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Abstrakt 

 

Tato práce je primárně zaměřená na metody reverzní genetiky u anaerobních prvoků. 

Jelikož se jedná o široké téma, metody popisované v této práci jsou vybrané s přihlédnutím 

konkrétně k parazitům člověka T. vaginalis, G. intestinalis a E. histolytica. 

Jako metody reverzní genetiky se označují postupy umožňující manipulaci s geny na úrovni 

DNA a RNA za účelem porozumět jejich vlastnostem a funkci. Získané znalosti umožňují 

v laboratořích zabývajících se parazitickými prvoky odhalovat příčiny jejich patogenity a 

usnadňovat tak například hledání nových léčiv. V neposlední řadě umožňují tyto znalosti 

porozumět metabolismu a buněčným funkcím, které jsou u prvoků často velmi specifické nebo 

naopak redukované. 

Mezi metody reverzní genetiky na úrovni DNA, které působí trvalou změnu cílové 

sekvence, patří homologní rekombinace nebo integrace cizorodé DNA do genomu. Dočasné nebo 

trvalé změny v expresi genů mohou být realizovány pomocí transkripčního umlčování genů, kde 

sekvence DNA zůstává beze změny, avšak dochází k represi exprese. Transkripční umlčování 

genů může být navozeno řadou mechanismů, například je v některých případech funkčně 

propojené s dráhou RNA interference, která se běžně uplatňuje u posttranskripčního umlčování 

genů na úrovni mRNA. Další techniky umlčování exprese genů rozebírané v této práci jsou např. 

užití antisense RNA, antisense oligonukleotidů a ribozymů.  

 

Klíčová slova: reverzní genetika, anaerobní prvoci, úplné umlčování genů, částečné umlčování 

genů 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

This work is focused on reverese genetics of anaerobic protists, mainly T. vaginalis, 

G. intestinalis and E. histolytica and deals with techniques and experimental procedures of 

genome manipulation in these parasites.  

Both DNA and RNA can be manipulated and the gene function can be disclosed using 

methods of reverse genetics. The knowledge gained is useful in many ways. For example, using 

these techniques crucial aspects of biology of parasitic prostist are studied, providing basis for 

potential development of new drugs. Utilization of such methods also helps to understand the 

cellular and metabolic pathways and mechanisms, that could be very diverse or reduced in  

protists.  

The methods of reverse genetics that result in permanent and inheritable changes in DNA 

are, for instance, homologous recombination or DNA integration. There is also a transcriptional 

gene silencing (TGS) technique to stop gene expression even though the coding DNA remains 

unchanged. TGS could be realized by several mechanisms, for example by RNA interference. 

RNA interference pathway, commonly known as posttranscriptional gene silencing mechanism, 

causes the breakage of mRNA or stops its translation. Other techniques of gene silencing involve, 

e.g., the expression of antisense RNA, oligonucleotudes and ribozymes.  

 

Key words: reverse genetics, anaerobic protists, gene silencing, knockout, knockdown 
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1 ÚVOD 

Vývoj metod reverzní genetiky umožnil v posledních letech odhalit funkce u mnoha genů 

různých organismů, což posouvá výzkum dál i v oblasti aplikovaného výzkumu a medicíny. 

Manipulace s geny může probíhat na úrovni DNA a způsobovat trvalé změny, nebo využívá 

přirozených obranných a regulačních mechanismů buněk při degradaci a inhibici mRNA (RNA 

interference, antisense oligonukleotidy). Další možností při určování funkce genů kódujících 

proteiny je cílená exprese mutantní formy proteinu, která má za následek vyvolání dominantně 

negativního fenotypu. Všechny uvedené techniky patří již mezi základní laboratorní metody 

používané v každé laboratoři, která se zabývá molekulární biologií.  

Tato práce je zaměřená na metody používané při odhalování funkce genů u anaerobních 

prvoků. Mezi anaerobními prvoky různých řádů se nachází i množství parazitů u vyšších 

obratlovců včetně člověka. Často se jedná o patogeny střevního a urogenitálního epitelu. Ačkoliv 

tyto organismy patří do různých řádů i říší, vykazují řadu společných znaků pro uzpůsobení života 

v hostiteli. Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis a Entamoeba histolytica jsou jednobuněční 

parazité, pro které je charakteristické redukované složení buňky. Jelikož ani jeden z těchto prvoků 

nemá klasickou mitochondrii, jsou někdy nazývány také jako amitochondriální organismy. Jako 

redukované mitochondrie označujeme například hydrogenosomy u T. vaginalis a mitosomy 

u G. intestinalis a E. histolytica. Metody pro manipulaci s těmito organismy v laboratoři jsou 

prozatím omezené, ale představují klíč k porozumění jejich fyziologii, adaptaci k parazitickému 

způsobu života a v důsledku toho také usnadňují vývoj nových postupů v léčbě parazitárních 

nákaz. 

 

Cílem této bakalářské práce je stručně představit základní metody a postupy reverzní 

genetiky, shrnout poznatky o jejich využití u anaerobních parazitických prvoků a nakonec také 

uvést obecné informace o vybraných nových metodách, které by mohly být potenciálně využitelné 

při studiu genomu anaerobních prvoků v budoucnosti. 
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2 REVERZNÍ GENETIKA  

Metody reverzní genetiky umožňují studovat funkci genu inhibicí jeho exprese. Toho 

můžeme dosáhnout tím, že provedeme mutaci v DNA sekvenci genu, inhibujeme jeho transkripci 

nebo translaci do funkčního proteinu. Fenotyp, který tímto způsobem vznikl, porovnáváme 

s původním, a usuzujeme tak na funkci studovaného genu. Na rozdíl od přímé genetiky, která 

zkoumá genetický základ již předem charakterizovaného fenotypu přes sto let, se reverzní 

genetika začala využívat až ke konci minulého století.  

Nedávná minulost přinesla zlom ve studiu genetiky a molekulární biologie v podobě 

automatického sekvenování. Dnes, kdy nejprve známe sekvenci studovaného genu, vyvstala 

nutnost používat rychlé a spolehlivé metody také pro zjištění jeho funkce. V postgenomické éře se 

právě reverzní genetika stala jedním z nejvíce využívaných způsobů, jak odhalovat funkce 

a význam nejrůznějších sekvencí (Hardy et al., 2010).  

Metody reverzní genetiky se dělí na dva základní směry, na úplné (knockout) a částečné 

(knockdown) umlčování genů.  

 

2.1 Inducibilní regulace genové exprese 

Geny nazývané esenciální jsou nezbytné pro životaschopnost organismu, tedy kódují 

naprosto klíčové proteiny, nebo zastávají důležitou regulační funkci. Z vlastností esenciálních 

genů tedy vyplývá, že není možné dosáhnout úplného umlčení genu a vyselektovat nulovou 

mutantu organismu. Nicméně právě esenciální geny se mohou stát potenciálními cíly léčiv v boji 

proti patogenům (Winzeler et al., 1999; Chalker and Lunsford, 2002). Tento problém se dá do 

jisté míry eliminovat použitím tzv. inducibilních systémů nebo pouze částečnou inhibicí exprese 

genu  (Gossen and Bujard, 1992).  

Jak u úplného i neúplného umlčování genů je velice důležité načasování a míra inhibice 

exprese. Expresi modifikovaného genu nebo regulujících sekvencí je možné řídit již na 

transkripční úrovni. Do regulačních oblastí DNA se váží represory či aktivátory, které po 

navázání některých speciálních látek mění svou aktivitu. Systém, kde jednoduchým přidáním 

nebo odebráním látky iniciujeme kaskádu vedoucí ke změně transkripce DNA, nazýváme 

indukční nebo také inducibilní.  

Mezi látky, které jsou využívány pro indukci exprese genu, patří IPTG (Isopropyl  

β-D-1-thiogalaktopyranosid) regulující laktózový represor a tetracyklin regulující tetracyklinový 

represor (Jacob and Monod, 1961; Wissmann et al., 1986; Gossen and Bujard, 1992).  

Tetracyklin-inducibilní systém byl úspěšně  zaveden u E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis 

(Hamann and Tannich, 1997; Sun and Tai, 2000; Ortiz and Johnson, 2003). U prvoků 
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G. intestinalis a E. histolytica lze navíc dosáhnout indukce exprese některých genů overexpresí 

stádiově specifických promotorů (Hehl et al., 2000; Ehrenkaufer et al., 2009).  

 

2.1.1 Represor/operátor regulovaná transkripce 

Tento systém regulace genové exprese využívá represorů, což jsou proteiny, které se váží na 

regulační oblast genu tzv. operátor. Operátor je regulační oblast, která předchází kódující 

sekvenci. Vazba represoru na operátor inhibuje nasedání transkripčních faktorů a RNA 

polymerázu. Represory jsou exprimovány konstitutivně. Teprve, když jsou z místa působení 

vyvázány svými inhibitory, může být transkripce zahájena. 

Jak laktózový (Lac), tak i tetracyklinový represor/operátorový (TetR/tetO) systém je 

odvozen z regulačních systémů transkripce genů v gram-negativní bakterii Escherichia coli 

(Jacob and Monod, 1961; Wissmann et al., 1986). Při studiu parazitických prvoků je nejvíce 

využívaný TetR/tetO systém (Meissner et al., 2007). Tet represor (TetR) je inhibován navázáním 

antibiotik tetracyklinu nebo jeho derivátem doxycyklinem. 

 

2.1.2 Trans-aktivátorem regulovaná transkripce  

Pro přesnější kontrolu a vyšší indukci exprese genů v savčích buňkách byl syntetizován 

tetracyklinem-kontrolovaný trans-aktivátor tTA (Gossen and Bujard, 1992). Tento transaktivátor 

(tTA) vznikl fúzí TetR a virového proteinu VP16. TetR se afinitně váže na operátor připojený 

k minimálnímu promotoru lidského cytomegaloviru (Gossen and Bujard, 1992). Transaktivátor 

tTA navázaný na promotor pak spouští expresi genu. Tento systém, kdy je tTA pouze za 

nepřítomnosti tetracyklinu aktivní a transkripce probíhá, se označuje jako „Tet-off“. Změnou 

několika aminokyselin v transaktivátoru (TetR části) se dosáhlo opačného mechanismu působení. 

Transaktivátor váže promotor a spouští transkripci jen v přítomnosti tetracyklinu tzv. „Tet-on“ 

systém (Gossen et al., 1995). Transaktivátorem regulovaná transkripce používaná u vyšších 

eukaryot není funkční u parazitických prvoků (Meissner et al., 2007). Tento systém byl však 

napodoben při výzkumu jednobuněčného parazita Toxoplasma gondii, kde byl minimální 

promotor povrchového proteinu SAG1 sfúzován s tetO sekvencí a TetR byl napojen na 

transaktivační doménu (TD) pocházející přímo z T. gondii (Meissner et al., 2002). 
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2.2 Úplné umlčování genů - knockout 

Knockout genu je trvalá změna DNA, která zcela zamezí projevu cílového genu. Může se 

jednat o jednoduché mutace DNA kódující aminokyseliny nebo změny celých sekvencí 

prostřednictvím delece, inzerce nebo rekombinace (Muller, 1999). 

