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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva klonovanim savci a jednotlivymi metodami klonovani.
V prvni ¢asti je charakterizovano klonovani embryi, dale reprodukcni klonovani a terapeu-
tické  klonovani. Podrobn¢ je popsano zejména  reproduk¢éni  klonovani,
kdy jsou v chronologickém pofadi uvedeny jednotlivé tspéchy. V kapitole terapeutické
klonovani jsou popsany jednotlivé druhy kmenovych bunék a jejich vyuziti pii bunécné
terapii. Dalsi kapitola je vénovana klonovani ¢lovéka, etice klonovani a pravnim predpi-

sum o klonovani. Posledni kapitola pojednava o nevyhodach a omezenich klonovani.

Klic¢ova slova: klonovani embryi, reprodukéni klonovani, terapeutické klonovani, kmenové

bunky, embryo

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with the cloning of mammals and various methods of cloning.
In the first part there is characterized embryo cloning, reproductive cloning and therapeutic
cloning. Particular achievements in reproductive cloning are highlighted in chronological
order. In the chapter therapeutic cloning there are described different types of stem cells
and their use in cell therapy. Another chapter is devoted to human cloning,
ethics and legislation of cloning. The last chapter deals with the disadvantages

and limitations of cloning.

Keywords: embryo cloning, reproductive cloning, therapeutic cloning, stem cells, embryo
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UvVOD

Klonovani je zjednodusené¢ fe¢eno mnozeni ¢i kopirovani genetického materialu z jednoho
konkrétniho organizmu. Jedna se o nepohlavni rozmnozovani. V pfirod¢ se s nim miizeme

bézné setkat pii vegetativnim rozmnozovani organizmu (napf. nezmar nebo jahodnik).

Od poloviny 90. let 20. stoleti se objevila moznost vyrabét klony za pouziti védeckych
technologii. Toto téma rozpoutalo bouflivou debatu, ale je nutné si uvédomit, ze existuji

tfi rizné typy klonovani, které vedou k rozdilnym vysledktam.

Prvnim typem je proces klonovani embryi. Klonovani embryi je proces podobny vzniku
jednovajecnych dvojcat. Dochazi pti ném k rozdé€leni velmi raného embrya na jednotlivé

buiky, které se nechaji samostatné vyvijet. Vznika tak nékolik geneticky shodnych jedinct.

Dal$im typem klonovani, které vzbuzuje u vetejnosti nejvétsi obavy, je klonovéani repro-
dukéni, které ma za cil vytvofit kopii zivého organizmu. DNA je vynata z vajicka
a je nahrazena DNA dospélého zvitete. Poté je vzniklé klonované embryo implantovano
do dé¢lohy nahradni matky, kde se vyviji v nového jedince. Asi nejvétsi celebritou v Tisi
klont je bezpochyby roslinska ovecka Dolly. Jednalo se o prvniho klonovaného savce me-
todou prenosem jader z dospélé somatické bunky. S timto Gspéchem jsou spojeny i obavy
naklonovani ¢lovéka. Sirok4 vefejnost méla obavy z naklonovani nového Hitlera, armady
zabijaka apod. Dnes jiz vime, Ze nového diktatora se obavat nemusime, jelikoz se zatim
klonovat ¢lovéka nepodafilo. I kdyby byly pokusy s o naklonovani ¢lovéka uspésné,
nikdy by se nejednalo o identickou kopii jedince vzhledem k tomu, ze ¢lovék neni utvaten
pouze genotypové, ale i fenotypové. Klonovani reprodukéni je kontroverznim tématem

predevsim z hlediska etického. Hovofi se o zahravani si s lidskou distojnosti a hodnotou

lidského Zivota.

Méné kontroverzi vyvolava klonovani terapeutické. Terapeutické klonovani probiha
Vv prvnich fazich stejné jako klonovani reprodukéni s tim rozdilem, ze védci embryo likvi-
duji v okamziku, kdy vyprodukuje své kmenové buitky. Kmenové buiiky jsou univerzalni
a mohou se vyvinout (diferencovat) v rizné typy bun¢k. Znamena to mocnou zbran proti
nemocem, které se vyuziva pii bunécné terapii.

Tato prace se snazi obecné pfiblizit t¢éma klonovani, jeho jednotlivé metody a mezni Gspé-
chy pii badani na poli klonovani. Dale se tato prace zabyva vyuzitim kmenovych bunck

jako zdrojem nahradnich bunék a tkani pfi 16cb€ nemoci a vyuziti terapeutického klonovani
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jako jedné z moznosti piipravy a izolace kmenovych bunék. Obecné zde je pojednéano
0 klonovéani ¢loveka, etice a pravni Upravé klonovani. V posledni Casti se prace zabyva

otazkou nevyhod a soucasnych omezeni klonovani.
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1 KLONOVANI

Pti slové klonovani se mnoha lidem vybavi filmové ptibéhy o nestviirach, navzijem
se vrazdicich armadach naklonovanych zabijaki a spousta knih zanru science fiction.
Klonovani se stalo v posledni dob& zhavou tematikou a mnoho lidi nedokaze rozlisit realitu

od fantazie filmovych rezisért a spisovatelu [1].

Jako klonovani miizeme oznacit proces vytvareni jednoho ¢i vétsiho poctu kopii néjaké

ptredlohy. Tyto kopie jsou pak oznacovany jako klony, z feckého slova ,.klon* (vétev) [2,3].

Jak jiz bylo feceno, produkovany jsou identické organizmy, to znamena organizmy s tymz
genetickym vybavenim, jaké ma organizmus, zn¢hoZ pochazeji. Genetickd identita
vSak neznamena uplnou identitu, ale pouze identitu genotypu, pficemz fenotyp dvou klo-
novanych organizma se muze lisit. Neni proto mozné, uvazujeme li naptiklad o klonova-

ném ¢loveéku, ziskat z bunék génia procesem klonovani dalsiho skute¢ného génia [3].

Prestoze je klonovani stale obestieno rouskou tajemstvi a pro mnoho lidi je toto téma
znaéné eticky kontroverzni, nesetkdvame se s nim v poprvé. Vyskytuje se bézné v ptirodé
napftiklad pfi reprodukei bakterii a fas nebo rostlin jako je jahodnik (tzv. vegetativni roz-
mnozovani u rostlin). Zndme 1 organizmy s velkou regeneracni schopnosti,
které jsou schopné z kazdé své izolované ¢asti dat vzniknout novému geneticky identické-
mu jedinci — klonu. Mezi takové organizmy patii naptiklad nezmar. MiiZe se to zdat neuve-
fitelné, ale i my jsme se jiz mohli setkat s ,,lidskymi klony*, takovym piikladem jsou lidska

jednovajecna dvojcata. [3,4].

Geneticky zasah do rozmnozovani organizml metodou klonovéani se miize tykat vSech or-

ganizmll od mikroorganizmt az k ¢lovéku. Celkové lze fict, ze klonovani Zzivocichl

vvvvvvvvvvvv

setkavame s mnoha uspéchy i v této oblasti védy [3].
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2 DRUHY KLONOVANI

Klonovani mizeme rozdélit do tii skupin, a to na klonovani embryi, reprodukéni klonovéni

a klonovani terapeutické [1]. VSechny metody jsou pfibliZeny v nasledujicich kapitolach.

2.1 Klonovani embryi

Klonovani embryi je podobné procesu, pii kterém vznikaji dvojcata. Ke vzniku identickych
dvojcat dochézi ve stadiu zygoty, kdy mize dojit k jejimu ndhodnému rozde€leni. Vzniknou
tak dvé samostatné¢ bunky, které pak pokracuji samostatné ve vyvoji, jelikoz podstupu;ji
kazda svou segmentaci. Nakonec se pak ob¢ samostatné¢ uhnizdi v déloze. Vysledkem
je tehotenstvi s dvojcaty. Vzhledem k tomu, Ze ob& dvojcata pochazi ze stejného vajicka
a ze stejné spermie, budou identickd, tedy budou mit stejné pohlavi a budou si podobna
1 ve vSech ostatnich ohledech [5]. Metoda klonovani embryi pouziva stejny pfistup,
jen s tim rozdilem, Ze se vSe neodehrava v téle matky, ale na Petriho misce. Je toho dosa-
zeno tak, ze se ru¢né oddé€li velmi rané embryo na jednotlivé buiiky a tém se pak dovoli dal
se samostatné délit a vyvijet. Vysledna embrya jsou pak umisténa do t€la ndhradni matky.
Protoze vSechna embrya pochézeji z téze zygoty, opct plati, Ze vznikli jedinci jsou genetic-

Ky identicti (obr.1) [4].

klon

Obrazek 1 Klonovani délenim embryi [4]
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2.1.1 Pocatky klonovani embryi

Prvni, komu se touto metodou podatilo naklonovat zvite, byl Hans Driesch roku 1892.
Tento némecky biolog a filozof se proslavil pravé svymi ranymi pokusy v oboru embryolo-
gie. Driesch provadél své experimenty na zarodku motské jezovky tvorené dveémi
nebo Ctyfmi buiikkami. Podafilo se mu zarodek rozdélit na jednotlivé buniky a ocekaval,
ze se budou dal samostatn¢ vyvijet do odpovidajici ¢asti zvifete. Zjistil vSak, ze oddélené
buniky se vyvinuly do tplného moiského jezka. Z kazdé bunky tak vznikl normalni jedinec

—klon [4,6].

Dal$im kdo provedl stejny experiment, ale na dvoubunééném zarodku zaby, byl némecky
embryolog Hans Spemann. Ten zarodek rozd¢lil vlastnim vlasem na dvé ¢asti (dveé bunky).
Pravé Spemann pfedznamenal dal$i vyvoj klonovani, pii kterych jadro zméni své plivodni

ulozeni, ale o tom podrobné¢ji az v nasledujici kapitole [4].

2.1.2 Dalsi uspéchy klonovani embryi

V roce 1924 se narodil laboratorni potkan, jehoZ embryo vzniklo z buiiky odebrané dvou-
bunéénému zarodku. Roku 1968 pfisli na svét kralicci z embryi vzniklych oddélenim jedné

buiiky z osmibunééného zarodku [4].

Tato jednoducha forma klonovani, uskute€nénd v laboratofi, namisto v téle matky si nasla
rychle cestu do praxe. UZ koncem 70. let dokazali védci specidlnimi piistroji rozdélit Casné
zarodky hospodarskych zvitat na dvé ¢asti. Mezi prvni védce, ktefi tuto techniku zvladli,
patii dansky biolog Steen Willadsen. Ten nechal vyvijet zarodky ovci a skotu vzniklé oddé-
lenim jednotlivych bunék z osmibunéénych embryi. Narodila se tak identickd dvojcata
Kk nerozeznani od dvojcat vzniklych ptirozenou cestou. S timto objevem je spojena moznost

vyuziti této metody v klonovani vynikajicich plemennych zvitat [4,7].

Velky ohlas vzbudilo ozndmeni, Ze se tymu Geralda Schatenna v roce 2000 podafilo touto

cestou piivést na svét mladé makaka, slavnou opicku jménem Tetra [8].

Neuvetitelny je 1 fakt, Ze lidské zarodky byly naklonovany jiz poc¢atkem 90. let 20. stoleti.
V roce 1993 americky lékat Jerry Hall vzal do experimentu 17 lidskych zarodkd,
které by jinak nebyly schopné ptezit v disledku t€zkych vyvojovych vad. Na téchto zarod-
cich provedl umél¢é déleni na jednotlivé bunky. Takto oddélené¢ buiiky byly schopny dalSiho
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vyvoje az do stadia kdy by se v téle matky zacCaly spojovat s délohou a tvofit placentu.
Hall vid€l ptinos této metody piedevsim v dals$i Sanci pro neplodné pary. Pii umélém
oplodnéni jsou zarodky, které vznikly mimo télo matky v laboratornich podminkach,
Z ptedem odebranych vajicek a spermii, pozd¢€ji vraceny do délohy matky. Problémem je,
7e vétsina takto pripravenych zarodkiu uhyne jiz v ranych stadiich vyvoje. Pravé proto je
matce prendSeno do téla vice embryi najednou. Komplikace vSak nastanou, jestlize se po-
dafi pfipravit pouze jediné embryo. Pravé v této situaci by méla uplatnéni metoda déleni

embryi. Ziskalo by se vice embryi a tim by zvysila i Sance paru na potomka [4].

