Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research) Ro¢. 44, 2005, ¢. 3-4, s. 157-167

Moznost prenosu génov
z potravinovych zdrojov na konzumentov a ich mikrofléru
v traviacom trakte zvierat a ¢loveka

MIROSLAVA KRETOVA - PETER SIEKEL

SUHRN. Predpokladany horizontdlny prenos génov v trdviacom trakte organizmov je
ovplyviiovany intaktnostou a dostupnostou DNA. Stupenl fragmentdcie DNA zavisi od
technologickych postupov spracovania potravin a od procesov v traviacom trakte Tud{
a zvierat. Prenos genetického materidlu z potravy do organizmov zvierat a mikroorganiz-
mov sa moze uskutocnit v celom trdviacom trakte. Biologickd aktivita cudzorodej DNA
pri prechode traviacim traktom klesd a tym sa vyznamne zniZuje moznost jej integracie
do genomu hostitelov. Ukazuje sa, Ze aj ked je takyto prenos génov teoreticky mozny, je
znacne nepravdepodobny.

KrUCoVE SLOVA: horizontdlny prenos génov; fragmentdcia DNA; trdviaci trakt; geneticky
modifikované organizmy

Vyuzivanie geneticky modifikovanych organizmov (GMO) vo farmaceutic-
kom priemysle pri produkcii vitaminov, enzymov a hormoénov, ako aj biome-
dicinske diagnostické postupy su verejnostou akceptované. Geneticky modi-
fikované (GM) potraviny nie su verejnostou jednoznacne prijimané, pretoze
okrem vyZivovej funkcie maju aj vyznamnu spolocensku tulohu. Pochybnosti
vznikaju aj kvoli moznym nepriaznivym zdravotnym ucinkom [1].

Vysledky vyskumu v oblasti bezpec¢nosti GM potravin a krmiv uvddzaju,
ze riziko pre zdravie spotrebitelov a pre Zivotné prostredie nie je odliSné
od konvencnych produktov.

Zisadnym parametrom pri hodnoteni bezpecnosti konzumdcie GM
potravin z pohladu mozZného horizontdlneho prenosu génov na crevnu
mikrofloru je uroven expozicie konzumentov transgénnou DNA z potravin
a krmiv. Stupen expozicie zavisi od mnoZstva skonzumovaného GM mate-
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ridlu, mnozstva rekombinantnej DNA nachddzajicej sa v konkrétnej GM
plodine, od technologického spracovania potravin a krmiv a od stability
DNA pri prechode trdviacim traktom [2].

Horizontalny prenos génov

Horizontélny prenos génov (HGT) je definovany ako prenos a nésledna
expresia genetickej informdcie (DNA) medzi sexudlne nepribuznymi orga-
nizmami, napr. rdznymi druhmi, bez pohlavného rozmnoZovania.

Mechanizmy pre horizontdlny prenos génov, umoznujuice zvySovat gene-
ticku variabilitu, su spolocné pre vSetky Zivé organizmy. Niektoré z nich,
ako napriklad virusy, plazmidy, transpozony a transpozonom podobné ele-
menty sa vyskytuju u vacSiny zndmych bakteridlnych druhov. Nova skupina
transpozonov, tzv. marinery, so Sirokym spektrom hostitelskych druhov sa
nasla v zvieratach, kym marinerom podobné transpozény (mariner-like) sa
vyskytuju v rastlindch [3]. Identické marinery sa nasli v r6znych druhoch,
a preto sa predpoklada, Ze sa zicastiiuju na evolicii sekvencii DNA Sirenych
horizontdlnym prenosom génov [4]. Virusy tiez ¢asto sprostredkuju prenos
génov medzi druhmi a mézu sa podielat na ich evolucii [5, 6].

