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Abstrakt

Pfi studiu leishmanii se v souc¢asné dobé¢ stale vice vyuziva metod genového inzenyrstvi. Tyto
moderni DNA technologie umoziuji zdsah do genomu organismii a pfesnou manipulaci
umoziujici jeho zmény a opravy. Mezi nejdilezitéjsSi metody patii CRISPR/Cas9, RNA
interference (RNAi), dimerizovatelnd Cre rekombinaza (DiCre), plasmid shuffle a gene
tagging. Volba metody zavisi na tom, zda studujeme esencialni nebo neesencidlni geny,
piipadné co je cilem studie. Diky t€émto metodam muzeme zkoumat leishmanie pfistupem
reverzni genetiky, ktera umoziuje studovat fenotyp. Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o
vyuziti metod genového inZenyrstvi a soucasné diskutuje jejich limitace, vyhody a nezbytné

modifikace postupi u leishmanii.

Kli¢ova slova: leishmania, leishmani6éza, CRISPR-Cas9, genové inzenyrstvi

Abstract

Gene engineering methods are now increasingly used in the study of leishmania. These modern
DNA technologies make it possible to manipulate with the genome of organisms, allowing it
to be altered and repaired. The most important methods include CRISPR/Cas9, RNA
interference (RNA1), dimerizable Cre recombinase (DiCre), plasmid shuffle and gene tagging.
The choice of method depends on whether essential or non-essential genes are being studied as
well as the reason of the study. These methods investigate leishmania using a reverse genetics
approach that allows the phenotype to be studied. This work summarizes the current knowledge
on the use of gene engineering methods in Leishmania, the necessary modifications of the

procedures and discusses their limitations and advantages.
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Seznam zKkratek

Cdk1 — cyklin-dependentni kinaza 1

CRISPR — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRK3 — Cdc2-ptibuzna kinaza 3

DCL - Dicer-like enzym

DHCHI — gen pro methenyltetrahydrofolat cyclohydrolazu
DiCre — dimerizovatelna Cre rekombindza

DSB — double strand breaks

HDR — homology-directed repair

L. — Leishmania

MMEJ — microhomology-mediated end joining

NHEJ — non-homologous end joining

PAM — protospacer-sousedici motiv

PCR — polymerazova fetézova reakce

pre-ctRNA — prekurzorové crRNA

RISC — RNA-inducing silencing komplex

RNAi — RNA interference

sgRNA — single guide RNA

siRNA — small interference RNA

SSA — single-strand annealing

TALENSs — transcription activator-like effector nucleases
tractrRNA — frans-encoded small RNA

ZNFs — zinc-finger nucleases



1 Uvod

nakazi az 1 milion lidi. Leishmaniozu zptsobuji parazité rodu Leishmania a k ndkaze dochazi
béhem sani infikované samice flebotoma na hostiteli. Existuji tii hlavni formy onemocnéni,
z nichz nejnebezpecnéjsi je visceralni forma (kala-azar), dale kutanni a mukokutanni forma.
Onemocnéni Casto kon¢i zavaznymi komplikacemi az smrti, protoze v souCasné¢ dobé
spolehliva 1é¢ba nebo ockovani. Navic jsou dostupné 1éky mnohdy toxické (Pearson & Sousa,
1996; WHO, 2022).

Zatcelem nalezeni novych terapeutickych cilt a 1€kt se v soucasné dobé zkoumaji geny

zodpovédné za patogenitu leishmanii. K tomuto studiu se stale cCastéji vyuzivaji metody
genového inzenyrstvi, které jsou néstrojem pro vyzkum, ovlivnéni a regulaci genové exprese
esencidlnich 1 neesencidlnich genti. Mezi nejdilezitéjsi metody patii CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — nahromadéné pravidelné€ rozmisténé kratké
palindromatické repetice), RNA interference (RNAi), dimerizovatelnd Cre rekombindza
(DiCre), plasmid shuffle (zdména plazmidi) a gene tagging (Santi & Murta, 2022). Tyto
moderni metody umoznuji zkoumat vysledny fenotyp ptistupem reverzni genetiky a umoziuji
cileny zasah do genomu organismu a manipulaci umoziujici jeho zmény a opravy (Hardy et
al., 2010).
CRISPR/Cas9, ktery umoziiuje rychlou, ucinnou a nendroCnou editaci genomu. Systém
obsahuje protein Cas9, ktery je specificky navadén pomoci single guide RNA (sgRNA) k cilové
sekvenci, kde zpisobuje dvouvldknové zlomy. Dvouvlaknové zlomy jsou vyuzivany ke genové
manipulaci, ktera vede ke zménam v sekvenci DNA (Canver MC et al, 2014).

Cilem této bakalarské prace bylo popsat nejCastéji pouZivané metody genového
inZenyrstvi a jejich vyuziti u leishmanii. V rdmeci této prace byla shrnuta zakladni fakta pro
manipulaci s genomem leishmanii a problematika genového inZenyrstvi. Dale byly porovnany
vyhody a nevyhody jednotlivych metod, nezbytné modifikace postupi a zhodnocena jejich

vyuzitelnost v sou¢asném a budoucim vyzkumu.



2 Leishmanie

2022). Jedna se o onemocnéni vyskytujici se v tropickém pasu celého svéta, které zptisobuje
zhruba 20 druhl parazita rodu Leishmania (Trypanosomatida, Kinetoplastidae) (Torres-
Guerrero et al., 2017; WHO, 2022). V zavislosti na druhu parazita, imunitnim stavu hostitele
a dalSich faktorech zptsobuje v lidském organismu rizné¢ zavazné klinické projevy. Existuji tfi
hlavni formy onemocnéni. U visceralni formy napada parazit organy, nejcastéji slezinu a jatra,
z toho diivodu miize byt casto letalni a po malarii ji fadime jako druhé nejsmrtelné;jsi parazitarni
onemocnéni (Pearson & Sousa, 1996; McCall et al., 2015). V ptipad€ kutanni formy se objevuji
kozni 1éze. V piipadé¢ mukokutanniho onemocnéni dochazi k rozvoji 1ézi v mukoéznich tkénich.
V riziku onemocnéni leishmaniézou je celosvétové az 350 miliont lidi ve vice nez 98
endemickych oblastech. Ro¢né je evidovan téméf 1 milion novych ptipadd, které az u 70 000
nakazenych kon¢i letdlné. Vzhledem k vysokému poctu nakazenych a rozSifovani oblasti
vyskytu pfenasecl bylo vyvinuto mnoho metod pro diagnostiku a vyzkum téchto parazitii
(Pearson & Sousa, 1996; Torres-Guerrero et al., 2017). Bohuzel v soucasné dob¢ neexistuje
spolehlivé 1é¢ivo bez vyraznych vedlejSich ucinkti ani neni dostupna vakcinace, proto
je vyzkum novych 1é¢iv a vakcin hlavnim pfedmétem badani mnoha laboratoti (Santi & Murta.,
2022).