2.2 Klonovani reprodukéni

Reprodukéni klonovani se snazi vytvorit duplikat zivého zvitete. Zjednodusené, DNA (ja-
dro) je vynata z vajicka a je nahrazena DNA z dospélého zvifete, ¢cimz vznikd geneticky
shodny jedinec. Pot¢é je vajicko, nazyvané pre-embryo, implantovano do délohy a vyviji se
v nového jedince. V pocatcich klonovani touto metodou bylo hlavni otdzkou, jak moc spe-

cializované bunky lze pouzit [1,2].

2.2.1 Pocatky reprodukéniho klonovani

Prvnim, kdo polozil zaklady pro tuto metodu, byl jizZ zminény Hans Spemann. Ten uvazo-
val o tom, jak specializovanou télni buiiku znovu piesvédCit, ze je zygota a donutit ji
k opétovnému déleni a vyvoji. Spemann doSel k zavéru, Ze by mélo postadit,
kdyz by se spojila butika s vajickem, z néjz byla odstranéna jeho vlastni dédi¢na informace.

Své zavéry vsak jiz nestihl potvrdit, jelikoz roku 1941 zemtel [4,7].

Na Spemannovi myslenky navazal v padesatych letech tym americkych védct vedenych
Thomasem Kingem a Robertem Briggsem. Pokusy provadéli na severoamerickém skokanu
levhartim. Z neoplozenych vajicek vynali chromozomy a nahradili je chromozomy ze zéaro-
decnych bunék. Postupné zkouSeli pouzivat stile specializovanéjsi bunky a zjistili,
ze rostouci specializaci bun¢k klesa schopnost vyvoje takto vzniklého zarodku a tim i San-

ce na zdravy klon. Celkové se vSak jejich zarodky nevyvijely dal nez do stadia pulce [4,7].

V padesatych letech pracoval v Oxfordu na tomto experimentu také dal§i tym védct pod
vedenim Svycarského embryologa Michaela Fishberga. Na rozdil od americkych védct
vsak pracovali s africkou zabou drapatkou. V pocatcich zopakovali pokusy amerického

tymu a setkali se s prvnimi uspéchy. Jejich piipravené zarodky se vyvijely do stadia pulce
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a pak dokonce az do dospélého jedince. Dale se podafilo zjistit, ze specializace télnich bu-
n¢k neni definitivni a za vhodnych podminek se dokazou vratit do ptivodniho stavu,
a jakoby se rozpomenout na chvile, kdy byly zygotou, z niz se nasledné vyvine zdravy je-

dinec [4].

2.2.2 Prvni uspéchy reprodukéniho klonovani — klony z embryonalnich bunék

V dalsich letech se tyto pokusy podafilo zopakovat biologovi Ericu Bromhallovi. Do krali-
¢iho vajicka zbaveného vlastni genetické informace se mu podafilo zavést jadro z bunky
¢asného kraliciho zarodku. Takto vznikly zarodek byl schopny se vyvijet az do stadia,

kdy by se zacal spojovat s délohou matky a tvofit placentu [4].

Prilomem pro klonovani savcu se stal rok 1989, kdy se podaftilo Steenu Willadsenovi roz-
délit ¢asny ov¢i zarodek na jednotlivé buniky a kazdou z nich spojil s ovéim vajickem zba-
venym vlastni dédi¢né informace. Pro spojeni bunky s enukleovanym vajickem (cytoplas-
tem) vyuzil metodu elektroftize. Pti ni je elektrickym vybojem zruSen elektricky ndboj
na membranach bunky a cytoplastu a oba utvary splynou v jeden, ktery se pak chova jako

jednobunéény zarodek. Po ptenosu do té€la nahradni matky se narodilo nékolik jehnat [4,7].

JelikoZ metoda klonovani embryi byla velmi finan¢né€ naro¢na, spotiebovalo se pii ni velké
mnozstvi embryi a méla nizkou Uspé&Snost, snazili se védci vytvotit kmenové embryondlni
buiiky. Jednim z téchto védci byl 1 Keith H. S. Campbell. V laboratotich se snazil vytvotit
pravé takové podminky, aby se buiiky zarodku neomezené mnoZily, aniz by ztracely cha-
rakter embryondlnich bunék a dale se diferencovaly. To se mu vSak nepodatilo. Campbell
presto kultivoval buniky ov¢iho embrya dal az do stadia, kdy masa bunék jiz zarodek ni¢im
nepfipominala. Jadra téchto bunck pak fizi zavadél do ovcich vajicek zbavenych vlastni
dédicné informace. Vzniklé zarodky pienaSel do téla ndhradnich matek. Nakonec se
v Roslinu z téchto embryonalnich buné¢k mnozenych v laboratofi, narodila jehnata Megan
a Morag. Padla tak ptedstava, podle které jsou ke klonovani vhodné pouze malo speciali-

zované buiikky embrya [4].

2.2.3 Roslinska metoda klonovani prenosem jader — ovecka Dolly

Mezi nejznaméjsi klony planety patiila bezesporu roslinskd ovecka Dolly. Za jejim zroze-
nim stal embryolog lan Wilmut a jeho tym, jehoz ¢lenem byl i Keith H. S. Campbell,

ajemuz je i ptisuzovan hlavni podil na roslinském tuspéchu (66 %) [9,10]. Rok 1997 se
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zapsal do paméti jak laické, tak predevsim odborné spolecnosti. Vefejnost se nezajimala
ani tak o podstatu problému, jak o jeho mozné vyuziti na ¢lovéka, ale mezi odborniky do té
doby nikdo nepiedpokladal, Zze je mozné, aby z diferenciované somatické buiiky slouzici
jako zdroj jadra mohl vzniknout novy jedinec identicky s darcem, z n¢hoz byla bunka zis-
kana. Ovecka Dolly byla prvnim savcem klonovanym metodou pienosu jader z dospélé
somatické buiky. Burika, kterd byla pouzita u Dolly, byla odebrana z vemene Sestileté ov-
ce. Ta pak byla spojena se zralym ov¢im vajickem zbavenym vlastni dédicné informace
procesem elektrofuze. Jesté predtim vSak bylo ze zralého vajicka jemnou sklenénou kapila-
rou odsato pélové télisko a cytoplazma se zbytkem chromozomii, které obsahuji az polovi-
nu dédi¢né informace [4,11]. Zarodek tak v sob&é obsahuje pouze dédicnou informaci
od své¢ predlohy, kterd poskytla buitku mlécné zladzy. Tento zarodek byl vloZen do téla né-
hradni matky a ta po 148 dnech btezosti porodila nevlastni jehnatko — Dolly (obr.2). Dolly
se narodila 5. ¢ervence 1996 [9]. K tomuto experimentu bylo v8ak pouzito vice typi bunék.
Z pocatku se jednalo pouze o opakovani experimentd Steena Willandsena z roku 1986
a byly pouzity buniky z ¢asnych vyvojovych stadii ov¢iho zarodku. Pak byly vybrany buiky
z ov¢iho plodu a az nakonec byly vyuzity buiiky z mlécné zlazy. Dale pokus probihal stejné
jako u ovce Dolly. Nejveétsi acinnost méla metoda, pii které byly pouzity buiiky z asnych
embryi —1,75 %. U¢innost metody, pii které byly pouzity buiiky z ovéiho plodu, presahla
1 %. U¢innost metody, kterou byla na svét pfivedena ovecka Dolly, byla pouhych 0,36 %.
Z toho plyne, Ze klonovani z bunék plodu ma nejvétsi vyhlidky do budoucna. V roce 1998
ptivedla Dolly na svét svého prvniho potomka jménem Bonnie (obr.3). Dolly umfela

14. inora 2003 na onemocnéni plic a tézkou artritidu. [4,9].

I ptes tspéch klonovani z diferenciovanych somatickych bun¢k u ovecky Dolly se dlouho
nikomu nepodatilo tento pokus zopakovat. Smiilu se podafilo prolomit v 1ét¢ roku 1998
japonskému tymu vedenému Yukiem Tsunodou. Byla pouzita embrya pfipravena
z granuldznich bunék (bunky obklopujici vyvijejici se vajicka ve vajecnicich) a z bunck
vejcovodu. Celkové se podafilo kultivovat 10 embryi, kterd pak byla pfenesena do tél na-
hradnich matek. Narodilo se 8 telat (80% usp&Snost), z nichz Ctyfi umiela hned po naroze-
ni. Posmrtna analyza vSak neodhalila zddné abnormality. Prvni jaliivka se jmenovala OVII1

[12].
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2.2.4 Honolulska technika pirenosu jader — myS Kumulina

Dalsi uspéchy na sebe nenechaly dlouho ¢ekat a tymu japonskych, americkych, britskych
a italskych védci z vyzkumnych laboratotfi v Honolulu se podatilo pfivést na svét prvni
klon mysi metodou pfenosu jader. Klonovani mysi se dlouho setkdvalo s mnoha piekazka-
mi a védci se dlouho domnivali, Ze roslinskou technikou pfenosu jader z diferenciovanych
somatickych bun€k nelze mys naklonovat. Tym vedeny Rjuzem Janagimacim pouzil po-
dobnou techniku jako jeho kolegové v Roslinu, byva oznacovana také jako honolulska
(ptenos jader honolulskou technikou) [4,7]. Prvni kroky probihaji stejné. Je potieba vajicko
zbavené vlastni dédi¢né informace a jadro odebrané z téla dospélého zviiete. V Honolulu
byly pouzity granul6zni buniky. Piedeslé metody odebrané jadro vnasely do cytoplastu pro-
cesem elektrofuze. Zde se vSak honolulska technika vyrazné li§i. Pomoci specidlni velmi
tenké pipety jsou granulozni buiikky nasavany dovnitf. Pipeta ma vSak pravé takovy primeér,
aby neprosla cela buika, ale pouze jeji jadro. Hola jadra jsou pak pomoci specialnich mik-
ropipet vstiikovana do vajicka, jejiz jadro bylo pfedtim odstranéno. Vyvoj zarodku je
po ur¢ité dobé odstartovan umeélym stimulem. Vyzkumnici vysledné kultivované bunky
prenesli do téla ndhradnich mysi a dovolili jim déle se rozvijet [14,15]. Narodila se prvni
klonovana my§ pomoci této metody (obr.4). Protoze byly pfi jejim vzniku pouzity granu-
16zni bunky (neboli bunky kumulativni €1 folikulérni), byla pojmenovana jako Kumulina.
Opakovanim postupu vytvofil tym druhé a tfeti generace mysi, které byly identické

S pivodni predlohou. Sama my$s Kumulina prozila zdravy a aktivni Zivot a stihla vrhnout

ce ey

vvvvvv

2.2.5 Prvni klonovany samec — my$ak Fibro

Je to az neuvéfitelné, ale aZz do roku 1998 byly zndmé pouze klony sami¢iho pohlavi.
Vysvétleni je velmi jednoduché. VétSina téchto pokusi méla za cil ziskat zvifata,
ktera by v sob¢ nesla lidsky gen, ktery by byl produkovan napiiklad v mléce a byl by pak
vyuzitelny pii 1é€bé zavaznych lidskych onemocnéni. Klonovanim samcii by se tato pro-
dukce zna¢né oddalila. Prvni samc¢i klon se pokusili vytvofit opét v laboratofich v Honolu-
lu a podaftilo se jim to asi rok po velkém tspéchu s mys$i Kumulinou [4]. Byla pouzita stej-

na metoda jako prvné. Misto granuloznich bun€k vSak byly pouzity fibroblasty ze Spicky
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ocasku dospélého mysiho samce. Pripravili tak vice nez 700 zarodkt, z nichz vybrali 272
a ty po kultivaci aplikovali do tél nahradnich matek. Touto technikou se podafilo piivést
na svét tii mysi samce. Dva z nich zemfeli ihned po narozeni. Pfezivsi klon byl pojmeno-

van Fibro. Fibro se vyvijel normaln¢ a pafil se uspésn¢, produkoval dva zdravé vrhy [16].
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Obrazek 4 Honolulska metoda prenosu jader [4]