Z pohladu mozného horizontdlneho prenosu génov su najvyznamne;jsie
obavy z prenosu génov rezistencie voci antibiotikdm na mikroorganizmy,
najméd na patogénne baktérie, vyskytujuice sa v traviacom trakte Iudf a zvie-
rat, ako aj na mikroorganizmy v Zivotnom prostredi [7]. Ukdzalo sa, Ze pri-
rodzene kompetentné baktérie Acinetobacter sp. su schopné prijat a integro-
vat nptll gén pre rezistenciu voci kanamycinu z pelu a korenového systému
transgénnych zemiakov v polnych podmienkach [8].

Inou problematickou oblastou su virusové sekvencie pouzité pri kon-
Strukcii GMO. V transgénnych rastlinach [9, 10] vyvolala pochybnosti
moznd nestabilita 35S promdtora virusu karfiolovej mozaiky (35S CaMV).
V kontexte poznatkov o ulohe rekombindcie DNA v evolicii rastlin, mézu
rekombindcie v trangénnych rastlinach infikovanych sticasne viacerymi virus-
mi predstavovat riziko pri vzniku novych virusovych genémov [11].

Stabilita DNA vyznamne ovplyviuje
moznost prenosu genetickej informéacie

Postupy zberu plodin, ich uskladnenia a ndsledného technologického
spracovania surovin rastlinného a zivo¢iSneho pévodu ovplyviiuju celistvost
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DNA v potravindch. Mechanické spracovanie surovin, tepelné upravy a niz-
ke pH sposobuju fragmentdciu pritomnej DNA [12].

Degradacia DNA v traviacom trakte zvierat a l'udi

V procese spracovania potravin a krmiv sa z rastlin do prostredia uvol-
nuje DNA, ktord je zvicSa degradovand rastlinnymi nukledzami. Po poziti
je dalej vystavend posobeniu nukledz zo slinnych zliaz, pankreasu, tenkého
¢reva a tieZ pOsobeniu nukledz z rezidentnej mikroflory Zalidka zvierat
(zlozeny zaludok preziivavcov) a hrubého creva. Tieto enzymy degraduju
DNA na malé linedrne fragmenty alebo dokonca nukleotidy [13-15]. Takto
vznikaju fragmenty mensie ako 500 bp, a to do 60 minut [16].

Prezivanie usekov DNA bolo zistené v truse mysi kimenych DNA extra-
hovanej z faga M13, a to az 7 hodin po kfmeni. VicSia ¢ast DNA mala vel-
kost mensiu ako 400 bp, len mald frakcia bola vo velkosti 1,7 kb. V baktériach
pritomnych v ¢reve zvierat nebola zistend Ziadna DNA z faga M13, ¢o vied-
lo autorov k zdveru, Ze mozné nepriaznivé biologické ddsledky pouzivania
rekombinantnych DNA technoldgii su minimélne [17]. Po podstatne dlhsej
dobe po skrmovani extrahovanej DNA, az po 79 hodindch bolo mozné v tru-
se potkanov identifikovat markerové gény [18]. Neskor sa M13 DNA nasla aj
vo viacerych orgdnoch mysi, vratane placenty a plodov [19, 20].

Degraddcia izolovanej transgénnej DNA v simulovanych podmienkach
zaludka a tenkého Creva bola az 80%. Naopak, degradaciu DNA v zrnach
soje a kukurice sa v tychto podmienkach nepodarilo preukdzat [21]. DNA
nachddzajica sa v rastlinnom materidli je stabilnejSia ako extrahovand
,obnazend“ DNA. V experimente imitujicom podmienky tenkého creva
sa preukdzalo, Ze na rozdiel od sdjovej DNA, je DNA kukurice degradovand
dvojstupniovo. V prvom kroku je rychlo degradovanej priblizne 85 % DNA,
kym zvySok sa Stiepi pomalSie. Tanin, o ktorom je zndme, Ze inhibuje traviace
enzymy, redukoval rychlost degradacie DNA az o 21 % [21].

Rastlinny gén Rubisco bolo mozné izolovat z ¢riev mysi 2-49 hodin po kf-
meni a zo slepého ¢reva az 121 hodin po kfmeni. V prostredi traviaceho trak-
tu sa nepodarilo preukdzat expresiu génov z prijatej potravy [22]. Nepodarilo
sa zistit prenos intramuskuldrne podanej DNA na dalSie generdcie mysi, jej
pritomnost vSak bolo mozné v svale dokdzat eSte po 17 mesiacoch [22].

