Stratégia odberu vzoriek transgénnych zivocichov a kritéria

pre planovanie protokolu ich vzorkovania

Pri detekcii genetickej modifikacie zivolicha je kazdy jedinec posudzovany
a analyzovany samostane, vzorkovanie sa neuskuto¢iiuje v zmysle Statisticke]
vyznamnosti. V tomto pripade je namieste uvadzat termin ,odber vzorky
z transgénneho Zzivocicha® alebo termin ,,vzorkovanie® je treba chapat v tomto
vyzname. Pri urCovani stratégie odberu vzoriek je potrebna aktudlna znalost
dosiahnutych vysledkov v rozvoji technik produkcie geneticky modifikovanych

zivoc¢ichov a moznostiach ich detekcie.

Genetické modifikacie zvierat

Bunky geneticky modifikovanych (d’alej len ,,transgénnych®) zvierat maji geneticka
informéciu upravenii metdédami molekuldrnej genetiky. Tieto metddy zaistia uich
buniek prijatie, zabudovanie a nasledny prepis sekvencii DNA z buniek darcovskych
organizmov.

Genetické modifikacie zvierat je subor rychlo rozvijajucich sa technolégii s réznym
predmetom zaujmu a mnozstvom aplikacii. M6Zzu byt’ pouzité:

» na zékladny biomedicinsky vyskum na zlepSenie poznania v oblasti genetiky
a fyziologie,

= na tvorbu modelov pri vyskume l'udskych chordb,

= na produkciu proteinov alebo inych substancii pre terapeutické ucely,

» ako alternativne zdroje tkanivovych kultir a orgdnov pre xenotransplantacie,

» na ziskanie pripadne zlepSenie pozadovanych vlastnosti chovnych zvierat
vCitane ryb, ako napriklad odolnost’” voc¢i chorobam alebo zvySenie
produktivity.

Vo vSeobecnosti st vyznamné dva typy GM zvierat:

» Zvieratd, ktoré su geneticky modifikované s cielom produkovat’ hospodarske
zvierata s novymi, lepSimi vlastnostami. Je mozné ziskat' zvieratd odolnejSie
voc¢i chorobam, je mozné vyrabat nové druhy potravin. Tieto zvieratd mozu
byt eventudlne celé pouzitelné do potravinového ret'azca.

» Zvieratd schopné produkovat’ Specifické substancie v mlieku, vajickach alebo

krvi, alebo sluziace ako modely pre medicinsky vyskum. Pomocou
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transgénnych zvierat je mozné vyrabat' niektoré latky, ktoré nie je mozné
vyrabat’ v bakériach, pripadne je mozné vyrabat ich lacnejSie nez v baktériach.

¢1 réznym spdsobom vyuzivat na vyskum a liecbu I'udskych ochoreni.

Techniky produkcie transgénnych zvierat
Genetické modifikécie sa realizuju niekol'’kymi spésobmi. Je mozné
= vniest’ do zivého organizmu cudzi gén,
» zablokovat’ jeho vlastny gén (,,knockout®),
» vlastny gén zvierata presmerovat’ do inej Casti tela, takZe telu nie je cudzi, ale

uplatiiuje sa v Casti tela, v ktorej sa bezne neprejavuje.

Z hl'adiska zakona o GMO pozndme dva typy GM Zivocichov:
» Zivoc¢ichy, ktoré maji modifikaciu stabilne inkorporovant do gendému a teda
dedi¢nu — transgénne zivocichy
» zivocichy s nededi¢nymi transgénnymi konStruktami — zvyCajne oznaCované

pojmom ,,génova terapia®.

Pri tvorbe transgénnych zivocichov st rozhodujtice faktory
* vhodny génovy konstrukt,
* vhodne zvoleny objekt pre prenos génov,

» Ucinny prostriedok na prenos génu.