2.2.6 Dvoustupiiové klonovani prasat

Mezi nejvétsi Uspéchy klonovani miiZzeme s jistotou zatfadit i prvni uspésné klonovani pra-
sat. Klonovani prasat se od zacatku potykalo s mnoha problémy. Obecné se jedna o mno-
Byl pfipraven jednobunécény zarodek z cytoplastu a granuldzni bunky. Ten byl po dobu

jednoho dne kultivovan v laboratornich podminkéach. Mezitim bylo odebrano prasnici
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oplozené vajicko. Z oplozeného vajicka byla odstranéna mateiska i otcovska dédi¢na in-
formace. Do takto ptfipraveného cytoplastu bylo vlozeno jadro z ptipravené¢ho jednobunéc-
ného embrya. Tento proces je oznacovan jako dvoustupnové klonovani a je velmi narocny.
Dalsi z pficin nizké GspéSnosti klonovani prasat je to, Ze prasnice je schopna plod donosit
jen v piipad¢, pokud se v jejim téle vyviji spole¢né vice zarodki, nejméné pét. Cely proces
byl vzhledem ke slozitosti procesu piipravy embryi, jejich nizké zivotaschopnosti a nutnos-
ti aplikovat jich do téla matky obrovské mnozstvi v nad¢ji, Ze nekterd preziji, velmi Casove
naro¢ny. Aby se zvysila Sance na uchyceni zarodku v téle a zdarny vyvoj plodu, vyvinuli
veédci specidlni hormonalni 1é¢bu, kterd byla prasnicim po dobu téhotenstvi aplikovéna
[4,17]. I ptes velké nesnaze se podafilo tymu v americkém Blackburgu v bieznu roku 2002

(pod zastitou britské firmy PPL Therapeutics), na svét pfivést pét zdravych selat jménem

Millie, Christa, Alexis, Carrel a Dotcom (obr.5) [17,18].
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2.2.7 Klonovani prasat honolulskou technikou — prasatko Xena

Soubézn€ s americkym tymem se podafilo i japonskému tymu védcti pod vedenim Akira
Onishiho z Narodniho ustavu zivocisného prumyslu naklonovat prasatko, které dostalo
jméno Xena. Jméno Xena podtrhava jednu nad¢ji pro budoucnost, kterou je xenotransplan-
tace, kde by prasata mohla byt pouzivana jako darce geneticky modifikovanych organti
¢loveku. Japonsti védcei na rozdil od tymu z Blackburgu pouzili honolulskou techniku klo-
novani. To znamend, ze do cytoplazmy vstiikli jemnou kapilarou jadro buiiky z praseciho

plodu. Oproti prvni metodé¢ klonovani prasat je tento proces jednodussi [4, 19].

2.2.8 Mezidruhové klonovani — klon muflona

Moznost mezidruhového klonovani vystupuje do popiedi predevsim s myslenkou zachrany
ohrozenych druhi zvifat. V téchto pfipadech jsou buriky z téla pfislusniki ohrozenych zi-

vocichl vnasena do vajicek blizce ptibuznych druhti hospodaiskych zvifat [20].

Prvni zvife Uspésné naklonované touto metodou se narodilo na Sardinii. Jednalo se o mlade
muflona. Domovinou evropského muflona je pravé Sardinie, Korsika a Kypr. V stfedomofti
je muflon chrédnény, jelikoz ptfed sto lety témét vymiel. Od té doby Zije v rezervacich.
Pro tento pokus byla pouzita dvé nalezena téla uhynulych muflonek. Z nich odoperovali
vajeCniky a z téch nasledné ziskali mufloni vaji¢ka a granulozni buiiky, které vajicko ob-
klopuji. Bohuzel védci zjistili, Ze ziskand vajicka 1 granuldzni buiiky jsou jiz mrtvé.
Pokusili se proto pouzit nahradni vajicka od hormonalné stimulovanych ovci a doufali,
ze geneticky material v granul6znich bunkach neni pfili§ poSkozeny. Ve vhodny okamzik
byla vajicka z téla ovei odebrana a nasledn€ z nich byly roslinskou technikou pfipraveny
cytoplasty. Po splynuti s jadry granul6znich bun€k a nésledné kultivaci byla vznikla em-
brya pienesena do t€l hormonalné stimulovanych domécich ovci. Celkem védci aplikovali
nahradnim matkdm sedm embryi. Pfezilo jedno embryou z n¢hoz se listopadu 2000 narodi-
lo té¢zké mufloni mladé. Muflonek byl zcela zdravy a netrpél Zddnymi vyvojovymi vadami

[4,20].

2.2.9 Klonovany gaur
V fijnu roku 2000 oznamili védci z americké biotechnologické firmy Advanced Cell Tech-
nology, ze koncem listopadu pfijde na svét prvni klonovany zivocich nalezejici k ohroze-

nému druhu. Maly bycek Noah se narodil holStynské kravé Bessie, ale on sdm byl zastup-
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cem gaurt. Kdysi obyvali gaufi rozsahlé konéiny Nepalu, Asamu, Barmy, Indodiny, Ma-
lajska a Pfedni Indie. Dnes jsou tu velice vzacni. Niceni pfirozeného zZivotniho prostiedi
a intenzivni lov zatlacily gaury do vysokohorskych lesi, kde jich pieziva asi 36 000. Gaur

se proto ocitl na seznamu ohrozenych druhut [4].

Noah vznikl ze zmrazenych bun¢k uhynulého gauiiho byka. Konkrétné se jednalo o kozni
bunky, které védci spojili elektrofuzi s cytoplasty ziskanymi z vaji¢ek domaciho skotu.
Vznikld embrya byla kultivovana a z nich bylo nasledné 42 vybrano, aby byla implantova-
na do t&l nahradnich kravskych matek. Zivotaschopny plod se vyvijel pouze u kravy jmé-
nem Bessie. Klon gaura byl nakonec pfiveden na svét cisaiskym fezem v prvnich dnech
roku 2001. Opozdény porod zavinila prodlouzena biezost, ktera se fidila spise brezosti gau-
rt, ktera je o néco delsi nez biezost u domaciho skotu. Noah mél od narozeni mnoho zdra-
votnich problémti. Musel dychat kyslik a na nohy se postavil az po dvanacti hodinach.

Nakonec, po 48 hodinach, Noah umiel na silnou stéevni infekci [4,21].

2.2.10 Prvni ko¢i¢i klon — CopyCat

Prvni koc¢i¢i klon se narodil 22. prosince roku 2001 v Texasu. Cely projekt byl financovan
soukromé¢ v ramci projektu CopyCat pod vedenim Marka Westhusina a tymu védci
z Texaské A&M Univerzity. Projekt CopyCat je vlastné souc¢asti mnohem vétsiho projektu,
ktery ma za cil naklonovat psa. Z velké ¢asti ho financuje arizonsky finan¢nik John Sper-

ling, ktery chce naklonovat svého zastieleného psa border-kolii jménem Missy [22].

Klonovani kocky je podobné tspésné jako klonovani mysi, kravy, ovci €1 prasat. Prvni na-
klonovana kocka pfisla na svét klasickou roslinskou metodou. Vajicka z vaje¢nikt védci
ziskali z veterinarnich klinik od kastrovanych kocek. Z téch pak odstranili dédi¢nou infor-
maci a elektrofzi je spojili s jadry bun¢k. Westhusinv tym nejprve pouzival kozni buniky
fibroblasty. Ackoliv se podafilo sedmi nahradnim matkam implantovat 82 embryi,
pouze jedna z nich otéhotnéla. Plod vSak brzy zemftel. V dalSim pokusu védci pouzili gra-
nulézni bunky strakaté ko¢ky jménem Rainbow. Z 83 embryi se podafilo jednomu v téle
nahradni matky, kocky Allie, uchytit a na svét pak cisatskym fezem pfisla prvni klonovana

koc¢icka jménem CC (podle jména projektu CopyCat) [18,22].
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2.2.11 Prvni klon bantenga

Bantengové obyvaji pralesy jihovychodni Adie. Jejich populace byla vSak téméf vyhlazena
predevsim kvuli niceni jejich piirozenych stanovist’ a pytlaceni. Dnes Zije na svéte asi 8000
bantengl, a proto se jiz ocitli na seznamu ohrozenych druhti. Proto kdyz v roce 1980 uhy-
nul v zoologické zahradé v americkém San Diegu bycek bantenga, byla to pro vsechny vel-
ka ztrata. Zoo v kalifornském San Diegu ma vSak jednu netradi¢ni pobocku. Jedna se
o0 takzvanou Zmrzlou Zoo (Frozen Zoo). V tekutém dusiku, zamrazené na teplotu minus

196 °C, jsou zde ulozeny buiky nejvzacnéjSich zivocicht planety [23].

Ozivit mrtvého bycka se pokusili ve firmé Advanced Cell Technology pod vedenim Rober-
ta Lanzy. Zamrazené bunky nebyly nijak poSkozeny, a proto je védci mohli nasledné pou-
zit. Nejprve byly opatrné rozmrazeny. Vajicka odebrana domécim straCendm byla zbavena
vlastni dédi¢né informace. Ta byla nahrazena dédicnou informaci z bun€k bantenga.
Vznikla embrya byla implantovana do té€l nahradnich kravskych matek. Celkové se narodili
dva bycci, z nichz jeden zemiel nasledkem tézkych postizeni ihned po narozeni. Druhy

bycek se v§ak narodil zcela zdrav [24].

2.2.12 Prvni kraliéi klon

O velikonocich roku 2002 se podatilo na svét privést prvni krali¢i klon. Za timto Gspéchem
stoji tym francouzskych védct vedenych Jean-Paulem Renardem z Francouzského agro-
nomického vyzkumného ustavu (INRA) [25]. Z pocatku se védci setkavali hlavné s net-
spechy a kralici tak patfili na seznam mnoha zvifat, kterd dosud odoldvala klonovani.
Védci pouzili roslinskou techniku. Byly pouzity dospélé somatické butiky, které byly slou-
¢eny s vajickem zbavenym vlastni genetické informace. Problém s klonovanim kralikt byl
predevsim ve vysoké citlivosti krali¢ich vaji¢ek. Pro navozeni urcitych procesii pii klono-
vani je nutné pouzit nékteré chemikalie. Francouzskym tym védcu pfiSel praveé na to,
ze tyto chemikalie se mohou pouZivat pouze v co nejmensSich G¢innych koncentracich
a v co nejkratsim Case, aby krali¢i vajicka nebyla poskozena. Dale se jim podafilo uréit
pfesny Cas, kdy je mozné implantovat pfipravenad embrya do t&€l nahradnich matek,
aby bylo zajiSténo normalni té¢hotenstvi. I tak byla prace francouzského tymu védct velmi
neefektivni. Ze stovky pfipravenych embryi se podafilo na svét piivest pouze Sest kralic¢ich
mlad’at a z toho dvé zemiela kratce po narozeni. Zbyvajici ¢tyii krali¢i klony se mély ¢ile

k svétu a dvéma z nich se dokonce podatilo na svét ptivést zdrava mlad’ata [25]. Védci se
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pokouseli tak dlouho o naklonovani kralika ptredevSim kvuli vyuziti krali¢ich klont
pti 1é¢beé a hledani pficin nemoci u ¢lovéka. V soucasné dob¢ véda inklinuje pti vyzkumu
k pouzivani mysi nebo potkanti. Kralik v§ak mize piedstavovat lepsi alternativu predevsim

proto, ze jejich fyziologie a nemoci se vice podobaji tém lidskym [25,26].