 

2.2.1 Homologní rekombinace a integrace  

 Existuje několik způsobů jak knockoutovat gen. Konkrétních změn větších úseků DNA 

může být dosaženo pomocí homologní rekombinace, kdy dochází ke dvojitému cross-overu, nebo 

homologní integraci, kdy dochází k jednoduchému cross-overu. V obou případech se těchto dějů 

účastní proteiny přirozené homologní rekombinace v organismech. Tento fenomén byl poprvé 

popsán u crossing-overu během meiotické fáze buněčného dělení a vznikají při něm „Hollidayova 

spojení“ (Holliday junction).  

 Úspěšné experimenty byly prvně provedeny u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kde 

došlo k nahrazení původního genu kódující nefunkční protein jeho funkční formou pomocí 

homologní rekombinace (Hinnen et al., 1978).  

 

a) Vektor  inzerčního typu

b) Vektor  výměnného  typu

Zacílený gen

Zacílený gen

 

 

 

 

 

 

 

Obr.1: 

a) Vektor inzerčního typu obsahuje jedno místo homologie, po jeho linearizaci dojde k 

homologní rekombinaci se sekvencí původního genu. Sekvence vloženého genu je integrována 

do genomu. Původní gen může být inzercí rozrušen, nebo naopak duplikován. 

b)  Vektor výměnného typu dvě místa homologie s původní sekvencí. V obou místech dojde k 

homologní rekombinaci a vložený gen nahradí v genomu původní sekvenci. 

Převzato a upraveno (Hardy et al., 2010) 
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Knockout vedoucí k nulové mutaci lze nejsnáze provést homologní rekombinací. Sekvence, 

které následně pozmění nebo nahradí původní DNA, jsou do živých buněk dopravovány  

v tzv. vnášecích vektorech (Müller, 1999). Vektory nesou sekvenci rezistence vůči selekčnímu 

médiu. Existuje několik základních typů mechanismů homologní integrace a rekombinace 

(Obr.1). Inzerční vektory používající se při homologní integraci mají jedno místo homologie. 

Výměnné vektory pro homologní rekombinaci mají dvě místa homologie. 

Knockoutu genu pomocí homologní rekombinace bylo dosaženo u T. vaginalis (Land et al., 

2004; Bras et al., 2013). Tuto techniku je ale obtížné použít u G. intestinalis, neboť se jedná 

o organismus diploidní s dvěma rovnocennými jádry a u E. histolytica také z důvodu 

mnohojadernosti a polyploidie u trofozoitů (Meissner et al., 2007). 

 

2.2.2 Transkripční umlčování genů (TGS) 

TGS je inaktivace oblastí DNA speciálními modifikacemi ve struktuře chromatinu. 

Chromatin může být indukovaný různými faktory k vytvoření represivní struktury, která zamezí 

transkripci DNA. Tyto změny jsou epigeneticky dědičné. Jsou prokázány u mnoha eukaryot a 

slouží k regulaci genové exprese (Huang, 2002; Moazed, 2001). Mechanismus podobný TGS je 

popsán u E. histolytica (Bracha et al., 2003). 

 

2.3 Částečné umlčování genů - knockdown 

Při částečném umlčování genů nelze dosáhnout úplné a trvalé inhibice genové exprese. 

DNA zůstává zpravidla beze změny a techniky ve většině případů zabraňují expresi genu na 

úrovni RNA.  

 

2.3.1 RNA interference 

Schopnost exogenní dsRNA spouštět dráhu cílené RNA degradace byla poprvé objevena 

a vysvětlena u hlístice Caenorhabditis elegans, kde krátké dvouřetězcové molekuly RNA 

(dsRNA) spouštějí degradaci jim zcela komplementárních úseků mRNA (Fire et al., 1998). 

Mechanismem RNA interference (RNAi) bylo záhy vysvětleno i posttranskripční umlčování genů 

u rostlin prováděné od začátku devadesátých let (Hamilton and Baulcombe, 1999). Při výzkumu 

rostlin byla také poprvé uvedena hypotéza o RNA interferenci, jako o přirozené obraně proti 

virům (Ratcliff et al., 1997). 
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1.

2.

3.

4.

 

 

 

 

 

 

 

  

Dlouhá dvouvláknová RNA slouží jako substrát pro enzym Dicer, který je schopný štěpit 

delší molekuly na kratší úseky siRNA (small interfering RNA). Členové proteinové rodiny 

Argonaut (Bohmert et al., 1998; Meister, 2013) se aktivují těmito krátkými dvouvláknovými 

molekulami siRNA a společně pak tvoří komplex RISC (RNA-induced silencing complex) 

(Hammond et al., 2000). Komplex RISC je naváděn jedním z vláken siRNA (guide) k cílové 

mRNA a po navázání ji degraduje endonukleázovou aktivitou proteinu Argonaut. Pokud není 

„guide“ RNA zcela komplementární k cílové mRNA, směřuje RISC společně s pomocnými 

proteiny mRNA do speciálních kompartmentů, kde nedochází k její translaci. Takový způsob se 

označuje jako represe mRNA nezávislá na štěpení (Liu et al., 2005). Prezence výše zmíněných 

Obr.2: 

Klasická dráha RNA interference 

dsRNA je proteinem Dicer procesována na siRNA molekuly (1.). Ty tvoří společně s proteinem 

Argonaut komplex RISC (2.). Antisense RNA v komplexu se váže ke komplementární mRNA (3). 

Protein Argonaut degraduje cílovou mRNA (4.). 

Převzato a upraveno (Stevenson, 2003)  
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proteinů v genomech organismů slouží jako jeden z ukazatelů, zda dráha RNAi v organismu 

přirozeně probíhá, nebo zda ji lze uměle indukovat (Obr.2).  

RNAi u parazitických protist se nejčastěji využívá při výzkumu Trypanosoma brucei, jenž 

patří mezi vůbec první organismy, u kterých byla dráha RNAi objevena (Ngo et al., 1998). 

Proteiny homologní ke klíčovým kompartmentům RNA interference, jako je Dicer (Dic) 

a Argonaut (Ago) byly v genomu  E. histolytica, G. intestinalis a T. vaginalis identifikovány 

(Loftus et al., 2005; Ullu et al., 2005; Carlton et al., 2007). U E. histolytica a G. intestinalis byla 

rovněž objevena RNA dependentní RNA polymeráza (RdRp). RdRp, která syntetizuje sekundární 

siRNA podle vzoru primárních siRNA, není pro dráhu RNA interference nezbytná, amplifikuje 

však siRNA, a zesiluje tak celkovou dráhu RNA interference (Sijen et al., 2001). 

Dráhu RNA interference (RNAi) spouští kromě dlouhé dsRNA i tři typy malých RNA; 

siRNA (small interfering RNA), miRNA (micro RNA), piRNA(piwi RNA) (Fire et al., 1998; Lee 

et al., 1993; Aravin et al., 2001).   

 

2.3.1.1 siRNA molekuly 

Malé interferující molekuly RNA (siRNA) byly poprvé objeveny u rostlin (Hamilton and 

Baulcombe, 1999). Jejich schopnost aktivovat dráhu cílené RNA degradace však byla zjištěna až 

u C. elegans, kde krátké dvouřetězcové molekuly spouštěly degradaci jim zcela 

komplementárních úseků mRNA (Fire et al., 1998). Pro siRNA molekuly je specifická především 

jejich délka, pohybující se zpravidla mezi 20 až 30 nukleotidy, (Atayde et al., 2011). 

 

2.3.1.2 microRNA molekuly 

Na regulaci genové exprese se kromě siRNA mohou podílet další malé RNA molekuly 

o přibližně stejné velikosti a s podobnou funkcí. Důležité jsou především microRNA (miRNA), 

jež jsou ve většině případů derivovány z pri-miRNA (primární miRNA), která je kódována 

v podobě vlásenek a smyček (Bartel, 2004). U některých organismů včetně G. intestinalis byly 

potvrzené také miRNA molekuly pocházející ze snoRNA (malá jadérková RNA) (Saraiya and 

Wang, 2008). Po úpravě původního transkriptu vzniká miRNA vázající se na mRNA. Na rozdíl 

od siRNA není miRNA komplementární k cílové RNA přesně, ale pouze částečně. V tomto 

případě nedochází zpravidla k přímé degradaci RNA pomocí komplexu RISC, ale pouze k 

pozičnímu bránění translace (Olsen and Ambros, 1999), popřípadě nasměrování mRNA do 

takzvaných P-tělísek (processing bodies) (Liu et al., 2005). U některých živočichů a většiny 

rostlin může  miRNA stejně jako siRNA iniciovat degradační dráhu (Carrington and Ambros, 

2003). 
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2.3.2 Umlčování genů nezávislé na RNA interferenci 

Mezi další činidla schopná částečného umlčení genů patří některé syntetické 

oligonukleotidy bránící expresi genů různým způsobem a to během transkripce formováním 

triplexů s DNA, translace (antisense RNA, oligonukleotidy, ribozymy), nebo posttranslačně 

inhibicí funkce proteinu (aptamery, mutované proteiny) (Toulme et al., 1997). Nejpoužívanější 

jsou  „antisense“ RNA, oligonukleotidy a ribozymy. 

 

2.3.2.1 Antisense RNA 

Při této technice je exprimována celá kódující sekvence mRNA v antisense orientaci (Izant 

and Weintraub, 1984). Předpokládá se, že tato antisense RNA páruje s komplementární mRNA a 

zabraňuje její translaci. To jakým způsobem umlčování probíhá je nejasné. Je možné, že vzniklá 

dsRNA je dále procesována dráhou RNAi. Mohlo by se ale také jednat o poziční bránění translace 

nebo o destabilizaci mRNA popřípadě její degradaci RNázou H. Každopádně je zřejmé, že 

některé mRNA jsou na destabilizaci pomocí antisense RNA náchylnější než jiné a některé jsou na 

druhou stranu vůči této technice rezistentní (Harland and Weintraub, 1985). Sekvence v antisense 

orientaci je buď vnášena již v podobě vláken RNA (Harland and Weintraub, 1985), nebo je 

exprimována z DNA na vnášecím vektoru. 

