11. Bezpe€nost’ potravin, GMO, klonovanie zvierat

Dobry den. V piednasce se zamétime na zaklady bezpe€nosti potravin pfedevSim ve spojeni
s GMO a popiSeme podstatu a vyznam GMO a klonovani zvifat.

wev

a produkci potravin. Z tohoto hlediska je nutné sledovat potencidlni vyskyt Skodlivych
chemickych latek, které mohou mit mutagenni ¢i dokonce kancerogenni povahu. Zde se
nejcastéji mizeme setkat s vyskytem tézkych kovli a mykotoxind. V n€kterych zemich se
v mase mohou vyskytovat i antibiotika jako nezddouci kontaminace. Potraviny musi mit
definované slozeni, aby se ptredeslo vyskytu pfirozené se vyskytujicich alergenti, a v tomto
pfipad€ je nutné na toto riziko konzumenty upozornit. Nejvaznéjsi z hlediska zdravotniho je
mikrobiologickd kontaminace, pfedevS§im u masa a mlécnych vyrobkl bakteriemi jako jsou
napf. salmoneloza, listerioza ¢i kampylobakterioza. NaStésti je mozné vyskyt téchto
alimentarnich patogenti testovat mikrobiologickymi kultivacnimi technikami, ale i pomoci
DNA testid. Ve spojeni s vyskytem GMO v potravinach se provadi pii jejich schvalovani
diikladné testovani jejich zdravotni nezavadnosti. U GMO je potencidlni riziko vyskytu
alergent, proto i tyto je tfeba testovat a detekovat. Podobné mechanizmy ovétovani zdravotni
nezéavadnosti je tfeba aplikovat i u potencidlnich potravin vyrobenych z klonovanych zvifat.

V soucasnosti musi byt u potravin s obsahem GMO nad 0,9% deklarovéana jejich ptfitomnost.
Za timto UcCelem bylo vyvinuto nékolik citlivych detekénich metod. Diagnostiku GMO
v potravinach miizeme provést pomoci diikkazu piitomnosti GMO a to pfimou metodou
identifikace transgenni DNA (pomoci polymerazové tetézové reakce - PCR) nebo prokazani
transgenni bilkoviny — imunochemicky metodou ELISA. V ptipad¢ pouziti PCR je-li pfitomen
ve vzorku DNA transgen, dochazi k namnoZeni, neboli amplifikaci produktu, ktery je viditelny
jako prouzek na elektroforetickém gelu.

K ur¢eni podilu GMO v potravinach slouzi tzv. kvantitativni metody. Nejcitlivéjsi metodou je
PCR v redlném case, kterd je extrémné ptfesna a citlivd. Mnozstvi GMO ve vzorku se stanovi
na zakladé porovnani kifivky zkoumaného vzorku s kfivkami standardii o zndamém sloZeni.
Metoda se téZ nazyva relativni kvantifikace.

Z hlediska vysledku neni rozdil mezi tradi¢nim $lechténim a transgenozi, jako hlavni metodou
tvorby geneticky modifikovanych organizml. Maji totiz stejny cil, a to ziskat jedince
s zadoucimi alelami ve svych genotypech. Pti tradi¢nim Slechténi se pouziva Casto hybridizace
a zdmérné pripafovani a je tfeba mnoha generaci nez ziskdme Zadouci kombinace genotypu.
Transgenozi charakterizuje cilend a rychld zména, pfi¢emz je nutna znalost genu, ktery chceme
pouzit a pomoci vektoru ho pfenést do organizmu, tzn. jeho struktury, funkce a sekvence.
V tradi¢nim Slechténi jde o praci v populaci, pifi transgenozi mizeme hovofit o Slechténi
jedince. Na schématu vidime srovnani obou ptistupti.

Nejdiive si definujme genetickou modifikaci. Genetické modifikace jsou cilené zasahy do
genetické informace. 1 kdyz vysledek mlze byt podobny, tak ndhodné zasahy plsobenim
mutagent nebo ionizujicitho zafeni (tvorba odrid pSenice, fepky...) nejsou povazovany za
genetickou modifikaci. Mezi genetické modifikace patii zdmérné zmény aktivity genll, zmény
,mista plisobeni* (v jaké tkani), zdména genu za jinou variantu, vyblokovani genli a zejména
pak vnéseni cizich genti — transgenoze. Klasickym ptikladem transgenoze je u rostlin vyuzivani



bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktera ma piirozenou schopnost vnaset geny napf. pro
odolnosti k herbicidim nebo pro produkci insekticidd — takto vznikla napt. Bt-kukufice.
Soucasné s rozvojem téchto biotechnologii vychdzi zadkonné regulace, jako napf. zdkon o
nakladani s GMO.