2.2.13 Mezidruhovy hybrid — mula Idaho Gem

4. kvétna roku 2003 se narodil prvni klon muly pojmenovany Idaho Gem. Mula je kiizenec
osla a kobyly a jeji dédi¢nd informace obsahuje 63 chromozomii. Dédi od rodict 32 chro-
mozomil koné a 31 chromozomu osla. Vysledna konstelace sice zajistuje mulam jejich
vyborné uzitkové vlastnosti, ale zaroveil jim brani v reprodukci. A proc¢ se védci pokouseli
naklonovat zrovna zvite, které je sterilni a proto nemuize mit zddné potomky? Pro¢ kdyz
usilovali o klon lichokopytnika, se nezaméfili rovnou na kon¢? Odpovéd je jednoducha.
Prezident Americké asociace mulich zavodu Donald Jacklin se dlouho snazil sehnat tym,
ktery by se pokusil mulu naklonovat. Klisna, ktera jiz dfive porodila mnohonasobného
Sampiona, potratila a Jacklin se s tim nehodlal smifit. Od nenarozeného zvifete odebral
Zivé bunky a ty nechal zamrazit. Potom se snazil presvédéit néktery z védeckych tymu,
které se zabyvaly klonovanim, aby se pokusili jeho potencionalniho Sampiona naklonovat.
Uspél az u tymu Gordona Woodse z Moskevské univerzity v Idahu. Rozhodujicim fakto-
rem pro Woodstv tym byl pfedevS§im tuc¢ny finan¢ni ptispévek od Donalda Jacklina.
Od pocatku se jednalo o nelehky ukol, na kterém pohofelo jiz mnoho védeckych tymu
z USA, Britanie i Australie. Védci pouzili vajicka odebrana klisnam a dale pokracovali
roslinskou technikou. Z vajicek odstranili jejich vlastni dédicnou informaci a misto nich
vpravili dédi¢nou informaci rozmrazenych bunék nedonoseného plodu muly. Problém na-
stal v okamziku kultivace embryi. V&dci zjistili, Ze koncentrace vapniku v konskych bun-
kach je niz$i nez u jinych zivocichti, naptiklad ovce ¢i skotu. Pfitom zvySeni koncentrace
vapniku slouzi vétsin¢ Zivocichil jako signdl pro zahdjeni embryondlniho vyvoje po oplo-
zeni. Zkouseli embrya kultivovat v raznych prostiedich. Piezila pouze ta, ktera byla pone-
chdna v médiu s vyssi koncentraci vapniku. Celkové bylo ziskdno 305 embryi, ktera byla
implantovana nahradnim klisnam [27,28]. Z nich se narodil prvni klon muly Idaho Gem
arok poté jeste¢ dva jeho bratti Idaho Star a Utah Pioneer. Idaho Gem a Idaho Star se spo-
le¢né v nasledujicich letech zGcastnili n€kolika zavodt. Pro srovnani, Idaho Gem skongil

treti a Idaho Star sedmy; je tak ziejmé, Ze 1 kdyz jsou klony geneticky totozné, jejich vyko-
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ny totozné nejsou. Rozhoduje o tom cely komplex faktort jako vyziva, trénink, momental-
ni forma, vykon jezdce a podobné [29]. Celkovy vyzkum zabral dlouhych pét let
a jeho uspésnost byla pouhé 1 %. Woods se domnival, Ze pochopeni toho, jak je upravena
hladina vapniki v bunce kon¢, by mohlo prispét k pochopeni a 1é¢bé nemoci jako je cuk-
rovka nebo rakovina prostaty, které jsou typické vysokymi hladinami vapniku, a dale se
timto vyzkumem zabyval. BohuZzel, necekané zemftel 29. kvétna 2009 ve véku 57 let

[27,28].

2.2.14 Klisna Prométhea

Dalsi klonované zvite, kterému mizeme dat piivlastek prvni, byl kiin. Stalo se tak par mé-
sicti po uspéchu Woodsova tymu s klonovanim muly. Klisnu Prométheu ptivedli na svét
Vv laboratofich reprodukénich technologii v Cremonég, vedenych Cesarem Gallim [30].
Prométhea byla klonovana klasickou roslinskou metodou a pouzity byly kozni bunky.
Kozni buiiky byly odebrany klisné plemene hafling a hiebci arabského plnokrevnika.
Vajitka ziskavali Italové na jatkach z t&l porazenych klisen. Uspéch, ale nebyl zaruden.
Z 841 uspésné rekonstruovanych embryi, se do faze blastocysty podafilo pfezit jen osmi
embryim pochézejicich od hiebce a ¢trnacti od klisny. Nakonec se podatilo pfipravit pouze
17 embryi, kterd byla vhodna pro implantaci do tél ndhradnich matek. Pouze c¢tyfi vedli
k t€hotenstvi a Prométhea, narozena po 336 dnech, jako jedina piezila. Shodou okolnosti ji
donosila stejna klisna, ktera pro pokus poskytla kozni buniky. DNA testy potvrdily,
7ze byla genetickym dvojéetem své matky. Tato skuteCnost zpochybnila myslenku,
ze matetské imunologické rozpoznavani antigenu plodu ma vliv na Uspésny vyvoj plodu
a zdarné ukonceni t¢hotenstvi [18,31]. Prométhea byla v dobrém zdravotnim stavu a v roce
2005 na svét privedla hiibé jménem Pegaso. Z klonovani koni se ve svété stava uspésny
byznys. Ve Spojenych statech 1ze komeréné klonovat koné. Naklady se pohybuji kolem
150000 dolard, ale jsou velmi variabilni. Stoprocentni Gspéch totiz nelze zarucit. I presto,
ze klonovana htibata nelze na mnoha sportovnich akcich registrovat, je o tyto sluzby stale

zajem [30,31].

2.2.15 Prvni klon divoké kocky

Jako prvnim na svété se podafilo naklonovat africkou divokou koc¢ku v New Orleansu,

V Louisiang. Jednalo se o vysledek prevratnych vyzkumi provadénych v pfirodnim ustavu
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vV Audubonu, védci z Audubonského centra pro vyzkum ohrozenych druhii a Louisianské

statni univerzity. Narozené kot¢ bylo prvnim klonovanym divokym masozravcem [32].

Doktoti Pope a Gomez odebrali vzorky tkané z afrického divokého kocoura jménem Jazz.
Tyto bunky byly kultivovany v laboratornich podminkdch a poté zamrazeny. Poté byla
Z vajicek odebranych kocce domaci odstranéna vlastni DNA. Rozmrazené buiiky Jazz byly
aplikovany do pfipravenych bunék domaci kocky a spojeny metodou elektrofuize. Piiprave-
nd embrya byla aplikovana do tél nahradnich matek, kde méla pokracovat v normalnim
vyvoji. Koté pojmenované Ditteaux se narodilo kocce domaci jménem Brooke. Kot'atko
bylo oSetfovano a opeCovavano nahradni matkou, domaci kockou Cayenne, kterou pozdéji
adoptoval doktor Pope. Jedna se vlastné o prvni mezidruhovy klon ze zmrazenych bunék.
Védci z louisianského tymu specializujicich se na zachranu ohrozenych druht vidi v tomto
experimentu cestu jak zachranit jina zraniteln&jsi zvifata, které jsou jiz pfed vyhubenim

[32,33].

2.2.16 Prvni klonovany jelen

Toto prvenstvi nalezi tymu z Texaské A&M Univerzity, ktery ma jiz za sebou dal$i Gspé-
chy s klonovanim dobytku, koz, prasat a kocek. Klon byl vyroben za pouziti fibroplastu,
které byly izolovany z kiize uhynulého jelena b&loocasého jménem Buck. Nasledné byly
kultivovany a uloZeny v tekutém dusiku. Ooocyty byly pouzity z bunck vajecniku.
Dva tymy védct pod vedenim Dr. Marka Westhusina a Dr. Duane (Dewey) Kraemera
z Texaské A & M Univerzity a Dr. Charlese Longa z klonovaci spole¢nosti Viagen proved-
li dalsi procedury nuklearniho ptevodu a ptenesli ptipravena embrya do tél nahradnich ma-
tek. Kolousek Dewey se narodil nahradni matce Sweet Pea 23. kvétna 2003. Vyvijel se
normalné pod Iékarskym dohledem doktorky Alice Blue-McLendonové, veterinaiky
z Texaské A&M Univerzity. I kdyz bé€loocasy jelen se hojné vyskytuje v divocing, Westhu-
sin uvedl v prohlaseni 0 vytvofeni Deweyho, ze ziskané poznatky by se mohly ukazat jako

uzitecné v ochrané ohrozenych druht zvifat [18,34].

2.2.17 Klonovany potkan z dlouhodobé zmrazenych bunék

Roku 2003 se tymu francouzskych v&dct z Narodniho institutu pro zemédélsky vyzkum
v Jouy en Josas, podafilo uspésné naklonovat potkana. Mezinarodni tym vedeny Jeanem-

Paulem Renardem se vSak od poc¢atku potykal s neptijemnym problémem. Vajicko potkana
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se thned po opusténi vajecnikii zacne velmi rychle vyvijet v nezivotaschopné embryo
a nebylo proto mozné provést v tak kratkém case vSechny kroky dulezité pro ptipravu klo-
novaného embrya. Védci z Ranardova tymu tento problém vyieSili pouzitim chemikalie
MG 132, ktera pozastavuje déleni bunky a brani tak vajicku v jeho nezadoucim déleni. Pro
klonovani potkant védci zvolili roslinskou metodu a pouzity pfi ni byly jadra somatickych
bunék potkana, ktera byla vnesena do vajicek zbavenych vlastni dédi¢né informace. Podaii-
lo se ptipravit 129 klonovanych embryi, ktera byla implantovana dvéma nahradnim mat-
kam. Ptezila tii embrya, Z kterych se narodila tii potkani mlad’ata. Prvni klon byl pojmeno-
van Ralph. Jeho dalsi dva bratficci uz jméno nedostali a jeden z nich navic velmi zdhy
uhynul. I pfes velmi malou uspéSnost klonovani a mnoho problémul s nim spojenych
se Ralph vyvijel velmi dobfe a tspésné se pafil [35,36]. Dtvod pro klonovani potkanti byl
predevsim fakt, ze patii mezi zvifata, na kterych se provadi 1ékatsky vyzkum, a dale moz-

nost klonovat upravené potkany, ktefi by se svou fyziologii vice podobali ¢lovéku [35].

2.2.18 Prvni klonovany pes

Afgansky chrt jménem Snuppy se narodil 24. dubna 2005 v korejském Soulu. Za jeho na-
rozenim se skryva dva a pul ro¢ni prace patnacti¢lenného tymu vedeného Woo Suk Hwan-
gem, jehoz ¢lenem byl i Gerald Schatten z Univerzity v Pittsburghu. Jednim z nejvétsich
problému pii klonovani psa bylo problematické zrani psich vajicek v umélém prostiedi
a jejich odebrani. Psi vejce opousti vajecnik ve velmi rané fazi vyvoje a pak zralé putuji
smérem k déloze. Vé&dci se snazili odebrat vajicka v okamziku ovulace, ale to se jim nezda-
filo. Proto se rozhodli vajicka ziskat proplachovanim vajecnikii. Po nékolika neuspésnych
pokusech se jim to podafilo. Déle odebrali bunky zucha psa, ktery patfil jednomu
z profesorll z mistni veterinarni fakulty. Z nich byla pfipravena klonovand embrya opét
roslinskou metodou. Celkem se podafilo pfipravit neuvéfitelnych 1095 embryi,
ktera nasledné putovala do déloh 123 nahradnich matek. Feny, které byly pro pokus pouzi-
ty, musely podstoupit hormondlni 1écbu, aby se v nich vloZzené embryo uhnizdilo a zabtez-
ly. Pouze tfi embrya se uchytila a vedla k t€¢hotenstvi. Jedno z nich bylo bohuzel potraceno.
Z dalSich dvou se narodila Sténata, ale jedno z nich dva tydny po porodu umielo na zéapal
plic. Jedinym pfezivs§im byl pravé Snuppy, kterého se podarilo ptivést na svét fence Labra-
dorského retrivra [18,37].
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Snuppy byl pojmenovan podle inicial Narodni univerzity v Soulu (Soul National Universi-
ty) a slova §téné (puppy). Snuppymu byly odebrany spermie, z kterych bylo metodou umé-
1ého oplodnéni ptivedeno na svét 10 sténatek, z nichz devét piezilo. Jedinou skvrnou
na jejich tspéchu je falsovani nékterych vysledk doktorem Woo Suk Hwangem. Byl proto
z ustavu nasledné vyloucen a vysledky jejich prace musely byt piekontrolovany komisi
[37]. Ptesto korejsky tym dal uspésné pokracuje v klonovani psi a dokonce i vlki.
V bieznu 2005, jiz pod vedenim Lee Byung-chuna a Shin Nam-Shika, se podafilo naklo-

novat dvé vi¢ice jménem Snuwolf a Snuwolffy [37,38].