Génovy konStrukt

Génovy konstrukt je usek DNA pripraveny v laboratoriu. Sklada sa predovsetkym zo
struktirneho génu a reguladnej sekvencie vlastnej hostitelovi. Strukturny gén uréuje,
aka bielkovina sa bude v tele transgénneho zivocicha podla Struktirneho génu tvorit’.
Regulacnd sekvencia urcuje kde, kedy a za akych podmienok sa prenaSany gén
uplatni. Za transgénne st povazované aj zivocichy, ktorych vlastné Struktirne gény su
spojené s rekombinantnou regulacnou sekvenciou, zabezpecujucou pozadovani
expresiu Struktirneho génu v Casti tela, kde sa bezne neexprimuje.

Do konstruktu je mozné vlozit' aj markerovy gén. Napr. GFP —green fluorescent
protein, ktory vyvola po osvetleni buniek ultrafialovym svetlom zelené fluoreskovanie

buniek a zvierat, ktoré génovy konsStrukt prijali. Pripadne je mozné pouzit’ selekény

2/7



marker, ktory umozni odolnost voc¢i niektorym latkam. Bunky, ktoré neprijali
konstrukt v pritomnosti tychto latok hynu, ¢o umoziuje ich jednoduchu selekciu.

U cicavcov sa pouzivaju aj tzv. umelé chromozomy. Su to konstrukty nestuce zakladné
stavebné prvky chromozomu, tj. stredovi sekvenciu ( centroméru) a koncové
sekvencie (teloméry). Medzi ne su vlozené sekvencie obsahujuce rézne gény. Do
umelych chromozémov je mozné vlozit' vacsi pocet génov, ktoré pri vzajomnej suhre
produkuju zlozitejSie produkty, napr. umelé chromozdémy s 'udskymi génmi na tvorbu
protilatok. Tieto boli vnesené do buniek hovddzieho dobytka a vzniknuté zvieratd

produkuju v krvi l'udské protilatky vyuzitel'né pre diagnostické ucely ako i na liecbu.

Objekt prenosu génu
Gén byva prendSany

» do tela dospelého jedinca

» do zarodku

* do bunkovych linii
Ak je prendsany do tela dospelého jedinca, je cudzi gén cielene vnasany len do
niektorych buniek ich tela. Vac¢sinou st jedincovi odobraté niektoré bunky, je do nich
vneseny génovy konstrukt a su vratené spiat do tela jedinca. Gény mozu byt
zabudované do buniek aj priamo v tele zZivocicha. Bunky, ktoré su vnesené do tela
zivo¢icha v iom dlhodobo prezivaju, ale spravidla nedochddza k zabudovaniu génu
do pohlavnych buniek a vneseny gén nie je dedeny potomstvom. Castejsie st viak
gény vnasané do zarodku alebo do bunkovych linii. V tychto pripadoch sa gén objavi
bud’ vo vsSetkych bunkédch transgénneho Zivocicha a potom je vécSinou dedeny
potomstvom. Gén sa vSak moze vyskytovat’ len v niektorych bunkach tela zivocicha
(zivoc¢ich je oznaCovany ako chiméra, tz. telo je tvorené bunkami do ktorych sa
zabudoval vneseny gén a z buniek do ktorych sa nezabudoval). Dedenie cudzieho
génu je potom zavislé na tom, akym sposobom sa cudzi gén zabudoval do pohlavnych
buniek. Podl'a podielu pohlavnych buniek s cudzim génom médze byt dedeny 0 az

100% potomstvom.
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Sposoby prenosu génu

Sposob prenosu génu zavisi od poznatkov o regulacii a expresii génu, ktory je

predmetom zaujmu. PrenaSany gén je inkorporovany do expresného vektora.