Rod Leishmania je v soucasnosti rozdélen na 4 podrody — Leishmania, Viannia,
Mundinia a Sauroleishmania. Zatimco v rodu Sauroleishmania nalezneme druhy infikujici
ptevazné plazy, v rodech Leishmania, Viannia a Mundinia se vyskytuji 1 druhy zplisobujici
onemocnéni u lidi. Vektorem tohoto onemocnéni jsou samice dvoukiidlého krevsajiciho hmyzu
rodt Phlebotomus (Diptera, Psychodidae) ve Starém svété a Lutzomyia (Diptera, Psychodidae)
v Novém svété. V poslednich letech je navic stale pravdépodobnéjsi, Zze jsou do pienosu
leishmanii z rodu Mundinia zapojeni i tiplici (Diptera, Ceratopogonidae) (Seblova et al., 2015;
Chanmol et al., 2019; Becvar et al., 2021). Krom¢ tiplikii se také diskutuje fada dalSich
alternativnich pfenasect, na piiklad klist'ata a blechy, ale pfenos témito skupinami bezobratlych
nebyl nikdy prokazan (Ferreira et al., 2009; Dantas-Torres, 2011). Parazit ¢asto byva ptenosny
specificky pravé jednim druhem, na ptiklad v souvislosti s jeho specifickymi membranovymi
povrchovymi lipofosfoglykany. Po nékaze se dostdva do krevniho ob&hu nebo dermis, kde
infikuje makrofagy, neutrofily a dendritické buiiky (obrazek 1). Casto dochazi k vice vpichiim

(probing), a proto pozorujeme u né€kterych pacienti vice 1ézi (Cecilio et al., 2014).
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Obrazek 1. Zivotni cyklus leishmanii (Slovék, zvife) zaGinid a) vpravenim infekénich
promastigotli do kiize pti sani krve samickou flebotoma. b) Po ndkaze se dostavaji promastigoti
do krevniho ob¢hu nebo dermis, kde jsou pohlceni (fagocytovéani) makrofagy, neutrofily
a dendritickymi buikami. Existuje také moZnost, Ze se makrofag nakazi pohlcenim nakaZeného
neutrofilu. ¢) Nasledn¢ dojde ve fagolysosomech, které vznikaji fizi lysozomul a fagosom,
k pteméné promastigoti na amastigoty. d) Poté se amastigoti zacnou v buitkich mnozit
a rozpadem bunék se uvolni do krve a infikuji dalsi bunky, kde se dale mnoZi jednoduchym
délenim. e) Do vektora se amastigoti dostanou opét potravou, kdy nasaji infikovanou krev. f)
Poté dojde k uvolnéni amastigotli z mezenteronu vektora, g) jejich transformaci z amastigott
na promastigoty a h) déleni promastigoti. a) Zivotni cyklus ve vektorovi se uzavira
infikovanim dal$iho hostitele (upraveno dle CDC, 2022).

V ramci svého zivotniho cyklu se leishmanie vyskytuji ve vice morfologicky odlisnych
forméach (obrazek 1). Amastigoti se nachazi intracelularné¢ v mononuklearnich fagocytech
(makrofazich, neutrofilech a dendritickych bunkach) savcta (Ogden & Melby, 2009). Rozmér
téla amastigotl je 2-10 um. Maji kulovity az ovalny tvar a nemaji viditelny bicik. Ve vektorovi
najdeme protdhlou pohyblivou formu — promastigoty. Promastigoti maji zhruba 15-25 pm
dlouhé, ovalné a §tihlé télo. Pfi obarveni pozorujeme nejvice viditelné jadro, na anteriorni strané
kinetoplast a bicik. Promastigoti se nachazi v zazivacim traktu vektora, ve stiednim stievé

(mezenteronu) nalezneme neinfek¢ni procyklické promastigoty. Béhem vyvoje v pfenaseci



dochazi k diferenciaci ve virulentni metacyklickou formu, kterd se dostava do hostitele béhem
sani vektora. V hostiteli dochazi k diferenciaci metacyklickych promastigotii na amastigoty,
kteti jsou nadéle lokalizovéani uvnitt maktrofagli. K invazi makrofagti dochézi dvéma zptsoby.
Prvni cesta je pies receptory na bunééném povrchu, druhd nepiimo, kdyz makrofag pohlti
nakazeny neutrofil. Pak je Leishmania uzaviena do fagolysozomu, ktery vznika fazi lysosomu
s fagozomem (Ogden & Melby, 2009). Nésledné¢ dojde ve fagolysosomech k pfeméné
na amastigoty. Amastigoti zacnou po pomnozeni v buitkdch hostitele uvoliiovat do krve
a infikuji dalsi bunky, kde se dale mnozi. Poté se potravou dostanou opét do krevsajiciho
vektora.

Leishmanie jako zéstupce kinetoplastid obsahuje kromé jaderné DNA také kinetoplast
(mitochondrialni DNA). Tito paraziti maji diploidni genom, u kterého ¢asto mohou vznikat
aneuploidie. Haploidni genom u Leishmania spp. mé zhruba 32,5 Mbp rozdélenych nejcastéji

do 36 chromozomii (Kazemi, 2011).

3 Genové inZenyrstvi
Pfi studiu leishmanii se v souc¢asné dobé¢ stdle vice vyuziva metod genového inZenyrstvi. Tyto
moderni DNA technologie umoziuji zasah do genomu organismu a manipulaci umoziujici

jeho zmény a opravy (Robert & Baylis, 2008). U leishmanii je manipulace s genomem z mnoha
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(RNAI), dimerizovatelnd Cre rekombinaza (DiCre), plasmid shuffle, gene tagging a dalsi
(obrazek 2). Tyto metody umoZznuji zkoumani leishmanii pfistupem reverzni genetiky (reverse
genetics), kterd se na rozdil od pfimé genetiky (forward genetics), ktera se snazi najit geneticky
zaklad fenotypu, zamé&fuje na to, jaké fenotypy vzniknou mutaci konkrétniho genu (Hardy et al.,
2010; Bramwell et al., 2014).