Genetické modifikace jsou synonymem pro techniky rekombinantni DNA. Jedna se o pfimé a
cilené zasahy do dédi¢éného materidlu organismu (tzn. do DNA). Nejzndméjsi metodou je
transgenoze, neboli pfenos genu mezi druhy a vnéseni jednotlivych genti do genomu metodami
genetického inzenyrstvi. Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je
organismus (kromé clovéka), jehoz geneticky materidl byl umysln¢ zménén, a to zpisobem,
kterého se nedosédhne piirozenou rekombinaci. GMO mohou byt mikroorganizmy, houby,
rostliny nebo zZivocichové.

Pii tvorbé GMO vznik4 fada problému. Jednim z nich je nizka ucinnost vkladani inzertt.
Zaclenéni inzertu a jeho kopii probiha casto nahodné. Produkt se mlize tvofit v nizké nebo
vysoké koncentraci, protoze je obtizné spravné regulovat vyjadfeni, tj. expresi dané¢ho
strukturniho genu. Zaclenéni cizi DNA je Casto nestabilni a ve sledu generaci se mlize vytratit.
Genové manipulace jsou stale nakladné a cil byva dosazen s velkou nejistotou. Nejmodernéjsi
molekularni biotechnologie zaloZzené na systému CRISPR-CAS9 vétSinu téchto problémut
pomahaji fesit.

Podstatou procesu technologie rekombinantni DNA (vyuZzivaného v genetickém inzenyrstvi) je
vyuzivani restrikénich enzymi, které pochdzi z bakterii a slouzi jako obranny mechanizmus
proti cizorodé DNA, a které dokazou stépit DNA ve specifickém misté oznaCovaném jako
restrikéni misto. PouZitim stejného enzymu pro otevieni vektoru i tvorbu obou koncii genu lze
zvysit pravdépodobnost spravného vlozeni genu do plazmidu, k tomuto spojeni se vyuziva
enzym DNA - ligaza. Tento proces spojovani pivodné nesourodych tiseki DNA nazyvame
rekombinace DNA. Vektor se pak mlize za¢lenit do genomu hostitelské butiky a tim se pfenese
i vlastni sekvence genu.

Zakladnim problémem pii transgenozi je, jak i¢inn€ vpravit rekombinantni DNA do bunky a
jadra. Je vyvinuto mnoho metod, z nichz nejprve uvadim tzv. biologické metody. Lipofekce
probiha s pomoci lipidovych micel, které enkapsuluji nukleové kyseliny do lipozomd -a ty se
mohou pfirozené dostat az do jadra buiky. Transfekce pomoci plazmidovych vektord je
pomérné jednoducha metoda, ale s nizkym G¢inkem. U zvifat se dnes vyuziva ¢astéji virovych
vektort, které maji pfirozenou schopnost priniku do burnky a jadra. V piipad€¢ adenovirt DNA
pronika do chromatinu, nikoliv pfimo do DNA, v pfipad¢ retrovirti a lentivirt se pak cizoroda
DNA integruje pifimo do genomu. Na obrdzku vpravo vidime schéma lentiviru, ktery kromeé
RNA obsahuje enzymy pro integraci nukleové kyseliny do DNA hostitele. Pfi transgenozi se
dba na to, aby virové vektory byly bezpecné, jsou upraveny tak, aby nebyly schopné reprodukce
v hostitelské buiice.

Fyzikalni metody zahrnuji pfedevS§im mikroinjekcei, tj. vneseni DNA do oplozeného vajicka
nebo do embryonélnich kmenovych bun¢k, metoda je to nenaro¢na a cizi geny se exprimuji
ucinngé. Metodu nelze vyuzit v pozd€jSim vyvojovém stadiu, nevyhodou je nizkd tspésnost a
nahodné zacleniovani insertu. Pfenos genit pomoci embryondlnich kmenovych buné¢k tzv. ESC
je specializovana metoda, kdy pluripotentni buiiky blastocysty s in vitro vloZzenou DNA se
vkladaji do ciziho embrya a to pak do délohy nahradni matky. Vysledkem je narozeni mladéte,
které je genetickou chimérou, tzn. nékteré tkan€é ma stransgenem a jiné nikoliv.



DalSimi metodami je pfenos DNA pies riizné ¢astice a jejich nastielovani do burnky, dale
elektroporace (tj. tvorba port v butice pomoci elektrickych impulzt). Lze téz vyuzit tepelného
Soku nebo obalenych magnetickych ¢astic. VSechny tyto metody maji ale relativné nizkou
ucinnost (do 5 %) a jejich pouziti zalezi na konkrétnim druhu zvitat a zkuSenostech ptislusné
laboratofe.