2.2.19 Klonované fretky

Pro klonovani fretek se védci rozhodli zejména kvili podobnosti jejich dychaci soustavy
S lidskou. Fretka se pouziva jako modelovy Zivo€ich pfi vyzkumu mechanismt infekce
chiipkovym virem, véetné viru HSN1 vyvolavajiciho ptaci chiipku, ¢i pii studiu cystické
fibrozy. Tvorba fretek postizenych riznymi typy mutaci genu zptsobujiciho naptiklad cys-
tickou fibrozu by tak byla obrovskym piinosem pii vyzkumu nemoci a jejich néasledné 1é¢-

bé. Takto upravena zvifata by bylo mozné ziskat pravé klonovanim [39].

Této vyzvy se chopil tym americkych, francouzskych a ¢inskych védct vedeny Johnem
Engelhardtem z Towské univerzity. Engelhardtiiv tym se nejprve pokousel vyvinout hor-
monalni 1é¢bu samic, aby zajistil dostatecné mnozstvi vajicek. Nasledné se pokouseli zis-
kana embrya kultivovat a vyvinout techniku pro pfenos nahradnim matkam. Vyvinuté hor-
monalni stimulace se ale pozdé&ji ukazala jako naprosto nevhodna, jelikoz vajicka ziskana
od samic, které nebyly podrobeny hormonalni 1é€bé&, se vyvijela Iépe neZ ta, kterd byla zis-
kana od samic hormonalné oSetfenych [39,40]. Kvuli odbéru vajic¢ek byly fretky nasledné
utraceny a vajecniky jim byly poté odebrany. Z nich védci ziskali vajicka, kterd nechali
dozrat v laboratornich podminkéach. Problémy nastaly 1 pfi pokusech spojit vajicko zbavené
vlastni dédi¢né informace s t€lni bunkou fretky. Proto védci pfipravili pro splynuti hned
dv¢ buiiky a doufali, ze aspon jedné z nich se podaii splynout s vajickem. Pro pokus byly
pouzity bunky fibroblasti a granuldézni bunky. Nakonec se podafilo metodou elektrofize
pfipravit 430 embryi z bunék fibroblasti a 487 embryi z granuldznich bunék. Z fibroblasti
se podafilo v téle ndhradni matky uchytit a nasledné vyvinout jednomu embryu. Na svét
prisel samec fretky, ktery ale zemiel tfi dny po narozeni. Usp&snost se tak pohybovala ko-

lem 0,96 %. Z granul6znich buné¢k se podafilo pfivést na svét dvé zdrava mlad’ata jménem
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Libby a Lilly. Uspé&$nost tak jiz byla o néco vyssi, asi 1,8 %. Obé fretky byly zcela zdravé
a ob¢ privedly na svét mlad’ata. Lilly Sest a Libby dokonce deset [40].

2.2.20 Prvni klonovany buvol — ,,Handguided* klonovaci technika

Buvoli jsou v Asii velmi dulezitd hospodarska zvirata, ktera se chovaji nejen jako tazna
zvirata, ale také kvuli jejich masu, mléku a kazi. Celkové na svété Zije populace asi 174
milionti buvold, z toho zhruba 167 milionti buvold se nachazi v asijském regionu. I pfesto
je zaznamenan velky pokles populace buvolt, ktery je zptisoben predevsim rostouci urba-
nizaci, industrializaci, z toho plynouci narist porazky buvold kvili uspokojeni potieby
masa, dale Spatné reprodukcni schopnosti buvolll a nezdjem politickych stran tento pro-

blém né&jakym zpusobem fesit [41].

Touto problematikou se zabyvali védci z Narodniho vyzkumného ustavu mléka (NDRI)
v Karnalu a snazili se najit feseni jak uspokojit rostouci poptavku po mléku a mase buvolii
Vv zemi, spojenou piedevs§im s rostouci populaci lidi. Jednim z feSeni bylo klonovani. Pro-
dukci elitnich zvitat s vysokou dojivosti, rychlym nartistem svalové hmoty a vybornymi
reprodukénimi schopnostmi by se dala vyplnit mezera na sou¢asném trhu. Clentm tymu
doktora S. K. Singla, doktorim R. S. Manikovi, M. S. Chauhanovi, P. Paltovi, R. A. Sha-
hovi a A. Georgeovi se podafilo prvni buvoli mladé naklonovat 6. tnora roku 2009.
Pti tomto pokusu si védci pon€kud zjednodusili a vylepsili roslinskou metodu klonovani.
Tato technika byva oznacovana jako ,,Handguided* klonovaci technika. Klasicka metoda
klonovani si vyzaduje dimyslna a draha zafizeni jako jsou mikromanipulatory a podobné,
navic je velmi naro¢na na ¢as a dovednosti laboratornich pracovnikt. Védci z Karnalu si
tuto metodu ve svych podminkéch trochu ptizplsobili. Pii tomto pokusu byly oocyty izolo-
vané z vajecniku jatec¢nich zvifat kultivovany a poté byla jejich jadra odstranéna pomoci
velmi jemného ostii. Somatické buiiky byly odebrany z ucha pravé narozeného buvoliho
mladéte a nasledné byla pouZzita jejich jadra. Ta byla spojena s oocyty metodou elektrofuze
a vysledna embrya byla nésledné prevedena do té€l ndhradnich buvolich matek. Podafilo se
tak na svét privést prvniho klonovaného buvola. Védci z Karnalu se dale zabyvali metoda-
mi klonovani buvola a experimentovali 1 sembryondlnimi kmenovymi bunkami,
se zamrazenymi embryi a podobné. Prvni buvoli mladé¢ tak rychle nasledoval druhy klon
narozeny 6. ¢ervna 2009 a tieti 22. srpna 2010 [18,42].
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2.2.21 Prvni klonovany velbloud

Prvni klonovany velbloud pfisel na svét ve Spojenych arabskych emiratech v hlavnim més-
t¢ Dubaji. Tomuto uspéchu predchazelo pét let tvrdé prace tymu védct vedenych doktorem
jménem Ahmad Nisar Wani, jenz je vedoucim laboratoii reprodukéni biologie v centru
zabyvajici se reprodukci velbloudii v Dubaji. Injaz, prvni klonovana samice dromedara,
se narodila 8. dubna 2009 [43]. Vajicka byla ziskana z vajecnikti velbloudi poraZenych
na jatkach. Jadra byla pouzita z n¢kolika typii bunék a to z fibroblastl ziskanych z kize,
z granul6znich bunék a z fetalnich fibroblastii. Buiikky byly péstovany v tkanové kultuie
a poté zamrazeny v tekutém dusiku. Bunky vajecnikt zbavené své vlastni dédicné informa-
ce byly spojeny s jadry pouzitych bunék spojeny metodou elektrofiize a nasledné chemicky
aktivovany k déleni. Rekonstruovana embrya byla po dobu sedmi dnil kultivovdna téméf
azdo stadia blastocysty a poté prevedena do t&l nahradnich velbloudich matek,
které byly pravé Sest dni po ovulaci. T¢hotenstvi bylo dosazeno téméf ze vSech druhu pfi-
pravenych embryi, ale zdravé velbloudi mladé se narodilo zembrya piipraveného
z granul6znich bunck. Injaz se narodila po 378 dennim t&hotenstvi s porodni véhou
30 kilogramuti a naslednymi genetickymi testy byla potvrzena jeji totoznost s darcem granu-
l6znich bunc¢k. Timto pokusem byla také demonstrovana schopnost klonovani
z kultivovanych, pomnoZenych a nasledné zamrazenych dospélych bunék fibroblasti
a fetdlnich fibroblastii bez ztraty jejich schopnosti podporovat rozvoj jaderného pienosu
embryi. Nejvétsi tspéch vidi védci v moZnosti zachovani geneticky cennych druhti zvirat
jako napfiiklad vysokych producentli mléka, zdvodnich Sampidnii a zachrané ohrozenych

druhti [44].

2.3 Klonovani terapeutické

Problémem dnes$ni populace je mnoho nevylécitelnych onemocnéni, mezi které patii napii-
klad Parkinsonova choroba, demyelinizacni poruchy (napt. roztrousena sklerdza, sclerosis
multiplex), Duchennova svalova dystrofie, ale i infarkt myokardu, diabetes mellitus,
autoimunitni onemocnéni a jiné. Velky potencial pro 1écbu téchto chorob je skryt

v kmenovych bunkach [45].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

2.3.1 Kmenové buiky

Kmenové buniky jsou bunky, které se mohou samy stile obnovovat a kromé toho davaji
vzniknout 1 jednomu nebo vice druhiim vysoce diferencovanych (specializovanych) buné¢k,

které maji v t€le charakteristické funkce [45,46].

Kmenové buiiky jsou prvnimi buiitkami, které vznikaji pfi vyvoji nového organizmu.
Jsou ureny svym vyvojovym potencidlem. Pojem kmenové builky mé& vyznam
Vv souvislosti se zarode¢nou linii: vajicka a spermie, které po splynuti vytvoii cely organi-

zmus, jsou produktem zarode¢nych linii [45,46].

2.3.2 Vznik a typy kmenovych bunék

Oplozené vajicko (zygota) je totipotentni kmenova buiika vytvaiejici vSechny bunky orga-
nizmu. Béhem vyvoje jsou builkky smérovany k jednotlivym vyvojovym draham a jejich
vyvojovy potencidl se méni, ale je stale jesté Siroky. Tyto multipotentni buiiky jiz mohou
vytvaret jen omezeny pocet bunék. Kmenové buiiky multipoentni, ale ¢asto 1 unipotentni,
se vyskytuji také v dospé€lych tkanich. Ve fetdlnim obdobi s vyzravanim tkéni ptibyva
ve tkédnich specializovanych bunéénych typt, ale kmenové buiiky jiz nové nevznikaji (je-
jich absolutni pocet vSak ziistava diky schopnosti sebeobnovy zachovan) a s postupujicim
vyvojem se jejich pocet snizuje. V dospélych tkdnich se odhaduje, ze jedna kmenové burika
pfipada na zhruba 10 000 zralych buné¢k. Kmenové bunky ve tkanich tedy setrvavaji po

celou dobu zivota [46,47].

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze v riznych etapach vyvoje vznikaji rizné¢ kmenové
bunky a ty vedle sebe mohou pfetrvavat i v dalSich etapach vyvoje, navic pfi vzniku organti
dochazi k interakcim mezi riznymi typy tkéni a proto se v jednom organu nachdzi vice

typt kmenovych bunék [46].
Kmenové buniky se podle svého diferencia¢niho potencidlu rozdéluji na rtizné typy:

e Progenitorové (unipotentni) kmenové bunky se mohou specializovat pouze v jeden

bunéény typ. Jsou to naptiklad epidermalni kmenové buiiky, které regeneruji kiizi.

e Multipotentni kmenové buiiky se mohou diferencovat v n¢kolik bunécnych typt,
napiiklad hematopoietické kmenové buiky, které davaji vzniknout téméf vSem

typtim krevnich bunék nebo kmenové buiiky v pupecniku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

e Pluripotentni kmenové buiky se mohou diferencovat v témét vSechny typy bunck
Vv téle (svalové, nervové, srdecni a krevni). Pouze kmenové buiiky z embryi (blasto-

cyst) a plodu jsou oznacovany jako skute¢né pluripotentni.

e Totipotentni kmenové buitkky se mohou diferencovat ve vSechny typy bunék v téle
a dat tak vzniknout celému organizmu. Jen velmi Casna embrya (maximaln¢ do sta-

dia 8 — 16 bungk) se skladaji z totipotentnich kmenovych bunék [48].