Volba metody zavisi pfedevSim na tom, zda studujeme esencidlni nebo neesencialni
geny. Esencialni geny jsou takové, které jsou nezbytné pro zivotaschopnost a normalni funkci
organismu. Manipulace s esencidlnimi geny jsou komplikované, protoze kvili své
nezastupitelné tloze v organismu nemohou byt kompletn¢ odstranény z genomu (Huang et al.,
2008), protoze by vznikl letalni fenotyp (Murta et al., 2009). Neesencialni geny nejsou nezbytné
pro kli€¢ové procesy v organismu (centrdlni metabolismus, replikace DNA, translace), ale
mohou organismu piinaset selekéni vyhodu (Zhang & Lin, 2009; Xu et al., 2011).

Pro studium funkce genli, mechanismti rezistence a dalSich aspekti biologie organismi

se Casto vyuzivaji rizné piistupy slouzici k regulaci genové exprese. Za vyuziti metod



genového inzenyrstvi 1ze ovliviiovat miru genové exprese i u malo exprimovanych proteint,
castecn¢ nefunkcnich nebo u téch, které maji negativni ucinky na bunku. Diky moZznosti
vytvofit linie s potlacenou (under expression) nebo zvySenou (over expression) genovou

expresi Ize tyto metody vyuzit v riznych typech studii (Fire et al., 1998; Kapler et al., 1990).
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Plasmid Shuffle genii

if CRISPR/Cas9 studium neesencialnich
¥ 4 genl, gene editing
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|
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Obrazek 2. Prehled nejduilezitéjsich metod pouzivanych v genovém inZenyrstvi pii studiu
leishmanii (upraveno dle Duncan et al., 2017).

4 Metody
4.1 Plasmid shuffle (ziména plazmidi)

V poslednich letech se pii studiu esencialnich genii u leishmanii za¢ind pouzivat metoda
nazyvand plasmid shuffle (Duncan et al., 2017). Tato metoda byla zavedena ke studiu funkce
esencidlnich gent a funk¢nich vztahli proteint v celém genomu kvasinek (Huang et al., 2008).
Princip této metody je zalozen na naklonovani esencidlniho genu do plasmidu se selektivnim
markerem, ktery je nasledn¢€ vlozen do bunky. V transformované bunice dojde k odstranéni
chromozomalni kopie tohoto esencialniho genu. Poté se do bunky vlozi na jiném plazmidu
mutovana forma genu s odliSnym selektivnim markerem (obrazek 2). V selektivnim médiu
rostou pouze bunky, které obsahuji oba plazmidy, a tudiz na jednom z plazmidid nesou

mutovanou formu genu. Pomoci dalSiho selektivniho média se buinika zbavi plazmidu



s nemutovanou kopii genu (Sikorski & Boeke, 1991; Fan & Xiao, 2021). Tyto bun&tné linie

s jednim plazmidem déle zkoumame a zjist'ujeme jejich fenotyp (Fan & Xiao, 2021).
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Obrazek 3. Schéma metody plasmid shuffle. Metoda vyuzivé a) naklonovani esencialniho genu
z4jmu (GOI) do plasmidu se selektivnim markerem (ozna¢en modie), ktery je nasledné€ vloZen
do bunky. Ve transformované buiice dojde k odstranéni chromozomalni kopie tohoto
esencidlniho genu. b) Poté se do bunky vlozi na jiném plazmidu mutovand forma genu s
odlisnym selektivnim markerem (oznaen Cervené). V selektivnim médiu rostou pouze bunky,
které obsahuji oba plazmidy. c) Pti dalsi kultivaci v pfitomnosti dalSiho selektivniho média se
bunika zbavi plazmidu s nemutovanou kopii genu a tuto buné€nou linii s jednim plazmidem,
ktery nese mutovanou formu genu vyuzivame k analyze fenotypu (upraveno dle Fan & Xiao,
2021).

Tato metoda jiz byla pouzita i pfi studiu leishmanii. Murta et al. studovali esencialitu
genu pro methenyltetrahydrofolat cyclohydroldazu (DHCHI) (Murta et al., 2009). Autofi zjistili,
ze se jedna o esencialni gen a prokdzali, ze aktivitu DHCHI1 u leishmanii 1ze inhibovat DHCH
inhibitorem, coZ z n¢j déla jeden z kandidatnich cilti pro terapii (Murta et al., 2009). Dalsi
skupina vyuzila tuto metodu pro studium proteinu CYP51. Autofi prokézali, Ze tento gen

je esencidlni pro L. donovani a jeho inhibici dojde k zastaveni riistu a mohl by byt vyuzit pfi



1é¢bé viscerdlni leishmanidzy. Chromozomalni knockout CYP51 genl lze provézt jen
za podminky epizomalni komplementace, kdy parazit nemlze ztratit epizom ani v piipadé

negativni selekce (McCall et al., 2015).

4.2 DiCre

DiCre je dalsi metodou, s jejiz pomoci lze studovat esencidlni geny, regulovat genovou expresi
a zjistovat, které geny jsou nezbytné pro bunécnou proliferaci a dalsi klicové procesy (Jullien
et al., 2003; 2007). Pivodné se metoda vyuzivajici Cre rekombindzu pouzivala u bakterii (Sauer
& Henderson, 1988), u experimentii na kvasinkach (Sauer, 1987) a pii zkoumdni mysich
a dal$ich sav¢ich bun¢k (Nagy, 2000). Cre rekombinaza je protein izolovany z bakteriofaga P1,
ktery patii do rodiny tyrosin rekombinaz. Pro studium leishmanii byla dalezitd modifikace
enzymu na dimerizovatelnou Cre rekombindzu (DiCre), kterd ma mensi cytotoxicky efekt nez
Cre (Hassan et al., 2001).

