyzu v savčích buňkách ekdyson ani 20-

hydroxyekdyson expresi prostřednictvím EcR neindukují. Nicméně indukce lze dosáhnout použitím 

jejich analogu – muristeronu A. Autoři testovali i různé fúzní EcR receptory, z nichž nejlepších 

výsledků dosáhl protein obsahující transaktivační doménu VP16 herpes simplex viru, DNA vazebnou 

doménu glukokortikoidního receptoru a ligand vazebnou doménu EcR. Dále bylo experimentálně 

ověřeno, že DNA vazebnou doménu EcR lze nahradit DNA vazebnou doménou bakteriálního 

represoru a získat tak receptor, který specificky váže příslušné bakteriální regulační elementy na DNA 

a zároveň je schopný aktivovat transkripci (Christopherson et al., 1992). Konzervovaná 

multidoménová struktura jaderných steroidních receptorů tak umožňuje vytvářet rekombinantní 

receptory žádaných vlastností.  

4.2.1 VgEcR-RXR systém 

Jak již bylo zmíněno, ekdyson aktivuje v hmyzích buňkách expresi díky vazbě na heterodimer 

EcR-USP a zdá se, že i v případě použití u savčích buněk je přítomnost obou podjednotek 

heterodimeru s výhodou (Yao et al., 1992; 1993). EcR je však schopný tvořit heterodimer nejen 

s USP, ale i s jeho savčím homologem RXR (retinoid-X receptor) (Thomas et al., 1993). No a kolektiv 

(1996) úspěšně indukovali expresi reportérového genu u dvojitě transgenních myší vykazujících 

stabilní expresi VpEcR (tj. EcR receptor s VP16 transaktivační doménou) a RXR v T-lymfocytech. 

Protože by EcRE motiv používaný v konstruktech pro inducibilní exprese mohl být v savčích 

buňkách rozeznán jiným receptorem, než je žádoucí, byla mutována DNA vazebná doména VpEcR 

receptoru tak, aby více připomínala DNA vazebnou doménu glukokortikoidního receptoru. Výsledný 

receptor, označovaný jako VgEcR, pak specificky rozeznával nový motiv nazývaný E/GRE (No et 

al., 1996). Wang a kolektiv (1998) využili tento systém pro inducibilní expresi p53 v buněčné linii 

lidského nádoru plic, která daný protein vůbec neprodukuje. Autoři pozorovali, že zvýšená exprese 

p53 vedla k nevratnému zastavení růstu rakovinných buněk a senescenci. Dále bylo zjištěno, že 

absence p53 může být příčinou odolnosti rakovinných buněk k některým druhům chemoterapie 

(Wang et al., 1998).  
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4.2.2 EcR receptor Bombyx mori a chimérické receptory 

Ačkoliv buňky savců RXR receptor většinou přirozeně produkují, u některých typů buněk je 

jeho exprese slabá. Proto bylo nutné vnášet do buněk na vektoru nejen rekombinantní EcR, ale i RXR 

pod silným promotorem, neboť EcR vyžaduje velké množství RXR receptorů, aby mohl po přidání 

ligandu aktivovat expresi (Thomas et al., 1993). Zvýšená exprese RXR však způsobuje, že se tento 

receptor sám váže na modifikované EcRE sekvence a aktivuje transkripci i v neindukovaném stavu, 

dokonce i když EcR není vůbec přítomen, což má za následek zvýšenou bazální expresi (Hoppe et 

al., 2000). Alternativní řešení nalezli Suhr a kolektiv (1998), kteří zjistili, že EcR receptor bource 

morušového (Bombyx mori) vykazuje vyšší schopnost tvořit heterodimery s RXR a pro 

heterodimerizaci i indukci exprese mu stačí i relativně malé množství tohoto proteinu. Kombinací 

částí EcR receptorů obou zmíněných druhů byl vytvořen chimérický receptor DB-EcR nesoucí VP16 

transaktivační doménu a DNA vazebnou doménu VgEcR. Tyto domény zajistí specifické rozeznání 