    

2.3.2.2 Antisense oligonukleotidy 

Antisense oligonukleotidy jsou zpravidla 13-25 bází dlouhé oligomery komplementární 

k cílové RNA, která se využívá k umlčování genů (Dias and Stein, 2002; Toulme et al., 1997). 

Tyto jednořetězcové oligomery hybridizují s cílovými nukleovými, se kterými tvoří duplexy 

(triplexy) a prostorově blokují transkripci/translaci nebo jsou rozeznávány RNázou H a 

degradovány (Hausen and Stein, 1970). V živých systémech se zpravidla užívají chemicky 

modifikované oligonukleotidy, aby se předešlo jejich rychlé degradaci v buňce (Toulme et al., 

1997). Poprvé byly krátké antisense oligonukleotidy použity Zamecnikem a Stephensonem 

(1978). Ti vyrobili 13-mer komplementární k RNA sekvenci viru a ten úspěšně blokoval jeho 

integraci do genomu hostitele (Zamecnik and Stephenson, 1978). Oligonukleotidy můžeme třídit 

do skupin dle jejich struktury a náboje hlavního řetězce a podle mechanismu působení (Obr.3). 

Mezi záporně nabité oligonukleotidy rekrutující RNázu H (první generace) patří přirozené 

fosfodiestery a modifikované fosforothioláty DNA, mezi oligonukleotidy působící bez účasti 

RNázy H (druhá a třetí generace) se řadí především 2-O´-methyl RNA, 2´-O-alyl RNA, 

morfolina, N3P5 phosphoroamidy (NP), peptido-nukleové kyseliny (PNAs) a locked nucleic acid 

(LNA) (Kurreck, 2003). 
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2.3.2.3 Typy chemicky modifikovaných antisense oligonukleotidů 

 

I. Fosforothioáty 

V těchto chemicky modifikovaných oligonukleotidech, poprvé vyrobených koncem 60 let je 

jednovazebný atom kyslíku fosfodiesterové vazby nahrazen atomem síry (De et al., 1969). Atomy 

síry pak činí celý řetězec více odolný vůči působení endogenních nukleáz. Díky zápornému 

náboji, vznikajícímu mezi neesterifikovanými atomy kyslíku a síry na fosfátu (Stein and Cohen, 

1988), jsou fosforothioáty více rozpustné, což usnadňuje jejich buněčný transport. Poprvé byly 

použity in vitro v T-lymfocytech, kde úspěšně inhibovaly virus HIV (Matsukura et al., 1987). 

Tyto modifikované DNA oligonukleotidy degradují mRNA, stejně jako původní řetězce 

s fosfodiesterovou vazbou, pomocí RNázy H (Cazenave et al., 1987). Mezi nevýhody 

fosforothioátů patří především jejich vedlejší účinky, kdy může například dojít k jejich 

nespecifickému navázání na některé proteiny v buňce (Dias and Stein, 2002). 

 

II. Oligonukleotidy 2. generace 

 Jako oligonukleotidy druhé generace se označují RNA oligonukleotidy nebo RNA 

fosforothioáty s modifikovanou 2´-OH skupinou nukleosidu. Mezi nejčastější modifikace na  

2´-OH skupině patří 2´-O-methylace (Inoue et al., 1987a; Shibahara et al., 1989), 2´-O-allylace 

(Iribarren et al., 1990) a 2´-O-methoxy-ethylace (Baker et al., 1997). Syntetické 

Obr.3: 

Různé typy chemicky modifikovaných 

oligonukleotidů využívaných při 

antisense technikách 

Převzato a upraveno (Kurreck, 2003)  
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RNA oligonukleotidy prokázaly nižší toxicitu a větší stabilitu (Kurreck et al., 2002) než komplexy 

s DNA oligonukleotidy, popřípadě DNA fosforothioáty. První experimenty potvrzující účinnost 

RNA oligomerů byly prováděny s virem HIV, kde úspěšně blokovaly translaci virové mRNA 

(Shibahara et al., 1989). Homooligomery těchto ribonukleotidů se používají pro svou stálost a 

odolnost vůči RNáse H také jako hybridizační sondy (Iribarren et al., 1990). Pokud chceme docílit 

štěpení mRNA RNásou H a zároveň zvýšit jejich stabilitu, existují chimérické oligonukleotidy, 

tzv. gapmery. Ty jsou tvořeny ústředním řetězcem DNA fosforothioátů, který v duplexu s mRNA 

aktivuje RNásu, a jsou ohraničené na 5´a 3´konci 2´-O-alkyl RNA, stabilizující celý řetězec 

(Inoue et al., 1987b). 

 

III. Peptidové nukleové kyseliny (PNA) 

Peptidové nukleové kyseliny patří mezi stericky bránící oligonukleotidy. PNA mají 

nahrazenou cukr-fosfátovou kostru polyamidovým řetězcem, který přesně kopíruje podobu 

klasických NK počtem vazeb a také jejich vzdálenostmi (Nielsen et al., 1991). Tyto agens párují 

s jednořetězcovými a dvouřetězcovými RNA/DNA skrz Watsonovy-Crickovy vazby, a takto 

vzniklé duplexy či triplexy se vyznačují vysokou stabilitou (Egholm et al., 1993). Škála působení 

těchto oligonukleotidů je poměrně široká: inhibice transkripce (Hanvey et al., 1992), bránění 

navázání transkripční faktorů (Vickers et al., 1995), inhibice sestřihu a translace mRNA (Mologni 

et al., 1999; Karras et al., 2000). 

Jako i u ostatních nenabitých oligonukleotidů je největší překážkou při jejich užívání 

transport do buňky. Transport je umožněn například spárováním PNA s negativně nabitými 

oligomery, lipidy nebo proteiny (Larsen et al., 1999).  

 

IV. Morfolino  

K prvnímu použití morfolinového cyklu jako náhrady za ribózu (deoxyribózu) v nukleosidu 

došlo na konci 80. let (Stirchak et al., 1989). Také fosfodiesterová vazba v základním řetězci byla 

postupně nahrazována různými analogy. Dnes se využívají především morfolina propojená 

fosforamidovou vazbou a primárně zacílená na RNA (Summerton and Weller, 1997). Tyto 

morfolinové DNA analogy jsou nenabité, velmi stabilní, nepodléhají degradaci buněčnými 

enzymy, a tudíž netvoří odpad toxický pro buňku (Hudziak et al., 1996). Existují tři základní 

mechanismy působení morfolinových oligonukleotidů. Inhibice translace je velice účinná, pokud 

je morfolinový 25-mer zacílen před iniciační kodon nebo na prvních asi 30 nukleotidů překládané 

sekvence mRNA, kde znemožňuje účinné sestavení komplexu malé jednotky ribozomálního 

komplexu (Summerton, 1999). Kromě translace je možné morfolinovými antisense 
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oligonukleotidy inhibovat také sestřih pre-mRNA (Morcos, 2007) a vazbu regulačních faktorů 

translace k mRNA (Cibois et al., 2010). 

Nevýhoda morfolin spočívá obdobně jako u PNA a dalších nenabitých antisense 

oligonukleotidů především v obtížném doručení do místa působení (Summerton, 1999).  

 

V. Ribozymy  

RNA s katalytickou aktivitou, neboli ribozym, byla poprvé objevena v podobě  

„self-splicing“ intronů (schopných samosestřihu) třídy I. u nálevníka Tetrahymena thermophila 

(Kruger et al., 1982). Jako velké ribozymy, dosahující délky až tisíců bází, se označují introny I. 

a II. třídy a RNása P (Kruger et al., 1982; Michel et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983). Mezi 

malé ribozymy o velikosti desítek až stovek bází řadíme viroidový hammerhead ribozym, hairpin 

ribozym a hepatitis delta ribozym (Prody et al., 1986; Haseloff and Gerlach, 1992; Buzayan et al., 

1986). Nejvíce využívaným ribozymem v technikách knockdownu je hammerhead ribozym. 

Molekuly hammerhead ribozymu mají specifickou konzervovanou strukturu, skládající se ze tří  

α helixů a katalytického jádra. První krystalová struktura byla vytvořena r. 2006 Martickem a 

Scottem (Martick and Scott, 2006). Přírodní hammerhead ribozymy štěpí ve většině případů samy 

sebe cis reakcí – to znamená intramolekulárně (Hammann and Lilley, 2002). Uměle mohou být 

konvertovány na formu štěpící trans, tedy jiné RNA molekuly s odpovídající sekvencí 

(Uhlenbeck, 1987; Haseloff and Gerlach, 1988).  

 

Cílová mRNASekvence ribozymu

Variabilní ramena 

vázající substrát

Katalytická doména 

 

Obr.4: 

Obecná struktura hammerhead ribozymu 

Převzato a upraveno (Kurreck, 2003)  
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2.3.3 Dominantně negativní mutace 

Ze sekvence cDNA dnes můžeme snadno pomocí bioinformatických metod vytipovat 

konzervované domény a aktivní místa kódovaných proteinů. Pro potvrzení našeho odhadu 

o funkci proteinů v in vivo systémech se používá metoda dominantně negativní mutace (Dominant 

Negative) (Sheppard, 1994). Nejdříve se provede cílená mutace na úrovni DNA. Tato DNA, která 

exprimuje pozměněný produkt, je vektorem vnesena do buněk, zatímco exprese původní DNA 

není nijak pozměněna. Mutantní protein může ovlivnit svůj přirozený protějšek a jeho funkční 

dráhu několika způsoby (Herskowitz, 1987). Pokud protein funguje sám ve formě monomeru, 

kompetuje mutantní forma s původní formou o substrát. Nefunkční protein se zpravidla na 

substrát naváže, ale není již schopen katalyzovat další reakce. V případě, že protein tvoří  

homo- nebo heterodimery, se mutace proteinu zpravidla navrhuje tak, aby protein byl schopen 

vazby do komplexu s ostatními proteiny, popřípadě i se substrátem. Dále je ale tento agregát již 

nefunkční (Herskowitz, 1987). Nejvýraznějšího fenotypu se dosahuje, pokud mutantní protein 

inhibuje některý z limitujících kroků enzymatických drah (Sheppard, 1994). K indukci exprese 

dominantně negativního proteinu lze u anaerobních parazitů použít TetR/tetO systému 

(Ramakrishnan et al., 1997; Ortiz and Johnson, 2003; Sun and Tai, 2000). 

 

3 REVERZNÍ GENETIKA U ANAEROBNÍCH PRVOKŮ 

3.1 Umlčování genů u Trichomonas vaginalis 

Trichomonas vaginalis je anaerobní prvok patřící do třídy Parabasalia, kmene Metamonada. 

Obsahuje jedno haploidní jádro s genomem o velikosti asi 160 Mb (Carlton et al., 2007).  

T. vaginalis parazituje na slizničním epitelu urogenitálního traktu. U člověka způsobuje sexuálně 

přenosnou chorobu - trichomoniázu.  

