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Abstrakt

RNA interference slouzi jako obranny mechanismus, pomoci n€hoz se organismy brani proti
cizorodym nukleovym kyselindm. RNAi negativné ovliviluje translaci vazbou malych nekodujicich
molekul RNA ke komplementarnimu useku mRNA, kterd je nasledné¢ degradovana. Novinkou
v oblasti genového inzenyrstvi je metoda CRISPR, kterd spocivd v modulaci genové exprese tvorbou
dvouvlaknovych zlomu v cilové sekvenci DNA pomoci ribonukleoproteinového komplexu slozeného
z prokaryotické endonukledzy Cas9 a sgRNA. Obé zminéné metody jsou pouzitelné pro funkéni
analyzu proteind a charakterizaci metabolickych drah u studovanych organismi. Tato prace shrnuje
dosavadni poznatky o metodach RNAi a CRISPR a o jejich vyuziti k editaci genomt parazitickych

protist.

Klic¢ova slova: CRISPR, Cas9, sgRNA, RNA interference, siRNA, miRNA, paraziticka protista,

Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium

Abstract

In organisms, RNA interference serves as a defence mechanism against foreign nucleic acids. RNAi
has a negative effect on translation, via the binding of small non-coding molecules to the
complementary region of mRNA, resulting in its degradation. CRISPR, a new method of genetic
engineering, is based upon modulating genetic expression via creating double-stranded breaks in target
DNA, aided by a ribonucleoprotein complex, consisting of the prokaryotic endonuclease Cas9 and
sgRNA. Both of the aforementioned methods can be utilised in functional analysis of proteins and the
characterisation of metabolic pathways in organisms of interest. This work summarises the current

state of knowledge regarding RNAi and CRISPR and their use in genome editing of parasitic protists.

Key words: CRISPR, Cas9, sgRNA, RNA interference, siRNA, miRNA, parasitic protists,

Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium



1 Uvod

Paraziticti prvoci jsou jednobunééné organismy, z nichz mnohé zptisobuji zdvazna onemocnéni, ktera
jsou kazdoro¢né pricinou zna¢nych ekonomickych ztrat i umrti velkého poctu lidi a hospodarskych
zvitat po celém svété. U mnoha z téchto onemocnéni nebyla dosud vyvinuta u¢inna 1écba, natoz
vakcinace. Metody genového inZenyrstvi zaloZzené na modulaci genové exprese hraji klicovou roli
v odhaleni genl zodpoveédnych za patogenicitu téchto organismi. Tyto poznatky jsou dale vyuzitelné
k identifikaci potencialnich terapeutickych cili a k vyvoji novych chemoterapeutik aplikovatelnych

v boji proti piislusnym patogenim.

Genovy knockout je jednou z metod genového inzenyrstvi spocivajici v zdmérném vytazeni urcitého
genu z funkce. Vysledkem je pozménény fenotypovy projev, coz vede k odhaleni role cileného genu u
studovaného organismu. Za rozvoj metody genového knockoutu byla roku 2007 udélena Nobelova
cena za fyziologii a medicinu Mariu Capecchimu, Martinu Evansovi a Oliveru Smithiesovi. Klasicky
genovy knockout je ovSem pomérné naroCny z hlediska provedeni, a to hned z nékolika divodi.
Prvnim znich je fakt, ze v diploidni bunce existuji pro kazdy gen minimaln¢ dvé alely. K docileni
efektivniho umléeni exprese urcitého genu musime tedy poskodit vSechny alely pfislusného genu.
Spolu s mutovanou nefunkéni formou genu se jako kontrola do genomu vklada Casto i gen pro
rezistenci vi¢i vybranému antibiotiku slouzicimu jako selekéni nastroj. VyuzZiti této techniky je vSak
komplikované v ptipadé, kdy se jedna o tzv. multi-copy gene (tj. gen s vétsim poctem kopii), z dGvodu
nutnosti pouziti velkého poctu selek¢énich gent a antibiotik. V neposledni fadé je nutné zminit, Ze
vypnuti genu je v ptipad¢ klasického genového knockoutu definitivni, jelikoz dochézi k zasahu do
genomu, a neni mozné tento proces regulovat. Proto se dnes upfednostiiuji metody fungujici na

principu docasné zmeény exprese, pti které nedochazi k modifikaci chromozomalni DNA.

Jednou ztéchto metod je RNA interference (RNAi), kterd ma plivod v eukaryotickém imunitnim
systému slouzicim k obrané proti cizorodym nukleovym kyselinam. Umlcovani genti pfi RNAi
probihda na Grovni mRNA, ktera je pfi tomto dé&ji degradovana. Vysledkem je utlumeni translace
prislusného proteinu. Za objev RNAi u had’atka Caenorhabditis elegans byla roku 2006 udélena
Nobelova cenu za fyziologii a medicinu profesoriim Andrew Fire a Craig Mello. Novinkou ve svém
oboru je metoda CRISPR, ktera byla poprvé pouzita v roce 2012 a je do jisté miry revoluéni, protoze ji
1ze pouzit i u organismd, u kterych RNAi nefunguje. CRISPR ma pivod v prokaryotickém imunitnim
systému, ktery efektivné rozpoznava a nic¢i virové a plazmidové sekvence. Systém uzplsobeny
k editaci genomu se sklada z ribonukleoproteinového komplexu prokaryotické endonukleazy Cas9 a
sgRNA schopného rozpoznat cilovou DNA sekvenci a zpisobit v ni dvouvlaknové zlomy vedouci ke
zménam v genomové sekvenci. Cilem této prace bude shrnout dosavadni poznatky o metodach RNAi
a CRISPR a o jejich vyuziti k editaci genomu parazitickych protist. Dalsim cilem bude porovnat
vyuzitelnost metody CRISPR s metodou RNAI u parazitickych protist.



2 RNA interference
2.1 Malé nekdodujici molekuly RNA

Malé nekddujici molekuly RNA Ize nalézt u vétSiny eukaryotickych organismi. Jsou odvozeny
z delSich prekurzori dvouvlaknové RNA (dsRNA) a jejich finalni délka se pohybuje v rozmezi od 21
do 25 nukleotidt. Dle ptivodu prekurzor délime malé RNA molekuly do dvou skupin. Prvni skupina
zahrnuje tzv. micro RNA (miRNA), které jsou kodovany jadernym genomem a jsou tedy endogenniho
ptvodu. Do druhé skupiny patii tzv. small interfering RNA (siRNA), které vznikaji $t€penim virové
nebo transpozonové RNA a maji tedy exogenni pivod (Bartel, 2004).

Oba vyse zminéné typy RNA molekul se odlisSnym zptisobem podileji na negativni regulaci genové
exprese. MiRNA blokuji translaci vazbou na 3'UTR oblast (untranslated region) cilové mRNA, ¢imz
zabranuji pohybu ribozomu a naslednému vzniku proteinu. V druhém piipad¢ dochdzi pomoci siRNA
k rozpoznani komplementarniho tseku na cilové mRNA a kjeji nasledné degradaci pomoci

endonukleaz (He and Hannon, 2004).

Existence malych nekédujicich RNA molekul byla poprvé popsana roku 1993 pfi studiu genu /in-4
pfitomného u hlistice Caenorhabditis elegans. Vysledkem studie byl objev kratkych molekul miRNA
vzniklych prepisem genu [lin-4, které reguluji proces translace vazbou na 3" nepieklddanou oblast
(UTR) lin-14 mRNA (Lee et al., 1993). Posléze bylo na hmyzim modelu Drosophila melanogaster
prokazano, ze tuseky dsRNA o délce 21-23 nukleotidii jsou klicové pro spusténi drahy RNA

interference (Zamore et al., 2000).

2.1.1 Biogeneze miRNA

Pribéh drahy vedouci ke vzniku miRNA shrnuje niZze uvedeny obrazek 1. Geny pro miRNA jsou
v genomu organizovany v tzv. klastrech a jsou piepisovany jako jedna transkripéni jednotka do
polycistronniho primarniho transkriptu zvané¢ho pri-miRNA (Lee et al., 2002). Ten je rozpoznan
jadernym multiproteinovym komplexem zvanym microprocessor, ktery se sklada z endonukleazy
Drosha (rodina RNaz III) a RNA vazebného proteinu Pasha (Lee et al., 2003). Pri-miRNA je $tépena
endonukleazou Drosha na prekurzory o délce zhruba 70 nukleotidd zvané pre-miRNA, které zaujimayji
konformaci vlasenky a které maji na 3’konci charakteristicky 2 nt dlouhy presah. Tento piesah je
rozpoznan exportinem-5, ktery umozni nasledny transport pre-miRNA zjadra do cytoplazmy.
V cytoplazmé dochazi ke §t€peni pre-miRNA enzymem Dicer za vzniku zralych miRNA (Denli et al.,

2004).
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Obrazek 1: Draha vedouci ke vzniku microRNA — Geny pro miRNA jsou prepisovany pomoci RNA
polymerazy Il v primarni transkript zvany pri-miRNA. Ten je ndsledné upraven aktivitou proteinového
komplexu (microprocessor) slozeného z endonukleazy Drosha a RNA vazebneho proteinu Pasha za
vzniku dsRNA prekurzorii (pre-miRNA) s charakteristickym 2 nt presahem na 3 'konci. Tento presah je
rozpoznan jadernym exportnim faktorem (exportin 5), ktery umozZiuje transport pre-miRNA z jadra do

cytoplazmy (Kim et al., 2009).