Castgji se vSak setkidvame s rozdélenim kmenovych bunék na pluripotentni a dospé&lé
(adultni). Mezi buniky pluripotentni se fadi embryonalni zarode¢né bunky, dale embryonal-

ni kmenové buriky a embryonalni nadorové bunky [45].

Embryondlni kmenové buiiky (embryonic stem cells, ESC) lze vypéstovat z lidského
embrya starého asi jeden tyden. Tento zarodek se sklada z nékolika desitek bunék a ma tvar
duté¢ koule. Jeho stény tvoii tenkd vrstva trofoblastu pfedurcena k tvorbé placenty
a plodovych obali. V jednom mist¢ knému pfisedd maly shluk embryoblasti,
z kterych by se formoval budouci plod. Pro pfeménu bunék embryoblastu na embryonalni
kmenové buiiky je nutné zajistit dokonalé podminky, aby se bunky intenzivné délily
a zaroven zabranit jejich nezadouci specializaci. Zménou kultivaénich podminek se mohou
proménit na jakykoli z vice nez 200 typi bunék lidského téla. ESC buriky se poprvé podafi-
lo izolovat z pokusnych mysi az v roce 1981 védcim Martinu Evansovi a Mathew Kauf-
manovi. Lidské ECS se podatilo izolovat az po 17 letech a to tymu Jamese Thomsona

[4,18,49].

Embryondalni zarode¢né buiiky (primordia germ cell, PGC), v estiné¢ oznacovany také ja-
ko prapohlavni bunky, se ziskavaji z primarnich zarode¢nych bun€k vzniklych v rozmezi
8,5 -12,5 dne od pocatku embryonalniho vyvoje. Zakladaji se ve vyvijejicim savéim plodu
a v priabeéhu vyvoje davaji zaklad budoucim pohlavnim buitkam. Jejich pocet je siln¢ ome-
zeny, jejich kultivace naro¢na a vytéznost mald. Avsak pfi kultivaci ve vhodnych podmin-
kach se chovaji podobné jako embryonalni kmenové buiiky a mohou z nich vznikat specia-

lizované bunky téla v prakticky neomezeném repertoaru [4,50].

Embryonalni nadorové bunky (embryonal carcinoma cells, ECC) se ziskavaji z malignich
nadorovych bunék embryonalniho pivodu, tzv. teratokarcinomu. U lidi vznikaji spontanné

z defektnich zarode¢nych bunék [49].
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Dospé€lé kmenové buiiky (adult stem cells, ASC), nékdy oznacovany také jako organové
kmenové burky, jsou nediferencované bunky, které se nachazi mezi diferenciovanymi
bunikami v tkani ¢i organu. Mohou se obnovovat a diferencovat v hlavni specializované
bunécné typy tkané ¢i organu. Primarnimi ukoly dospélych kmenovych bunék v zivém
organizmu jsou udrzba a oprava tkang, ve které se nachazeji. Tyto bunky jsou také schopné
prizptisobovat se prostiedi, do kterého byly vlozeny a ptisobenim rastovych faktora se dife-
rencovat do Upln¢ jiného typu nez je jejich puvodni smér vyvoje. Patii sem naptiklad krve-
tvorné kmenové buiiky, mezenchymalni kmenové buiiky nebo nervové kmenové buiky

(obr.6) [4, 49].
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2.3.3 Bunécna terapie a jeji uskali

Velkého potencidlu kmenovych bunék je vyuZivano prave prostiednictvim bunécné terapie.
Kmenové buniky nabizi obnovitelny zdroj nahradnich bunék a tkani k 1é€bé nemoci zptiso-
benych Spatnou funkci nebo piedcasnou smrti specifickych typt bun€k, v kombinaci
se selhanim organizmu v jejich naprave. Dale predstavuji nadéji 1 pro pacienty, ktefi utrpéli
poranéni michy, popaleniny ¢i trpi onemocnénim jako diabetes nebo artritida. V soucasné
dob¢ se jiz s terapii kmenovymi buitkami bézné setkdvame pii 1€cbé pacientl s leukémii
a dal§imi onemocnénimi krve. Pfi této 1écbé se vyuzivaji déarcovské bunky ¢i tkané

a to kmenové buiky kostni diené, periferalni krevni kmenové buiky, ¢i kmenové buiky
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pupecnikové krve. Tyto terapie jsou I¢karskou komunitou obecné pfijimany jak bezpecné
a ucinné. Dalsi terapie, jako napiiklad 1écba poranéni michy embryonalnimi kmenovymi
bunkami, ¢i 1écba cévni mozkové piihody nervovymi kmenovymi buitkami,

je jesté na urovni klinickych studii [47,49].

Kmenové buiiky lze ziskat riznymi technikami. Mezi nejbéznéjsi metody ziskavani ASC
patii odbér pupecnikové krve €i kostni dfené. ASC lze kromé téchto dvou hlavnich zptso-
bu ziskat i z tukové tkané, ¢ichového epitelu apod. Mizeme je najit prakticky v celém téle,
V jatrech, kosternich svalech, stfeve, slinivee bfisni, sitnici oka ¢i mozku. Na rozdil od dal-

Sich metod ziskavani kmenovych bunék nejsou z etického hlediska problematické.

Eticky nejspornéjsi je zisk kmenovych bun¢k z lidskych embryi. K tomuto ucelu védci vy-
uzivaji embrya, kterd na klinikach asistované reprodukce zbyla po oplodnéni ve zkumavce
(in vitro fertilizace, IVF), a ktera jsou odsouzena k zaniku, protoze nikdy nebudou vnesena
do matciny dé€lohy. Nepouzitd embrya se obvykle zamrazi a uskladni v tekutém dusiku.
Specidlnimi postupy nejsou embrya zmrazenim poskozena a po opétovném rozmrazeni
jsou pln¢ Zivotaschopna. Mohou se vSak skladovat jen omezené dlouho dobu, ktera je dana
legislativou jednotlivych stati. Moznym zdrojem embryi pro tvorbu ESC jsou lidské za-
rodky vytvoifené po dohodé s darci pohlavnich bunék oplozenim in vitro zcela cilené
jen pro tento ucel. Tento postup byl jiz uplatnén na nékterych soukromych klinikach
ve USA. Ojedinélé piistupy se snazi vyuZzit k produkci lidskych buné€k oocyty jinych zivo-
¢iSnych druhd, napiiklad kravské [4,49,50].

Kromé etické problematiky je vSak tfeba fesit 1 dal§i zdvazny problém, kterym je imunitni
reakce organizmu na transplantovanou tkan vzniklou z ESC nebo PGC. Pokud télo

vych bunék je pak zbytecny.

Vychodiskem z této situace by mohlo byt vytvotreni dostatecné pestrého sortimentu ESC,
tak aby se pro kazdého pacienta naSla vhodna linie, kterou té€lo bez potizi pfijme. Dalsi
moznosti je vytvorit takové ESC, aby je byl schopen piijmout kazdy pacient nebo Gprava
jejich dédi¢né informace konkrétnimu piijemci. Jednou z dalSich moznosti nabizeného

feseni je i tzv. terapeutické klonovani [4,18].
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2.3.4 Terapeutické klonovani — ieSeni problémii?

Terapeutické klonovani je strategii bunééné terapie, ktera pouziva kmenové bunky k vytva-
feni zdravych kopii bunék ¢i tkdni nemocného ¢lovéka. Plivodni geneticky material kme-
novych bungk je nahrazen genetickym materialem pacienta. Tak mohou vysledné modifi-
kované kmenové buiiky rist a byt transplantovany, aby opravily poskozenou tkan bez spus-

téni imunitni reakce.

Pfi této strategii je vyjmuto jadro z vajecné bunky a nahrazeno jadrem buiiky, ktera byla
odebrana dospélému ¢loveéku (pacientovi). Modifikovana kmenova buika pak obsahuje
geneticky material pacienta. Buiika je stimulovédna k tomu, aby se mnozila a vytvotila em-
bryo. Toto embryo neni pieneseno do délohy jako je tomu u reprodukéniho klonovani,
ale slouzi jako zdroj ESC (obr.7). Cilem je ziskat specializované buiiky a tkang,
které jsou geneticky identické s pacientovymi bunikami. Diky tomu odpadaji problémy spo-

jené s odmitnutim transplantované tkané [3,4,52].
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Terapeutick¢ klonovani se setkdva s mnoha legislativnimi omezenimi. Prvni zem¢,
ve které bylo povoleno klonovani lidskych embryi pro ziskavani kmenovych bunék,
byla v roce 2001 Velka Britanie. Klonovana embrya se vS§ak musela znicit ve stadiu blasto-
cysty a to do véku maximaln¢ 14 dni. Americké spole¢nosti Advanced Cell Technology
Inc. se v listopadu 2001 podafilo poprvé naklonovat lidské embryo k 1ékatskym ucelim.
Americti védci pouzili metodu zvanou partenogeneze (vyvoj vajicek bez pridani genetic-
kého materidlu z bun¢k spermie az do stadia dospélych jedincti, doslova "panenské poce-
ti"). Ve stejném roce se administrativa byvalého amerického prezidenta Bushe stavéla proti
financovani vyzkumu kmenovych bunék, pii kterych dochazelo ke zniceni lidského zarod-

ku [4,54,55].

Z Ciny piisly v poloving roku 2002 zpravy o desitkach lidskych embryi vytvotenych pieno-
sem jader télnich bun¢k do vajicka zbaveného vlastni dédi¢né informace. Tato embrya
se délila na stovky bun€k a tym vedeny biolozkou Luovou z nich dokazal vytvoiit ESC.
Pro vyzkum ziskali vajicka od dobrovolnic, které se podrobily 1é¢bé neplodnosti plozenim

ve zkumavce.

V roce 2003 vytvoftili védci z londynské Kralovské akademie svou prvni linii lidskych
embryonalnich kmenovych bun¢k. V roce 2003 také vysla publikace tymu amerického bio-
loga Geralda Schattena, kterd dokazovala, ze pii odstranovani jaderné dédi¢né informace z
vajicka ureného ke klonovani mizi u primat zarovei i bilkoviny nutné pro dalsi zdarny
vyvoj zarodku. Vytvotfena opici embrya diky tomu svou dédi¢nou informaci déli mezi nové
vznikajici buniky s mnoha chybami. O néco pozdé&ji védec Mitalipov prokazal, Ze u makaka

se Ize témto problémum vyhnout [54,56].

Jako jeden z nejvyznamnéjsich rokd v souvislosti s terapeutickym klonovanim bylo mozné
oznacit rok 2004. Jihokorejsti védci pod vedenim Woo Suk Hwanga prohlaSovali,
ze vyprodukovali prvni lidskou embryonélni kmenovou bunécnou linii z neoplodnéného
lidského vajicka. Linie se v8ak nakonec ukazala jako nepouzitelna a Woo Suk Hwang byl
usvédCen z veédeckych podvodi. Velky mezindrodni skandél zanechal ve vetejnosti
pochybnosti a nedavéru ve védeckou spolecnost [54]. Tym americkych védcu vedeny
Shoukratem Mitalipovem z Oregonského narodniho centra pro vyzkum primatt vnesl jadra
opi¢ich bunck do 304 vajicek zbavenych vlastni jaderné dédi¢né informace. Z téchto vaji-
cek tak ziskal 35 embryi, kterd doséhla stadia vhodného pro tvorbu embryonélnich kmeno-

vych bunék. Z nich se podafilo ziskat dvé linie téchto bunék. Poprvé tak byl ovéten princip
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terapeutického klonovani u primata. Terapeutické klonovani se timto objevem posunulo
vpted, prestalo byt u primati hypotetickou moznosti a mezinarodni soutézeni ve vyvoji

novych terapii dostalo novy impuls [54,56].