 

3.1.1 Transfekční techniky 

Transientní a stabilní transfekce byla pro manipulaci s T. vaginalis zavedena v roce 1997. 

Autoři zde připravili několik konstruktů nesoucích různé markerové a selekční geny, např. 

chloramfenikol acetyltransferázu (CAT), luciferázu (LUC) a neomycin fosfotransferázu (NEO), 

která umožňuje rezistenci vůči působení geneticinu (Delgadillo et al. 1997). Markerový gen je 

zpravidla ohraničen na 5´a 3´ konci nepřekládanými oblastmi (UTR) genu, který je v T. vaginalis 

přirozeně silně exprimován. Transfekce se provádí metodou elektroporace. Jako selekční markery 

se u T. vaginalis nejčastěji používá gen pro neomycin fosfotransferázu, rovněž lze použít 
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hygromycin fosfotransferázu a puromycin acetyltransferázu (Delgadillo et al., 1997; Ortiz and 

Johnson, 2003)(Hrdy et al., 2004). 

 

3.1.2 Inducibilní regulace exprese 

Pro regulaci exprese exogenní DNA byl vyvinut TetR/tetO systém (Ortiz and Johnson, 

2003). Jedna kopie sekvence tetracyklinového operátoru, vložená mezi iniciátor a ATG kodon, 

řídí expresi genu a je regulována tetracyklinovým represorem. Represor, který nasedá na operátor 

a tedy inhibuje transkripci, může být vyvázán pouze antibiotikem tetracyklinem (doxycyklinem). 

Podle změřené kinetiky reakce je indukce exprese genu v případě CAT patrná přibližně 6 hodin 

po přidání tetracyklinu a maxima dosahuje po 48 hodinách. Tyto experimenty ukazují, 

 že inducibilní exprese je časově závislá (Ortiz and Johnson, 2003). 

 

3.1.3 Úplné umlčení genu - knockout 

Knockout genu pomocí homologní rekombinace je u T. vaginalis, na rozdíl od 

G. intestinalis a E. histolytica, v zásadě jednodušší díky haploidnímu genomu. Na druhou stranu 

se T. vaginalis vyznačuje duplikací mnoha genových rodin (Carlton et al., 2007), zatímco 

jednokopiových genů vhodných pro provedení experimentu je relativně málo. První knockout byl 

proveden u genu pro ferredoxin1 (Land et al., 2004). Ferredoxin je klíčový protein, účastnící se 

přenosu elektronů v hydrogenosomu (redukovaná mitochondrie) trichomonád (Marczak et al., 

1983). Knockout byl ověřen metodou Southern blotu a Western blotu, avšak nebyl pozorován 

žádný významný fenotyp, což bylo později vysvětleno nálezem dalších homologů ferredoxinu 

v genomu T. vaginalis (Carlton et al., 2007). 

Knockout se provádí metodou vytěsnění genu (gene replacement), kdy je celá původní 

sekvence nahrazena genem pro selekční marker. Ten je na 5´ a 3´konci ohraničen nepřekládanými 

oblastmi cílového genu (Land et al., 2004; Bras et al., 2013). Plazmid nesoucí takto připravený 

gen je nejdříve pomnožen ve velkém množství v bakteriích. Po izolaci je in vitro štěpen 

a linearizovaný konstrukt je elektroporován do buněk.  K procesu rekombinace pak dochází 

náhodně mezi homologními sekvencemi genu původního (cílového) a vloženého. Aby se předešlo 

kontaminaci cirkulárním plazmidem a selekci falešně pozitivních buněk, byly použity dvě 

restrikční endonukleázy pro linearizaci vnášené DNA a jedna restrikční endonukleáza, štěpící 

v sekvenci vnášecího vektoru (Land et al., 2004). Populace transformovaných buněk je vhodné 

klonovat a vyizolované klony dále analyzovat zvlášť (Land et al., 2004; Delgadillo et al., 1997).  

Tento postup byl úspěšně zreprodukován na genu pro hydrogenosomální membránový 

protein (hmp23) (Bras et al., 2013). Pro úspěšnou selekci transformovaných buněk bylo nutné 
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snížit koncentraci antibiotika geneticinu (G418) ze 100 na 80 g/ml. Autoři dále v tomto případě 

neizolovali klonální populaci. Úspěšné vytěsnění hmp23 bylo potvrzeno metodou PCR. 

V buňkách hmp23-knockout byly pozorovány zvětšené hydrogenosomy, což je první 

zaznamenaný fenotyp trvalého umlčování genu u T. vaginalis. Nicméně tato změna ve velikosti 

hydrogenosomů neměla žádný vliv na životaschopnost a růst buněk (Bras et al., 2013). 

 

3.1.4 RNA interference 

V genomu T. vaginalis byly identifikovány dva homology pro protein Argonaut a gen pro 

protein podobný Diceru (Carlton et al., 2007). Další studie potvrdily výskyt asi 11 microRNA 

(miRNA) molekul, které by se mohly přirozeně účastnit regulace exprese genů bráněním translace 

mRNA (Chen et al., 2009). Existuje tedy teoretická možnost využít RNA interferenci pro umlčení 

exprese genů. 

 Článek z roku 2005 hovoří o degradaci mRNA kódující peroxiredoxin a thioredoxin 

reduktázu pomocí RNA interference. Autoři zde vpravili do buněk 21-23nt molekuly dsRNA, což 

vedlo k snížení exprese mRNA do proteinů (Zhang et al., 2005). Z dostupných informací ale není 

zřejmé, zda byly cílové mRNA molekuly skutečně degradovány. Navíc na tyto výsledky autoři 

ani nikdo jiný nenavázal. Jelikož byly molekuly miRNA u T. vaginalis objeveny až později (Chen 

et al., 2009), zůstává nejasné, zda u T. vaginalis dochází k inhibici exprese genu skutečně 

degradací mRNA řízenou molekulami siRNA, nebo zda dochází spíše k bránění translace pomocí 

miRNA.  

 

3.1.5 Antisense RNA 

První antisense techniky byly využity při studiu funkce AP65 a AP33 (Mundodi et al., 2004; 

Mundodi et al., 2007), což jsou povrchové proteiny, pomáhající parazitu při adherenci k buňkám 

vaginálního epitelu hostitele (Alderete and Garza, 1988). AP65 a AP33 navíc vykazují duální 

funkci jako malát dehydrogenáza (malic enzyme) (Hrdy and Müller, 1995), respektive 

 α-sukcinyl CoA syntetáza, působící v hydrogenosomech (Alderete et al., 2001). Plazmidové 

konstrukty nesou selekční markery a celou sekvenci pro transkripci cílové mRNA v orientaci 

sense, nebo antisense. Zatímco buňky transfekované plazmidem s antisense sekvencí vykázaly 

pokles v expresi mRNA pro ap65 a ap33 v rozmezí 60-70 %, buňky obsahující plazmid prázdný, 

nebo se sense sekvencí, sloužily jako kontrola a neukázaly žádný pokles exprese (Mundodi et al., 

2004; Mundodi et al., 2007). Dalším výzkumným týmům se nepodařilo tyto experimenty 

zreprodukovat.  
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3.1.6 Antisense oligonukleotidy 

Při umlčování exprese genů byly u tohoto prvoka experimentálně použity oligonukleotidy 

s připojenými fosforothioáty na obou koncích (Munoz et al., 2012). Autoři této studie zacílili 

sense a antisense oligonukleotidy na mRNA blízko 5´ konce v pozici 50-86 nt od iniciačního 

kodonu. Syntetizované oligonukleotidy byly přidány volně do média s buňkami a celý systém byl 

inkubován po 18 hodin v 37°C. Buňky inkubované se sense oligonukleotidy sloužily jako 

kontrola. Poté byla kultura promyta ve fosfátovém pufru a snížení exprese proteinu bylo dále 

analyzováno metodou imunoblotingu. Ze tří proteinů bylo při použití antisense oligonukleotidů 

dosaženo umlčení exprese pouze u genu pro protein-fosfatázu 1 gama (PP1γ), zatímco geny pro 

PP1α a PP1β nevykázaly změny exprese. Tento experiment nebyl prozatím úspěšně zopakován 

u dalších proteinů T. vaginalis. Dále z uvedených negativních výsledků v případě PP1α a PP1β  

tedy vyplývá, že se nejedná o příliš stabilní a spolehlivou techniku.  

 

3.1.7 Dominantně negativní mutace  

Technikou dominantně negativní mutace byla nedávno částečně objasněna funkce jednoho 

z 8 proteinů DRPs (dynamin related proteins), nacházejících se v genomu T. vaginalis  

(Wexler-Cohen et al., 2014; Carlton et al., 2007). TvDRP (TVAG_350040) byl mimo cytoplazmu 

lokalizován i v hydrogenosomech, kde pomáhá při jejich dělení. Jednobodová mutace v  

DNA sekvenci proteinu, jež vedla ke změně lysinu v pozici 38 na alanin, znemožnila vazbu GTP 

do katalytického místa. Exprese mutovaného proteinu měla za následek buňky s menším počtem 

ale až o 74 % většími hydrogenosomy (Wexler-Cohen et al., 2014). Dalším projevem byl zvýšený 

výskyt periferních vesiklů (PV) na povrchu hydrogenosomů, který buď potvrzuje způsobený 

defekt hydrogenosomální membrány, nebo také souvisí s vyšším stresem u buněk s nedělícími se 

hydrogenosomy (Benchimol, 2009). Buňky transfekované plazmidem, který exprimoval mutantní 

protein, byly selektovány na 100 g/ml G418 (Wexler-Cohen et al., 2014). 

 

3.2 Umlčování genů u Giardia intestinalis 

Tento zástupce z řádu diplomonád se vyskytuje jako parazit tenkého střeva u různých druhů 

savců. V životním cyklu se střídají dvě stádia - odolná cysta a trofozoit. Hostitel se nejčastěji 

nakazí kontaminovanou vodou obsahující cysty a může u něj dojít ke giardióze, nekrvavému 

průjmovému onemocnění. Trofozoiti dokáží obměňovat antigenně specifické povrchové proteiny 

(variant-specific surface proteins - VSPs), aby unikli imunitnímu systému (Adam et al., 1988). 
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Pro tohoto parazita jsou specifická dvě transkripčně aktivní diploidní jádra (Kabnick and Peattie, 

1990). Genom G. intestinalis obsahuje přibližně 11,7 Mb (Morrison et al., 2007). 