2.2 Dicer

Dicer je multidoménovy protein patiici do enzymové rodiny RN4z III, jehoz molekulovd hmotnost se
pohybuje okolo 200 kDa. Jeho struktura je slozena znasledujicich domén: DExH RNA
helikdzova/ATPazova doména, dvé katalytické domény, dsRNA vazebna doména (dsRBD) a
konzervativni domény DUF 283 (,,domain of unknown function) a PAZ, ktera se nachazi také u
protein rodiny Argonaute (MacRae et al., 2006). Predpokladand funkce dsRBD a katalytickych
domén spociva ve vazb¢ a nasledném S§tépeni dsRNA na fragmenty o délce cca 20 nt (Zhang et al.,
2004). Tento ptedpoklad je podporen faktem, ze produkty St€peni maji na 3'konci 2 nt piesah a
obsahuji 5 fosfatovou a 3 hydroxylovou skupinu, coZ je charakteristickym rysem §tépeni enzymovou
rodinou RNaz III (Elbashir et al., 2001a). Zbylé domény se ucastni vybéru cilového mista §tépeni a
reguluji aktivitu katalytickych domén. Stépeni dsRNA na definované fragmenty je pravdépodobné
umoznéno inaktivaci jednoho z katalytickych mist na obou monomerech RNazové domény vlivem
evoluéné konzervované aminokyselinové zamény Glu za Pro. Vysledkem tohoto procesu je zména

periodicity Stépeni dSRNA z 11 nt u bakteridlnich RNz na 22 nt u Diceru (Blaszczyk et al., 2001).
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2.3 Pribéh drahy RNA interference

Princip RNA interference spociva v rozstépeni dvouvlaknové RNA na kratké nepiekryvajici se useky,
které jsou homologni k cilové mRNA a indukuji utlumeni genové exprese. Draha RNAi muze byt
spusténa dvéma riznymi zplisoby uvedenymi na obrazku 2. Prvni moznosti je vstup exogenni dsRNA
do cytoplazmy, ktera je zde $té€pena pomoci proteinu Dicer na krat§i useky siRNA indukujici
degradaci cilovych mRNA. Druha moznost spociva v transportu pre-miRNA z jadra do cytoplazmy,

kde po stépeni Dicer proteinem vzniknou molekuly miRNA zodpovédné za represi translace.
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Obrazek 2: Mechanismus puisobeni exogenni siRNA v burice ve srovnani s ucinkem endogenni miRNA

(Lam et al., 2015).



Impulsem pro spusténi drahy RNAI je tedy St€peni dsRNA, respektive pre-miRNA, proteinem Dicer
na krat$i dvouvldknové useky siRNA (miRNA) (Bernstein et al., 2001). Dicer nasledné dimerizuje
tohoto komplexu je nezbytnd pro ndsledné sestaveni multiproteinového komplexu RISC (RNA-
induced silencing complex) (Liu et al., 2003). Faktor R2D2 funguje jako proteinovy senzor
termodynamické asymetrie vldken siRNA. Diky této schopnosti R2D2 orientuje duplex siRNA
s proteinem Dicer (Tomari et al., 2004). Pozdé&ji se vlivem této orientace vlakno s nizsi teplotou tani

stava tzv. antisense (guide) vlaknem komplexu RISC (Kim et al., 2007).

Jednim z dualezitych krokii pti tvorbé multiproteinového komplexu RISC je disociace vlaken duplexu
siRNA a odbourani tzv. sense (passenger) vlakna. Dlouho se ptfedpokladalo, ze za oddé€leni vlaken
siRNA je zodpovédna ATP dependentni RNA helikdza aktivovana bezprostiedné po vytvoreni
siRNA dochézi az po vazbé na komplex RISC (Matranga et al., 2005). V nésledujicim kroku ziistava
v RISC navazano pouze guide vladkno, které je komplementarni vici cilové mRNA (Martinez et al.,
2002). Passenger vlakno je odstépeno proteinem z rodiny Argonaute, ¢imz dojde k aktivaci komplexu

RISC (Rand et al., 2005).

Nezbytnou soucasti komplexu RISC je protein z rodiny Argonaute (napf. Ago2), ktery tvoii jeho
katalytickou podjednotku (Liu et al., 2004). Proteiny této rodiny se vyznacuji molekulovou hmotnosti
okolo 100 kDa a ptitomnosti domén PAZ a PIWI (Cerutti et al., 2000). PAZ doména zprostiedkovava
kontakt 3'konce guide vlakna s komplexem RISC (Song et al., 2003). Za $tépeni komplementarni
mRNA je zodpovédna doména PIWI, ktera obsahuje aktivni misto s konzervovanym motivem Asp-
Asp-Glu a je tedy strukturné podobna RNaze H (Liu et al., 2004). K rozstépeni fosfodiesterové vazby
dochazi mezi 10. a 11. nukleotidem od 5 konce guide vldkna. (Elbashir et al., 2001b).

2.4 Zesileni u¢inku RNA interference

Béhem analyzy siRNA produkovanych v pribéhu drahy RNAi u modelového organismu
Caenorhabditis elegans byla v roce 2001 prokazana existence tzv. sekundarnich siRNA. Nasledné
bylo zjisténo, Ze tyto siRNA nepochazeji z dsSRNA prekurzord, nybrz vznikaji ¢innosti bunéénych
RNA-dependentnich RNA polymeraz (Sijen et al., 2001). Tyto polymerdzy vyuZzivaji guide vlakno
siRNA jako primer pro syntézu dsRNA podle cilové mRNA, ktera slouzi jako templat (Lipardi et al.,
2001). Nove¢ syntetizované dsRNA jsou opét rozstépeny enzymem Dicer za vzniku sekundarnich
siRNA. Vysledkem tohoto procesu je amplifikace signalu drahy RNAi mezi bunikami zivo¢icht nebo
pletivy rostlin.



Vyuziti RNA-dependentnich RNA polymeraz v priabéhu drahy RNAi bylo prokazéno i u houby
Neurospora crassa (Cogoni and Macino, 1999), huseni¢ku Arabidopsis thaliana (Dalmay et al., 2000)
nebo hlenky Dictyostelium discoideum (Martens et al., 2002). V lidskych burikach nebyla amplifikace
signalu tvorbou sekundarnich siRNA prostiednictvim RdRp prokazana (Schwarz et al., 2002).



3 Vyuziti RNA interference ke genetickym manipulacim u

parazitickych protist

Vyuzitelnost metody RNA interference (RNAi) k tipravam genové exprese u parazitickych protist byla

poprvé prokazana vroce 1998, kdy po vneseni syntetické dsRNA s genem pro 5'UTR oblast a

tubulinu do bunék procyklické formy Trypanosoma brucei doslo ke specifické degradaci

komplementdrni mRNA a k naslednému sniZeni proteosyntézy o tubulinu (Ngo6 et al., 1998). Od

tohoto objevu byla pfitomnost drahy RNAI testovana u tfady dalSich parazitickych protist, jejichz

prehled nabizi tabulka 1.

Tabulka 1: Pritomnost drahy RNA interference u parazitickych protist

Organismus Ortholog Dicer Ortholog Argonaute | Funkéni draha RNAi
Trypanosoma brucei* ano ano ano
Trypanosoma cruzi* ne ano ne
Trypanosoma evansi* ano ano ano
Trypanosoma congolense™ ano ano ano
Leishmania donovani* ne ne ne
Leishmania major* ne ne ne
Leishmania braziliensis* ano ano ano
Plasmodium falciparum* ne ne ne
Plasmodium berghei* ne ne ne
Toxoplasma gondii ano ano ano
Cryptosporidium spp. ne ne ne
Theileria spp. ne ne ne
Babesia bovis ne ne ne
Eimeria tenella ne ne ne
Giardia intestinalis ano ano ano
Entamoeba histolytica ano ano ano

* vice informact o vyuziti metody RNAi u téchto skupin bude uvedeno v dalsich podkapitoldach

3.1 Vyuziti metody RNAi u Plasmodium spp.

Rod Plasmodium (kmen Apicomplexa) sdruzuje obligatni vnitrobunééné parazity, pro které jsou

typické dva aspekty: vstup do bunky pomoci apikalniho komplexu a Zivotni cyklus se tfemi

rozmnozovacimi fazemi (merogonie, sporogonie, gamogonie). Zastupci rodu Plasmodium jsou znami

predevsim jako plvodci malarie, jez predstavuje jedno z hlavnich zdravotnich rizik v subtropickych a




tropickych oblastech celého svéta. Jen v Africe je vlivem malarie infikovano 300 az 500 miliont lidi

ro¢né a dle informaci WHO vice nez pil milionu nakazenych tomuto onemocnéni podlehne.

Prvni zprava o vyuziti metody RNAi u Plasmodium falciparum byla publikovana v roce 2002, kdy se
veédei zamétili na umlCeni exprese genu kodujiciho dihydroorat dehydrogendzu (DHODH, enzym
syntézy pyrimidint). Ukazalo se, Ze elektroporace bun¢k krevni formy P. falciparum v ptitomnosti
dsRNA nesouci sekvenci genu pro DHODH vedla ke specifické degradaci komplementarni mRNA a k
naslednému snizeni rustu bun¢k o 60 % (McRobert and McConkey, 2002).

V dal§im experimentu se védci zaméfili na cysteinové protedzy P. falciparum (falcipain-1 a -2).
Ukazalo se, ze inkubace bun¢k krevni formy P. falciparum v ptitomnosti dsSRNA nesouci sekvence
genu pro falcipain-1 a -2 vedla k inhibici rastu bunék in vitro a k hromadéni hemoglobinu v potravni
vakuole, ¢imz se potvrdila nepostradatelnost téchto enzyml v pocateni fazi procesu degradace
hemoglobinu (Malhotra et al., 2002). V roce 2003 byl podobny pokus proveden in vivo. Injekéni
aplikace siRNA pro cysteinové protedzy berghepain-1 a 2 do mysi infikované Plasmodium berghei
vedla ke zvétSeni potravni vakuoly u cirkulujicich parazitd v dasledku hromadéni hemoglobinu
(Mohmmed et al., 2003). O dva roky pozdé¢ji byla draha RNA interference vyuzita k objasnéni klicové
role cysteinové protedzy falcipain-2 v procesu uvoliiovani merozoitli z erytrocytti v pritbéhu zivotniho

cyklu P. falciparum (Dasaradhi et al., 2005).