Na tomto schématu vidime ptiklad techniky mikroinjekce, kterou se pfendsi transgen, s cilem,
aby se po zaclenéni transgen exprimoval jen v mlé¢né zldze a produkt, tzn. protein byl tak
snadno izolovatelny z transgenniho mléka. Takto upravena zvifata slouzici k produkci
specifickych transgennich proteinti nazyvame jako biofermentory.

Riizné zplsoby vyuziti mikroinjektaze vidime na obrazcich zde. MiiZze se pouzit injektaz do
prvojadra tésn€ pred splynutim jader a vznikem zygoty -vysledkem je kompletné transgenni
jedinec. DalSim pfistupem je vkladani transgenu do embryonélnich kmenovych bunék a téch
pak do hostitelské blastocysty. Narodi se chiméry, které¢ dale navzdjem kiiZzime a v dalSich
generacich miiZze byt ziskan opét kompletné transgenni jedinec. Vyhodou této metody je to, Ze
muzeme embryondlni kmenové bunky kultivovat a selektovat, coz zvySuje pravdépodobnost
uspéchu pii transgenozi. Dal$i ¢asto vyuzivanou metodou je pfenos jadra, kdy se DNA
konstrukt vlozi do kultivovanych somatickych bunék (vétSinou malo diferencovanych, napf.
fibroblastil), a poté se z nich odebere jadro, které se nasledné vlozi do enukleovaného vajicka.
Zygota je pak implantovana do nadhradni matky a mize se narodit opét jedinec transgenni ve
vSech bunikéach.

A kcemu je vlastn¢ tvorba GM zvifat dobrd? Nejvyznamnéj$i vyuziti geneticky
modifikovanych zvifat vidim v oblasti faramaceutické vyroby. Rada velmi dilezitych 1é¢iv,
Casto pro 1écbu dédi¢nych onemocnéni je proteinové povahy. Proteiny jako slozité latky nelze
vyrabét chemickou vyrobou, jako jednoduchd IéCiva, ale musi dochéazet k syntéze
v biologickych systémech. Nejjednodussi je vyroba 1é¢iv pomoci mikroorganizmt, napft.
bakterii. Takto se jiz fadu let vyrabi inzulin. Inzulin je ale pomérné jednoduchy protein a ty
vyuzit eukaryota — a to zvifata jako savce nebo ptaky. Jednim z mnoha piikladii vyroby 1é€iva
je ziskani lidského proteinu sebelipdza alfa z vajec kura doméciho. Ze savcl se casto
k podobnému tcelu vyuzivaji kozy nebo kralici.

Proteiny maji velmi rozmanité vlastnosti, které se daji vyuzivat i jako materidly pro rizné
rozvinuté technologie. Napft. pavouci protein je latka v poméru k objemu a hmotnosti asi 7x
pevnéjsi nez kvalitni ocel a oznacuje se jako Biosteel. Zdrojem jsou geneticky modifikované
kozy tvofici tento protein ve svém mléce.

Piikladi GM potraviny zivocisného pivodu schvalené ke konzumaci neni mnoho. Zndmym
ptikladem je GM losos, ktery roste 11x rychleji nez bézné chovany losos obecny. Schvalovaci
fizeni ve spojenych statech americkych bylo velmi komplikované a trvalo celych 20 let. Aby
nedoslo k iniku GM lososti do piirody dochazi k chovu v izolovanych kadich.

S transgenozi jsou spojeny také etické problémy. Je novy produkt akceptovatelny pro
zakazniky? Spotiebitelé v Evropé spiSe nechtéji potraviny z GMO. V minulosti v souvislosti
s prvnimi nezdafenymi experimenty vznikla obava, zda existuje riziko vzniku tumorii nebo
neurodegenerativnich onemocnéni u transgennich zvitat v diisledku integrace nebo exprese
transgent. Je logické, Ze postranni efekty v disledku modifikujicich genti nelze vzdy vyloucit.



Etickym problémem pro fadu lidi mize byt i to, Ze 1lidé mohou mit benefity z transgennich
zvitat, aCkoliv transgenni zvifata sama je nemaji. Kazdopadné je tfeba zarucit, ze GM
nezpisobuje zvifatim adné ujmy. Casté jsou obavy, Ze cizi geny ovliviiuji hostitele a zda
nemuze vzniknout ohroZeni pro ekologickou rovnovahu a diverzitu druhii. Chov GM zvifat je
ale obvykle uzavieny, nicméné 100% zaruka neexistuje. V soucasné dob¢ rychle se rozvijejici
editace genomu jako metody zplisobujici specifické a jen malé zmény v genomu vétSinu
potencialnich rizik eliminuje. V kazdém ptipad¢ ale veskeré GMO podléhaji detailnimu ovéfeni
potencialnich rizik, bezpecnost by tedy méla byt zarucena.