 

3.2.1 Transfekční techniky 

Giardia intestinalis se transfekuje elektoporací (Yee and Nash, 1995) nebo pomocí 

RNA viru (Yu and Wang, 1996). V případě použití giardiového viru (GLV) je selekční marker 

nebo gen, který chceme exprimovat, ohraničen virovými sekvencemi. Celý konstrukt je in vitro 

transkribován a transfekován do buněk infikovaných GLV. RNA se v buňkách replikuje, 

transkribuje a následně infikuje další jedince (Yu and Wang, 1996; Yu et al., 1996). Plazmidy pro 

stabilní transfekční systém obsahují jako selekční markery neomycin fosfotransferázu, nebo 

puromycin-N-acetyltransferázu (Sun et al., 1998; Singer et al., 1998).  

 

3.2.2 Inducibilní regulace exprese 

Indukce exprese je u G. intestinalis řízena TetR/tetO systémem. Nejvyšší inducibilitu 

prokazuje systém, kde je exprese vloženého genu řízena syntetickým promotorem genu ran, za 

který jsou vloženy dvě tandemové sekvence tetracyklinového operátoru (Sun and Tai, 2000). Pod 

dalšími ran, respektive gdh promotory, je na stejném vektoru exprimován také selekční marker 

plazmidu a sekvence kódující tetracyklinový represor (Obr.3) (Sun and Tai, 2000). Konstitutivně 

exprimovaný TetR se váže na tetO a brání transkripci. Po přidání tetracyklinu je tetO uvolněn 

a probíhá exprese.  

 

O O

luc+ tetR neo

rangdhran

 

 

 

 

 

Systém založený na encystačně specifickém promotoru genu cwp1(cyst wall protein) 

umožňuje expresi markerového genu např. GFP (green fluorescent protein) specificky během 

encystace trofozoitů (Hehl et al., 2000). Nepřekládaná oblast na 5´ konci o délce 110 bp od 

Obr.5: 

Konstrukt pro tetracyklin-inducibilní expresi genů u G. intestinalis 

Převzato a upraveno (Sun and Tai, 2000)  
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start kodonu cwp1 nese specifické cis-DNA elementy, které jsou rozeznávány transkripčními 

faktory (TF) při zahájení encystace. 3´ oblast genu naopak nese sekvenci pro řízenou degradaci 

mRNA po ukončení encystace (Hehl et al., 2000). Stejné vlastnosti má i gen cwp2, který autoři 

použili k řízené expresi genu pro luciferázu (Davis-Hayman et al., 2003). Je zjevné, že tento 

systém má ale v porovnání s jinými indukčními systémy poměrně omezené pole působnosti, 

ačkoliv stádium encystace je velice důležité při výzkumu patogenity parazita a studiu 

vesikulárního transportu (Gaechter et al., 2008). 

 

3.2.3 Úplné umlčení genu - knockout 

Pokud je transfekovaná DNA linearizovaná, dochází u G. intestinalis k homologní 

rekombinaci do genomu (Singer et al., 1998). V praxi ale zatím není možné provést úspěšný 

knockout u obou diploidních jader, a proto se tato technika nevyužívá. 

 

3.2.4 RNA interference 

Genom Giardia intestinalis obsahuje všechny hlavní komponenty dráhy RNA interfence; 

RNA dependentní RNA polymeráza (RdRp), Dicer (Dic) a Argonaut (Ago) (Ullu et al., 2005). 

U G. intestinalis byla prokázána existence funkční dráhy RNAi a to přirozeně při regulaci exprese 

variantních povrchových proteinů (variant-specific surface proteins - VSPs) (Prucca et al., 2008; 

Saraiya and Wang, 2008). Protein Dicer nalezený v G. intestinalis má typickou  endonukleázovou 

aktivitu, štěpí dlouhé dvouřetězcové RNA na 20-30 nt krátké molekuly RNA, což bylo potvrzeno 

studií in vitro a v heterologním expresním systému (MacRae et al., 2006). Všechny proteiny 

RNAi působí v cytoplazmě a RdRp je asociována s ribozomy na povrchu drsného 

endoplazmatického retikula (Prucca et al., 2008). Při umlčení proteinů RdRp a Dicer pomocí 

antisense RNA je exprimováno více VSPs na povrch buňky, ačkoliv u normálního fenotypu je 

generován vždy pouze jeden VSP a ostatní jsou inhibovány. Rovněž umlčení genu pro  

Ago protein prostřednictvím hammerhead ribozymu vedlo k snížení inhibice sledovaného genu 

(Saraiya and Wang, 2008).  

Wang a Prucca se v publikacích z téhož roku diametrálně rozchází v názoru, jaké molekuly 

jsou v  případě regulace VSP spouštěče RNAi. Prucca et al. (2008) je toho názoru, že k inhibici 

exprese vsp dochází dráhou RNAi, kdy je k mRNA dotvořeno komplementární vlákno pomocí 

RdRp. Vzniklá dsRNA je štěpená na 25-27nt úseky RNA proteinem Dicer. Tomuto průběhu 

nasvědčuje přítomnost „antisense“ vláken vsp, které nejsou v buňce dále exprimované do 

proteinů. Dále byla zaznamenaná aktivita proteinu Dic vůči mRNA molekulám různých vsp, které 

byly do buněk experimentálně transfekovány (Prucca et al., 2008).  
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Podle Wanga je však pravděpodobné, že Dicer a Argonaut se u G. intestinalis podílejí  na 

inhibici translace vsp především pomocí microRNA (Saraiya and Wang, 2008). miRNA vzniká 

buď sestřihem snoRNA (small nucleolar RNA) nebo pri-miRNA prostřednictvím Diceru  

a v komplexu s proteinem Argonaut se účastní inhibice translace (Saraiya and Wang, 2008; 

Saraiya et al., 2011). Jedna z analyzovaných miRNA, konkrétně miR2, se vázala na  

3´ konzervovanou oblast genů vsp, a působila tedy při posttranskripční regulaci jejich exprese 

(Saraiya and Wang, 2008). Předpokládá se, že aniž by přímo ovlivňovala stabilitu mRNA, slouží 

právě miRNA u G. intestinalis jako důležitý regulátor genové exprese (Saraiya et al., 2011). Tuto 

hypotézu podporuje experiment, kde syntetizované molekuly miR2 inhibují expresi konstruktu,  

ve kterém je 3´oblast VSP spojena s markerovým genem pro luciferázu (luc). Luciferázu bylo 

možné inhibovat až ze 40 % v závislosti na množství použité miR2 (Saraiya and Wang, 2008). 

Navíc bylo zjištěno, že se umlčování exprese luc účastní nejen uměle syntetizované 

 ale i endogenní miRNA.  

Ani jedna z výše uvedených hypotéz však nenabízí vysvětlení, jakým způsobem je  

u parazita rozhodnuto o expresi jednoho konkrétního VSP na povrchu buňky.  

RNAi se při cíleném umlčování genů u tohoto parazita zatím stabilně nepoužívá.  Publikace 

z roku 2009 uvádí jako možné využití dlouhých dvouřetězcových RNA, které v tomto případě 

umlčely expresi genů pro cyst wall protein 2 (CWP2), RdRp, dvě podjednotky adaptinu (1, 2)  

a exogenní GFP (Rivero et al., 2010). Různé geny byly umlčeny z 22-99%. Autoři předpokládají 

degradaci proteinů přes dráhu RNA interference. Zároveň ale ukazují, že protein Dicer nebyl 

schopný takto dlouhé dsRNA (600 – 1000 bp) štěpit na kratší řetězce a reakce se neúčastní. 

V případě umlčování RdRp použitím dsRNA autoři nepozorovali žádný fenotyp uváděný dříve 

(Prucca et al., 2008). Tento problém je podle autorů zapříčiněn nižší expresí dvouřetězcových 

RNA, kdy je systém řízen tetracyklin-inducibilním systémem (Rivero et al., 2010). Navíc je užití 

dsRNA jako spouštěče RNAi za účasti proteinu Dicer zpochybněno tím, že se u G. intestinalis 

běžně vyskytuje virus, který je v cytoplasmě stabilní a není buněčnými mechanismy nikterak 

degradován (Miller et al., 1988; Saraiya et al., 2011). 

 

3.2.5 Antisense RNA a hammerhead ribozymy  

U G. intestinalis lze použít klasické, nemodifikované molekuly antisense RNA (Lauwaet 

 et al., 2007; Touz et al., 2002). Buňky jsou transfekovány plazmidy, které nesou antisense 

sekvenci celého cílového genu. Pomocí antisense techniky byla také názorně potvrzena funkce 

proteinů dráhy RNAi (viz výše), kdy knockdown Dic a RdRp vyústil v expresi více proteinů VSP 

zároveň. 
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První hammerhead ribozym (HHR) u G. intestinalis byl navržen tak, aby štěpil ve 

specifickém místě sekvence mRNA pyruvát-feredoxin oxidoreduktázy (PFOR) (Dan et al., 2000). 

Byly porovnávány aktivity dvou navržených ribozymů s krátkými a dlouhými antisense rameny. 

Původní 22 nt dlouhý HHR (Uhlenbeck, 1987; Haseloff and Gerlach, 1988) opatřený antisense 

rameny byl vložen do sekvence virového vektoru (Yu and Wang, 1996). Hammerhead ribozym 

s delšími rameny rozeznával a štěpil cílovou mRNA lépe. Expresi genu lze tímto způsobem 

umlčet ze 78 a více procent (Dan et al., 2000; Castillo-Romero et al., 2010). 

 

3.2.6 Morfolino  

Syntetické oligonukleotidy jsou v tomto případě vpravovány do buněk metodou 

elektroporace stejně jako výše zmíněné plasmidové vektory. První experimenty byly provedeny 

na exogenním genu pro GFP a endogenním genu pro kinesin-2b (GiKIN2b) (Carpenter and 

Cande, 2009). Autoři použili, podle dřívějšího pozorování (Summerton, 1999), morfolinové 

oligonukleotidy zacílené na sekvenci v blízkosti start kodonu, kde blokují nasednutí 

ribozomálního komplexu. U obou proteinů bylo dosaženo až 60% snížení exprese genu. V případě 

proteinu GFP  nevykazovaly buňky, které byly transfekované morfoliny, žádné změny v růstu. 

Buňky s umlčeným genem pro GiKIN2b měly poškozený cytoskelet v oblasti bičíků. U některých 

buněk vnější části bičíků zcela chyběly nebo byly výrazně zkráceny (Carpenter and Cande, 2009). 

Tato metoda byla u G. intestinalis zopakována při knockdownu různých genů, například 

flagelárního proteinu PF16 (House et al., 2011), cyklinu B (Gourguechon et al., 2013) a proteinu 

mediánního tělíska (Woessner and Dawson, 2012). Ve všech výše zmíněných případech se 

nejvyšší účinnosti dosáhlo při použití alespoň 100 M antisense morfolinových oligonukleotidů  

a v čase 24 hodin po transfekci. 