DiCre je metoda, diky které je mozné provadét inducibilni knockout, a proto se Casto
vyuziva pro studium esencidlnich genti (Duncan et al., 2019). Principem metody je ohraniceni
cilového genu sekvencemi loxP. LoxP jsou mista o délce 34 bp, sloZzené ze dvou 13 bp
invertovanych repetic oddélenych 8 bp dlouhym spacerem (Hoess et al., 1986). Tato mista
rozpoznava Cre rekombinaza, diky které nasledné dochazi ke genetické modifikaci (mistné-
specifické rekombinaci). Po dimerizaci a ndsledné aktivaci DiCre za pomoci rapamycinu dojde
k rekombinaci mezi dvéma loxP misty a k odstranéni ohrani¢eného mista (Jullien et al., 2003;
2007) (obrazek 4). V zavislosti na orientaci loxP mist dojde k deleci nebo inzerci (cis orientace)
nebo translokaci (trans orientace) studovaného genetického materidlu mezi jednotlivymi
chromozomy (Sternberg & Hamilton, 1981; Nagy, 2000). Nésleduje analyza fenotypu (Duncan
et al., 2019). U¢innost enzymu Ize kontrolovat zfizovanim prvni jednotky s doménou FKBP12
(FK506-binding protein) a druhé s doménou FRB (binding domain of the FKBP12-rapamycin-
associated protein) (Jullien et al., 2003; 2007; Duncan et al., 2019).



a) loxP loxP b) loxP g loxP

FRB
FKBK12 } —> : .\a l
rapamycin

CreNterm Boorth
DiCre reNterm

loxP

d protein

Obrazek 4. Schéma metody DiCre. Principem této metody je ohraniceni genu zajmu (GOI)
specifickymi sekvencemi loxP. Tato mista rozpoznavd dimerizovatelnd Cre rekombinédza
(DiCre). a) Bez pfitomnosti rapamycinu nedojde k dimerizaci a aktivaci DiCre, a tim nedojde
k mistné-specifické rekombinaci mezi dvéma loxP misty. Dochézi tedy k trankripci genu zajmu
a nasledné translaci za vzniku proteinu. b) V pfitomnosti rapamycinu dojde k dimerizaci a
nasledné aktivaci DiCre, kterd vede k rekombinaci mezi dvéma loxP misty a k odstranéni
(deleci) ohranic¢eného Useku DNA. Timto inducibilnim knockoutem nedojde k trankripci a
nevznika protein (upraveno dle Briquet et al., 2021).

4.2.1 VyuZziti DiCre u Leishmania spp.
genil (Santos et al. 2017; Duncan et al., 2019; Van Duyne, 2021). Byla vyuZita pfi studiu mnoha
parazitickych prvokl jako jsou na piiklad Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum
(Andenmatten et al., 2013; Collins et al., 2013) nebo raznych druhti leishmanii (Duncan et al.,
2016).

U L. mexicana byla vyuzita DiCre metoda ke studiu esenciality Cdc2-piibuzné kinazy
3 (CRK3) (Duncan et al., 2016). CRK3 gen kéduje cdc2-ptibuzny protein s kindzovou aktivitou
vuci histonu H1 (Hassan et al., 2001) a je dilezity pro Zivotniho cyklus tohoto prvoka. Tato

studie prokézala, ze CRK3 funguje jako funk¢ni homolog cyklin-dependentni kinazy 1 (Cdkl)



(hlavniho regulatoru bunécného cyklu). Delece CRK3 u promastigota vedla k zastaveni rastu
v G2/M fazi a autofi poukazali na terapeutickou vyuzitelnost CRK3 (Duncan et al., 2016).
Dalsi prace studovala uc€inky fizené exprese genu RAD9 kodujici kontrolni protein
Rad9, reagujici na poskozeni DNA, pomoci DiCre rekombindzy u L. major (Santos et al.,
2017). Pii rapamycinem indukované aktivaci doSlo k expresi genu, a to u integrované
i epizomalni kopie. Bylo zjisténo, ze u procyklickych promastigott L. major je C-terminalni
doména kontrolniho proteinu Rad9 nezbytna pro jeho spravnou subcelularni lokalizaci (Santos

etal., 2017).

4.3 Gene tagging (endogenous tagging)

Gene tagging je metoda, kterd umoznuje oznacit libovolné geny v genomu riznych organismu
a diky tomu sledovat jejich lokalizaci a na ptiklad porovnavat miru genové exprese béhem
ruznych stadii Zivotniho cyklu (Halliday et al., 2019). Tato metoda, ktera byla poprvé popséna
v 90. letech 20. stoleti, vyuziva epitope tagging ke znaceni proteinti exprimovanych z plazmidi
(Munro & Pelham, 1987). Postupné doslo k vyvoji této metody a dnes se vétSinou vyuziva
endogennous gene tagging, ktery umoziuje piimé oznafeni proteinli v genomu organismu
(Roberts et al., 2017). Pfimé zabudovani fluorescenc¢ni nebo jiné znacky umoziuje sledovat
miru genové exprese a lokalizovat ji bez nutnosti vyuziti selekéniho tlaku (Beneke et al., 2017,
Kanca et al., 2017).

I pfes své limitace se gene tagging stal i¢innym néstrojem genového inZenyrstvi pii
studiu leishmanii (Dean et al., 2015). K tomu vytvofili autofi plazmid spojeny s dlouhym PCR
primerem pro fuzni PCR. Tento systém umoZni vytvofit amplikony s dostate¢né dlouhymi
homolognimi oblastmi pro cilenou integraci geniti u L. mexicana, které koduji proteiny
oznacené na obou koncich nebo v kddujici sekvenci proteinu (obrazek 5). Systém je univerzalni
a umoziuje znaceni riznych mist v celém genomu (Dean et al., 2015).

U leishmanii byla metoda gene tagging také vyuZita k vizualizaci exprimovanych
proteinil u promastigotii L. amazonensis s vyuzitim plazmidu pNUS (Tetaud et al., 2001; 2002).
Transformované buiiky byly péstovany dlouhodobé pod selekénim tlakem, pokud vSak bylo
1é¢ivo odstranéno, nebylo mozno fluorescenci detekovat. Pro porovnani vysledki jednotlivych
studii bylo dualezité vytvoreni zdroje referen¢nich organelovych markerti pomoci znacenych

proteint (Halliday et al., 2019).
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Obrazek 5. Gene tagging u leishmanii pomoci fuzni PCR a plazmidu pLENTv2. Metoda gene
tagging, kterda umoznuje oznaceni studovanych proteint, je zaloZzena na a) amplifikaci dvou
usekd genu zajmu (GOI): oblast CDS (coding DNA sequence) a oblast 3"UTR. b) Vzniklé dva
fragmenty se déale spoji s fragmentem plazmidu (pLENTv2) pomoci fuzni PCR za vzniku
dlouhého PCR produktu. ¢) Vznikly fazni PCR produkt je upraven pomoci nested PCR a
vnesen na plazmidu do bunék. d) Protein je néasledné vizualizovan fluorescen¢ni znackou
(pfevzato z Dean et al., 2015).