Pri skimani degraddcie rastlinnej DNA sa ukdzalo, Ze po 12 hodindch je
v ¢revach prasiat mozné detegovat fragmenty DNA dlhé iba 199 bp, v orgd-
noch a tkanivdch zvierat neboli zistené Ziadne stopy chloroplastovej DNA
[23]. Ti isti autori nasli chloroplastovi DNA vo vzorkdch hydiny ziskanej
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z miestnych obchodov [23]. DNA z chloroplastov kukurice sa nasla vo vSet-
kych tkanivach kurciat, nie vSak vo vajciach [24]. V orgdnoch kurciat, ktoré
boli kfimené transgénnou kukuricou Bt 176 boli metédou PCR identifikova-
né fragmenty chloroplastovej DNA vo velkosti 79 bp a 199 bp. Transgénne
PCR produkty v tychto podmienkach nebolo mozné ziskat. PCR produkty
Specifické pre kukuricu boli pritomné v tenkom a hrubom ¢reve kurciat eSte
24 hodin po poslednom podani potravy [25].

Rekombinantnd DNA bola identifikovand vo vzorkdch obsahu tenkého
Creva prasiat kfmenych Bt kukuricou, najviac vSak do 48 hodin po podani
krmiva [26]. Vo vzorkdch tkaniv boli pritomné fragmenty rastlinnej DNA, ¢o
je v rozpore s inymi literarnymi udajmi [27].

U prezuvavcov je najvyznamnejSim miestom degraddcie DNA zlozeny
zaludok. Degraddcia je v ilom podporend nukledzovou aktivitou v slindch,
pankrease a tenkom c¢reve. Vzhladom na prostredie tu nedochddza k vy-
znamnej penetracii DNA z potravin do tkaniv zvierata. Naviac tu prebie-
ha extenzivna syntéza RNA a DNA baktérii. Vysledkom je, Ze vacSina
nukleovych kyselin vstupujuicich do tenkého ¢reva ma mikrobidlny pdvod.
Na prezuvavcoch boli uskutocnené viaceré Stidie tykajice sa degraddcie
DNA [27-31]. Ukdzalo sa, Ze krdtke fragmenty (<200 bp) DNA z krmiva
sa vyskytuju v krvi zvierat, nie su vSak pritomné v ich mlieku [27].

Degraddacia DNA moze byt v trdviacom trakte (GI) ¢iastocne inhibovana
niektorymi zlozkami potravin, napr. taninom a tak prejst relativne intaktna
cez tenké Crevo [21]. Neddvno bol zdokumentovany prechod transgénu epsps
z GM sdje cez tenké ¢revo u ludi s vyvodom (ileostomia). Pri prechode DNA
zdravym, intaktnym ¢revom je rekombinantnd DNA s génom epsps uplne
degradovana [32].

Biologicka aktivita DNA
po prechode traviacim traktom

Této aktivita je predmetom intenzivneho skimania a vysledky boli publi-
kované vo viacerych pracach. Ukazuje sa, ze DNA si v ustnej dutine zacho-
vdava biologicku aktivitu. Po inkubdcii so slinami si plazmidy uchovali schop-
nost transformovat kompetentné bunky E. coli pofas 8 mintit. Je zrejmé,
ze DNA z potravy uvolnend v ustach, si uchovéva schopnost transformovat
kompetentné baktérie nachddzajuice sa v ustnej dutine [30].

V inom experimente bolo preukdzané, ze fragmenty DNA velké 520 bp
boli amplifikovatelné aj po 60 minudtach inkubdcie s ludskymi slinami. Trans-
formovatelnost prirodzene kompetentnej baktérie plazmidovou DNA (plaz-
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mid pVACMCT1) rychlo klesala, pol¢as bol 50 sekind [33]. Plazmidovda DNA
kratkodobo prejavovala biologicku aktivitu po inkubdcii v tekutine z obsahu
ovCieho Zalidka. Transformacnd aktivita demonstrovand ako schopnost pre-
nosu rezistencie na antibiotikd do recipientnych buniek baktérii bola mozna
najviac do 1 minuty, hoci amplifikdcia pomocou PCR bola uskutoc¢nitelnd
aj neskor [29].