Ve stejném roce probéhl také pokus s uml¢enim exprese transkripéniho faktoru PfMybl, pfi kterém
byla odhalena jeho funkce v ramci vyvojového cyklu P. falciparum. Ukazalo se, Ze vneseni dsRNA
pro PfMybl do kultury P. falciparum negativné ovlivituje proces premény trofozoitd ve schizonty.
Linie s vnesenymi dsRNA navic vykazovaly sniZeni rastu o 40 % (Gissot et al., 2005). Velmi podobné
vysledky pfinesl experiment, pii kterém byly do kultury Plasmodium falciparum vneseny dsRNA
nesouci gen pro histon deacetylazu (PfHDAC-1) (Sriwilaijaroen et al., 2009). Pro pfeziti a rist

.....

.....

sniZeni rastu o 67 % (Tuteja and Pradhan, 2010).

Ackoliv vyse zminéné pokusy prokazaly dsRNA fizenou degradaci mRNA, geny pro proteiny Dicer a
Argonaute a molekuly miRNA, které jsou pro drahu RNAi klicové, nebyly zatim v genomu plasmodia
identifikovany (Xue et al., 2008; Mueller et al., 2014; Bunnik et al., 2016). Baum et al. (2009)
testovali pritomnost drahy RNAi v plasmodiu vnasenim dsRNA pro geny nesouvisejici s vyvojem a
ristem parazita a analyzovali genom s pouzitim srovndvaci bioinformatické metody. Ani jeden
z téchto pokusti vSak nebyl uspeésny. Piedchozi zjisténi RNAi vysvétluji autofi tim, Ze vnesend dsRNA
je pro Plasmodium ptirozen¢ toxicka. Druhd hypotéza se opira o moznost existence alternativni drahy
RNAI fungujici na odlisném principu. Tato hypotéza byla podpotena s identifikaci 630 nekodujicich
molekul RNA v genomu P. falciparum patticich do tfid small nucleolar RNAs (snoRNA) a small



Cajal-body specific RNAs (scaRNA), které by mohly slouZit jako medidtory alternativni drahy RNAi
(Raabe et al., 2010). Moznost alternativni drahy RNAi byla nastinéna také v pokusu z roku 2012, ve
kterém byly umlcovany geny pro deoxyhypusine syntazu (DHS) a eukaryoticky inicia¢ni faktor (elF-
5a). In vivo aplikace siRNA pro DHS a elF-5a do mysi infikované P. berghei vedla k inhibici ristu
plasmodia a tim k signifikantnimu snizeni parazitémie (tj. poctu paraziti v krvi). Po vneseni siRNA in
vitro do infikovanych krevnich bunék doslo ke sniZzeni hladiny odpovidajicich mRNA, ¢imz se

potvrdil pfedpoklad existence alternativni drahy RNAi u plasmodia (Schwentke et al., 2012).

V posledni studii publikované v roce 2016 védci vyvinuli nanoc¢astici z chitosanu nesouci dsRNA proti
topoizomeraze Il (PfTOP2), replikacnimu enzymu P. falciparum. Infikované erytrocyty vystavené
pusobeni volné dsRNA vykazovaly snizeni ristu o 41 %. V ptipadé chitosanové nanocastice vzrostla
mira inhibice na 71 %, ¢imz se prokazalo, Ze tento nosi¢ zajistuje U¢inngjsi dopravu dsRNA do

cilovych bunék (Attasart et al., 2016).

3.2 Vyuziti metody RNAi u Trypanosoma spp.

24

prenosu. 7. brucei (skupina Salivaria), ktera vyvolava spavou nemoc u lidi a onemocnéni zvané
nagana u dobytka, je pfenasena slinami mouchy tse-tse. 7. cruzi (skupina Stercoraria), ktera je

puvodcem Chagasovy choroby, je Sifena trusem plostic z podceledi Triatominae.

3.2.1 RNAi u Trypanosoma brucei

Jak bylo zminé&no vyse, funkéni dréha RNAI byla u Trypanosoma brucei objevena jiz roku 1998' (Ngd
et al., 1998). V pozdégjsich letech byly identifikovany i orthology proteinti Dicer a Argonaute, které
jsou pro fungovani RNAi nezbytné. Analyza genomu 7. brucei odhalila ptfitomnost genu pro protein
TbAGOI1, ktery se prokazateln¢ ucastni drahy RNAi. Mimo to se podili na formovani déliciho
vieténka a mitotické segregaci chromozomu skrze sviij vliv na tvorbu heterochromatinu v oblasti
centromery (Durand-Dubief and Bastin, 2003). Dale bylo prokazano, ze TbAGO1 udrzuje integritu
genomu na urovni regulace poctu transkriptll vzniklych piepisem retropozonii (Shi et al., 2004a,
2004b; Durand-Dubief et al., 2007). V genomu 7. brucei se nachazi také dva geny pro proteiny Dicer,
jejichz funkce spociva hlavné v tvorbé siRNA zretropozonu a které se od sebe lisi svou lokalizaci
v ramci bunky. Zatimco TbDCL1 operuje v cytoplazmé (Shi et al., 2006), TbDCL?2 je lokalizovan
v jadfe a je navic zodpovédny za biogenezi tzv. CIR147 (chromosome internal repeats) siRNA

odvozenych od 147 pb dlouhych repetitivnich sekvenci (Patrick et al., 2009).

1O RNAIi u Trypanosoma brucei bylo sepsano velké mnozstvi ¢lanku, ze kterych jsem pro potieby této

bakalatské prace vybrala pouze nekteré, ilustrujici rozsah a diverzitu vyuziti této metody.
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Jako mediatory dsRNA fizené degradace mRNA slouzi vySe zminéné molekuly siRNA (Elbashir et
al., 2001a). Roku 2003 bylo zjisténo, ze 10 az 20 % siRNA asociuje ve formé 70 kDa velké
ribonukleoproteinové Castice s ribozomy. Prepoklada se, Ze tato interakce usnadiiuje rozpoznani cilové
mRNA urcené k degradaci (Djikeng et al., 2003). Sekvenace genomu 7. brucei odhalila, ze vétSina
siRNA je odvozena od mobilnich genetickych elementd (retropozonil) patficich do skupin ingi a
SLACS (spliced leader-associated conserved sequence) (Djikeng et al., 2001). Pozdéji byla objevena
dalsi tfida siRNA odvozenych od 147 pb dlouhych repetitivnich sekvenci lokalizovanych na
chromozomech 4, 5 a 8. Tato tfida byla nazvana CIR147 siRNA (Patrick et al., 2009). Na zaklad¢
téchto poznatkti se da ptredpokladat, ze 7. brucei vyuzivd drahu RNAi hlavné k ochrané pred
mobilnimi genetickymi elementy. Tento pfedpoklad je podpoien pokusem, ve kterém bunky 7. brucei
bez TbAGOI1 vykazovaly vysokou miru genomovych piestaveb pravé v oblastech se SLACS (Patrick
et al., 2008).

Metoda RNA interference je hojné vyuzivana ve vyzkumech zabyvajicich se identifikaci geni
nezbytnych pro preziti jak krevni, tak procyklické formy 7. brucei. Tyto experimenty davaji velkou
nadégji na vyuziti RNAIi pii vyvoji novych chemoterapeutik proti spavé nemoci u lidi nebo nagané u
dobytka, kterou tento parazit zptisobuje. Aplikace dsSRNA do bunék cilového organismu je spolehlivou
metodou pro spusténi drahy RNAi za ucelem naruSeni genové exprese. Ukazalo se vSak, ze v buitkdch
T. brucei neni dsRNA stabiln€ udrZzovana a navozeny efekt mizi v prabéhu prvniho bunééného déleni.
Proto byl vyvinut vysoce ucinny tetracyklin-indukovatelny T7 expresni systém zajistujici in vivo
expresi dsSRNA v buiikach krevni i procyklické formy 7. brucei. Tento systém zajistuje vyssi stabilitu
dsRNA a zvySuje ucinnost degradace komplementarni mRNA (Shi et al., 2000; Wang et al., 2000;
Morris et al., 2001).

Roku 2000 byla draha RNA interference pouzita ke zkoumani procesu skladby proteinti pfi tvorbé
paraflagelarni tyCe biciku (Bastin et al., 2000). Pozd¢jsi experiment ukazuje, Ze umlceni exprese genu
pro protein FLAI1, ktery hraje klicovou roli v pfipojeni biciku ktélu T. brucei vede jak u
procyklickych, tak u krevnich forem k oddéleni bi¢iku a k blokaci cytokineze (LaCount et al., 2002).
Poruchy cytokineze u krevnich forem parazita byly pozorovany i o Ctyfi roky pozde€ji po umlceni

n€kolika raznych genti pro proteiny bic¢iku (napt. TAX-1, PFR2) (Broadhead et al., 2006).

Draha RNAi byla vyuzita i béhem pokusu, pii kterém byla studovana funkce mitochondrialni
topoizomerazy II. Po vneseni dsRNA do bunék 7. brucei doSlo nejen ke specifické degradaci
komplementarni mRNA a k naslednému umrti bunék, ale také ke ztraté kinetoplastové DNA (kDNA).
Této ztraté predchazely problémy s opétovnym piipojenim replikovanych minikrouzkd do sité tvorici
kinetoplast a predpoklada se tedy, Ze topoizomeraza II hraje kliCovou roli pravé v procesu replikace
minikrouzkt (Wang and Englund, 2001). O tfi roky pozdé&ji byl proveden podobny pokus s dalsim

typem topoizomerazy vyskytujicim se u 7. brucei. Topoizomeraza IB se sklada ze dvou podjednotek
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kodovanych dvéma rozdilnymi geny. Ackoliv RNAi operuje na tUrovni degradace komplementarni
mRNA, po umlceni exprese genu pro jednu podjednotku doslo ke sniZeni hladiny proteinu pro obé
podjednotky. Je tedy ziejmé, Zze jednotlivé podjednotky mohou existovat pouze ve formé dimeru

(Bakshi and Shapiro, 2004).