4.3.1 Gene tagging s vyuzitim CRISPR/Cas9

Vyrazného vylepSeni metody gene tagging bylo dosazeno v kombinaci s metodou
CRISPR/Cas9, diky ¢emuz je rychlejsi, jednodussi, levné;si a ucinnéjsi (Beneke et al., 2017).
Metoda umoziuje vlozit znacku (tag) také za pomoci PCR produktu s kratkou homologni

oblasti, coZ u samotného gene tagging neni mozné. Pti vyuziti CRISPR/Cas9 lze pomoci Cas9
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vytvoftit dvouvlaknovy zlom a v jeho okoli integrovat 30 bp homologni isek ohranic¢ené kazety
(Canver MC et al, 2014). Dalsi vyhoda tohoto systému je jeho flexibilita diky sériim vektort
a dostupnosti mnoha epitopovych a fluorescencnich markert. Tento systém lze aplikovat pro
N- i C-terminalni znaceni. Nevyhodou tohoto pfistupu je omezeni pouze na kmeny leishmanii

s exprimujicim funkénim CRISPR/Cas9 systémem (Beneke et al., 2017).

4.4 CRISPR/Cas9
4.4.1 Uvod, historie
Pravdépodobné nejvyuzivanéjsi metodou genového inzenyrstvi je u leishmanii v dneS$ni dobé
systém CRISPR/Cas9 (Cong & Zhang, 2015), jehoz nazev pochazi z anglické zkratky Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (Cesky segmenty nahromadénych pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickych repetic). Zakladem této metody byl objev CRISPR
lokusu v genomu Escherichia coli vroce 1987, ktery obsahuje kratké piimé repetice
oddélené kratkymi sekvencemi (Ishino et al., 1987). O 20 let pozdéji nasledovalo objeveni
protein Cas, které s CRISPR RNA vytvareji komplex schopny rozpoznat virové sekvence
a Stépit je (Doudna & Charpentier, 2014).

U mikroorganismil — bakterii a archei patii tento systém mezi slozky adaptivni imunity
(Cong & Zhang, 2015) putsobici proti virim a cizorodym plasmidim (Jinek et al., 2012).
Béhem imunitni reakce jsou elementy cizorodych nukleovych kyselin §t€épeny pomoci RNA
navadéné nukleazy (Makarova et al., 2011). Tento systém lze experimentalné upravit tak, aby
mohl byt pouzit k manipulaci s genomem. Mezi vyhody tohoto systému patii jeho rychlost,
finan¢ni nendrocnost, UCinnost a flexibilita. V dnesni dobé se nejCastéji pouziva systém
CRISPR/Cas9 z Gram-pozitivni bakterie Strepotococcus pyogenes (Ferretti et al., 2001). Cely
postup se sklada nékolika krokl: vybéru mista, molekularniho klonovani, vneseni guide RNA
(gRNA) a proteinu Cas9 do bunék. Nasleduje ovéreni mista Sté€peni a probehlé modifikace
genomu (inzerce, delece nebo homologni rekombinace) (Cong & Zhang, 2015; Beneke et al.,
2017).

V poslednich letech nahradil CRISPR/Cas9 podobné metody slouzici k ipravé genomu,
na piiklad metody vyuZivajici zinc-finger nucleases (ZNFs) nebo transcription activator-like

effector nucleases (TALENSs) (Ran et al., 2013).

4.4.2 Rozdéleni systémi, protein Cas9
U bakterii a archei rozliSujeme tfi typy (I-III) CRISPR systému. Kazdy z nich obsahuje skupinu
CRISPR-asociovanych (Cas) genti, nekddujici RNA a pfimé repetice prolozené kratkymi
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variabilnimi sekvencemi (Makarova et al., 2011; Ran et al., 2013). Slozky adaptivni imunity
funguji ve trech krocich: (i) vlozeni kratké sekvence spaceru do uspordadani CRISPR, (ii)
transkripce, maturace prekurzorové crRNA (pre-crRNA) a tvorba individudlnich crRNA a (iii)
Stépeni nukleové kyseliny Cas proteiny fizené crRNA (Makarova et al., 2011).

V genovém inzenyrstvi se nejcastéji vyuziva systém typu II obsahujici protein Cas9,
ktery je vhodny pro generaci crRNA a $tépeni cilové DNA (Makarova et al., 2011). Cas9
je RNA dependentni DNA endonukledza obsahujici dvé nukledzové domény: doménu
podobnou RuvC blizko amino-konce a doménu HNH (McrA-like doménu) uprostied proteinu,
které je zodpovédna za cilové Stépeni. Systém II §tépi pre-crRNA za tvorby duplexu mezi trans-
encoded small RNA (tracrRNA) a ¢asti repetice v pre-crRNA. Prvni $tépeni pre-crRNA probiha
v oblasti repetice. Stépeni je katalyzované RNasou III za ptitomnosti Cas9 (Makarova et al.,
2011). Lokusy CRISPR se vétsinou skladaji znékolika nesouvislych pfimych repetic
oddélenych spacery, asociovanymi s geny Cas (Barrangou, 2007). Tyto vmezetfené useky DNA
koduji soucasti crRNA a operon genti cas kdduje soucasti Cas proteinu (Doudna & Charpentier,
2014). Spojenim zralé¢ crRNA sparované s trans-aktivujici tractRNA dochézi k fizeni proteinu
Cas9 asociovaného s CRISPR, ktery tvoii mistné specifické dvouvlaknové zlomy na cilové
DNA. V mistech komplementarnich k crRNA-guide sekvenci vystépi HNH nukledzova
doména Cas9 komplementarni vlakno a RuvC-like doména Cas9 $tépi nekomplementarni
vlakno DNA. Tyto dvé RNA, které navadi Cas9, mohou byt zfuzované dohromady (3’ konec
crRNA a 5’ konec tractrRNA) a vytvofit single-guide RNA (sgRNA) (Jinek et al., 2012). Tyto
dvé domény, stejné tak protein Cas9, lze dale mutovat a rozSifovat jejich funkce a vylepSovat
specifitu (Makarova et al., 2011). Pomoci 20-nukleotidové (nt) sekvence lze Cas9 premistit
témét k jakékoliv cilové DNA v bezprostiedni blizkosti protospacer-sousediciho motivu
(PAM) (obrazek 6). Timto pfistupem lze generovat specifické mutace pomoci oprav
dvouvlaknovych zlomi DNA (Jinek et al., 2012). Pro dopraveni sgRNA k cilové DNA lze
vyuzit PCR amplikony obsahujici expresni kazetu nebo plazmidy exprimujici sgRNA (Ran et
al., 2013).
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Obrazek 6. Schéma systému CRISPR/Cas9. Metoda je zalozena na schopnosti Cas9 proteinu
premistit jakykoliv DNA templat s vyuzitim kratké nekddujici navadejici RNA (gRNA). Tato
gRNA se sklada z cilové specifické RNA (crRNA) a pomocné trans-aktivaéni crRNA
(trancrRNA) a navede Cas9 na specificky genomovy lokus pomoci parovani bazi mezi crRNA
a cilovou sekvenci. Pro Stépeni je nezbytny protospacer-sousedici motiv (PAM), coz je 3
nukleotidovy sekvenéni motiv v cilové DNA. Po vazbé k cilové sekvenaci Cas9 iniciuje
specificky dvouvlaknovy zlom (DSB, double-strand break), ktery je nasledné opraven pomoci
homology directed repair (HDR) nebo jinych bunéénych repara¢nich mechanismii (upraveno
dle Addgene, 2022).