Kddujicu oblast pre cely synteticky gén cryl4 (b), vo velkosti 1914 bp,
bolo mozné amplifikovat z obsahu Zalidka oviec pomocou PCR este 5 hodin
po kfmen{ kukuri¢nymi zrnami. MenSie fragmenty vo velkosti 211 bp boli
amplifikovatelné eSte po 24 hodindch. Po kfmeni sildZou z GM kukurice to
nebolo mozné. V tomto pripade boli menSie fragmenty amplifikovatelné len
do 3 hodin. V chrdnenej podobe kukuri¢nych zin pretrvdva DNA v Zalidku
oviec pomerne dlho a moze tak predstavovat zdroj DNA pre transformdciu
prirodzene recipientnych baktérii pritomnych v zlozenom Zaludku preziivav-
cov [30].

Horizontalny prenos génov
na baktérie v traviacom trakte

Doba perzistencie DNA v potravinach je priamo zdvisld od velkos-

ti fragmentov. MenSie tuseky okolo 100 bp su dlhSie detegovatelné [34].

Experimenty zamerané na zaznamenanie horizontdlneho prenosu génov
nedali jednoznac¢nu odpoved, ¢i sa takyto prenos mdze redlne uskutocnit,

a to z troch dévodov:

1. Nie je dokaz o tom, Ze pocetne prevaZujuce ¢revné anaerobne baktérie
su prirodzene transformovatelné.

2. Gram-negativne enterické baktérie, ako je Escherichia coli, nie su priro-
dzene transformovatelné cudzorodou DNA. Jedinou vynimkou je udaj
tykajuci sa vodného prostredia [35].

3. Gram-pozitivne baktérie, ako napr. Enterococcus faecium a Entero-
coccus faecalis, tiez nie su prirodzene transformovatelné.

Nevyhnutnym predpokladom transformécie baktérif je dostupnost DNA
v primeranej Strukture a velkosti. Pre prenos celych génov je potrebné, aby
fragmenty mali velkost 150-6 000 bp. Na efektivnu realizdciu regula¢nych
elementov postaci aj velkost 100-500 bp. Na integraciu sekvencii pomocou
homologickej rekombindcie je potrebnd velkost od 280 bp u Campylobac-
ter coli po 2040 bp u Escherichia coli [36].

Ako uz bolo uvedené, markerové gény izolovanej DNA boli identifiko-
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vané v truse mySi a potkanov. V predbeznych experimentoch sa ukazuje
moznost transformdcie ¢revnych baktérii pridanou DNA izolovanou z GMO
v ¢revnom trakte potkanov, avSak potvrdenie horizontdlneho prenosu génov
chyba [18]. FLINT a spolupracovnici dokdzali prezivanie transgénneho
kmena Enterococcus faecalis po skfmeni laboratérnym potkanom pocas
11 az 13 dni, av§ak nezaznamenali Ziadny horizontdlny prenos génov [18].

V experimente, ked boli mySi kfmené izolovanou DNA, nebola v Crev-
nych baktériach identifikovand DNA M13 faga [19].

Pri navodeni zvlaStnych podmienok favorizujicich horizontdlny prenos
génov s pouZzitim rekombinantného laktokokového plazmidu vyznacujice-
ho sa vysokym potencidlom prenosu so Sirokym spektrom hostitelov, sa poda-
riloidentifikovatlen jeden takyto prenos. V podmienkach in vitro experimentu
zameraného na simuldciu kolonizdcie ludského ¢reva baktériami Lactococcus
fecalis, boli tieto baktérie rychlo eliminované rezidentnou mikroflérou [18].
Tato skutocnost naznacuje, Ze v danych podmienkam a v tak kratkom caso-
vom horizonte je horizontdlny prenos génov malo pravdepodobny, naviac
boli baktérie Lactococcus fecalis z ¢reva eleminované.