 

3.2.7 Dominantně negativní mutace 

Jelikož jsou techniky umlčování exprese genu na úrovni RNA u G. intestinalis ne zcela 

spolehlivé a zatím se  nedají použít u všech genů, je v některých případech výhodnější zaměřit se 

na expresi mutovaných proteinů (Gaechter et al., 2008; Dawson et al., 2007). Tato metoda byla 

u G. intestinalis poprvé použita při studiu funkce kinesinu-13 (Dawson et al., 2007). Kinesin-13 

depolymeruje vlákna mikrotubulů (Wordeman and Mitchison, 1995) a pro svou disociaci  

od tubulinu musí hydrolyzovat ATP. Upravený produkt byl vytvořen metodou PCR s mutujícími 

primery. Bodová mutace v sekvenci genu pro kinesin-13 způsobila, že protein vázal ATP,  

ale nebyl ho schopný hydrolyzovat (Dawson et al., 2007). Tento takzvaný „kinesin-13 rigor 

mutant“ byl exprimován pod kontrolou tetracyklin-inducibilního systému (Sun and Tai, 2000). 
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Fenotyp dominantně negativní mutace pro kinesin-13 se projevuje poškozeným cytoskeletem.  

G.  intestinalis vykazuje defekty dělícího vřeténka, delší bičíky a naopak malé mediánní tělísko 

(Dawson et al., 2007).  

Obdobně byla u tohoto prvoka vytvořena také mutantní forma proteinu dynamin. Mutace 

aminokyseliny lysinu snížila afinitu pro vazbu GTP do aktivního centra proteinu, a tudíž protein 

dále nebyl katalyticky aktivní (Gaechter et al., 2008). V tomto případě byl pro indukci použit 

systém exprese řízený encystačně specifickým promotorem. Byla tak prokázána důležitá funkce 

dynaminu, a to spíše při dokončování encystačních procesů než při jejich zahájení, neboť buňky 

exprimující nefunkční protein nebyly schopné encystaci úspěšně dokončit (Gaechter et al., 2008). 

Naposledy byla při vytvoření mutantní formy α-2-anexinu pozměněna dvě ze čtyř 

vysokoafinitních míst pro ionty Ca2+ (House et al., 2011). Autoři pozorovali dominantně negativní 

fenotyp ve výrazném snížení amplitudy pohybu bičíků prvoka. Mutovaný protein byl v tomto 

případě exprimován pod tetracyklin-inducibilním promotorem.  

 

3.3 Umlčování genů u Entamoeba histolytica 

Tento patogenní prvok z třídy Archamoeba může parazitovat na střevní sliznici  

a v některých případech invadovat i do dalších tkání člověka. E. histolytica se ve stádiu cysty 

přenáší fekálně-orální cestou, především kontaminovanou vodou a potravinami. Využití některých 

molekulárně biologických metod může být znesnadněno tím, že v axenických kulturách  

se vyskytují trofozoiti s variabilním počtem jader a jadernou multiploidií (Das and Lohia, 2002). 

Velikost genomu u E. histolytica je téměř 24 Mb (Loftus et al., 2005). 

 

3.3.1 Transfekční techniky 

Elektroporace se jako technika vnášení plazmidových vektorů používá od poloviny 

devadesátých let (Nickel and Tannich, 1994). Ke stabilní transfekci plazmidů u E. histolytica  

se využívá gen pro neomycin fosfotransferázu, který udává rezistenci k antibiotiku geneticin 

(G418) (Vines et al., 1995; Hamann et al., 1995). Transfekované buňky lze selektovat ve velice 

širokém rozmezí koncentrace antibiotika 5-100 g/ml G418 (Hamann et al., 1995).  

 

3.3.2 Inducibilní regulace exprese 

Inducibilní TetR/tetO systém umožňuje u tohoto prvoka přísnou regulaci exprese (Hamann 

and Tannich, 1997). Nevýhodou je však poměrně výrazné snížení původní exprese genu po 

začlenění sekvence bakteriálního tetO do 5´ oblasti před iniciační kodon genu (Hamann and 
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Tannich, 1997). E. histolytica má specifické a poměrně krátké regulační oblasti genů (Bruchhaus 

et al., 1993) a výměnou 19 nt původní sekvence za bakteriální tetO došlo nejspíš k porušení 

regulačních cis elementů (Hamann and Tannich, 1997). Lepšího výsledku dosáhl tým vědců pod 

vedením Dr. Petriho, který zkonstruoval dva plazmidy, zvlášť pro expresi genu (luciferázy) pod 

promotorem se začleněným tetO a zvlášť pro expresi TetR (pGIR209/pGIR308) (Ramakrishnan  

et al., 1997; Vines et al., 1998). Autoři v tomto případě, namísto 5´ regulační oblasti genu pro 

aktin, použili 5´ oblast genu pro těžký řetězec N-acetyl-β-D-galaktosamin-specifického adhesinu 

(hgl5). Sekvence tetO nahradila19 bp původní sekvence za TATA boxem (Vines et al., 1998). 

Použitím tohoto systému lze dosáhnout až 100 násobné indukce exprese po vyvázání TetR z místa 

tetO.  

 

3.3.3 Transkripční umlčování genů (TGS)  

Fenomén TGS byl u E. histolytica objeven náhodou, když se tým vědců pokoušel o zesílení 

exprese genu (over-expresi) pro amoebapór A (AP-A) (Bracha et al., 2003). U trofozoitů 

virulentního kmene HM-1:IMSS, kteří byli transfekovaní expresním plasmidem (psAP-1) 

nesoucím gen ap-p s jeho 5´ a 3´ nepřekládanými oblastmi za účelem zvýšení exprese genu, došlo 

k úplné inhibici genu pro amoebapór A a také jemu blízce příbuzných genů pro amoebapór B 

a protein podobný saposinu (Bracha et al., 2003; Bracha et al., 2006). Podle autorů se jedná  

o mechanismus transkripčního umlčování genů (TGS). Inhibice výše zmíněných genů přetrvala  

i po odstranění plazmidu a klon těchto trofozoitů se označuje jako G3 (Bracha et al., 2003). 

Některé výsledky poukazují na SINE1 („short interspersed element 1“)  (Van et al., 2002), 

nalezený v 5´ oblasti ap-p, jako na hlavní inhibiční faktor (Anbar et al., 2005). Pouze u klonu G3, 

s již inaktivovaným ap-a, se podařilo umlčet některé další geny podobným způsobem, pokud 

jejich sekvence v plasmidu přímo navazuje na 5´ regulační oblast ap-p (Bracha et al., 2006). 

V oblasti inhibovaných genů byly pozorovány změny ve struktuře chromatinu (Huguenin et al., 

2010). Celá sekvence 140 nukleotidů SINE1 byla v jádře pozorována ve formě ssRNA 

(jednořetězcová RNA) a jelikož nebyly v transkriptomu inhibovaných buněk pozorovány žádné 

siRNA molekuly, předpokládali autoři, že se jedná o mechanismus nezávislý na RNAi (Anbar  

et al., 2005). Nicméně pozdější výzkum naopak přítomnost krátkých antisense RNA molekul, 

které odpovídají inhibovaným genům, potvrdil (Zhang et al., 2011a). Tyto malé RNA (sRNA) 

svou strukturou odpovídají endogenním antisense RNA nalezených u E. histolytica již dříve 

(Zhang et al., 2008).  

Nedávno byl v laboratoři Dr. Singh zkonstruován plazmid, který nese sekvenci 

umlčovaného genu napojenou na speciální fragment DNA (Obr.4). Tento fragment „spouštěč“ je 
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schopný na sebe vázat velké množství endogenních antisense RNA a inaktivovat gen ve své 

blízkosti (Morf et al., 2013). Jsou-li v genomu malé endogenní RNA komplementární i k sekvenci 

umlčovaného genu, dochází k inhibici, která přetrvává také po vyjmutí plazmidu. Výskyt těchto 

endogenních antisense RNA se liší u různých kmenů, a pokud se přirozeně nevyskytují, 

inaktivace exprese není trvalá (Morf et al., 2013).  Místo výskytu inaktivovaného genu v jádře je 

značně obohaceno o antisense RNA, histon3 a protein Argonaut (EhAgo2-2) (Zhang et al., 

2011a). Dle autorů antisense sRNA (small RNA) společně s EhAgo2-2 indukují trvalou změnu 

v uspořádání chromatinu u umlčených genů, a mohlo by se tak jednat o vůbec první transkripční 

umlčování genů prostřednictvím RNA interference zaznamenané u prvoků (Zhang et al., 2011a). 
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Jiný pohled do této problematiky vnáší článek z roku 2010, který TGS u E. histolytica 

vysvětluje jako umlčování genů prostřednictvím tRNA (Irmer et al., 2010). Tento mechanismus 

byl pozorován do té doby pouze u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Hull et al., 1994). Jako 

hlavní represory transkripce ap-a jsou v tomto případě označeny geny pro tRNA kyseliny 

glutamové a tyrosin, které jsou pro úspěšnou inhibici genu nepostradatelné (Irmer et al., 2010). 

Experimenty uvádějící jako hlavní inhibiční faktor SINE1 element (Anbar et al., 2005) jsou 

Obr.6: 

Mechanismus TGS pomocí antisense RNA u E. histolytica 

Pokud je na plasmidu v buňce konstrukt sestavený z umlčovaného genu (UG), spouštěče (S) a promotoru 

exprese (P),  pak jsou  v genomu E. histolytica produkovány antisense RNA, které se vážou na sekvenci 

spouštěče a inhibují transkripci genu na plasmidu. Zároveň jsou generovány endogenní antisense RNA 

odpovídající umlčovanému genu, které způsobují TGS  u odpovídajícího genu v genomu. Antisense 

RNA zabraňují také expresi luciferázy, která je spojena s částí umlčovaného genu (UG*). Neupravená 

luciferáza je exprimována beze změny. Tato inhibice exprese je trvalá a přetrvává i po vyjmutí plasmidu 

z buňky. 

Převzato a upraveno  (Morf  et al., 2013) 
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v tomto článku zpochybněny, neboť pokud je tento element z transfekčního plazmidu odstraněn, 

efektivita inaktivace genu pro AP-A se pouze sníží (Irmer et al., 2010). Úspěšná inaktivace je ale 

pozorovatelná u 20-50 % transfekovaných buněk, pokud jsou po transfekci izolovány jednotlivé 

klony.  

Z přehledu výše  zmíněných výsledků je patrné, že zatím nepanuje shoda o přesném 

průběhu TGS u E. histolytica a tento mechanismus se nepodařilo objasnit do té míry, aby byl 

cíleně využíván u všech studovaných genů. Zatím nejpravděpodobnější se zdá být směr výzkumu 

zabývající se malými antisense RNA (Morf et al., 2013). 