transpozén — Usek DNA schopny z retazca DNA sa vystiepit’ a nasledne sa
inzertovat' na iné miesto. Je mozné ho modifikovat’ tak, aby obsahoval
fzovany gén

mikroinjekcie — priama injektaz expresného vektora do oplodnenych vajicok
alebo hostitel'skych buniek pouzitim tenkej sklenenej ihly

retrovirusové vektory — virus integrujuci sa do genému a vyuzivajlci

replikacny a proteosynteticky aparat hostiteI'skej bunky, je mozné modifikovat’
tak aby obsahoval fizovany gén

elektroporacia — vnesenie expresného vektora do oplodnenych vajicok alebo
hostitel'skych buniek pdsobenim elektrickych impulzov, spdsobujucich
prechodné pory v membrane hostitel'skych buniek

mikroprojektilova balistika - biolistika — ,,particle bombardment® hostitel'ské

bunky st transformované nastrelovanim inertnych kovovych projektilov (zo
zlata, alebo volframu) nesucich ziadané gény

prenos jadier (klonovanie) — do vajicka zbaveného jeho vlastnej genetickej

informécie je vnesené jadro somatickej bunky, za vzniku d’alej sa vyvijajuceho
zarodku

embryonalne kmenové bunky

transforméicia gamét — gény moézu byt vnesené do oocytov alebo

spermatocytov, nasledne su transformované gaméty pouzité na fertilizaciu a
vyvin celého zvierata

lipozémy — Castice s vonkajSou dvojitou membranou z fosfolipidov a vodnym
jadrom, v pripade pritomnosti génového konstruktu vo vodnej faze dojde k
jeho uzatvoreniu v jadre. Stena lipozému je schopnd splynat s
cytoplazmatickou membranou, vodné jadro je uvolnené do vnutra bunky. Je
mozné ich zacielit’ na ur€ity typ buniek v organizme zabudovanim urcitych

molekul napr. protilatok do stien lipozému.

Ziskané transgénne jedince su krizené na ziskanie transgénnej linie.
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Tab. Priklady pouzitia prenosu génov do zvierat

Aplikacia Planovany vysledok | Priklad vnesenych génov, | Poznamky
knock out, génové mutacie
Zvysenie ZvySenie vynosu Gén rastového hormoéonu do | Na Kube je povolena

produkcie zvierat

zrychlenim rastu
alebo zlepSenim
konverzie krmiva

lososa atlantického, kapra
a tilapie nilskej

tilapia nilska na
konzuméciu, v Cine
kapor, v USA je
uvadzany na trh losos

Zintenzivnenie rastu

Knock out myostatinu
u hospodaskych zvierat

Zvysenie odolnosti
proti ochoreniam

Gén laktoferinu do kaprov,
lysostaphin do krav,
cecropin gén do sumca

Zvysenie tolerancie
voci podmienkam
prostredia

Protimrazovy protein do
lososa atlantického a karasa
zlatého

Toleracia voci nizkym
teplotam bola zvySena
u karasa, ale nie u lososa

Zvysenie konverzie
ingrediencii potravy

Gén fytazy do oSipanych

Tento spdsob bol pouzity
u masozravych ryb za
ucelom vyuzivania
rastlinnej potravy

Zvysenie kvality Zmena nutri¢ného Redukcia koncentracie
produktov profilu lakt6zy v mlieku
Odstranenie Knock out génu kreviet
alergénov z potravy kodujuceho protein
spdsobujuci alergie
Nové okrasné Gén fluorescencnych Na trhu v USA predavané
zvierata proteinov exprimujici sa pod nazvom GloFish®
u rybi¢iek (Danio)
Nové produkty Farmaceutika na Gény monoklonalnych
medicinske protilatok, lyzozim, rastovy
a veterinarne pouzitie | hormodn, inzulin a iné
produkované v mlieku, krvi
chovanych zvierat
Priemyselné produkty | Pavucie vlakno
produkované v mlieku kéz
Bioindikatory Senzory znecistenia Expresia reportérovych
génov viazanych na
metalotioneinovy promoétor
do malych rybiciek
vystavenych pdsobeniu
tazkych kovov
Medicina Bunky, tkaniva Knock out (vypnutie) génu
a organy na galaktozyltransferazy u
xenotransplantacie oSipanych
Modely na Génové mutacie
objasnenie réznych zapri¢inujuce kosacikovitu
Pudskych chorobnych | anémiu, talasémiu,
procesov
Zdravie zvierat Prevencia pred Knock out (vypnutie) génu | Prevencia pred BSE
transmisivnou Prn-p u hovédzieho dobytka
Spongioformnou a oviec
encefalopatiou
Biokontrola Uzitoény hmyz Vnesenie génov rezistencie | Moznost’ pouzitia
rezistentny voci do predatorov a chemickych aj
pesticidom parazitoidov biologickych
prostriedkov voéi hmyzu
Kontrola prenosnych | Vnesenie génov rezistencie | Moznost’ redukcie
choréb vo¢i parazitu Plasmodium prenosu malarie