Moznost prenosu extrahovanej DNA a DNA z rastlinného materidlu
bola skimand v podmienkach ovcich slin a tekutiny z ov¢ieho zZalidka
[29]. Plazmidova DNA si zachovala schopnost transformovat kompetentné
bunky Escherichia coli viac ako 24 hodin po vystaveni slindm oviec, z coho
mozno usudzovat, ze DNA uvolnend z krmiva by mohla predstavovat zdroj
pre transformovanie baktérii v ustnej dutine oviec. Rovnakda DNA za rovna-
kych podmienok vystavena pdsobeniu tekutin ov¢ieho zaludku (a tiez sildznej
tekutine) stratila schopnost transformovat kompetentné bunky (biologicku
aktivitu) za menej ako 1 minttu. Napriek tomu bolo mozné pomocou PCR
amplifikovat mensSie useky eSte po 30 minutach [29].

Prezivanie DNA v ludskych ustach bolo vyrazne kratSie. Trvalo len
6 sekiind a po 60 sekunddch klesla koncentracia DNA 100-ndsobne. Nebolo
mozné detegovat transformdciu s pouzitim linedrnych fragmentov DNA
(najpravdepodobnejsie sa vyskytujicej formy DNA v potravindch) v pod-
mienkach in vitro. V pripade, ak gény boli ohrani¢ené sekvenciami homo-
logickymi s bakteridlnymi génmi, boli zaznamenané pripady transformdcii.
Ukadzalo sa, zZe baktéria Streptococcus gordonii, ktord sa nachddza v ustnej
dutine je prirodzene transformovatelnd v priebehu 1 minty a je tiez schop-
nd exprimovat cudzorody gén [18]. Niektoré bachorové baktérie su priro-
dzene kompetentné a mozu exprimovat cudzorodd DNA, avSak tekutina
zo zalidka inhibuje bakteridlnu transformdciu [18].

Markerové gény rezistencie voc¢i antibiotikim boli ndjdené v obsahu
zalidka kurdciat, ale uz neboli pritomné v ¢reve. Hoci pritomnost tychto
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markerov odrdza pretrvdvanie rastlinnej DNA, zdrovenl naznacuje, Ze je
velmi nepravdepodobné, aby baktérie v ¢revnom trakte kurciat boli trans-
formované transgénnou DNA [37].

Prvé transgénne rastliny, vratane odrod Bt kukurice firmy Novartis boli
kons$truované pomocou plazmidu pUC18 [38]. Na obnovu funkénosti plazmi-
du pUC18 sa predpokladd, Ze najmenej dve kopie tohto plazmidu sa musia
v rovnakom case dostat do tej istej bunky, aby sa pomocou prekryvajuicich
oblasti ssDNA mohol regenerovat povodny plazmid. Pravdepodobnost
takéhoto pripadu je blizka nule, podobne ako aj pravdepodobnost preziva-
nia plazmidu v ,,divych® kmenoch enterobaktérif a to naviac bez posobenia
selekéného tlaku [38].

Transgénna DNA a bezpecnost potravin

V dosledku kyslého prostredia zalidka v kombindcii s nukledzovou akti-
vitou v tenkom creve nie je pravdepodobné, aby sa velké fragmenty DNA
dostali do ¢reva. Takto je aj pravdepodobnost inkorpordcie transgénnej
DNA do chromozémov epitelovych buniek, naviac vybavenych vlastnymi
nukledzami, mald. Dal§imi mechanizmami zniZujicimi moznost integracie
cudzorodej DNA su aktivne obranné mechanizmy bunky, napr. Specifickd
metyldcia DNA. Integrita DNA v potravindch je zna¢ne ovplyvnend aj tech-
nologickymi postupmi spracovania a pripravy potravin.