V jiném experimentu védci pomoci RNAi ovéfili roli farnesyl pyrophosphate syntazy (TbFPPS)
jakozto esencialniho enzymu 7. brucei, ktery je nezbytny pro preziti procyklickych forem parazita in
vitro a in vivo (Montalvetti et al., 2003). Ve stejném roce pak byla RNAi vyuzita pfi zkoumani
bunécného cyklu u 7. brucei. Ukazalo se, Zze absence mRNA pro mitoticky cyklin CYC6 vede
k pozastaveni mitdzy a inhibici rastu jak u procyklické, tak u krevni formy parazita. Navic bylo
zjisténo, ze T. brucei postrada schopnost regulace bunécného cyklu skrze kli¢ové kontrolni body
pritomné u vyssich eukaryot (Hammarton et al., 2003). Metoda RNAI byla téZ vyuzita k objasnéni
klicové role sfingolipidii v procesu cytokineze a déleni kinetoplastu u procyklickych forem T. brucei

(Fridberg et al., 2008).

Velka c¢ast experimentl vyuzivajicich metodu RNA interference se zabyvd vyzkumem
mitochondridlniho metabolismu. V roce 2006 byla publikovana studie zabyvajici se procesem
transformace mitochondrie v disledku pfemény krevni formy parazita na procyklickou. Ukazalo se, ze
umlceni exprese genl kddujicich enzymy cystein desulfurazu (TbiscS) a metallochaperone (TbiscU)
vyustila u procyklickych stadii parazita v inhibici mitochondridlni i cytoplazmatické akonitazy
v disledku zhorSené maturace FeS klastrii. Mitochondrie takto modifikovanych procyklickych forem
se navic co do metabolismu podobaly organelam krevnich stadii a vykazovaly poruchu v tvorbé ATP
(Smid et al., 2006). K inhibici mitochondrialni a cytoplasmatické akonitazy doslo i po umlceni exprese
genu pro mitochondrialni protein frataxin. Inhibice tohoto proteinu dale vedla ke zvyseni koncentrace
reaktivnich forem kysliku. Na zaklad¢ téchto poznatki se usuzuje, Ze funkce trypanosomalniho
frataxinu spociva v biogenezi FeS klastrii a v ochrané parazita pred kyslikovymi radikaly (Long et al.,
2008). V dalsim experimentu byla metoda RNAi vyuzita k analyze mitochondridlniho genomu u
procyklickych stadii 7. brucei vedouci k objevu 37 gend, které se piimo ¢i nepiimo zapojuji do fizeni

bunécného cyklu (Mbang-Benet et al., 2015).

Jones et al. (2014) vyuzil metodu RNAi k identifikaci 42 protein kinaz (PK) dilezitych pro normalni
rust krevnich forem 7. brucei. Zhruba u poloviny téchto kinaz byl dale prokazan jejich vliv na mitdzu,
cytokinezi, regulaci bunécného cyklu a replikaci kinetoplastu. V ramci této studie byly také poprvé
identifikovany dvé proteinkinazy RDK1 a RDK2 (,,repressor of differentiation kinase*), které reguluji
proces pfemény krevni formy na procyklickou formu uvnitf pfenasece (mouchy tse-tse). O rok pozdéji
byla metoda RNAIi pouzita k objasnéni funkce proteinu TbJ2 z chaperonové rodiny Hsp40. Ukazalo
se, Ze tento protein hraje vyznamnou roli v procesu proteosyntézy a je nepostradatelny z hlediska

normalniho rastu bunék 7. brucei (Ludewig et al., 2015). Draha RNAIi byla vyuzita také k objasnéni
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funkce MAP kinazy MAPKLKI1 u procyklick¢ formy 7. brucei. UmlCeni exprese genu pro
MAPKLKI1 vedlo k inhibici rstu a k mirnym zménam ve fosfoproteomu, proteomu a transkriptomu.
Ukazalo se, ze zmény ve fosfoproteomu se vyznamné dotykaji proteinti podilejicich se na tpravach
mRNA a dé se tudiz predpokladat, ze MAPKLKI1 se ucastni regulace proteinti zapojenych do
metabolismu mRNA (Batista et al., 2017). V nejnovéjsi studii z Cervna tohoto roku se védci zabyvali
enzymem 3-methylglutaconyl-CoA hydratdzou (3-MGCoA-H), ktery je exprimovan v mitochondridlni
matrix u obou forem parazita. Uloha tohoto enzymu v katabolismu leucinu je zobrazena v niZe
uvedeném schématu. Umlceni exprese genu pro 3-MGCoA-H v kulturach s nadbyte¢nym mnozstvim
leucinu vedlo k inhibici rastu jak u procyklické, tak u krevni formy parazita. Pfedpoklada se, ze
v disledku hromadéni 3-MGCoA dochazi k inhibici enzymu 3-HMGR a tim ke sniZeni hladiny

mevalonatu, prekurzoru syntézy steroidii (de Lima Stein et al., 2017).

Leucin AcetylCoA + Acetoacetat

3-MGCoA <4——p 3-HMGCoA

Et
;

Ergosterol

Obrdazek 3: Schéma katabolismu leucinu. Leucin je nejprve v sérii metabolickych reakci preménén na
3-methylglutaconyl-CoA a ten je ndsledné hydratovin 3-MGCoA-hydratazou za vzniku 3-hydroxy-
methylglutaconyl-CoA. V dalsi reakci katalyzované enzymem 3-hydroxymetilglutaril CoA reduktdzou
vznika mevalonat, prekurzor biosyntézy steroidii nezbytnych pro rist trypanosomy (de Lima Stein et

al,, 2017).

3.2.2 RNAi u Trypanosoma cruzi, T. congolense a T. evansi

Pomérné brzy po objevu RNAi u 7. brucei se ukazalo, ze tato draha je funk¢ni i u nékterych dalsich
trypanosom. U 7. congolense, zpisobujici onemocnéni dobytka zvané nagana, byla drdha RNA
interference poprvé prokazana v ramci pokusu o umlceni exprese genu pro protein velké ribozomalni
podjednotky (RPPO) s vyuzitim expresniho systému 7. brucei (Inoue et al., 2002). O rok pozdé&ji byla

metoda RNAIi vyuzita ke zkoumani funkce mitochondridlniho heat shock proteinu 70 u procyklické
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formy tohoto parazita (Bannai et al., 2003). Nasledné byl vyvinut vlastni expresni systém pro 7.
congolense, jakozto G¢inny nastroj k pochopeni mechanismil patogeneze a k analyze potencidlnich
terapeutickych cili (Coustou et al., 2010). O dva roky pozdé&ji se stejnému tymu védct podafilo
identifikovat multigenni rodinu transsialidaz (TconTS) a s vyuzitim metody RNAi prokazat korelaci
mezi vypnutim exprese TconTS a naruSenim virulence v pribéhu experimentalni infekce mysi
(Coustou et al., 2012). V experimentu publikovaném v roce 2013 vyustila RNAI fizena delece genil

pro dvé aminopeptidazy typu M1 k inhibici ristu u procyklické formy parazita (Pillay et al., 2013).

Funk¢ni draha RNAI byla prokazana i u T. evansi, parazita zpisobujiciho onemocnéni domacich zvitat
zvané surra. Witola et al. (2004) provedl experiment s uml¢enim genu pro adenosinovy transportér 1
(TevAT1) opét s vyuzitim expresniho systému 7. brucei. Vypnuti exprese genu pro TevATl1 vedlo

k navozeni rezistence vi¢i uréitému typu 1é¢iv, jako je napt. berenil nebo samorin

Ve stejném roce byla metoda RNAi aplikovana k umlceni exprese genti pro beta tubulin, amastin,
GP72 (flagellar adhesion protein) a ribozomalni protein PO u 7. cruzi spouzitim tetracyklin-
inducibilniho T7 expresniho systému. Ocekavany fenotyp po plsobeni dsSRNA vsak nebyl pozorovan
u zadného ze Ctyt testovanych genti (DaRocha et al., 2004). Ackoliv u 7. cruzi nebyla prokazana draha
RNA interference ani orthology proteinu Dicer (El-Sayed et al., 2005a), obsahuje jeji genom mobilni
genetické elementy (Wickstead et al., 2003). Predpoklada se tedy, Ze tento druh trypanosomy vyuziva
k ochran¢é pred retropozony n¢jaké alternativni strategie (El-Sayed et al., 2005b). V roce 2010 byl
objeven ortholog proteinu Argonaute obsahujici konzervovanou PIWI doménu, ktery je exprimovan u
vsech stadii v prubéhu zivotniho cyklu 7. cruzi (Garcia Silva et al., 2010). O rok pozd¢ji byl genom T.
cruzi analyzovan na pfitomnost malych nekodujicich RNA molekul. Ukézalo se vSak, ze miRNA a
siRNA slouzici jako mediatory dsRNA ftizené degradace mRNA v genomu tohoto parazita chybi
(Franzén et al., 2011).