E/GRE motivu a účinnou aktivaci transkripce, zatímco efektivní dimerizaci umožní ligand vazebná 

doména EcR Bombyx mori (Hoppe et al., 2000). Ukázkou úspěšné aplikace jiného chimérického EcR 

receptoru je RHeoSwitch systém. Jeho hlavními komponentami jsou fúzní EcR receptor vzniklý 

spojením ligand vazebné domény EcR receptoru Choristoneura occidentalis s DNA vazebnou 

doménou transkripčního faktoru Gal4 Saccharomyces cerevisiae a jeho dimerizační partner – RXR 

protein s VP16 transaktivační doménou. Gal4-EcR receptor se tak váže na UAS element, což je 

sekvence rozeznávaná Gal4, a pokud je přítomen ligand, dojde k tvorbě heterodimeru s VP16-RXR 

a iniciaci transkripce (Karns et al., 2001). Dále je možné i použití EcR receptoru, který vedle jeho 

vlastní ligand vazebné domény obsahuje i VP16 transaktivační doménu a DNA vazebnou i 

homodimerizační doménu z Gal4. Tento chimérický receptor nazývaný GvEcR netvoří heterodimery, 

ale aktivuje expresi jako homodimer (Esengil et al., 2007; Lee et al., 2016). 
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4.2.3 Využití u jiných skupin organismů 

Ačkoliv byly systémy založené na indukci ekdysteroidy primárně určeny pro regulaci genové 

exprese u savců s možným budoucím uplatněním v genové terapii člověka, později byly úspěšně 

aplikovány i u jiných organismů, včetně rostlin a hub (Tavva et al., 2006; Gamboa-

Meléndez&Judelson, 2015). Dai a kolektiv (2005) použili u hmyzích buněk zmíněný Gal4-EcR 

receptor v kombinaci s RXR nesoucím aktivační domény k regulované expresi difterického toxinu, 

který má velmi silné cytotoxické účinky i v malých množstvích, a na tomto příkladu demonstrovali 

velmi nízkou hodnotu bazální exprese v neindukovaném stavu, které je tento systém schopen 

dosáhnout. Praktické využití EcR-USP systému našli Ito-Harashima a kolektiv (2017), kteří vytvořili 

kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae produkující EcR a USP receptory tří různých druhů 

hmyzu a protein taiman, což je koativátor steroidních receptorů u D. melanogaster. Tyto kmeny 

nesoucí zároveň vektor pro EcR-USP regulovanou expresi reportérového genu by, jak autoři navrhují, 

mohly sloužit pro levnou a snadnou detekci agonistů EcR receptorů, a tedy k testování potenciálních 

insekticidů (Ito-Harashima et al., 2017). 

4.2.4 Látky užívané k indukci EcR-RXR a příbuzných systémů 

Analogy ekdysonu používané pro inducibilní expresi se většinou získávají z rostlin, které je 

přirozeně produkují, mimo jiného i na obranu proti hmyzu. Vedle muristeronu A lze k indukci exprese 

pomocí EcR použít i další phytoekdysteroidy, například ponasteron A či C. K tomuto účelu se 

používají i nesteroidní agonisté EcR receptoru – dibenzoylhydraziny tebufenozid, methoxyfenozid či 

GS-E (Obr. 6) (Bajguz et al., 2015; Saez et al., 2000; Graham, 2002). Co se týče systémů založených 

též na použití RXR receptoru, inducibilitu lze v takovém případě zvýšit přidáním přirozeného ligandu 

RXR receptoru – kyseliny 9-cis-retinové či jiných, syntetických ligandů ve směsi s ligandem pro EcR. 

Obr. 6: Struktura vybraných agonistů receptoru pro ekdyson. Dle Bajguz et al., 2015, upraveno. 
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Kvůli možnému pleiotropnímu účinku se však nedoporučuje jejich dlouhodobá aplikace u savčích 

buněk (Saez et al., 2000; Boehm et al., 1995). 