V neddvno publikovanom prehlade o bezpecnosti transgénnej DNA
v potravindch sa uvadza, Ze jej konzumdcia predstavuje rovnaké riziko
ako konzumdcia DNA v konvenénych potravinach [39]. Degraddcia DNA
v skonzumovanej potrave je historicky fyziologicky proces zavisly od druhu
zvierat a nemad ziadne zvlastne dosledky pre biologicku bezpecnost a bezpec-
nost potravin. Autori Studie poukdzali na skuto¢nost, Ze v dosledku degra-
dacie DNA pri prechode cez trdviaci trakt je pravdepodobnost integracie
a expresie intaktného génu v Crevnej mikroflore minimdlna, a sicasnymi
technikami tazko dokdzatelna [39].

V sprave publikovanej britskou FSA (Food Standards Agency) sa uva-
dza, Ze za redlnych podmienok, t. j. ked je trdviaci trakt zdravy a uplne fun-
kény, ked je prijatd potrava tplne strdvend, je horizontdlny prenos génov
nepravdepodobny a predstavuje len malé nebezpecenstvo [40]. Tieto zdvery
boli nésledne potvrdené v uz spomenutej praci s pacientmi s ileostomiou,
kedy Cast transgénov presla intaktne cez netplny traviaci trakt. Pri prechode
DNA zdravym, intaktnym ¢revom je rekombinantnd DNA uplne degradova-
na [32]. Pred zaciatkom experimentov nasli niekolko pripadov transgénnych
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sekvencii génu CP4 EPSPS. Toto naznacuje, Ze povodnd Crevnd mikrofldra
obsahovala transgénnu DNA. Z inych prdc [41] vyplynulo, Ze v Tudskom
tradviacom trakte nebol zaznamenany horizontdlny prenos génov z potravin
na mikroorganizmy.

Zaver

Zikladnou otazkou je, ¢i transgén alebo Cast jeho DNA, ktor€ preZiju tra-
viace procesy, sa budu odli§ne spravat pri ovplyviiovani gendmu konzumenta
(a jeho mikrofldry) v porovnani s DNA nachddzajicou sa v tradi¢nych zdro-
joch potravin. Prenos transgénnej DNA cez bariéry medzi riSami, t. j. prenos
rastlinnej DNA do baktérif je nepravdepodobny vdaka existencii efektivnych
bariér. Tito skuto¢nost potvrdzuje aj to, Ze experimentdlne takyto prenos
génov nebol doteraz zisteny. Na druhej strane evolu¢né Studie porovnavaj-
uce gendmové sekvencie ziskané z prokaryotickych a eukaryotickych orga-
nizmov ukazuju, Ze takyto prenos je mozny, a to v obidvoch smeroch. Jeho
frekvencia je extrémne nizka, md geologicky ¢asovy rozmer [42].

Existujuce molekuldrno biologické mechanizmy rekombindcie DNA
umoznuju tej Casti transgénnej DNA, ktord md homologické useky k bakte-
ridlnym gendmom jej integraciu do bakteridlneho chromozdmu, ako to bolo
preukdzané v experimentoch vyuzivajucich postup tzv. zdchrany markera
[43].

Této praca bolo financovand z grantu APVT ¢&islo 397865 a zo Statneho vyskumného progra-
mu ,,Potraviny, kvalita a bezpecnost” ¢islo 2003SP270280E010280E01.
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Possibility of the gene transfer from food to the consumers
and their microflora in the human and animal gastrointestinal tract

KRETOVA, M. - SIEKEL, P: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 157-167.

SuMMARY. The integrity of DNA and its availability in the environment represent key factors
in the possible horizontal gene transfer in the gastrointestinal tract. The extent of DNA
fragmentation depends on the food processing and on the digestion in the human or animal
gastrointestinal tract. It is assumed that the gene transfer from food to the microorganisms
is possible in the entire gastrointestinal tract. Biological activity of the exogenous DNA
decreases during its passage through the gastrointestinal tract and this significantly reduces
the possibility of its integration to the host genome. It is shown that although such a gene
transfer is theoretically possible, its probability is considerably low.

KEYWORDS: horizontal gene transfer; DNA fragmentation; gastrointestinal tract; genetically
modified organisms
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