3.3 Vyuziti metody RNAi u Leishmania spp.

Po prvotnim nadseni z GspéSnych pokusi provedenych na zastupcich rodu Trypanosoma se bohuzel
zjistilo, ze draha RNA interference neni funkéni u vétSiny zastupct rodu Leishmania (podrod
Leishmania: L. major, L. donovani, L. mexicana) (Ullu et al., 2004; Cerutti and Casas-Mollano, 2006).
Zhang and Matlashewski (2000) se neuspésné pokusili modulovat expresi genu A2 pomoci dsRNA u
L. donovani. O tfi roky pozd€ji byla draha RNAI testovana u L. major a L. donovani. Ukazalo se, ze
vneseni siRNA pro alfa tubulin do kultury L. major a L. donovani nema Zadny vliv na sniZeni exprese

ptislusného genu, ani na rist a morfologii buné€k paraziti (Robinson and Beverley, 2003).

Vyjimku tvoii Leishmania braziliensis (podrod Viannia), u které byly prokazany orthology proteint

Dicer a Argonaute (Peacock et al., 2007). Lye et al. (2010) pomoci RNAi umléel expresi hned
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n¢kolika genl. Nejsiln€jsi fenotypovy projev byl dosazen v pifipadé umlCeni genli pro proteiny
paraflagelarni tyce. Slibné vysledky pfinesl také pokus o umlceni exprese genu kodujiciho alfa
tubulin, kdy po vneseni syntetické dsRNA do kultury L. braziliensis doslo ke snizeni hladiny
komplementdrni mRNA o 63 %. L. braziliensis patii, na rozdil od vySe zminénych zéstupci, do
podrodu Viannia a ptedpoklada se, ze ke ztraté¢ RNAi doslo pravé v moment¢ odd¢leni téchto dvou
evolucnich linii. K potlaceni drahy RNAi u zastupci podrodu Leishmania mohlo dojit vlivem nekolika
selek¢nich tlakil, mezi které patii plsobeni vird, ztrata mobilnich genetickych elementii a fenotypova
selekce (Lye et al., 2010). V dal§im experimentu z roku 2016 byl studovan vliv dsSRNA viru LRV1
(Leishmania RNA virus 1) na virulenci L. braziliensis. U tohoto parazita doslo v prubéhu evoluce
k ustaveni rovnovahy mezi replikaci viru LRV1 a jeho degradaci aktivitou RNA interference. Tento
experiment prokazuje, ze zvysena mira exprese siRNA cilenych proti viru LRV1 vede k jeho eliminaci

a k naslednému snizeni patogenicity L. braziliensis (Brettmann et al., 2016).
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4 CRISPR
4.1 Evoluc¢ni puvod CRISPR/Cas systémii

Stejné jako objev RNAI, tak i objev CRISPR/Cas systému jako nastroje k editaci genomut zpisobil
revoluci v oblasti genového inzenyrstvi. Na rozdil od RNAi ma CRISPR/Cas ptivod v prokaryotickém
imunitnim systému schopném uc¢inné rozpoznéavat a nicit virové a plazmidové sekvence (Horvath and
Barrangou, 2010). Princip imunitni odpovédi spociva v integraci kratkého useku virové sekvence do
tzv. CRISPR lokusu po vstupu daného infekéniho agens do buiiky. Tento proces slouzi k navozeni

genetické paméti vyuzitelné pii reinfekci danym patogenem (Rath et al., 2015).

Oznaceni CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) odkazuje na
repetitivni tiseky DNA o délce 21 az 37 bp oddélené sekvencn¢ variabilnimi Gseky virového nebo
plazmidového plvodu zvanymi ,spacers®. Jednotlivé CRISPR lokusy jsou od sebe oddéleny tzv.
leader sekvenci, ktera navic funguje jako promotor (Jansen et al., 2002). Od doby primarniho objevu u
Escherichia coli v roce 1987 (Ishino et al., 1987) byly tyto repetitivni iseky DNA zaznamenany pod
riznymi jmény u fady dalSich bakterii a archei, napt. TREPs u Haloferax mediterranei a H. volcanii
(Mojica et al., 1995), DVRs u Mycobacterium tuberculosis (van Embden et al., 2000) nebo LCTR u
Sulfolobus solfataricus (She et al., 2001). V roce 2002 pak vznikl akronym CRISPR pro pojmenovani
této nove objevené rodiny repetitivnich DNA sekvenci (Jansen et al., 2002). Do roku 2017 byla
ptitomnost CRISPR lokust prokazana u 45 % bakterii a 87 % archei (Grissa et al., 2017, web 1).

Mezi dalezit¢ komponenty tohoto systému patii i geny Cas asociované s CRISPR lokusy, které koduji
proteiny nesouci funkéni domény typické pro nukleazy, helikazy, polymerazy a polynukleotid-vazajici
proteiny (Haft et al., 2005). Funkcni propojeni Cas genti a CRISPR lokusii bylo prokazano v
nékolika experimentech. V jednom z téchto experimentli naruSila inaktivace genu Cas7 u bunck
Streptococcus thermophilus schopnost integrace nového spaceru po expozici bakterie piislusSnym
fagem. Predpoklada se tedy, ze Cas7 hraje dulezitou roli v rozpoznani cizorodé nukleové kyseliny
a/nebo v jejim zaclenéni do genomu (Barrangou et al., 2007). V dal§im experimentu bylo zjisténo, Ze
protein Casl funguje jako endonukledza §tépici cizorodou DNA na dvouvldknové fragmenty o
velikosti cca 80 bp (Wiedenheft et al., 2009). CRISPR/Cas systém pravdépodobné patii mezi mobilni
genetické elementy, které se S$iii horizontalnim genovym pienosem, coz piispiva k vysoké mife

vyskytu tohoto systému u bakterii a archei (Rath et al., 2015).

Existenci homologii mezi sekvencemi spacerti a cizorodou DNA pochazejici z virt a plazmida
prokézaly vroce 2005 tfi na sob€ nezavislé vyzkumné tymy: Bolotin et al. (2005); Mojica et al.
(2005); Pourcel et al. (2005). Toto zjisténi védce privedlo k myslence oznacujici CRISPR za adaptivni
slozku prokaryotického imunitniho systému (Makarova et al., 2006). Imunitni odpovéd’ zaloZena na
CRISPR/Cas systému probihd ve tfech krocich jejichz pribéh je zaznamenan na nize uvedeném

obrazku 4. Ve fazi adaptace dochazi k zaclenéni nového tseku cizorodé DNA do CRISPR lokusu, a
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tedy i k vytvofeni genetické paméti. Tento proces probihda pouze pifi primarnim setkdni s danym
patogenem, vi¢i némuz je builka imunitn€ naivni. V dal$im kroku dochézi ke spusténi exprese Cas
genl a k pfepisu DNA piislusného spaceru a repetice v tzv. pre-ctfRNA. Ta je nasledné upravena
aktivitou Cas proteinii ve zralou crRNA. Posledni faze imunitni odpovédi spociva v rozpoznani
cizorodé DNA, kterd je nasledné rozstépena aktivitou ribonukleoproteinové castice zformované z

molekul crRNA a Cas proteinti (Rath et al., 2015).

f%a
_.r’ ™

r ~

; Vlgzeni noveho spaceru do
Adﬂ.ptﬂce W CRISPR lokusu

REPEAT REPEAT REPEAT

l Prepis erENA

D mf

Exprese

Degradace cilove DNA aktivitou
Cas proteind a crBNA

®

Interference

Obrdzek 4: Klicové kroky imunitni odpovédi zalozené na CRISPR/Cas systému. 1) Adaptace — vioZeni
nového spaceru do CRISPR lokusu, 2) Exprese — prepis CRISPR lokusu a nasledna uprava CRISPR
RNA, 3) Interference — Stépeni cizorodé DNA aktivitou Cas proteinii a CRISPR RNA (Rath et al.,
2015).
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4.2 Klasifikace CRISPR/Cas systémii

Na zéklad¢ odlisnych molekularnich mechanismti vyuzivanych v procesu uUpravy pre-ctrRNA a
degradace cizorodé DNA byly definovany tfi rizné typy CRISPR/Cas systému (viz. obrazek 5), které
se dale déli na n€kolik subtypii. Univerzalnimi komponentami napii¢ vSemi tfemi typy systémi jsou

proteiny Casl a Cas2 hrajici klicovou roli ve fazi adaptace (Makarova et al., 2011).

Prvni skupina CRISPR/Cas systémll sdruzuje Sest subtypt (A—F), které jsou definovany pfitomnosti
proteinu Cas3. Struktura tohoto proteinu obsahuje jak helikazovou, tak nukledzovou doménu a je tedy
ziejmé, ze protein Cas3 hraje kliCovou roli v procesu degradace cizorodé DNA (Sinkunas et al., 2011).
Vsechny subtypy této skupiny dale exprimuji geny pro proteiny tzv. cascade-like komplexu, ktery je
mimo jiné zapojen do procesu upravy pre-ctRNA skrze enzym zrodiny RAMP s RNA
endonukleazovou aktivitou (Brouns et al., 2008). Proteiny cascade-like komplexu se dale ucastni

procesu rozpoznani cizorodé DNA a inzerce nového spaceru (Rath et al., 2015).

Druha skupina zahrnujici tfi subtypy (A—C) (Koonin and Makarova, 2013) vyzaduje pro svou aktivitu
protein Cas9 figurujici mimo jiné ve fazi adaptace (Heler et al., 2015; Wei et al., 2015) a molekuly
trans-activating RNA (tracrRNA), které spolecné s RNazou III hraji klicovou roli v procesu maturace
specifickém Stépeni cilové DNA v posledni fazi imunitni odpovédi, které je fizeno duplexem
tractrRNA:crRNA (Chylinski et al., 2013). Subtypy A a B navic exprimuji gen pro ¢tvrty protein (csn2
nebo csn4), ktery se ucastni faze adaptace (Rath et al., 2015). Zajimavé je, Ze tento systém se na rozdil

od systému typu I a III nachazi pouze v genomu bakterii (Makarova et al., 2011).