5 Inducibilní expresní systémy používané u parazitických organismů 

Ročně umírají na následky onemocnění způsobených parazitickými prvoky stovky tisíc lidí 

(WHO, 2018). Pro účinnou léčbu těchto onemocnění je nutné hledat terapeutika, která zasáhnou a 

pomohou specificky eliminovat právě dané parazitické organismy a zároveň co nejméně poškodí 

jejich hostitele, což vyžaduje znalost biologických procesů obou zúčastněných. Vedle omezení 

zdravotních rizik a ekonomických ztrát však může studium procesů probíhajících v buňkách 

parazitických prvoků vést i k poznání zcela unikátních mechanismů (Benne et al., 1986). Ačkoliv 

jsou jednobuněční parazité často extrémně adaptováni na specifické podmínky těl svých hostitelů a 

jejich kultivace in vitro je mnohdy náročná, některé z nich se podařilo nejen dlouhodobě kultivovat 

mimo hostitele ale také úspěšně transformovat vložením cizorodé DNA (Meissner et al., 2007).  

Dnes je dostupná řada možností, jak manipulovat s genovou expresí parazitických prvoků 

včetně několika inducibilních expresních systémů, které budou stručně popsány v této kapitole. 

Příklady použití těchto expresních systémů jsou shrnuty v tabulce na konci kapitoly (Tab.1). Budou 

zmíněny i systémy, které de facto nepatří mezi expresní systémy v běžném smyslu – systém regulace 

na úrovni stability proteinu (pomocí destabilizačních domén a auxinem indukovatelné degradace) a 

inducibilní Cre rekombinace. 

Aplikace inducibilních expresních systémů běžně používaných u bakteriálních či 

eukaryotických modelových organismů (E. coli, S. cerevisiae atd.) na jednobuněčné parazity je často 

problematická zejména proto, že o mechanismech genové exprese parazitických protist se ví stále 

velmi málo a ani příbuznost parazitických druhů nemusí být zárukou toho, že proces zjištěný u 

jednoho organismu bude stejně funkční i druhého, což  platí například pro dráhu RNA interference 

(Meissner&Soldati, 2005; Baum et al., 2009; DaRocha et al., 2004). Řešením může být využití 

inducibilních systémů založených na rozdílné genové expresi některých genů u různých stádií 

parazitických organismů, tedy použití endogenních regulačních elementů pro ‚zapínání a vypínání‘ 

exprese vybraného genového produktu, ovšem za podmínky, že je znám způsob, jak in vitro 

indukovat přechod do jiného stádia (Ghedin et al., 1998; Hehl et al., 2000; Combe et al., 2009). 

Nevýhoda tohoto přístupu tkví kromě jiného také v tom, že většinou není znám přesný mechanismus, 

jakým k této stádium-specifické aktivaci genové exprese dochází. Oproti tomu, systémy založené na 

dobře prostudovaných regulačních elementech bakteriálního či virového původu bývají velmi 

specifické, ale pro jejich aplikaci na vybraný organismus je nezbytná znalost například struktury 
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promotorů, mechanismů posttranskripčních modifikací, degradace proteinů atd. u konkrétního 

organismu. Případně je vhodné nejprve otestovat různá složení a uspořádání konkrétního 

inducibilního konstruktu za použití reportérových genů (Sun et al., 2000; 2005; 

Wirtz&Clayton,1995). 