do komarov Anopheles
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Metody detekcie transgénnych Zivocichov

Detekcia inkorporacie a expresie génu sa uskutocnuje:

Zékladnou metddou je amplifikacia useku transgénu ohrani¢eného vhodne
zvolenymi oligonukleotidmi aplikdciou polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). Pritomnost’” sa nasledne detekuje elektroforetickou separaciou PCR
produktu v agar6zovom géli. V pripade pochybnosti sa uskutociiuje
sekvenovanie amplifikovaného tuseku a porovnanie so znamou sekvenciou
transgénu.

Ak transgén obsahuje aj markerovy gén je jednoduchSia identifikacia
génového konstruktu v organizme zivoCicha napr. pouzitim PCR alebo
Southern blottingu. Pouzivaju sa markerové gény napr. green fluorescent
protein GFP — zeleny fluoreskujlci protein, ktory po oZiareni UV svetlom
typicky fluoreskuje, ¢o umozni identifikdciu buniek a Zivocichov, ktoré
génovy konstrukt prijali. Na tomto principe je mozné identifikovat’ transgénné
rybicky Danio rerio, do ktorych boli vnesené gény GFP, RFP (red fluorescein
protein) a YFP (yellow fluorescein protein).

Analyza génovej expresie inkorporované¢ho génu.

Kritéria pre planovanie protokolu vzorkovania transgénnych Zivocichov

vzorka sa odoberd v odovodnenych pripadoch, na zéklade aktualnej znalosti
dosiahnutych  vysledkov ~ vrozvoji  technik  produkcie  geneticky
modifikovanych Zivo¢ichov a mozZnostiach ich detekcie,

miesto acas odberu vzorky urcuje inSpekcia po dohode s referen¢nym
laboratoriom,

odber vzorky sa uskutoCiuje vteréne a zdznamy o sposobe odberu
uskutoCiuje vedaci kontrolnej skupiny alebo pracovnik referen¢ného
laboratéria ako prizvand osoba, alebo sa zivocich zivy transportuje do
referen¢ného laboratoria, kde sa uskuto¢ni odber vzorky a vedd sa zdznamy
o sposobe odberu a naslednych analyzach,

podmienky prepravy a skladovania vzorky su zévislé od charakteru odobratej
vzorky; vo vSeobecnosti sa vzorky prepravuju bezodkladne do referenéného
laboratdria, nesmu byt vystavené vysokym teplotdm, vatové tampony sa

uchovévaji v suchu.
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Tab. Vybrané priklady Zivo¢ichov

Zivotich Odobraty material | Sposob odberu Dorucenie do lab.
ryby Chvostova plutva Odrezany kusok do do48h
mikroskiimavky s etanolom
Ster z tela Vatové tampony do48h
Laboratorne mysi a Kiusok chvosta Odrezany kusok do do48h
potkany mikroskiimavky s etanolom,
alebo transportnym médiom
krv Mikroskumavka do72h
s antikoagulantom (EDTA,
alebo citrat sodny)
Viaceré zivocichy krv Mikroskiimavka do72h

s antikoagulantom (EDTA,
alebo citrat sodny)
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