4.4.3 CRISPR/Cas9 u Leishmania spp.
Prvni zminka o vydafeném genovém knockoutu pomoci CRISPR u leishmanii pochazi z roku
2015 (Sollelis et al., 2015; Zhang & Matlashewski, 2015). Metoda je zaloZena na opravach
dvojvldknovych zlomt (double strand breaks — DSB), napt. pomoci single-strand annealing
(SSA), microhomology-mediated end joining (MMEJ) nebo homology-directed repair (HDR)
kazet (Zhang & Matlashewski, 2019). U jinych organismil se tyto zlomy opravuji také pomoci
mechanismu non-homologous end joining (NHEJ) (Jinek et al., 2012), ktery ale u leishmanii
chybi (Zhang & Matlashewski, 2015).

Konkrétné Sollelis et al., 2015 pouzili CRISPR/Cas9 u L. major. Autofi pouzili

jednokolovou transfekei dvou plasmida ke knockoutu lokusu 2 kodujiciho paraflagelarni tyc.
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Na jednom plasmidu dochézelo k expresi Cas9 a druhy nesl sgRNA pod kontrolou U6snRNA
promotoru dohromady s donorovou DNA (Sollelis et al., 2015). Ve stejném roce byl pfedstaven
také pfistup umoznujici deleci, inzerci a C-koncové znaceni genll u L. donovani (Zhang &
Matlashewski, 2015). Pozd¢ji byl systém vylepSen pomoci triple guide RNA (gRNA)
expresniho vektoru, diky kterému se podafilo deletovat vSech 11 gent multigenové rodiny A2.
Dale doslo k inovaci v pouziti jen jednoho plasmidu umoziujicim expresi Cas9 a transkripci
sgRNA pod promotorem RNA polymerdzy [ u L. donovani, L. major a L. mexicana (Zhang
etal., 2017).

Vyznamnym milnikem pro vyuziti a automatizaci celého procesu bylo vytvofeni online
platformy LeishGEdit.net umoziujici automaticky navrh potfebnych primera, ¢cimz byl rapidné
zrychlen proces generace mutantnich linii (Beneke et al. 2017). Autofti dale vytvofili parentalni
linie L. mexicana nesouci plasmid obsahujici Cas9 a T7 RNA polymerazu. Pomoci PCR byly
generovany templaty, které byly po transfekci do leishmanii transkribovany in vivo T7 RNA
polymerazou. Diky PCR expresi DNA konstruktti je mozné rychle a spolehlivé provadét
modifikace leishmanii béhem nékolika hodin a za pouziti pouze jednoho kola transfekce
generovat nulové mutanty u promastigoti L. major a L. mexicana (Beneke et al., 2017).
V dalSich letech stejni autofi vytvofili sérii plasmidt pT a pPLOT, jejichZ vyuziti vyrazné
urychlilo a zjednodusilo cely proces generace bunécnych linii (Beneke & Gluenz, 2019). Tyto
plazmidy jsou nyni dostupné na portalu LeishGEdit.net. Beneke & Gluenz, 2020 pokracovali
ve vyvoji CRISPR pomoci unikatnich 17 nukleotidovych koéda (barcodes), které umoznily
sledovat nékolik mutantnich linii souc¢asné. Kazdy mutant je oznacen specifickym barcodem,
vloZzen do studovaného systému a po ur€itém Casovém intervalu je izolovana DNA. Pomoci
sekvenovani nové generace se kvantifikuje mnozstvi jednotlivych mutantd. Bar-seq primery
je mozno ziskat pro vSechny geny z databaze TriTrypDB (Beneke & Gluenz, 2020).

Jelikoz z divodu aktivniho systému RNAi nelze u L. braziliensis GspéSn€ vyuzit
epizomalnich vektorti (Lye et al., 2010), byla vytvorena linie L. braziliensis exprimujici protein
Cas9 a T7 RNA polymerazu umoziujici knockout a dalsi upravy gent (Espada et al., 2021)
napf. mezi nejnovejsi studie patii UspéSna delece Cen genu pomoci systému CRISPR/Cas9
a generace zivych atenuovanych parazitdl vhodnych pro vyuziti jako infekénich modelti
(Volpedo et al., 2022). Dalsi studie zkoumala Zivotaschopnost L. braziliensis Cen”~ kmenu
vytvoienych pomoci CRISPR/Cas9. Pti in vitro pokusech byla prokazana horsi zivotaschopnost
bunék a pfi in vivo pokusech nedochdzelo u infikovanych zvitat ke tvorbé 1ézi. Na zakladé
téchto pokusl autofi oznacili tuto linii jako vhodného kandidata pro dalsi testovani pii tvorbé

vakciny proti jihoamerické leishmanidze (Sharma et al., 2022). Diky vySe popsanym
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vlastnostem se Cen”" leishmanie jevi jako vhodny model k vyvoji vakciny pro lidi, ktera stale
chybi a z divodu omezené dostupnosti 1ékti by jeji zavedeni predstavovalo v endemickych

oblastech uc¢innou zbrai v boji proti leishmanioze (Volpedo et al., 2022).