5.1 Inducibilní expresní systémy u parazitických protist: regulace na úrovni transkripce 

Nejčastěji používané u parazitických organismů jsou právě systémy založené na regulaci 

transkripce pomocí interakce TetR represoru s operátorem a u některých organismů je to možnost 

zatím jediná, co se inducibilní exprese týče (Meissner&Soldati, 2005; Ortiz&Johnson, 2003). U 

Trypanosoma brucei byly použity i další systémy založené na represorem regulovatelných 

bakteriálních operonech – lac operonu E. coli, p-cym a p-cmt operonu Pseudomonas putida a van 

operonu Caulobacter crescentus, které je všechny možné kombinovat právě s tetracyklinem 

regulovatelnou expresí genů a získat tak dva různé, nezávisle regulovatelné genové produkty v jedné 

buňce (Tschopp et al., 2011; Mullick et al., 2006; Sunter, 2016; Gitzinger et al., 2011; Li et al., 2017). 

U rodů Toxoplasma a Plasmodium se používají také transaktivátory vzniklé fúzí TetR represoru 

s transkripci aktivující doménou specifickou pro Apikomplexa (TRAD, TATi) (Meissner et al., 2002; 

Pino et al., 2012; Meissner et al., 2005; Ehlgen et al., 2012). Kromě toho, že k expresi za použití 

transaktivátorů dochází v nepřítomnosti tetracyklinu (resp. anhydrotetracyklinu), je oproti 

původnímu systému rozdíl i v počtu operátorů – zatímco v prvním případě pro umlčení exprese 

represorem stačí menší počet operátorů (1-2) a navýšení jejich počtu může negativně ovlivnit expresi 

v indukovaném stavu, u transaktivátorů se používá vyšší počet operátorů (obvykle 7) (Bringaud et 

al., 2000; Sun&Tai, 2000; Meissner et al., 2002; Meissner et al., 2005). V každém případě je zásadní 

i výběr vhodného promotoru, do kterého se sekvence operátoru umístí. Většinou se jedná o 

promotory, které umožňují velmi intenzivní transkripci, například u Trypanosoma brucei se pro tyto 

účely používá dobře charakterizovaný PARP (procyclic acidic repetitive protein) promotor nebo na 

stádiu nezávislý rRNA promotor – oba rozeznávané RNA polymerázou I (Wirtz&Clayton, 1995; 

Niemirowicz et al., 2018). Kompatibilní s použitím tet operátorů je i transkripce zajišťovaná fágovou 

T7 RNA polymerázou specificky rozeznávající T7 promotor (Wen et al., 2001; DaRocha et al., 2004; 

Wickstead et al., 2002). TetR-tetO systém se mimo jiné hodí i pro regulovanou expresi antisense 

RNA a pro vytvoření knockdown fenotypu pomocí dráhy RNA interference, která je u některých 

parazitických prvoků funkční (Kolev et al., 2011; Bringaud et al., 2000; Shi et al., 2000). 



 

22 
 

5.2 Inducibilní expresní systémy u parazitických protist: regulace na úrovni stability mRNA 

Katalyticky aktivní RNA – ribozymy, jejichž aktivitu lze modifikovat přidáním určité látky, 

mohou být využity pro manipulaci s množstvím konkrétní mRNA, a tedy i daného proteinu. U 

parazitických prvoků byly zatím k tomuto účelu použity dva různé ribozymy – glmS ribozym 

vyskytující se u Bacillus subtilis a dalších gram-pozitivních bakterií a Sm1 hammerhead ribozym 

objevený u Schistosoma mansoni. glmS riboswitch je schopen sám sebe štěpit po navázání molekuly 

glukosamin-6-fosfátu. Tato látka je produktem enzymu, který vzniká expresí glmS genu, v jehož 

5´UTR oblasti se nachází právě zmíněný autokatalytický RNA element (Winkler et al., 2004; 

Watson&Fedor, 2011). V případě Plasmodium falciparum a Trypanosoma brucei byla sekvence 

tohoto RNA elementu vložena mezi gen zájmu a příslušnou 3´UTR oblast, aby po indukci štěpení 

glukosamin-6-fosfátem byla 3´UTR oblast oddělena od zbytku transkriptu (Obr. 7). mRNA, která 

takto přijde o polyA sekvenci na 3´ konci je následně degradována (Prommana et al., 2013; Cruz-

Bustos et al., 2018). Agop-Nersesian a kolektiv (2008) se pokusili využít pro degradaci mRNA 

reportérového genu u P. falciparum a T. gondii deriváty Sm1 ribozymu, které umístili před start 

kodon tak, aby po naštěpení autokatalytickou RNA došlo k oddělení 5´UTR a degradaci transkriptu. 