A nyni nékolik slov ke klonovani zvifat. Klonovani v tomto slova smyslu je reprodukéni
technika pro tvorbu geneticky identickych potomki. Casto se viak vyuziva i pro techniky
spojené s genetickou modifikaci. Mezi techniky klonovani u savcl patii mikrochirurgicka
disekce embrya, izolace a proliferace nebo agregace jednotlivych blastomer a pfedev§im pfenos
jadra, které muze ale nemusi byt modifikovano. Klonovani u savcii mlizeme rozdélit na
reprodukéni, kdy dochézi k tvorbé nového geneticky identického jedince a terapeutické za
ucelem 1écby. Prvni typ se tyka vyhradné zvitat, druhy naopak ma velky potencial v humanni
medicing.

Prvni uspésné klonovani savce z dospélé bunky realizoval prof. Wilmuta z Roslinského
Institutu ve Skotsku, kdy se jiz vroce 1996 narodila ovecka Dolly. Byla pouzita technika
pfenosu jadra fizovanim bunék. Dolly byla geneticky identicka s ovci, z které bylo odebrano
j&dro ze somatické buiiky epitelu mlééné zlazy. Zajimavosti je, ze ovecka Dolly méla 3 matky:
prvni darovala genetickou informaci, druha prazdné vajicko a tieti donosila mlade¢.

Ve spojeni s klonovanim savci se objevila fada problémii. U tady zvifat se objevilo nizké
procento zabtezavani, vyvojové vady — rané zmetani, narozeni mrtvych potomku, casnd timrti
po narozeni, kratka Zivotnost, obezita, malformace riznych orgdni a Spatna imunita. Obecné
panuje nepfijeti klonovanych zvitat chovateli — napt. koné nejsou zatfazovéani do plemennych
knih. Vznikaji legislativni a etické problémy. Co se tyce potravinovych produkti z klonovanych
zvitat (neboli ,,klonované maso*) — podle amerického ttadu pro kontrolu potravin a [é¢iv FDA
je bez rizika konzumovat maso klonovanych zvifat. Ekonomicky je vSak tento chov vzhledem
k vysokym nakladiim na klonovani zatim vysoce neefektivni. Evropsky tfad pro bezpecnost
potravin ESFA také prohlésil produkty Zivoc¢isného piivodu z klont za bezpecné, problém je s
welfare pfijemkyn a vlastnich klont.

Dosud bylo naklonovano velké mnozstvi riznych zivoc¢isnych druhti, od modelovych, jako mys
a potkan, po vétSinu hospodarskych zvitat. Na obrazku je 6 klonl jedné klisny, na kterych
majitel jezdil béhem koniského pola. Na obrazku je zajimavé to, ze i kdyz klisny jsou vysoce
podobné, nejsou z hlediska zbarveni identické. Rozmisténi a velikost barevnych znakli v tomto
pfipadé neni jednoznacné geneticky dané. D4 se fici, Ze Casto se ve svété klonuje za penize a
pro zébavu ¢i zviditelnéni.

Hlavni vyznam klonovacich technik vidim piedevSim v potencidlu pro tzv. terapeutické
klonovani, které by mohlo umoznit 1é€bu dosud nelécitelnych onemocnéni. Mechanizmem této
1é¢by je nahrazeni poskozenych bunék bunkami geneticky identickymi bunikdm vlastniho téla,
pfipadné s opravenou genetickou informaci (v piipad¢ 1écby genetickych onemocnéni). Jako
slibné se jevi vyuZziti embryondlnich kmenovych bun¢k a pfedev§im indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék (IPSC) vytvofenych piimo ze somatickych bunéck
konkrétniho pacienta.



Na rozdil od potravin z GMO jsou potraviny z klonovanych zvitat piijatelnéjsi, neobsahuji nic
cizorodého. Oba biotechnologické ptistupy vSak vyzaduji zlepSeni postupli zejména s ohledem
na welfare zivota takto vytvofenych zvirat. Spotiebitel, ale ani dokonaly laboratorni analyzator
rozdily mezi témito kusy nepozna.

Problematika GMO a klonovani zvifat patii ke kontroverznim tématiim a ndzor na tyto techniky
si musi udélat kazdy poslucha¢ sdm. Snahou této kratké prezentace bylo pfinést objektivni
informace, které by pomohly tento ndzor vytvofit. Dékuji vS§em za pozornost

A dékuji vam za pozornost.