4.4.4 Vyhody a limitace CRISPR/Cas9 systému

Systém CRISPR je porovnani s ostatnimi vyuZzitelnymi metodami jednodussi na design,
vysoce specificky, u¢inny a vhodny pro editaci genomu rtiznych bunék a organismt (Ran et al.,
2013). Mezi vyhody CRISPR/Cas9 patii moznost odstranit vice alel ur¢it¢ho genu v jednom
kole selekce, protoze u leismanii jsou dilezité geny casto kodovany na nadpocetnych
chromozomech (Rogers et al., 2011). Systém je také mozno vyuzit pii studiu genové doze
u leishmanii, ktera pravdépodobné hraje roli v rezistenci proti 1¢kiim, virulenci a rychlé adaptaci
promastigotil 1 amastigotii v médiu nebo in vivo (Leprohon et al., 2014). V neposledni fadé
je vyhodou systému jeho rychlost, protoze pti delSich kultivacich a manipulacich in vitro ztraci
parazit virulenci. Soucasnou limitaci této metody je nedostatek inducibilnich systémi
CRISPR/Cas9 potiebnych k deleci esencidlnich gend. Tuto limitaci by mohla piekonat
podminéna aktivace CRISPR/Cas9, naptiiklad pomoci split-Cas9 nebo tetracyklinem
indukovanou expresi (Nguyen et al., 2016). Dalsi vyzkum a optimalizace této metody by mohl
pfinést moZnost celogenomovych studii k identifikaci esencialnich gend, které koduji mozné

cile terapie (Zetsche et al., 2015; Nguyen et al., 2016).

4.5 RNA interference

RNAI1 je dal$i metoda genového inzenyrstvi umoziujici snizeni genové exprese (Fire et al.,
1998; Kolev et al., 2011). Princip této metody je zalozen na Stépeni dvouvldknové RNA (ds)
na malé duplexy v pfitomnosti dvou Dicer-like enzymu (DCL1 a DCL2). Malé duplexy dsRNA
nasledné jsou Stépeny na single strand (ss) small interference RNA (siRNA) a vyuzity jako
navadéci sekvence enzymem Argonaut. Dicer ndsledné dimerizuje s faktorem R2D2 a spole¢né
s duplexem siRNA vytvaii iniciaéni komplex (RDI). Vytvofeni tohoto komplexu je nezbytné
pro vytvofeni RNA-inducing silencing komplexu (RISC) a naslednou degradaci celého
transkriptu, ¢imz ve vysledku dochazi ke snizeni exprese proteint (Liu et al., 2003).

U parazitickych protist, konkrétné u 7. brucei, byla RNAi objevena v roce 1998 (Ngo
et al., 1998). Z divodu ztraty Dicer-like a Argonaute proteinil selekénim tlakem v prabéhu
evoluce je RNAI drdha nefunkéni u vétSiny druht leishmanii, mezi které patii L. major, L.
donovani a L. mexicana, a z toho divodu nevyuzitelna k funk¢ni analyze genti (Lye et al., 2010;

Ullu et al., 2004; Cerutti & Casas-Mollano, 2008). Pfitomnost drahy RNAi byla potvrzena u L.
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(Viannia) braziliensis umoznujici jeji vyuZiti pro regulaci exprese reportérovych a endogennich
gent (Lye et al., 2010). Lye et al., 2010 se zabyvali uml¢enim exprese genli pomoci RNAi u L.
braziliensis, které bylo uspésné pro geny kodujici proteiny paraflagelarni tyce. Dalsi studie
se zabyvala Leishmania RNA virus 1 (LRV1) u L. braziliensis a L. guyanensis. Tento virus
je zodpoveédny za zvySenou virulenci a dokaze prezit i1 v ptipad¢ aktivni drahy RNAi. Za
pomoci RNAi byly generoviany LRV1 negativni linie, které¢ v infikovanych makrofazich

nevyvolédvaly zanétlivou cytokinovou odpovéd’ (Brettmann et al., 2016).

4.6 DalSi metody

V posledni dobé se u leishmanii pouziva také nékolik dalSich metod genového inzenyrstvi,
na priklad inducibilni expresni systémy (Yan et al., 2001), destabilizace proteini pomoci
destabilizac¢nich fiznich domén (Madeira da Silva et at., 2009) nebo dihydrofolat
reduktdzovych domén (Podesvova et el., 2017), delece substituci alel (Cruz et al., 1991),
zvySeni genové exprese a heterologni exprese (Kapler et al., 1990) a cos-seq metoda (Gazanion
et al., 2016). Témito metodami se v této praci ale nezabyvam z divodu mensi vyuzivanosti nez

u vyse popsanych metod (Santi & Murta., 2022).
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5 Zavér

Prestoze leishmanidza patii mezi zdvazna parazitdrni onemocnéni, stale nejsou znamy funkce
vSech genil a proteinil v tomto organismu a jejich vztah k patogenicité. Moderni metody
genového inzenyrstvi oteviraji nové moznosti manipulace s genomem leishmanii, coz
je dulezité nejen pro samotné védecké poznani, ale také pro nalezeni novych terapeutickych
cilt a 1éka.

Mezi nejvice vyuzivané metody pro studium leishmanii patii v soucasnosti
CRISPR/Cas9, RNA interference (RNA1), dimerizovatelnd Cre rekombinaza (DiCre), plasmid
shuffle a gene tagging (tabulka 1). V posledni dobé se u leishmanii zavadi také inducibilni
expresni systémy, metody destabilizace proteint, delece substituci alel, zvySeni genové
exprese, heterologni exprese a cos-seq metody, ale tyto metody se prozatim vyuzivaji jen
ziidka. Kazda z metod ma své vyhody a nevyhody a volba zavisi na zaméteni studie.
technologie, kterou lze vyuzit ke generovani mutantnich fenotypd u leishmanii a dalSich
patogennich organismii. I pies relativné kratkou existenci prekonal systém CRISPR/Cas9 starsi
metody genové manipulace v mnoha parametrech. Metoda CRISPR/Cas9 umoZzuje nejen
funkéni analyzu gend, ale také celogenomovy screening, studium regulace genové exprese
1 znaeni proteind, které lze vyuZit k jejich lokalizaci. I kdyz je CRISPR/Cas9 v soucasnosti
nejcastéji vyuzivanym nastrojem pro genové upravy leishmanii, je stale jeste ve stadiu vyvoje
a hledaji se nové modifikace, zjednodusuji se pracovni postupy a vyviji se nové bunécné linie
a plazmidy. Mezi nejvétsi vyhody tohoto systému patii jeho rychlost, finanéni nendro¢nost,
ucinnost a flexibilita, ale také komercéni dostupnost chemikalii a jednotlivych komponent
k provadéni experimentli. Ukazuje se, ze lze také piekonat souCasné limitace z divodu
nedostate¢né aktivace CRISPR/Cas9 u nékterych druht leishmanii, a to vyuZzitim novych linii
a indukovanou expresi, na ptiklad pomoci split-Cas9 nebo indukovanou expresi tetracyklinem.