Na rozdíl od glmS ribozymu, Sm1 ribozymy nevyžadují pro svou autokatalytickou funkci žádné 

speciální látky, naopak je třeba používat inhibitory pro zmírnění jejich aktivity. Analog adenosinu 

toyocamycin sice inhibuje aktivitu Sm1 ribozymu, nicméně ve zmíněném experimentu byl funkční 

jen u T. gondii, a i tak se ukázalo, že není příliš vhodným inhibitorem, protože je toxický a má 

negativní vliv na expresi obecně, a to včetně reportérového genu, jehož mRNA stabilizuje (Agop-

Nersesian et al., 2008). 
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5.3 Inducibilní expresní systémy u parazitických protist: regulace na úrovni translace 

Belmont a Niles (2010) získali pomocí in vitro selekce metodou SELEX (systematic evolution 

of ligands by exponential enrichment) sadu RNA aptamerů – oligonukleotidů schopných se 

specificky vázat na bakteriální represor TetR. Pokud se vlásenkovité struktury aptamerů nacházejí 

před start kodonem v 5´UTR oblasti genu, tak na ně se vázající represor může velmi účinně bránit 

translaci dané mRNA (Obr. 8) (Goldfless et al., 2012). Goldfless a kolektiv (2014) aplikovali tento 

systém, který umožňuje umlčení a reverzibilní zahájení exprese vybraného proteinu přidáním 

anhydrotetracyklinu, u P. falciparum. Fúzí TetR s vybranými proteiny P. falciparum, které 

vykazovaly homologii s regulátory translace kvasinky S. cerevisiae (TetR-DOZI a TetR-CITH), byl 

vytvořen velmi efektivní systém, jehož schopnost inhibice translace může být dále navýšena přidáním 

RNA aptamerů i do 3´UTR oblasti transgenu. Tento systém tak zahrnuje nejen specifickou interakci 

bakteriálního represoru s aptamery, ale také využití endogenních regulačních mechanismů buňky 

vedoucích ke zvýšené degradaci represorem ‚označené‘ mRNA (Ganesan et al., 2016). 

 

 

Obr. 7: Indukce štěpení glmS ribozymem přidáním molekuly glukosaminu. Dle Prommana et al., 2013, 

upraveno. 
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5.4 Inducibilní systémy u parazitických protist: regulace na úrovni stability proteinu 

U parazitických prvoků bylo zatím popsáno použití dvou typů destabilizačních domén – 

ddFKBP a ddDHFR. ddFKBP je destabilizační doména odvozená od lidského proteinu FKBP12 

(FK506-binding protein 12). Pokud je doména součástí proteinu (na jeho N- či C-konci), způsobuje 

jeho rychlou degradaci proteazomem. Degradaci proteinu lze zabránit přidáním ligandů – 

rapamycinu, FK506 nebo syntetickým ligandem Shield-1 (Banaszynski et al., 2006). Tento způsob 

inducibilní degradace byl funkční u řady parazitických organismů (T. cruzi, P. falciparum, T. gondii, 

E. histolytica, L. mexicana, L. major) a ve většině případů byl jako ligand destabilizační domény 

použit Shield-1. Nicméně Liu a Singh (2014) na základě srovnání stabilizace proteinu různými 

ligandy u Entamoeba histolytica dospěli k závěru, že cenově dostupnější ligandy ddFKBP ˗ 

rapamycin a FK506 ˗ plní svou funkci stejně dobře jako Shield-1. Je však na místě podotknout, že při 

použití této destabilizační domény bylo velmi často možné detekovat zbytky daného proteinu i bez 

stabilizace ligandem (Armstrong&Goldberg, 2007; Ma et al., 2012; Azevedo et al., 2013; Wheeler et 

al., 2015). Efektivitu degradace lze zvýšit pomocí silně destabilizující mutace zmíněné domény 

nazývané ddTM (Dvorin et al., 2010). Druhou často používanou destabilizační doménou je ddDHFR 

původem z dihydrofolát reduktázy E. coli, jejímž stabilizačním ligandem je trimethoprim (TMP) 