Druhym aspektem odlisujicim tyto tfi systémy je substratova specifita. Zatimco vyse zminéné systémy
slouzi k obrané proti cizorodé DNA, tieti systém rozpoznava jako substrat také RNA. Kli¢ovou
komponentu tohoto systému, ktery se dale déli na dva subtypy (A-B), zastupuje protein Casl0, jehoz
funkce nebyla doposud objasnéna (Rath et al., 2015). Je vSak znamo, Ze proteiny Cas asociované
s timto typem systému tvoii komplex s nukledzovou aktivitou zvany CSM (subtyp A), respektive
CMR (subtyp B) v zavislosti na specifité vii¢i DNA nebo RNA (Rouillon et al., 2013; Spilman et al.,
2013; Staals et al., 2013).

V poslednich letech byl navrzen ¢tvrty systém, ktery exprimuje nekolik genti cascade komplexu, avSak
neobsahuje repetitivni DNA sekvence zrodiny CRISPR ani proteiny Casl a Cas2 (Koonin and
Krupovic, 2015). Nukleazova aktivita komplexu je vzhledem k absenci crRNA nejspi$ fizena skrze
interakce mezi proteiny cascade komplexu a cizorodou DNA a piedpoklada se, ze tento systém je k

ochrang pied urcitym typem DNA sekvenci pfednastaven (Rath et al., 2015).
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Obrdzek 5: Proces upravy pre-crRNA a faze interference: A) Typ I — Pre-crRNA je upravena aktivitou

proteinii Cas5 a Cas6. V procesu degradace cilové DNA hraje klicovou roli protein Cas3 spolecné

s cascade komplexem; B) Typ Il — Pro upravu pre-crRNA je vyzadovana aktivita tracrRNA a RNazy
1Il. Za degradaci cilové DNA je pak zodpovédna endonukleaza Cas9; C) Typ Il — Pre-crRNA je opét

upravena aktivitou proteinu Cas6 ve spolupraci s neznamym doplikovym faktorem. Cas proteiny

wytvari Csm/Cmr komplex s nukledazovou aktivitou v zavislosti na specifité viici DNA/RNA (Rath et al.,

2015).

18



4.3 CRISPR/Cas systém typu Il jako nastroj genového inZenyrstvi

V ramci genového inZenyrstvi se k editaci genomu nejcastéji vyuziva CRISPR/Cas systém typu II
pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes, ktery v procesu mistné specifického stépeni DNA
vyzaduje pouze jediny protein, a to endonukleazu Cas9 (Doudna and Charpentier, 2014). VyuZitelnost
tohoto systému byla poprvé prokazana vroce 2011, kdy transplantace CRISPR lokusu typu II
z bakterie Streptococcus thermophilus navodila schopnost mistné specifického Stépeni DNA v bakterii
Escherichia coli (Sapranauskas et al., 2011). O rok pozd¢ji bylo experimentalné¢ prokdzano, zZe
ribonukleoproteinovy komplex sloZzeny zendonukleazy Cas9 a crRNA izolovany z bakterie S.
thermophilus indukuje in vitro tvorbu dvouvlaknovych zlomi jak v syntetické, tak v plazmidové DNA
nesouci nukleotidovou sekvenci komplementarni ke crRNA (Gasiunas et al., 2012). Pozd¢jsi
experiment vSak poukazuje na nepostradatelnost pridatnych molekul tracrRNA v procesu RNA
tizeného Stépeni DNA zprostfedkovaného endonukledzou Cas9 in vitro i in vivo. Tento pokus navic

prokazuje vliv proteinu Cas9 na tvorbu duplexu tracrRNA:crRNA (Karvelis et al., 2013).

Pro ucely genového inzenyrstvi byla vyvinuta chimérickd molekula zvana single guide RNA (sgRNA)
zformovana z obou nezbytnych slozek, tj. crRNA a tracrRNA (Jinek et al., 2012). Molekula crRNA
nese informaci o 20 nukleotidd velké guide RNA sekvenci, ktera je komplementarni k useku cilové
DNA zvanému protospacer (Hsu et al., 2013). Endonukledza Cas9 rozpoznava toto $tépné misto skrze
5"-NGG-3"sekvenci zvanou PAM (protospacer-adjacent motif), ktera je lokalizovana bezprostfedné za
protospacerem (Heler et al., 2015). Analyza lidského genomu odhalila skute¢nost, Ze na kazdy tsek
DNA o délce 8 bp ptipada 1 NGG sekvence, kde N zastupuje libovolnou bazi a G oznacuje guanin.

Vysoka ¢etnost Stépnych mist déla z proteinu Cas9 univerzalni molekularni niizky (Cong et al., 2013).

4.3.1 Protein Cas9

Struktura proteinu Cas9 obsahuje Sest domén (REC I, REC II, Bridge Helix, PAM Interacting, HNH a
RuvC), jejichz vzajemna poloha je zobrazena na nize uvedeném obrazku 6 (Jinek et al., 2014).
Zatimco doména REC I zprostfedkovava kontakt se sgRNA (Nishimasu et al., 2014), PAM interacting
doména je zodpovédna za vazbu k cilové DNA (Anders et al., 2014; Sternberg et al., 2014). Bridge
helix pak iniciuje Stépici aktivitu proteinu skrze domény s nukledzovou aktivitou RuvC a HNH
(Nishimasu et al., 2014). Doména RuvC se sklada ze tfech subdomén pocinaje RuvC I na N-konci.
Subdomény II a III pak ohrani¢uji doménu HNH, ktera se nachazi zhruba v poloving linearni struktury

proteinu (Hsu et al., 2014). Role domény REC II nebyla doposud objasnéna.
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Obrdzek 6: Struktura proteinu Cas9: A) Organizace domén v ramci schematické struktury proteinu

SpCas9; B) Krystalicka struktura Cas9-sgRNA-DNA komplexu (Nishimasu et al., 2014).

V poslednich letech byly pomoci genového inzenyrstvi vyvinuty dva vysoce specifické typy proteinu
Cas9, tzv. eSpCas9 (,,enhanced specifity SpCas9) (Slaymaker et al., 2016) a SpCas9-HF1 (high-
fidelity SpCas9) (Kleinstiver et al., 2016) zajistujici minimalni chybovost v procesu $tépeni DNA
oproti piivodnimu typu proteinu SpCas9 izolovanému z bakterie S. pyogenes, ktery toleruje az 4 chyby
vzniklé v pribéhu Watson-Crickovského parovani bazi mezi gRNA sekvenci a sekvenci protospaceru

(Hsu et al., 2013).

4.3.2 Mechanismy opravy dvouvlaknovych zlomu

Dvouvldknové zlomy (DSB) vznikaji nejen piasobenim endonukledz, ale i1 fyzikalnimi nebo
chemickymi vlivy a naru$uji genomovou stabilitu napadenych bunék. Z tohoto diivodu se u organismt
v pribehu evoluce vyvinulo nékolik opravnych mechanismt (viz. obrazek 7) slouzicich k udrZeni
integrity genomu. Mezi dva nejrozsifenéjsi opravné mechanismy, které byly rozsahle studovany, patii
homologni rekombinace (HDR) a tzv. non-homologous end-joining pathway (NHEJ) (Chapman et al.,
2012). Pozdéji byla objevena alternativni draha zvana microhomology-mediated end-joining pathway

(MME]J) ptitomna napt. u Plasmodium falciparum (Kirkman et al., 2014).
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Obrazek 7: Schéma CRISPR/Cas systému typu Il a mechanismii oprav dvouvldaknovych zlomii: Mistné
specifickemu stépeni DNA aktivitou endonukledzy Cas9 predchazi rozpoznani useku cilove DNA
pomoct sgRNA mechanismem Watson-Crickovskeho parovani bazi. Vzniklé dvouviaknové zlomy (DSB)
pak mohou byt opraveny tremi mechanismy. V pripadé drahy NHEJ dochazi k prime ligaci koncii
DSB. Tento zpuisob je velmi nachylny k chybam a vede k malym inzercim, delecim nebo substitucim

v oblasti zlomu. Draha HDR vyzZaduje pritomnost donorove molekuly DNA obsahujici useky DNA
homologni k sekvencim leZicim bezprostiedné pred a za mistem Stépeni. Tato molekula slouzi jako
templat pro opravu DNA homologni rekombinaci. Oprava pomoci drahy MMEJ spociva ve spojeni
koncii v oblasti tzv. mikrohomolognich useku, kterému predchazi rozsahla delece bazi mezi témito

useky (Lander et al., 2016a).
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5 Vyuziti CRISPR/Cas systému II ke genetickym manipulacim u
parazitickych protist

Vzhledem k tomu, ze metoda CRISPR je v porovnani s metodou RNA interference vyrazné¢ mladsi,
pocet studii vyuzivajici CRISPR/Cas systém ke genetickym manipulacim parazitickych protist je
fadové niz$i. Strucny piehled publikovanych praci, které budou u vybranych skupin detailnéji

zpracovany v nasledujici kapitole, nabizi tabulka 2.

Tabulka 2: Prehled parazitickych protist, jejichz geny byly uspésné editovany pomoci CRISPR/Cas

systéemu typu I1.