 

3.3.4 RNA interference 

Genom E. histolytica obsahuje geny proteinů účastnících se RNAi. Byly identifikovány tři 

klasické Ago proteiny, při čemž nejčetnější je EhAgo2-2, který je také často nalézán společně 

s 27nt molekulami RNA (Zhang et al., 2008).  Dále byla identifikována RNA dependentní RNA 

polymeráza (RdRp) a protein podobný Dicer (Dic) obsahující doménu RNázy III (Zhang et al., 

2008). Vzhledem k poznatkům získaných u jiných organismů se lze domnívat, že u E. histolytica 

dochází k RNA-interferenci mechanismem nezávislým na proteinu Dicer (Zhang et al., 2011a). 

Tuto možnost navíc podporuje zjištění, že nejčetnější skupinou malých RNA jsou u tohoto prvoka 

27nt molekuly RNA s polyfosfátovou skupinou na 5´ konci (Zhang et al., 2008), které zpravidla 

vznikají nezávisle na Dic pomocí RdRp (Sijen et al., 2001). 

 

3.3.4.1 Použití  siRNA 

Při použití siRNA k inhibici exprese genů jsou buňky volně inkubovány s chemicky 

syntetizovanou siRNA po dobu alespoň 15 hodin. Autoři prvních experimentů vycházeli 

z předpokladu, že membrána E. histolytica je pro malé oligomery nukleových kyselin propustná, 

což se později ověřilo sledováním fluorescenčně značené siRNA (Vayssie et al., 2004;  

Ocadiz-Ruiz et al., 2013). Tato metoda se použila poprvé při inhibici exprese genu pro γ-tubulin 

(Vayssie et al., 2004). Ačkoliv autoři předpokládali v budoucnu časté používání této metody, 

donedávna na tento směr další výzkum nenavazoval. V roce 2013 se touto metodou znovu 

podařilo inaktivovat expresi genů, tentokrát pro glukosamin-6-fosfát izomerázu (Aguilar-Diaz et 

al., 2013) a cystein proteinázu 112 (CP112) (Ocadiz-Ruiz et al., 2013).Ve všech případech rostla 

úspěšnost inhibice v závislosti na množství přidané siRNA. Nejvyšší úspěšnosti bylo dosaženo při 

zacílení siRNA na 5´ konec překládané sekvence genu a jeho exprese byla inhibována na  

90 až 100% (Vayssie et al., 2004; Ocadiz-Ruiz et al., 2013; Aguilar-Diaz et al., 2013). Inhibice 

však byla reverzibilní a po maximu v čase 15-16 h postupně klesá. Při této metodě byly použity 



 24 

21 (22) nt dlouhé molekuly RNA, ačkoliv u E. histolytica netvoří příliš četnou endogenní populaci 

malých molekul RNA (Zhang et al., 2008). 

 

3.3.4.2 Použití dsRNA 

Pro inhibici exprese genu se u E. histolytica již několik let používá také dsRNA (Kaur and 

Lohia, 2004). Tato RNA je exprimovaná ve formě vlásenky, kde je několik stovek nukleotidů 

vybraného genu v sense a antisense orientaci spojeno mezisekvencí tvořící vlásenkovou smyčku. 

Celá sekvence je v tomto systému pod kontrolou aktinového promotoru a stabilní transformované 

buňky mohou být selektovány až po několik měsíců na 20-48 g/ml G418 (Kaur and Lohia, 2004; 

Dastidar et al., 2007). První pokusy provedené u proteinu Diaphanous vedly k úplné inhibici 

exprese genu (Kaur and Lohia, 2004). Nicméně mechanismus tohoto způsobu umlčování genů  

u E. histolytica zatím nebyl objasněn. V tomto případě není dsRNA procesována na siRNA 

a žádné jiné propojení s dráhou RNAi se také nepotvrdilo (Zhang et al., 2011b). Tato technika 

byla několikrát aplikována i na další geny, ale byly zaznamenány výkyvy v její úspěšnosti. 

Umlčování v případě proteinů podobným kinesinu (Klp) bylo provedeno ze 40-80 % (Dastidar et 

al., 2007; Dastidar and Lohia, 2008). Některé další pokusy dokonce zaznamenaly pokles 

inaktivace genu v průběhu času, přestože dsRNA byla kontinuálně exprimována (MacFarlane and 

Singh, 2008). 

dsRNA lze vpravit do buněk E. histolytica také pomocí bakterií (Solis et al., 2009). Bakterie 

obsahující vektor se sekvencí řízenou promotorem T7 v sense i antisense orientaci produkují 

dsRNA. Prvok bakterie fagocytuje, ale jakým způsobem dsRNA do cytoplazmy trofozoitů 

proniká, je zatím nejasné.   

 

3.3.4.3 Použití shRNA 

Konstrukty, které se používají při této metodě, sestávají ze sekvence genu v sense 

a antisense orientaci s mezičlánkem tvořícím smyčku vlásenky. U E. histolytica se osvědčila 29 

bp dlouhá vlásenka s 9nt smyčkou. shRNA  (shart hairpin RNA) je pravděpodobně dále štěpena 

na 27nt molekuly (Linford et al., 2009), které u tohoto parazita tvoří nejčetnější populaci malých 

endogenních RNA molekul (Zhang et al., 2008). Transfekovaný vektor je selektován za použití 

hygromycinu a maximálního umlčení se dosahuje při koncentraci antibiotika 100 g/ml. 

U některých genů byla exprese touto metodou inhibována ze 70 až 100 %. Po dalších výzkumech 

se však má za to, že ani tato metoda není u E. histolytica aplikovatelná  na všechny geny (Morf 

and Singh, 2012). Také různé shRNA zacílené na stejný gen vykazují velké rozdíly v úspěšnosti 

jeho umlčení.  Faktory, které mohou ovlivňovat úspěšnost navržené shRNA, jsou především, 



 25 

primární sekvence bází, sekundární struktura molekuly, která ovlivňuje funkci komplexu RISC 

a také celková stabilita cílové mRNA a proteinu. 

 

3.3.5 Antisense RNA 

Sekvence cílového genu je v obrácené orientaci umístěna mezi 5´ a 3´ UTR oblasti genu pro 

ribozomální protein (rp-L21) (Petter et al., 1994) na vektoru společně s neomycinovou rezistencí 

(Ankri et al., 1998). U amoebaporu a bylo pozorováno zvýšení inhibice v případě, že jsou do 

konstruktu zahrnuty zároveň také jeho vlastní ap-a UTR oblasti (Bracha et al., 2000). Zásadní roli 

hraje použitý promotor. Pokud potřebujeme dosáhnout vyšší stability transkriptu antisense RNA, 

používá se 5´ regulační oblast genu, která řídí transkripci, ale zamezuje již translaci mRNA do 

proteinu. U E. histolytica se používá právě UTR oblasti rp-L21,  a to konkrétně promotor g34, 

který výše zmíněné podmínky splňuje (Petter et al., 1994; Moshitch-Moshkovitch et al., 1997). 

Účinnost inhibice se zpravidla pohybuje v rozmezí 60-90 % (Ankri et al., 1998; Bracha et al., 

1999). Mezi nevýhody této techniky patří především nespecifičnost vůči cílové sekvenci, a proto 

často dochází k inhibici exprese i u ostatních členů proteinové rodiny nesoucí konzervované 

domény (Ankri et al., 1998). Navíc není tato technika u všech genů spolehlivá a mechanismus 

působení je nejasný (Bracha et al., 2000).  

 

3.3.6 Antisense peptidové nukleové kyseliny (PNA)  

PNA patřila mezi první umlčovací techniky vyvinuté u E. histolytica, avšak později již 

nebyla využívána. Konkrétně se u tohoto prvoka jedná o 17-mery zacílené na 5´ oblast mRNA 

vybraných genů (Stock et al., 2001). Obdobně jako u ostatních antisense konstruktů je účinnost 

látky úměrná použitému množství. Maximální koncentrace je 20 M PNA a buňky jsou 

analyzovány po 96 hodinách volné inkubace (Stock et al., 2001; Sanchez et al., 2005). Výhodou je 

velmi nízká až žádná toxicita (Tyler et al., 1999). V porovnání s technikami RNAi dosahuje tato 

metoda u E. histolytica nízké účinnosti inhibice, a to pouze okolo 50 % (Stock et al., 2001).   

 

3.3.7 Dominantně negativní mutace 

Nefunkční protein způsobující dominantně negativní efekt je zpravidla u E. histolytica 

exprimován na plazmidu s rezistencí NEO při koncentraci 30-50 g G418. Prvního fenotypu se 

v případě E. histolytica dosáhlo overexpresí LMM (lehkého meromyosinu) těžkého řetězce 

myosinu II (Arhets et al., 1998). Nadměrná exprese LMM vedla k tvorbě agregátů s endogenním 

proteinem myosinu II a úplné inhibici jeho funkce (Burns et al., 1995; Arhets et al., 1998). 
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Negativní fenotyp vznikl také v případě exprese proteinu lgl (light Gal-lectin) se zkráceným  

N-koncem, kde se jednalo o asi dvojnásobně větší expresi vůči původnímu proteinu a při formaci 

mutovaného lgl s endogenní hgl (high Gal-lectin) vznikl nefunkční heterodimer (Katz et al., 

2002). U dalších jinak upravených a mutovaných konstruktů autoři žádný fenotyp nepozorovali. 

V případě proteinu Rab, který je u prvoka asociován s endosomy během fagocytózy (Rodriguez  

et al., 2000), se jednobodovou mutací podařilo znemožnit navázání GTP do katalytického místa 

proteinu (Juarez-Hernandez et al., 2013).  

V žádném z výše zmíněných případů se nepoužíval inducibilní expresní systém, patrně 

proto, aby bylo dosaženo výrazné overexprese genu, což je při použití TetR/tetO systému 

v E. histolytica obtížné.  

 

4 NOVÉ METODY REVERZNÍ GENETIKY 

4.1 Programovatelné endonukleázy 

Pravděpodobnost výskytu homologní rekombinace (HR) je při cíleném nahrazování genů 

poměrně nízká, a to zpravidla jedna událost na 104 – 107 buněk (Carroll, 2011). Změny různých 

faktorů, jako je zesílený selekční tlak nebo vyšší koncentrace vkládané DNA, mají většinou 

minimální pozitivní vliv na průběh HR (Vasquez et al., 2001). Úspěšnost HR však značně narůstá 

v místě dvouřetězcového zlomu (DSB) DNA (Rudin et al., 1989). Dnes se pro indukci DSB 

používají specifické endonukleázy odvozené ze systémů přirozeně působících u některých 

organismů.  