Obr. 8: Schematické znázornění regulace translace pomocí RNA aptameru. Dle Goldfless et al., 2012, 

upraveno. 



 

25 
 

(Iwamoto et al., 2010). Ma a kolektiv (2015) použili tuto destabilizační doménu k regulovatelné 

produkci různých toxických proteinů a vytvoření ‚sebevražedného‘ kmene Trypanosoma cruzi, který 

by mohl sloužit jako atenuovaná vakcína chránící hostitele před Chagasovou chorobou. Zajímavým 

zjištěním bylo, že degradace ddDHFR označených proteinů je závislá na teplotě a při nižších 

teplotách (23 °C) není příliš efektivní, což omezuje využitelnost tohoto systému (Podešvová et al., 

2017). 

Alternativou ke zmíněným destabilizačním doménám je využití mechanismu auxinem 

indukovatelné degradace (AID). Jde o dráhu vyskytující se u rostlinných buněk, která zajišťuje 

specifickou degradaci represorů AUX/IAA rodiny pomocí auxin-specifické SCFTIR E3 ubiquitin 

ligázy. SCFTIR se skládá z několika různých proteinů a po vazbě auxinu na TIR1 receptor komplexu 

přímo interaguje se zmíněnými transkripčními faktory a zároveň s E2 ubiquitin konjugujícím 

enzymem, který daný AUX/IAA represor označí jako určený k degradaci proteazomem (Obr. 9) 

(Nishimura et al., 2009; Dharmasiri et al., 2005; Tan et al., 2007). Použití tohoto systému u 

parazitických prvoků má dvě základní podmínky, a to expresi TIR1 podjednotky SCF komplexu, 

která se přirozeně vyskytuje pouze u rostlin, a dále ‚označení‘ proteinu zájmu na jednom z konců 

auxinem regulovatelným represorem (např. IAA17 z Arabidopsis thaliana) (Kreidenweiss et al., 

2013). Protože je tento systém funkční i při nižší teplotách (21 °C), Philip a Waters (2015) jej úspěšně 

aplikovali při testování funkce kalcineurinu u různých stádií Plasmodium berghei, včetně stádií 

v hmyzím vektoru. 

 

 

Obr. 9: Schematické znázornění auxinem řízené degradace proteinů. Dle Nishimura et al., 2009, 

upraveno. 
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5.5 Inducibilní systémy u parazitických protist: DiCre rekombináza 

Cre je místně specifická rekombináza bakteriofága P1 katalyzující rekombinaci mezi dvěma 

loxP místy - 34 párů bazí dlouhými sekvenčními motivy obsahujícími palindromatické sekvence 

(Nagy, 2000; Abremski&Hoess, 1984). Jullien a kolektiv (2003) vytvořili a testovali několik variant 

dimerizující Cre rekombinázy (DiCre). Tento enzym je tvořen dvěma oddělenými fragmenty Cre 

rekombinázy, které jsou přes polypeptidový linker spojené s rapamycin vázající doménou – FKBP12 

nebo FRB. Samostatné fragmenty postrádají aktivitu, ale po přidání rapamycinu dimerizují a vytváří 

funkční rekombinázu (Jullien et al., 2003; 2007). Varianta DiCre složená z FKBP-Cre59 a FRB-

Cre60 byla použita u T. gondii, P. falciparum a L. mexicana (Andematten et al., 2013; Colins et al., 

2013; Duncan et al., 2016). Santos a kolektiv (2017) vytvořili buněčnou linii L. major, která kromě 

stabilní exprese DiCre rekombinázy nese i gen zájmu ohraničený loxP místy. Gen je však vložen 

v nesprávné orientaci, a tedy jeho expresí nevzniká funkční protein. Po aktivaci DiCre dojde 

k rekombinaci a ‚obrácení‘ genu zájmu do správné orientace a zahájení exprese daného proteinu. 