Ve stejném roce se ISCF (International stem cell forum) zacalo zabyvat etikou a predpisy
tykajici se vyzkumu kmenovych bunck. Pokusy na terapeutickém klonovani s lidskymi
buiikami zah4jila britskd biolozka Mary Herbertova z Univerzity v Newcastlu ve spolupra-

ci s Mitalipovem.

V roce 2008 pokracoval vyzkum klonovani lidskych zarodki. Vyrazné se také posunula

legislativa tykajici se vyzkumu kmenovych bun¢k v nékterych vyspélych zemich [54,56].

Kromé legislativnich omezeni a etickych problémti, které¢ souvisi predevsim se znicenim
lidského zarodku kvuli ziskani kmenovych bunék, se vSak terapeutické klonovani setkava
s dalsi tadou problémii. Obecné¢ je proces ziskdvani kmenovych bunék terapeutickym

klonovanim velmi ¢asové naro¢ny, neefektivni a drahy [3,4].
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3 KLONOVANI CLOVEKA

Jednim z nejkontroverznéjsich témat dneska je nepochybné otazka klonovani lidské bytos-
ti. Jiz od prvnich aspéchti reprodukéniho klonovani vyvstala otazka, je-li mozno obdobnym
zpusobem naklonovat i ¢lovéka. Na rozdil od terapeutického klonovani, které je pro vétsi-

nu spolecnosti jesté piijatelné, se reprodukéni klonovani setkava hlavné s odporem [57,58].

Tvorba klonti z bunék lidskych zarodk jiz byla teoreticky mozna kdykoliv po Willandse-
nove uspéchu v roce 1986. Klonovani ¢loveéka délenim casnych zarodku jiz bylo zvladnuto
diive tymem védcu Jerryho Halla. V tomto piipadé se vsak jednalo o proces podobny spon-

tannimu vzniku jednovajeénych dvojéat a zarodky byly nasledné zni¢eny [4,57].

3.1 Pokusy o klonovani ¢lovéka

O klonovéni ¢lovéka roslinskou technikou se pokusil az o n¢kolik let pozdéji americky
biolog Richard Seed. O jeho skute¢né cinnosti vSak koluji pouze neovéfené zpravy
a sam Seed nakonec uznal, Ze po technické a finan¢ni strdnce nedokaze klonovani provést
[4].

Dalsim védcem, ktery se pokusil o klonovani ¢lovéka, je biochemicka Brigitte Boisseliero-
va ze spolecnosti Clonaid. Organizace Clonaid je fizena naboZenskou sektou raelianil,
Ktefi véfi, ze jsou potomky mimozemstani a klonovanim mohou dosahnout nesmrtelnosti.
Jsou presvédceni o tom, Ze prvnim zijicim klonem byl Jezi§ Kristus a klonovani je tedy
posvatna véc. Prvni informace o Uspé€Sném klonovani ¢lov€ka podala spolec¢nost Clonaid
v prosinci roku 2002. Oznamili, ze na svét pfisla cisaiskym fezem hol¢icka jménem Eva
a Ze matka 1 dit€ byli oba zdravi. Nikdo v8ak neptedlozil vzorky DNA, které by mohly byt
podrobeny genetické analyze a mohla by tak byt potvrzena pravost klonu. Dnes lze fict,
Ze toto oznameni bylo jen dobfe nacasovanou medialni senzaci, kterda méla ptredevSim

ptitahnout pozornost k sekté raeliand [4,56,58].

O klonovani ¢loveka se pokusil 1 tym italského 1ékafe Severina Santoriniho a Ameri¢ana
kyperského ptivodu Panayiotise Zavose z univerzity v Kentucky. Doktor Zavos a Santorini
se pokouseli pomoci neplodnym zenam mit dité. V dubnu roku 2002 se médii §itila zprava,
ze doktor Santorini implantoval embrya vznikld klonovanim do téla ndhradnich matek.
Jeho vysledky vsak byly zpochybnovany Sirokou védeckou spolecnosti i samotnym kole-

gou doktorem Zavosem. Ten oznamil v lednu 2004, Ze se mu podafilo klonovana embrya
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implantovat do t€la nahradni matky. Dva tydny na to pfiznal, ze jeho pokusy byly neuspés-

né [4,57].

3.2 Eticka otazka klonovani

Navzdory obecnému minéni, ze je klonovani zvladnuta véc, funguje tato technika
jen v rukou velmi uzké skupiny specialistti a ¢lovek reprodukénimu klonovani zatim odo-
lava. Pustit se do klonovani ¢loveka je velmi riskantni [59]. Pfedevsim efektivnost klono-
vani je velmi nizka. Ze sta pokusii (UspéSného pienosu jadra) se narodi jedno az tii mlad’a-
ta. Analogicky to znamena mit od darkyn (zen) 100 vajicek na jedno naklonované dité.
Ziskat 100 vajicek neni viibec jednoduché. To by ale nemusela byt hlavni ptekazka.
hem bfezosti. Bylo by totéZ akceptovatelné 1 u Zen? UrCité nejzévaznéjsi je ale to,
ze se klony velmi ¢asto rodi s riznymi abnormalitami, maji az dvojndsobnou vahu oproti
kontrolnim jedincim (syndrom velkych mladat) a bezprostiedné po narozeni umiraji
na rizné komplikace. I v pfipad¢, ze naklonovani jedinci vypadaji po porodu zcela normal-
né a ani pocatecni obdobi jejich Zivota neukazuje na Zadné problémy, mohou se komplika-
ce projevit mnohem pozd¢ji. Nedavna studie japonskych védct ukdzala, ze délka zivota
klonovanych mysi je oproti jedincim kontrolni skupiny pfibliZzné poloviéni. Pak zacaly

zvifatim selhavat rizné organy. To by bylo u lidi absolutné neakceptovatelné [60].

Nejzazsi hranici pro klonovani vymezuje podle filozofi kategorie lidské dustojnosti.
Vytvareni klond ¢lovéka, aby poslouzil jen uréitému zdméru, je neptijatelné. Presto se se-
tkavame s pfedstavami na vytvofeni napiiklad vlastniho klonu jako zdroje organt
pro transplantaci apod. Z moralniho hlediska je tato moznost naprosto nepfipustna.
Zminéna jiz byla i moznost, kdy by si rodi¢e mohli naklonovat umirajici dité a vytvofit
tak nove, geneticky shodné s piivodnim. Pravdou je, ze dokonalého dvojnika bychom klo-
novanim nepofidili. Navic by se klon vyvijel vlastni cestou, mél jiné Zivotni zkuSenosti,
nazory,

zajmy apod. Vyristal by v odlisnych podminkéch neZ jeho piedloha a proto by se jeho po-
vahové rysy lisily. Naklonovanim ditéte z bunék matky mohou vznikat obavy z toho,
ze by byly na dit¢ pfenaseny vlastni nenaplnéné ambice rodi¢li a vnucovany mu vlastni
nazory. Chapali by ho jako kopii jednoho z nich a omezovali by jeho samostatny vyvoj.

Otéazkou je, nakolik je doptano absolutni svobody normélné pocatym détem. Objevuji se
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i otazky, jak by klonované déti pfijala spole¢nost. Vidéla by v nich pouze monstra
a do konce zivota by nesla sviij ptivod jako cejch? Ani tento problém neni spjat pouze
s klonovanim. Narozeni prvniho ditéte ze zkumavky bylo provazeno obrovskym zajmem
vetejnosti, ktery ale nasledné opadl a dnes zije Louisse Brownova normélnim zivotem.
Jiné klony by mohly byt produkovany s neobvykle vysokou nebo nizkou dusevni schopnos-
ti a byly by tak vhodni pro feseni naro¢nych situaci ¢i podiadné prace. Hodné se hovoii
0 vizi armady naklonovanych vykonnych zabijakti a podobné. V dnesni dobé lze vSak tyto

lidi sehnat mnohem snaze patfi¢nou finan¢ni nabidkou nez klonovanim [4,61].

I véfici se ke klonovani nestavi kladné. Jsou tu otazky spojené napi. s hinduismem
nebo kiest'anstvim. Hinduisté véfi v reinkarnaci. Vytvofenim klonu by tento proces byl
vyrazné narusen. Jedno télo by sice zemielo, druhé by ale stale zilo. Kiestané véfi,
ze Clovek vznikd pouze okamzikem poceti a lidé do tohoto procesu nemaji zasahovat.
Cirkev oznacuje jakykoli pokus o klonovani ¢loveéka za hiiSny. Katolicka cirkev neuznava

klonovani ani v ptipad¢, Ze by se jednalo o par, ktery by jinou cestou nemohl mit potomka

[4].

3.3 Pravni predpisy tykajici se klonovani

Vytvateni podrobné pravni Upravy, kterd reguluje rozvoj a realizaci medicinskych
a biolgickych véd, je vymezeno ramcem nékolika zakladnich lidskych prav, vyjadienych
na celosvétové i evropské mezinarodni Grovni i urovni Ustavni v jednotlivych statech.
Zatimco celosvétovy standard lidskych prav je zatim z divodu rozdilnosti pomért v jed-
notlivych statech minimalni, evropska ochrana lidskych prav dosahla diky spole¢nému kul-
turn¢ civilizaénimu dédictvi a integracnim procesim vysokého stupné ochrany. Garance
zékladnich prav a svobod je také podstatnou soucasti naseho tustavniho prava. Ustava CR
vychazi z existence Listiny zakladnich prav a svobod a ¢ini z ni soucast naseho stavniho
poradku. Listina se opird o pfirozenopravni pojeti t€chto prav a v obecné rovin€ vymezuje
vztah statni moci k jednotlivei a ur€uje jeho autonomni prostor. Jako zakladni principy

proklamuje svobodu a rovnost v diistojnosti a pravech [62,63].

Jednou z nejdalezit&jsich v souvislosti s danym tématem je Umluva na ochranu lidskych
prav a distojnosti lidské bytosti v souvislosti s aplikaci biologie a mediciny z roku 1997
(Umluva o lidskych pravech a biomedicing) a Dodatkovy protokol o zakazu klonovéni lid-

skych bytosti z roku 1998. Potieba zajistit ochranu lidskych prav v souvislosti s aplikaci
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biologie a mediciny nalezla na evropské trovni své specialni vyjadieni v Umluvé Rady
Evropy & 164 ETS, o lidskych pravech a biomedicing z r. 1997 [62]. Tato Umluva navazu-
je na fadu mezinarodnich smluv o lidskych pravech, jez vyjmenovava ve své preambuli
a vuci nimz je v postaveni lex specialis a snazi se je doplnit tak, aby byly pravné podchyce-

ny mozné dusledky védeckych aktivit.

Zakladnimi principy, z nichz Umluva o lidskych pravech a biomedicing (dale jen Umluva)
vychazi, jsou respektovani ¢lovéka a lidské diistojnosti, rovnost vSech lidi pfi poskytovani
zdravotni péce a pii provadéni vyzkumu a ochrana integrity jednotlivce. Blaho Cloveka
je nadfazeno nad spolecensky i védecky zajem. Zduraznuje se odpovédnost za hodnoceni
a aplikaci vysledkl biologickych a medicinskych véd, které by mély byt vyuzivany vyhrad-
né ku prospéchu soucasnych a budoucich generaci. Umluva zakazuje pouzivat lidské t&lo
nebo jeho ¢asti ke komerénim uéeltim. I piesto, ze Umluva neobsahuje formulaci postoji
k nekterym slozitym otdzkdm, k nimz jednotlivé evropské staty pfistupuji rozdilné,
je jasnym odrazem shodného pojeti postaveni ¢lovéka a respektu k jeho lidské distojnosti

[62,63].