Organismus Vyuziti Mechanismus
opravy DSB
Plasmodium falciparum* | genovy knockout; inzerce bodovych mutaci; genovy knockin HDR, MMEJ
Plasmodium yoelli* genovy knockout; inzerce bodovych mutaci; C-koncové HDR
znaceni proteinu
Cryptosporidium parvum | genovy knockout a knockin HDR
Toxoplasma gondii nahrazeni kompletniho genového tandemu; genovy knockout NHEJ, HDR
a knockin; inzerce bodovych mutaci; C-koncové znaceni
proteinu
Leishmania donovani* genovy knockout; C-koncové znaceni proteinu; inzerce HDR, MMEJ
bodovych mutaci; indukce chromozomovych translokaci,
knockout kompletni genové rodiny
Leishmania major* genovy knockout; knockout kompletniho genového tandemu, HDR
C-koncové znaceni proteinu
Leishmania mexicana* genovy knockout HDR
Trypanosoma cruzi* genovy knockout; knockout kompletni genové rodinys; HDR, MMEJ
vyména exogenniho genu, C-koncové znaceni proteinu
Trypanosoma brucei* genovy knockout HDR

* vice informaci o vyuziti metody CRISPR u techto skupin bude uvedeno v dalsich podkapitolach

5.1 Vyuziti metody CRISPR u Plasmodium spp.

Prvni zprava o vyuziti metody CRISPR u Plasmodium falciparum byla publikovana v roce 2014.
V tomto experimentu védci cilili na dva geny kodujici zeleny fluorescenéni protein se zvySenou mirou
exprese (egfp) a tzv. knob-associated histidine-rich protein (kharp). K transfekci bun¢€k krevni formy
P. falciparum byl pouzit epizomalni vektor zajistujici expresi proteinu Cas9. Molekula sgRNA a

donorova DNA obsahujici kazetu nesouci rezistenci vic¢i antifolatovému 1é¢ivu ozna¢ovanému WR
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byly umistény do druhého expresniho vektoru. Béhem tfech tydnti po transfekci doslo k vyselektovani
jedinct, u kterych uspésné probehl proces nahrady lokusu egfp, respektive kharp, kazetou nesouci
rezistenci vi¢i WR cestou homologni rekombinace. V druhé ¢asti experimentu védci vyuzili CRISPR
k inzerci bodové mutace do genu kharp bez nutnosti integrace selekéniho markeru (Ghorbal et al.,
2014). V dal§im experimentu byla metoda CRISPR vyuzita k deleci genu eba-175, ktery koduje
protein nezbytny pro vnik P. falciparum do Cervené krvinky a vySe zminéného genu kharp. K vneseni
endonukledzy Cas9 a sgRNA do bun€k krevni formy parazita byl pouzit plazmid pCas9-sgRNA-T.
Donorova DNA pak byla vnesena skrze plazmid pT7 RNAP-HR spoleéné s RNA polymerazou T7
zajiStujici expresi sgRNA. S pouzitim tohoto systému byla dosazena efektivita v rozmezi 50 az 100 %

(Wagner et al., 2014).

Vyuzitelnost CRISPR/Cas systému typu II k editaci genti byla prokazana i u Plasmodium yoelli
zpusobujiciho onemocnéni u hlodavci. S pouzitim jednovektorové strategie v procesu delece geni
kodujicich serinové proteazy krevnich stadii Pyseral a Pysera2 bylo dosazeno 100% efektivity. Stejné
efektivity bylo dosazeno i v ptipadé delece genu PyPDH/E o nezbytného pro vyvoj parazita v jatrech.
V ptipadé znaceni membranového proteinu Py03652 na C-konci pomoci zeleného fluorescencniho
proteinu GFP klesla efektivita procesu na rozmezi 2245 %. Nizké efektivity (25 %) bylo dosazeno i
v piipad¢ inzerce bodové mutace do kodujici oblasti genu pro protein PyHsp40 exprimovany
v odpovédi na tepelny stres (Zhang et al., 2014). V roce 2016 byla pomoci metody CRISPR prokazana
pfimé souvislost mezi inzerci bodové mutace do kodujici oblasti genu pro membranovy transportér
PfMDR-1 a vzniklou rezistenci vi¢i piperazinovému léCivu cilenému proti asexudlnim krevnim
stadiim a zralym gametocytim (Ng et al., 2016). Podobny experiment byl proveden i s lokusem pfcari,
ktery koduje protein lokalizovany v Golgiho aparatu sexudlnich i asexudlnich krevnich stadii. Pouziti
CRISPR/Cas systému k vneseni bodovych mutaci do tohoto lokusu vedlo k rozvoji rezistence vuci
imidazolpiperazinovym lé¢iviim a nékolika dal$im strukturné neptibuznym slouceninam (LaMonte et
al., 2016). Ve stejném roce veédci vyvinuli tzv. suicide-rescue systém, jehoz vyhoda spociva
v moznosti vnaseni vétS§ich donorovych DNA sekvenci pti knockinech genti. Tento systém se sklada
ze suicide vektoru, ktery nese selekéni marker, endonukleazu Cas9 a sgRNA a jehoz funkce spociva
v tvorbé dvouvlaknovych zlomi v cilové DNA a rescue vektoru nesouciho donorovou DNA bez
obsahu selekéniho markeru, ktery zodpovida za indukci opravy DSB cestou homologni rekombinace.
Vlivem selekéniho tlaku antibiotik tedy preziji pouze bunky, které obdrzely oba vektory. V tomto
experimentu byl suicide-rescue systém vyuzit k deleci genu Pfset2 exprimovaného u krevnich stadii P.
falciparum a kinzerci genu gfp-ruc vzniklého fuzi zelené¢ho fluorescenc¢niho proteinu s renilla

luciferazou do lokusu Pf47 (Lu et al., 2016).

Metoda CRISPR byla déale vyuzita k vytvofeni geneticky modifikované linie P. falciparum stabilné
exprimujici rapamycinem indukovatelnou DiCre rekombinazu, ktera efektivné $tépi DNA sekvence

ohranicené tzv. lox-P misty a je tak vyuzitelna k funk¢éni analyze genti esencialnich pro vyvoj krevnich
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stadii tohoto parazita (Knuepfer et al., 2017). V dalsi studii zabyvajici se hlodavéim plasmodiem P.
yoelli védci vyvinuli recyklovatelny vektor vyuzitelny k opakované editaci genomu. V prvni Casti
experimentu byl vektor tispé$ne pouzit v procesu znaceni povrchového proteinu ookinetu PyP28 na C-
konci ¢ervenym fluorescencnich proteinem mCherry. Z takto geneticky modifikovanych paraziti byl
vektor odstranén negativni selekci pomoci antibiotik a znovu pouzit k deleci genti Pyctrp a Pycdpk3,
ktera vedla ke snizeni pohyblivosti ookinetu in vitro a k zablokovéani vyvoje oocysty ve stfevé komara
(Zhang et al., 2017a). Metoda CRISPR byla také pouzita k objasnéni souvislosti mezi vnasenim
bodovych mutaci do kdédujici oblasti genu pro sodikovy kanal PfATP4 a vznikem rezistence vici
1é¢ivu SJ733 s tcinnou latkou dihydroisoquinolonem. Tento experiment navic navrhuje novou metodu
k vnéaseni jednotlivych komponent CRISPR/Cas systému do bun¢k P. falciparum bez pouziti plazmidi
(Crawford et al., 2017). V posledni studii z ¢ervence tohoto roku byl CRISPR/Cas systém pouzit
k objasnéni role konzervovaného intronu var2csa jakozto regulaéniho elementu v procesu piepinani

mezi jednotlivymi variantami var gend (Bryant et al., 2017).

5.2 Vyuziti metody CRISPR u Trypanosoma spp.

Prvni studie potvrzujici uspésné pouziti metody CRISPR k editaci genomu Trypanosoma cruzi byla
rovnéz publikovana vroce 2014. Vytvoreni mutantni linie epimastigotii stabilné exprimujici
endonukleazu Cas9 piineslo zajimavé vysledky, protoze takto modifikovani epimastigoti vykazovaly
signifikantni inhibici rdstu zpisobenou toxicitou proteinu Cas9. Nasledna sgRNA ftizené poskozeni
genu kdodujiciho histidine amonia lyazu (HAL) vedla k 60% sniZeni aktivity tohoto enzymu. V piipadé
poskozeni genu koédujiciho transportér mastnych kyselin (FATP) doslo k 37% poklesu miry absorpce
mastnych kyselin. Dalsi ¢ast tohoto experimentu byla zamétena na vyuziti CRISPR/Cas systému k
nahrazeni genu kodujiciho zeleny fluorescenéni protein (GFP) genem pro cerveny fluorescencni
protein (TdTomato) cestou homologni rekombinace. Metoda CRISPR byla vyuzita i k poskozeni
genové rodiny P-galactofuranosyl glycosyltransferaz (B-GalGT) sdruzujici 65 ¢lenti se sekvencni
homologii dosahujici 93 %. Ukézalo se, ze 63 % genli vykazovalo deleci alesponi v jednom ze tfech
mist, na néz bylo cileno molekulami sgRNA. Tento experiment dale prokazal vyuziti mechanismu
MMEJ v procesu opravy dvouvlaknovych zlomi v ptipadé absence donorové DNA (Peng et al.,
2014). O par mésict pozdé&ji byla publikovéana studie uvadéjici tii rizné strategie pouzité k deleci gent
kodujicich proteiny bic¢iku u 7. cruzi. S pouzitim jednoho nebo dvou vektorti zajistujicich expresi
Cas9 a sgRNA v bunikach epimastigotl pod kontrolou ribozomalniho promotoru nebo jednoho vektoru
nesouciho sgRNA, Cas9 a donorovou DNA indukujici opravu DSB cestou homologni rekombinace
védci poskodili geny gp72, PFRI a PFR2 kddujici proteiny bi¢iku. Nasledna fenotypova analyza
odhalila kli¢ovou roli téchto proteinti v procesu uchyceni biciku k télu bunék epimastigotti a potvrdila
nepostradatelnost proteini PFR1 a PFR2 pii tvorbé paraflagelarni tye biciku. V pfipadé pouziti
jednoho vektoru s obsahem sgRNA, Cas9 a donorové DNA bylo dosazeno 100% efektivity (Lander et
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al., 2015). V roce 2016 byla publikovana studie vyuzivajici metodu CRISPR ke znaceni proteint
protilatkami na C-konci. V rdmci tohoto experimentu byla potvrzena ptredpoklddand subceluldrni
lokalizace mitochondridlniho vépnikového uniporteru a ukdzalo se, ze inositol 1,4,5-trisfosfatovy
receptor (TcIP3R) je lokalizovan v acidokalcizomech (Lander et al., 2016b). Metoda CRISPR byla
dale pouzita k objasnéni funkce dvou podjednotek mitochondridlniho vépnikového uniporteru.
Ukazalo se, ze delece gent pro podjednotky TcMCU a TcMCUDb v burikdch epimastigotti vedla ke
snizeni vtoku véapenatych iontd do mitochondrie bez ovlivnéni mitochondridlniho membranového
potencidlu. Zatimco epimastigoti s knockoutovanym genem pro TcMCU nevykazovali poruchu
schopnosti replikace, infekce hostitelskych bunék nebo schopnost diferenciace v trypomastigoty,
delece genu pro TcMCUDb vedla k inhibici rastu, poruchdm mitochondridlniho respira¢niho fetézce a

metacyklogeneze a k neschopnosti infikovat hostitelské buiiky (Chiurillo et al., 2017).