Navrácení genu do původního nefunkčního uspořádání brání mutovaná loxP místa, která po první 

rekombinaci dají vznik jednomu funkčnímu a jednomu mutovanému loxP místu, ke kterému má 

DiCre výrazně sníženou afinitu (Santos et al., 2017). 
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Druh organismu 
Typ inducibilního 
systému 

Použitá indukující 
molekula 

Indukce na 
úrovni: 

Reference 

Trypanosoma brucei TetR - tetO   tetracyklin transkripce 

Wirtz&Clayton (1995); 
Biebinger et al. (1997); 
Wirtz et al. (1999); 
Ochatt et al. (1999); 
Bringaud et al. (2000); 
Shi et al. (2000); Kelly 
et al. (2007); Sunter et 
al. (2012); Niemirowicz 
et al. (2018) 

  
TetR - tetO - inducibilní T7 
promotor 

tetracyklin transkripce 

Wickstead et al. 
(2002); Alsford et al. 
(2005); Alibu et al. 
(2005); Kelly et al. 
(2007); Poon et al. 
(2012) 

  LacI - lacO IPTG transkripce Tschopp et al. (2011) 

  VanR - vanO  
kyselina vanilinová (kyselina 
4-hydroxy-3-
methoxybenzoová) 

transkripce Sunter (2016) 

  CymR - cuO  
kyselina 4-
isopropylbenzoová  

transkripce Li et al. (2017) 

  glmS ribozym 
GlcN6P (glukosamin-6-
fosfát) 

stability mRNA 
Cruz-Bustos et al. 
(2018) 

Trypanosoma cruzi 
TetR - tetO - inducibilní T7 
promotor 

tetracyklin transkripce 
Wen et al. (2001); 
DaRocha et al. (2004) 

  ddFKBP Shield-1 stability proteinu Ma et al. (2012) 

  ddDHFR TMP-laktát stability proteinu Ma et al. (2015) 

Leishmania chagasi 
TetR - tetO - inducibilní T7 
promotor 

doxycyklin transkripce Yao et al. (2007) 

Leismania donovani stádium-specifická exprese     Ghedin et al. (1998) 

  TetR - tetO tetracyklin transkripce 
Yan et al. (2001); Yan 
et al. (2002) 

Leismania major ddFKBP Shield-1, rapamycin, FK506 stability proteinu da Silva et al. (2009) 

  DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Santos et al. (2017) 

Leishmania mexicana  
TetR - tetO - inducibilní T7 
promotor 

tetracyklin transkripce Kraeva et al. (2014) 

  ddFKBP Shield-1 stability proteinu Wheeler et al. (2015) 

  DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Duncan et al. (2016) 

  ddDHFR TMP, TMP-laktát stability proteinu 
Podešvová et al. 
(2017) 

Leishmania tarentolae 
TetR - tetO - inducibilní T7 
promotor 

tetracyklin transkripce Kushnir et al. (2005) 

Tabulka 1: Přehled použití inducibilních expresních systémů u parazitických prvoků. 
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Druh organismu 
Typ inducibilního 
systému 

Použitá indukující 
molekula 

Indukce na 
úrovni: 

Reference 

Giardia intestinalis TetR - tetO tetracyklin transkripce 
Sun&Tai (2000); Sun 
et al. (2005); Touz et 
al. (2005) 

  stádium-specifická exprese   transkripce Hehl et al. (2000) 

Trichomonas vaginalis TetR - tetO tetracyklin transkripce Ortiz&Johnson (2003) 

Plasmodium berghei stádium-specifická exprese     Combe et al. (2009) 