 Buňka je schopná, pokud dojde v řetězci DNA k DSB, dvou základních mechanismů 

opravy zlomu. Jestliže se v blízkosti nachází DNA dostatečně homologní k původní sekvenci, 

dochází k opravě rozštěpené sekvence podle vzoru. Oprava homologní rekombinací (HRR) 

proběhne většinou bez chyb v sekvenci. Naproti tomu mechanismus NHEJ (non-homologous end 

joining) opravuje poškozenou sekvenci bez jakéhokoliv vzoru. Konce jsou znovu propojeny 

náhodným přidáváním či ubíráním nukleotidů, při čemž často dochází k mutaci nebo přímo 

posunutí celého čtecího rámce genu (Fleck and Nielsen, 2004). 

HRR lze využít při vkládání uměle vytvořených konstruktů do buněk, kdy uměle vytvořená 

sekvence opatřená homologními konci nahradí původní gen rozštěpený endonukleázami. 

V takovém případě se totiž zvyšuje pravděpodobnost homologní rekombinace i o několik řádů 

(Carroll, 2011). 

Tato technika je u parazitických protist použitelná s přihlédnutím na jejich přirozené dráhy 

a v nich účastnící se proteiny. Mechanismus opravy homologní rekombinace je vysoce 

konzervovaný u všech eukaryotních linií. Homology k zúčastněným proteinům byly potvrzeny 
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také u E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis (Lopez-Casamichana et al., 2008; Ramesh et al., 

2005; Malik et al., 2008). Naproti tomu homology proteinů působících v dráze NHEJ, např. KU70 

a KU80  u T. vaginalis zcela chybí (Carlton et al., 2007) a v genomu E. histolytica byl nalezen 

pouze KU70 (Lopez-Camarillo et al., 2009),což naznačuje, že mechanismus NHEJ se napříč 

eukaryotními organismy více liší. U T. vaginalis byla cílená homologní rekombinace, a sice bez 

pomoci specifických endonukleáz, již provedena (Land et al., 2004; Bras et al., 2013). V případě 

E. histolytica bylo nedávno experimentálně prokázáno, že k homologní rekombinaci skutečně 

dochází, a to minimálně za podmínek zvýšeného stresu (Singh et al., 2013). Homologní 

rekombinace je možná také u G. intestinalis (Singer et al., 1998). U E. histolytica a G. intestinalis 

byly již dříve zmíněny nevýhody techniky genového nahrazování z důvodu polyploidie 

a vícejadernosti (Meissner et al., 2007). Na druhou stranu, jelikož byla HR experimentálně 

potvrzená u obou parazitů, mohlo by být provedení tohoto experimentu jednodušší než dříve,  

díky uměle vytvořeným DSB a vyšší pravděpodobnosti HR. 

 

4.1.1 Zinc finger nukleázy (ZFN)  

ZFN jsou syntetické endonukleázy, které vznikly spojením FokI  štěpící domény a proteinu 

s doménou „zinkového prstu“ (Zinc Finger) rozeznávající sekvenci bází pro navázání k DNA 

(Kim et al., 1996). Aby byla FokI aktivní, musí dimerizovat (Smith et al., 2000), a jelikož každý 

jeden zinkový prst rozeznává sekvenci tří bází (Pavletich and Pabo, 1991), může celková 

sekvence v místě štěpení činit například až 18 bp při optimálním počtu 3 zinkových prstů každého 

ze dvou členů heterodimerního páru. Místa pro rozeznávání bází je možné měnit a přizpůsobovat 

mutagenezí aminokyselinových skupin (Desjarlais and Berg, 1992). Nové ZFN se mohou vyrobit 

tzv. „modulárním“ systémem, kdy jsou jednotlivé prsty rozeznávající požadovaný triplet uměle 

propojeny (Bae et al., 2003). Bohužel takto vzniklé nukleázy jsou někdy nefunkční nebo naopak 

pro buňku toxické (Ramirez et al., 2008). Buňky jsou mimo vnášenou DNA určenou 

k rekombinaci transfekovány navíc také sekvencí DNA, nebo mRNA exprimující ZFN. 

Pro expresi se používají různé typy promotorů v závislosti na transformovaných buňkách.  

Metoda HRR pomocí ZFN byla vyzkoušena u rozdílných organismů, avšak ne u všech 

s kladným výsledkem (Carroll, 2011). ZFN nukleázy byly u jednobuněčných parazitů použity 

zatím pouze u původce malárie Plasmodium falciparum (Straimer et al., 2012).  

 

4.1.2 TALE nukleázy (TALEN)  

„Efektorové nukleázy podobné transkripčním aktivátorům“ jsou v základě velice podobné 

výše zmíněným ZFN nukleázám a fungují na stejném principu. Štěpící doménu tvoří na C-konci 
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řetězce FokI a částí vázající DNA je TALE protein, který pocházející z bakterie Xantomonas, 

původního patogena rostlin (Christian et al., 2010). Vazebná část TALE proteinu je tvořena 

repeticemi sekvencí 33-35 aminokyselin. Aminokyseliny v pozici 12 a 13 jsou variabilní a tvoří 

místo pro rozeznání dané báze (Boch et al., 2009). Jelikož jedna repetice váže jednu konkrétní 

bázi (Boch et al., 2009), jeví se výběr cílové sekvence v genomu a následná syntéza specifické 

TALE nukleázy daleko jednodušší než v případě ZFN. Ve srovnání se ZFN jsou TALE nukleázy 

také méně toxické (Mussolino et al., 2011). Tato metoda byla během několika let aplikována 

u množství vyšších živočichů, rostlin ale také u kvasinek (Kim and Kim, 2014). 

 

4.1.3 CRISPR-Cas9  

Adaptivně imunitní systém typu II bakterie Streptococcus pyogenes rozeznává cizorodé 

molekuly DNA, které si bakterie dále ukládá do oblasti nazývané CRISPR (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) ve vlastním genomu (Deltcheva et al., 2011). Takto 

uložené sekvence jsou poté ve formě crRNA (crisprRNA) transkribované společně s tra-crRNA 

(trans-activating crRNA) a jako guide RNA navádí endonukleázu Cas9, která štěpí cizorodou 

DNA s odpovídající sekvencí (Terns and Terns, 2011). Schopnost Cas9 štěpit cílovou DNA 

za pomoci komplexu crRNA a tra-crRNA byla prokázána záhy i u eukaryotních buněk (Cong et 

al., 2013; Mali et al., 2013). Jedná se o nejnovější techniku cílených endonukleáz aplikovanou 

poprvé v minulém roce a je nazývána také RGEN (RNA-guided engineered nucleases) (Strauβ 

and Lahaye, 2013). Celý systém funguje in vitro a in vivo v heterogenních systémech účastní-li se 

ho tři hlavní komponenty: crRNA, tra-crRNA a Cas9 (Obr.5) (Jinek et al., 2012). Pro jednodušší 

expresi všech elementů této dráhy byl zkonstruován hybridní transkript crRNA a tra-crRNA, který 

dohromady jedná jako jedna „guide“ RNA (Jinek et al., 2012).  

Oproti výše zmíněným technikám je zde výhodou snadná příprava, kdy stačí navrhnout 

crRNA komplementární k DNA, která má být Cas9 endonukleázou rozštěpena, zatím co  

tra-crRNA a Cas9 zůstávají neměnné. Existují ovšem i některá omezení při navrhování sekvence. 

Kromě 20 nt dlouhé crRNA neboli „protospacer“ rozeznává Cas9 nukleázá také „k protospaceru 

přičleněný motiv“ (PAM) tvořený 3 bázemi NGG (méně také NAG). Celý transkript 

23 nukleotidů je tedy dán zpravidla sekvencí 5´-X20-NGG-3´. Podobně jako ZFNs a TALENs 

může i Cas9 štěpit nespecificky, pokud se guide RNA naváže na podobnou, ale ne zcela 

komplementární sekvenci (Pattanayak et al., 2013). Pravděpodobnost, že se tak stane, autoři 

podrobného výzkumu (Cho et al., 2014) zhodnotili jako nižší, v případě že:  

1) namísto konstruktu jedné guide RNA exprimované plasmidem in vivo, se použijí 

molekuly crRNA a tra-crRNA syntetizované zvlášť in vitro, 
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 2) na 5´ konci jsou přidány k 20nt sekvenci crRNA navíc dvě báze G, které jsou běžně 

nutné pro transkripci T7 polymerázou in vitro. 

 U parazitických prvoků nebyl zatím CRISPR-Cas systém vyzkoušen.  Jelikož genové 

procesy u anaerobních prvoků, kteří jsou evolučně vzdálení od ostatních modelových organismů, 

nejsou stále dopodrobna prozkoumané, není u nich možné dopředu odhadnout působení všech 

výše zmíněných endonukleáz a průběh HRR nebo NHEJ.  
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5 ZÁVĚR 

Odhalovat funkce genů lze různými způsoby modifikace DNA i RNA. Při práci s živými 

systémy se často využívá mechanismů, které se v evoluci přirozeně vyvinuly, a lidé je 

v laboratořích následně modifikovali pro využití při studiu genomu různých organismů. Rozvoj 

těchto technik je velice dynamický a přináší stále množství překvapujících výsledků. Řada 

poznatků, kterých je tímto způsobem dosaženo, je pak využito v léčebné terapii, průmyslu 

a zemědělství. 

Tato práce shrnuje poznatky učiněné při rozvoji laboratorních technik pro zjišťování funkce 

genů především se zaměřením na anaerobní prvoky. U T. vaginalis se dosáhlo úspěchů v oblasti 

trvalého umlčování genů pomocí homologní rekombinace. Dle předběžných výsledků byla tato 

technika úspěšně provedena i v laboratoři molekulární a biochemické parazitologie na 

Obr.7: 

CRISPR-Cas9 systém 

Převzato a upraveno (Kim and Kim, 2014)  
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Přírodovědecké fakultě Univerzity Karlovy v Praze, a proto bych ji chtěla využívat v následujícím 

magisterském studiu zaměřeném na tohoto prvoka. Metody ovlivňující expresi mRNA jsou 

u T. vaginalis zatím spíše nestabilní a nejsou využívány ve více laboratořích. Naopak 

u G. intestinalis je výzkum zaměřen právě na inhibici mRNA, a v případě E. histolytica se navíc 

intenzivně zkoumá mechanismus související s transkripčním umlčováním genů. 

Na poznatky, které jsem získala během zpracovávání této práce, bych chtěla navázat během 

magisterského studia. Ráda bych využila stávající i novější metody reverzní genetiky 

při charakterizaci proteinů účastnících se cytosolické a hydrogenosomální dráhy syntézy  

železo-sirných klastrů u T. vaginalis.  
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