Dals§i vhodnou metodou pro studiu leishmanii je DiCre, kterd umoziuje studovat
esencialni geny, regulovat genovou expresi a zjiStovat, které geny jsou nezbytné pro bunécnou
proliferaci a dalsi klicové procesy. Rozvoji této metody u leishmanii ptfedchazel objev
dimerizovatelné Cre rekombindzy, ktera je pro n€ mén¢ toxicka nez samotna Cre. Dalsi z metod
vyuzivanych u leishmanii je RNAIi. Jeji Siroké pouziti je vSak limitovano u vétSiny druhi
leishmanii, na ptiklad u L. major, L. donovani a L. mexicana, a to z divodu absence drahy
RNAI, ktera byla ztracena pii vétveni podrodu Viannia. Také plasmid shuffle lze vyuzit
ke studiu esencidlnich genti u leishmanii, které by mohly byt terapeuticky vyuzitelné. Dalsi

zmetod nazyvand gene tagging se pak prevazné vyuziva pro studium proteinid a jejich
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lokalizace ve viabilnim systému. Zejména jeji spojeni s CRISPR/Cas9 nabizi velmi u¢inny
nastroj pro studium virulence leishmanii. Obecné lze fici, ze dilezitym faktorem pifi vybéru
metody pro gene tagging je jeji rychlost a zpiisob znaceni proteinu. Vzhledem k tomu,
ze samotné znaceni proteinu muze také ovliviiovat jeho funkci, je Zadouci omezit manipulaci
na minimum a zavést systém kontrol pro ovéieni, ze k nécemu takovému nedoslo, stejné jako
pfi vyuziti ostatnich metod.

Vétsina praci zapojujicich nové metody genového inZenyrstvi u leishmanii byla
provedena na Ctyfech nejrozsifenéjSich druzich: L. major, L. mexicana, L. donovani a L.
braziliensis. Diky témto metodam se tyto druhy stavaji v posledni dob¢€ 1épe prostudované
a diky tomu slouzi jako modelové organismy pro vyzkum i ostatnich druhii. Déle je nutné
zminit, ze je Casto nezbytné postupy metod genového inzenyrstvi vyuzivané u jinych organismu
modifikovat a optimalizovat pro studium leishmanii. To vede k vétsi financni i Casové
narocnosti pii zavadéni modernich metod u téchto paraziti. Navic u nekterych druhti leishmanii
doslo ke zménam genomu, které komplikuji vyuziti téchto metod. Jednim z ptikladid je vyse
zminéna nefunkénost RNAi drahy zdivodu ztraty jejich klicovych komponent, coz
neumoziuje vyuzit metodu RNAi u parazit z podrodl Leishmania a Sauroleishmania. Dal§im
ptikladem je nedostatek inducibilnich systémit CRISPR/Cas9 potiebnych k deleci esencialnich
genl u nékterych druhti leishmanii, ktera limituje vyuziti tohoto systému. Nékteré limitace
tykajici se vyuzitelnosti CRISPR/Cas9 se jiz dati ptekondvat, na ptiklad vytvofenim parentalni
linie L. mexicana nesouci plasmid obsahujici Cas9 a T7 RNA polymeradzu nebo piipravou
bunéénych linii se zabudovanim téchto klicovych komponent do genomické DNA.

Ptestoze publikované prace u leishmanii vétSinou studuji jeden gen nebo protein,
v budoucnosti se ocekava studium celé fady gend a proteini soucasné. Revolu¢ni byl popis
barkodi, které umozniuje kvantifikovat desitky az stovky jednotlivych mutantli soucasné
pomoci sekvenovani nové generace. Tato metoda nabizi moznost sledovat vSechny mutantni
linie v riznych ¢asovych intervalech najednou. Vyhodou je, Ze barkddy pro vSechny geny jsou
vefejné dostupné v databazi TriTrypDB. Dale je dostupna také celd fada vhodnych primert,
plasmidt a bun&cnych linii pro manipulace s leishmaniemi na online portalu LeishGEdit.net.
Vyuziti téchto online databazi umoziuje nejen zrychleni navrhu primert, ale také moznost
srovnani vysledkii pochdzejicich z riznych laboratofi. Pro porovnani vysledki jednotlivych
studii bylo také dulezité vytvofeni zdroje referencnich organelovych markeri pomoci
znacenych proteint, ktera byla publikovana v roce 2019.

V soucasné dob¢ vznikd také celd tada projektii, které se zabyvaji genetickymi

modifikacemi leishmanii, jako je na pftiklad projekt LeishGEM (http://leishgem.org/). Tento
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projekt vyuziva vysoce vykonné genetické nastroje k pochopeni patogenicity leishmanii.
Projekt vyuziva reverzni genetiky a studuje fenotypy in vitro a in vivo v mysich modelech
s cilem sledovat zmény jejich chovani (mnoZzeni, pohyb, pfezivani, tvorba 1ézi atd.). Projekt
ma dvé faze, kdy se na zéklad¢ prvotniho screeningu vytipovavaji klicové geny pro jejich
naslednou hlubsi analyzu. V projektu je zapojena fada mezinarodnich pracovist'.

Ocekéavany vyvoj stale dokonalejSich néstroji molekularni biologie v budoucnosti
umozni nejen pochopit procesy a prispevek jednotlivych genti k chovani leishmanii, ale také
identifikavat nové terapeutické cile k 1€¢b¢ této nemoci. Oc¢ekava se také, ze rozvoj metod
genového inzenyrstvi pro vektory onemocnéni, o kterych je dosud jen velmi mdlo znamo,

umozni v budoucnosti lepsi pochopeni leishmanidzy.

wevr

leishmanii

Metoda Pouziti Limitace, klady, zapory
proteind

CRISPR/Cas9 | Studium Velmi perspektivni, rychlé, zdokonalovani
neesencialnich gena systému pro praci s esencialnimi geny

DiCre Studium esencialnich PFima moznost studia fenotypu — biologicky
genu kontext, méné Casové narocné nez plasmid

shuffle

RNAI Studium esencialnich Zmeény nejsou trvalé, funguji pouze u
genu nékterych druhd

Plasmid Studium funkce Pfima moznost studia fenotypu — biologicky

shuffle protein( kontext, Gasové narocné
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