  TRAD - tetO anhydrotetracyklin transkripce Pino et al. (2012) 

  AID  auxin stabilita proteinu Philip&Waters (2015) 

  TetR - tetO anhydrotetracyklin transkripce Wang et al. (2017) 

Plasmodium falciparum TATi - tetO anhydrotetracyklin transkripce 
Meissner et al. 
(2005); Ehlgen et al. 
(2012) 

  ddFKBP Shield-1 stability proteinu 

Armstrong&Goldberg 
(2007); Russo et al. 
(2009); Azevedo et al. 
(2013) 

  
Sm 1 hammerhead 
ribozym 

toyocamycin stability mRNA 
Agop-Nersesian et al. 
(2008) 

  DDTM (derivát ddFKBP) Shield-1 stability proteinu Dvorin et al. (2010) 

  ddDHFR TMP  stability proteinu 
Muralidharan et al. 
(2011) 

  DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Colins et al. (2013) 

  glmS ribozym GlcN6P (glukosamin-6-fosfát) stability mRNA 
Prommana et al. 
(2013) 

  AID  auxin a jeho deriváty stability proteinu 
Kreidenweiss et al. 
(2013) 

  TetR - RNA aptamer anhydrotetracyklin 
translace, 
(stabilita mRNA) 

Goldfless et al. 
(2014); Ganesan et al. 
(2016) 

Toxoplasma gondii TetR - tetO anhydrotetracyklin transkripce 
Meissner et al. 
(2001), Gissot et al. 
(2017) 

  TATi - tetO anhydrotetracyklin transkripce Meissner et al. (2002) 

  ddFKBP Shield-1 stability proteinu 
Herm-Götz et al. 
(2007) 

  
Sm 1 hammerhead 
ribozym 

toyocamycin stability proteinu 
Agop-Nersesian et al. 
(2008) 

  DiCre rekombinace rapamycin dimerizace 
Andematten et al. 
(2013) 

  AID  auxin stability proteinu Brown et al. (2018) 

Entamoeba histolytica TetR - tetO tetracyklin transkripce 

Ramakrishnan et al. 
(1997); Hamann et al. 
(1997); Vines et al. 
(1998); Ramakrishnan 
et al. (2001); Katz et 
al. (2003) 

  ddFKBP Shield-1, rapamycin, FK506 stability proteinu Liu&Singh (2014) 

  ddDHFR TMP stability proteinu Liu&Singh (2014) 

Tabulka 1: (druhá část) 
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6 Závěr 

Inducibilní expresní systémy představují užitečný nástroj pro studium buněčných procesů. 

Jejich použití umožňuje získat buněčné linie, u kterých lze teoreticky vyvolat či naopak umlčet 

produkci libovolného genového produktu v časovém rozmezí několika hodin či dní. Využít je lze jak 

pro produkci proteinů ve velkých množstvích v bakteriálních kulturách, tak i pro jemnou 

modulaci hladiny genových produktů u eukaryotických buněk. Řadu inducibilních expresních 

systémů je možné použít i pro studium a regulaci buněčných pochodů u parazitických prvoků, ačkoliv 

u některých z nich je repertoár použitelných inducibilních systémů velmi omezený.  

Inducibilní expresní systémy se neustále vyvíjejí. Původní systémy jsou modifikovány, aby 

odpovídaly nárokům na expresi různých genových produktů v různých organismech, a aplikací 

rozličných regulátorů exprese vznikají systémy nové, nabízející dosud nevídané možnosti. Relativně 

novým trendem v oblasti inducibilní exprese jsou expresní systémy regulované světlem o určité 

vlnové délce. Tyto systémy umožňují velmi rychlou a specifickou kontrolu exprese proteinů zájmu 

s minimálním negativním vlivem na zkoumané organismy. Tento efektivní a levný způsob indukce 

exprese by tak mohl v budoucnu nahradit chemicky indukované expresní systémy. 
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