V nejnovejsi studii z roku 2017 byla vyvinuta nova metoda k vnaseni sgRNA do bunéénych linii T.
brucei stabiln¢ exprimujicich endonukleazu Cas9 pomoci PCR-generovanych DNA templatt, které se
transkribuji in vivo aktivitou T7 polymerdzy. Tato strategie byla uspéSné pouzita k deleci genu
kédujiciho glykofosfatidylinositol-specifickou fosfolipazu C zodpovédnou za uvolnéni GPI-kotvenych

povrchovych glykoproteinti (VSG) z mrtvych bunék krevni formy 7. brucei (Beneke et al., 2017).

5.3 Vyuziti metody CRISPR u Leishmania spp.

V roce 2015 byla metoda CRISPR rovnéz poprvé uspeSné pouzita k deleci kompletniho genového
tandemu obsahujiciho tii kopie genu PFR2 u Leishmania major. V tomto experimentu veédci pouZili
dva vektory k vneseni endonukledzy Cas9 a molekuly sgRNA exprimované pod kontrolou U6snRNA
promotoru spolecné s donorovou DNA. Nasledna analyza fenotypu odhalila absenci proteinu PFR2 u
takto geneticky modifikovanych leishmanii. Ukézalo se vSak, Ze delece tohoto lokusu neprobéhla se
100% ucinnosti (Sollelis et al., 2015). Ve stejném roce byla publikovana studie vyuZivajici metodu
CRISPR k deleci a C-koncovému znaceni genu kddujiciho miltefosinovy transportér (LAMT) u druhu
Leishmania donovani. V ramci této studie byla odhalena novd bodova mutace v transportéru vedouci
k rezistenci vu¢i miltefosinu, jedinému dostupnému lé¢ivu proti leishmaniim podavanému peroralné.
V tomto experimentu védci pouzili dvouvektorovou strategii zahrnujici vektor nesouci endonukleazu
Cas9 a druhy vektor s obsahem sgRNA, ktera se exprimuje pod kontrolou ribozomalniho promotoru.
Do druhého vektoru byla navic vnesena sekvence pro ribozym viru hepatitidy delta zabranujici
polyadenylaci molekuly sgRNA. Ukazalo se, ze pfitomnost ribozymu zvysila efektivitu editace
genomu o0 6 %. V tomto experimentu byla navic testovana nova strategie zahrnujici vektor s obsahem
dvou molekul sgRNA. S pouzitim této strategie vyuzivajici drahu MMEJ k opravé dvouvlaknovych
zlomt vzrostla ucinnost delece genu pro miltefosinovy transportér ¢tyfikrat. Nejvyssi G¢innosti bylo

dosazeno v piipad¢ indukce opravy DSB cestou homologni rekombinace poskytnutim donorové DNA
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s obsahem tfi stop kodonti ohrani¢ené homolognimi useky o délce 25 nt, které odpovidaji sekvencim
lezicim na obou stranach zlomu. (Zhang and Matlashewski, 2015). Vysoka ucinnost edita¢niho
procesu pii pouziti tohoto typu donorové DNA byla potvrzena i v dalsi studii publikované v roce
2017. V ramci této studie byla testovana nova strategie spocivajici v konstrukci expresniho vektoru
nesouciho tfi molekuly sgRNA, ktery byl pouzit k sou¢asnému poskozeni genu pro miltefosinovy
transportér a 11 gent patficich do multigenové rodiny 42 u L. donovani. Ukazalo se, Ze pouziti této
strategie vede k vyss§i ucinnosti genového knockoutu. V dalsi ¢asti tohoto experimentu byl vyvinut
vektor zajistujici soucasnou expresi endonukledzy Cas9 a molekuly sgRNA, ktery je vyuzitelny
k editaci genomt vSech dosud testovanych druhti leishmanii, konkrétn€ L. donovani, L. mexicana a L.
major. Metoda CRISPR byla déale vyuzita k inzerci bodové mutace do obou alel genu RADS5/
kodujictho DNA rekombinazu, ktera hraje klicovou roli v procesu opravy DSB cestou homologni
rekombinace. Pozorovana smrt mutantd poukazala na nezbytnost tohoto genu pro pteziti L. donovani.
V posledni c¢asti experimentu védci pouzili CRISPR/Cas systém kindukci vSech Cctyf typd
chromozomovych translokaci v genomu leishmanii. V ramci této studie byla také prokazana klicova
role mechanismu MMEIJ v procesu opravy DSB u zastupct rodu Leishmania (Zhang et al., 2017b).
Nejnovéjsi strategie vyuzivajici PCR-generované DNA templaty k vnaseni sgRNA do bungk stabilné
exprimyjicich endonukleazu Cas9 byla vyuzita i u L. mexicana a L. major. Delece genu PF16
kodujiciho protein bi¢iku v buiikach promastigotti L. major a L. mexicana vedla ke ztraté pohyblivosti
biciku jiz v prvnim tydnu po transfekci. Se stejnou uspé$nosti byl deletovan i gen LPGI v buiikach
promastigot L. mexicana, ktery koéduje galactofuranosyl transferazu zodpovédnou za biosyntézu
molekul LPG. V posledni ¢asti experimentu byla tato metoda uspésné pouzita k C-koncovému znaceni
proteinu PF16 fluorescen¢nim proteinem NeonGreen v burikach promastigotit L. major (Beneke et al.,

2017).
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6 Zavér

Metoda RNA interference je hojné vyuzivana ve vyzkumech zabyvajicich se charakterizaci
metabolickych drah a funkéni analyzou gend nezbytnych pro pieziti a vyvoj pfisluSnych patogeni
v obratlov¢ich hostitelich i hmyzich prenasecich. Poznatky ziskané z téchto studii vedou k identifikaci
potencidlnich terapeutickych cili a k vyvoji novych chemoterapeutik vyuzitelnych v boji proti
pfislusSnym patogentim. Problém s vyuzitim tohoto nastroje vSak spociva v absenci drdhy RNAi u fady

parazitickych protist, naptiklad u leishmanii.

Predpoklada se, ze ke ztrat¢ RNAi u Trypanosomatid doslo v pribéhu evoluce minimaln¢ dvakrat.
Zatimco prvni ztrata postihla linii vedouci k Trypanosoma cruzi, ke druhé ztrat€¢ doSlo v momenté
oddéleni Leishmania braziliensis (podrod Viannia) od ostatnich zastupct rodu Leishmania. Oddéleni
téchto dvou evolucnich linii je spojeno s vyraznymi rozdily v Zivotnim cyklu a virulenci, které by
mohly odrazet zmény genové exprese zprostiedkované drahou RNAI. Otazka funkce RNAI u zastupct
rodu Plasmodium z(stava i nadale oteviena. ACkoliv dsSRNA fizena degradace mRNA byla u tohoto
parazita prokdzana v ne¢kolika experimentech, geny pro proteiny Dicer a Argonaute, ani molekuly
miRNA nebyly v genomu plasmodia nalezeny. Do popfedi se nyni dostdva mySlenka alternativni
drahy RNAIi podpoiend objevem novych druhti nekodujicich molekul RNA v genomu P. falciparum,

které by mohly slouzit jako jeji spoustéce.

Novinku na poli genového inzenyrstvi predstavuje metoda CRISPR, ktera svou jednoduchosti, a
predevsim vSestrannosti prekonala diive pouzivané technologie jako jsou TALEN (transcription
aktivator-like effectors), ZFN (zinc finger nuclease) a vySe zminénd RNA interference. Hlavni vyhoda
tohoto dvouslozkového systému (Cas9-sgRNA) jakozto néstroje genového inZzenyrstvi spociva
v moznosti jejiho pouziti u organismi, u kterych nefunguje draha RNAI, jelikoz vyuziti metody
CRISPR neni podminéno pritomnosti jednotlivych komponent v genomu cilovych organismt. Na
rozdil od RNAi neni metoda CRISPR omezena pouze na funkéni analyzu gend, ale mtize byt pouzita
také ke genomovému screeningu, regulaci genové exprese nebo k inzerci exogennich DNA sekvenci
pfi genovém knockinu a znaceni proteinti na C-konci. Metoda CRISPR slibuje zrychleni pribéhu
studii zamefenych na funkcéni genomiku u protozodlnich patogentl, ¢imz se zvySuje Sance na vyvoj
optimalnich chemoterapeutik a vakcin k prekonani soucasné iimrtnosti a miry morbidity, ktera je u

chorob plisobenych parazitickymi protisty stale velmi vysoka.
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