V souladu s &l. 31 Umluvy se poéita s postupnym rozvijenim Umluvy prostiednictvim
dodatkovych protokoltl, které se zaméfuji na konkrétni obory. V Ceské republice vstoupila
Umluva o lidskych pravech a biomedicing (&. 96/2001 Sb.m.s.) spole¢né se svym Dodatko-
vym protokolem o zakazu klonovani lidskych bytosti (¢. 97/2001 Sb.m.s.) v platnost dne
1. 10. 2001 [63]. Je mezinarodni smlouvou, ktera splituje podminky ¢&l. 10 Ustavy, podléha
jeho rezimu a je tedy soucasti naseho pravniho fadu. Ponechava si v§ak svou mezinarodné

pravni kvalitu a musi byt interpretovana jako pramen mezinarodniho prava [62,63].

Dodatkovy protokol k Umluvé o lidskych pravech a biomedicing o zakazu klonovani lid-
skych bytosti, sjednany v PatiZi v roce 1998 uznava, Ze nékteré zplisoby klonovani piispi-
vaji k védeckému poznani, a ze jejich aplikace v oblasti mediciny je moznd. Klonovani
lidskych bunék a tkani pro vyzkumné tcely s cilem Iékaiského vyuziti je celosvétove pova-
Zovano za prijatelny a pfinosny biomedicinsky postup. Dalsi rozvoj klonovacich technik
v bunécné biologii tedy Dodatkovy protokol nijak neomezuje. Opacny postoj ovSem zauji-
ma k moZznym pokusim vytvofit geneticky shodné lidské bytosti. 1 pfesto,
ze k déleni embrya n€kdy dochazi prirozené a vysledkem pak miiZe byt narozeni geneticky
(témef) shodnych dvojcat, troj¢at apod., povazuje se umélé imyslné vytvoieni geneticky

shodnych lidskych jedincl za zneuziti biologie a mediciny. Ma se za to, Ze takto cilené



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

biomedicinské aktivity mohou mit zavazné medicinské, psychologické a socidlni dusledky
pro vSechny zacastnéné a Ze je v zajmu vSech lidi, aby byl zachovan v podstaté nahodny
charakter slozeni jejich vlastnich gend. Jakykoliv zakrok, jehoz Gi¢elem je vytvoreni lidské
bytosti geneticky shodné s jinou lidskou bytosti, lhostejno zda zivou ¢i mrtvou, je zakazan
(¢1. 1 Dodatkového protokolu). Neni rozhodné, zda se jedna o St€peni embrya ¢i o pfenos
gentl bunécného jadra — tzv. nuklearni transfer. Za ,,geneticky shodnou lidskou bytost
je podle ¢l. 2 Dodatkového protokolu pro ucely ¢l. 1 povazovana takova lidska bytost,

ktera ma s jinou spole¢ny jaderny soubor genti [62,63].

Dodatkovy protokol navazuje na ustanoveni Umluvy o lidskych pravech a biomedicing,
ktera ve svém ¢l. 1 chrani vedle dustojnosti, integrity, ostatnich prav a zakladnich svobod
pfi aplikaci biologie a mediciny také svébytnost viech lidi. Cl. 13 Umluvy zakazuje
takové zasahy do lidského genomu, jejichz cilem je zména genomu nékterého z potomki

[62,63].
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4 NEVYHODY A OMEZENI KLONOVANI SAVCU

4.1 Vyvojové defekty

Pravdépodobné primarnim problémem technologii spojenych s klonovanim je nizka efekti-
vita téchto postupt, jez se projevuje tim, ze jen velmi malé procento klonovanych embryi
je schopno dat vzniknout zdravému jedinci. Tyto defekty jsou ¢asto neslucitelné s vyvojem
plodu nebo Zzivotem narozen¢ho mladéte. Velmi Casto neni postizeno pifimo embryo,
ale plodové obaly a placenta. Navic trpi naklonovana zvifata vyrazné snizenou zivo-
taschopnosti [64,65]. Naklonovana mlad’ata byvaji prilis velka, jejich porod musi byt vyvo-
lan uméle a Casto musi byt proveden chirurgicky, tzn. cisatskym fezem. To s sebou nese
pochopiteln¢ vyrazna rizika. Naklonovani jedinci byvaji postizeni i vyvojovymi vadami.
Casto se stfetneme u novorozenych naklonovanych mlad’at se $patné vyvinutymi plicemi.
Neéktera naklonovana zvifata musi byt bezprostfedné po narozeni utracena,
aby se v dusledku tézkych defektli netrapila. Tyto defekty se mohou projevit i v pokrocilej-
Sim v€ku. Nejnovejsi vyzkumy naznacily, Ze i na prvni pohled zcela normélni a zdravé

klony nesou fadu genetickych defektt [4,65] .

Vyzkum genetické ,,normalnosti“ klonti provedla dv€é predni svEétova pracoviste.
Prvnim je Whitehead Institute for Biomedical Research, kde se prace ujal tym odbornikti
vedeny Rudolfem Jaenischem. Druhym zG¢astnénym centrem pak byla Havajska universita

v Honolulu, kde praci fidil legendarni profesor Ryuzo Yanagimachi [4].

Védci se prednostné soustiedili na klonovani z tzv. embryondlnich kmenovych bunék.
Hledali pfedev§im zmény v tzv. imprintingu genll. Tomu sice podléhaji asi jen dvé stovky
z celkového poctu 30 000 savc¢ich gentl, ale presto se imprinting vyznamnou mérou podili
na Casném vyvoji kazdého savce. Imprintovany gen nese jakousi molekularni znacku,
ktera urcuje, zda bude gen aktivni ¢i nikoli. Dilezité je, Ze v téle zivoCicha se musi sejit
vzdy dvojice piislusnych gend s opacnou znackou. Jestlize je jedna kopie genu aktivni,
druha musi byt piislusnou znackou ,,uspana®. Pokud se v téle zivo¢icha objevi imprintova-
né geny v nevhodnych kombinacich (oba aktivni nebo oba ,,spici®), vyvstavaji problémy.

Nastavaji poruchy, které velmi Casto trapi i klonované zarodky nebo mlad’ata [4,64,65].

Embryondlni kmenové buiky jsou pro klonovani na prvni pohled velice vyhodné.

Nejsou totiz jeste¢ specializovany a jejich proména v zarodek probiha o poznani snaze
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nez v piipadé, ze je pro klonovani pouzita buiitka odebrand z téla dospélého zvifete,
kterd je uz vyhranénym specialistou na plnéni jen vybranych funkci v téle. Tyto vysoce
specializované bunky (napf. buiiky mlécné Zlazy, pokozky, svalu nebo krvinky) mivaji
zptistupnénu jen malou ¢ast svych gentl a geny, které nepotiebuji pro plnéni svych vyhra-
nénych funkci, maji ,,hluboce uspané“. S ,,buzenim* takto uspanych genti v klonovaném

zarodku byvaji potize [4,64,65].

Jak ale ukazal vyzkum tymii vedenych Jaenischem a Yanagimachim, mivaji embryonalni
kmenové bunky uz samy o sobé notné ,,pomichany* pftislusné ,,znacky“ pro imprinting
genl. Pokud je z nich naklonovana mys, nese si klonované zvife tento zmatek v genetic-
kych ,,zna¢kach* s sebou. Americti védci sledovali jen Sest genut, které podléhaji imprin-
tingu, a zjistili, Ze ani u jednoho klonovaného zvifete nejsou genetické ,,znacky* v poradku.
To vyvolava vazné poruchy ve vyvoji. Mnoho klonovanych zarodkt se nevyviji, fada plodi
odumird, mnoho mlad’at se rodi mrtvych nebo s téZkym télesnym postizenim. Vyhrano,
ale nemaji ani klonovana mlad’ata, kterd pfijdou na svét na prvni pohled zcela zdrava.
Nepotadek ve ,,znackach® pro imprinting gent se u nich mize projevit v pozdé&jsim veéku.
Nekteré klonované mysi naptiklad propadly v druhé poloviné zivota tézké obezité,
i kdyz jim ,v mladi“ slouzilo zdravi pifimo dokonale. Rozbory vSak ukazaly,
ze hlavnim zdrojem téchto problémi se ,,znackami* po imprinting genii je kvalita embryo-

nalnich kmenovych bunék a nikoli samotny postup klonovani [4,18,64,65].

4.2 Zkracovani telomer

Telomery jsou specializované nukleoproteinové struktury, které kryji konce eukaryotickych
chromozomu (0br.8). Jejich integrita a funkce jsou rozhodujicimi faktory pro délku Zivota
eukaryotickych bunék. Telomery zajiStuji stabilitu chromozomi a tim i celého genomu.
Po oplozeni pfichazi ZivocCich na svét s nezkrdcenymi telomerami. S kazdym bunéénym
délenim jsou ale telomery jen krat$i. Pokud se telomery zkrati pod kritickou mez, bunka
zastavi dal$i déleni a umira. Je nutné fici, Ze za cely Zivot zvifete se telomery v jeho bui-
kach zfejmé nezkrati natolik, aby néco podobného hrozilo. Jinak je tomu, ale u bunék,
které ztratily kontrolu nad vlastnim osudem a zac¢nou se piekotné mnozit (rakovinotvorné

bunky). Vétsina z nich brzy zkrati své telomery natolik, Ze zahynou [66].

Pti klonovani se vSak nové narozené klony nerodi s kompletnimi telomerami. Jejich telo-

mery jsou zkraceny na takovou délku, ktera odpovida staii zvirete, ze kterého klon vzesel.
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Zkracovani telomer ma piimou souvislost se starnutim zvifete. Diisledkem toho jsou
choroby typické pro stari. Zkraceni telomer ovsem samoziejmé neni jedinou pfic¢inou star-

nuti [4,65].

vvvvvv

Advanced Cell Technology byla naklonovana jalivka Persefona, u které byly pouzity bu-
ky, které prodélaly v laboratornich podminkach tolik déleni, Ze se jejich telomery zkratily
témef na kritickou mez. Piekvapivé proto bylo samotné narozeni Persefony. O to vic Soku-
jici bylo zjisténi, ze Persefona ma telomery delSi nez novorozené tele. M¢la by tak zit
o mnohem déle nez je u skotu typické. Na odpovéd’ si vSak budeme muset jesté n¢kolik let
pockat, jelikoz Persefona stale Zije, ale délka jejiho Zivota jesté nepiekracuje vek typicky

pro skot [4].

Obrazek 8 Chromozom s vyznacenou

telomerou [67]

4.3 Mitochondrie

V eukaryotickych bunikach neni jadro jedinym nositelem dédi¢né informace. Kromé jadra
obsahuji malé mnozZstvi genetického materidlu 1 mitochondrie a plastidy. Zde je informace
ulozena stejné jako v jadie, ve dvousroubovicovém fetézci deoxyribonukleové kyseliny
(obr.9). Tato DNA obsahuje také geny pro uréité znaky, které se v populaci dédi.
Nazyva se mimojadernou dédi¢nosti. To, Ze se geny nenachazi v jadie, nema zadny vliv
na jejich dualezitost a rozhodné nekdduji bezvyznamné znaky. Velice Casto hraji dilezitou
roli pfi Slechténi zvirat a rostlin a v medicin€ se s nimi setkavame u pacientti s chorobami

vyvolanymi mutacemi mitochondrialni DNA [65,66].
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Inner Membrane

Obrazek 9 Eukaryotickd bunika s vyznacenymi
mitochondriemi [68]
Mimojaderna dédi¢nost hraje vyznamnou roli i pfi klonovéni zivocichii. Klonovany jedinec
obsahuje vétSinu mitochondrii z cytoplastu a jadro, které je do né&j pienaseno,
se tak dostava mezi cizi mitochondrie. V dusledku toho neni klonovany zivocich zcela to-

tozny s ptedlohou [4,65].
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ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo shrnout soucasné védecké poznatky o klonovani, charak-
terizovat jeho jednotlivé metody, pfiblizit situaci na védeckém poli klonovani a soucasny
pohled vetejnosti at’ jiz védecké ¢i vetejné. Dale se prace zabyvala klonovanim ¢lovéka
a etikou klonovani, pravnimi piedpisy a soucasnymi omezenimi a problémy,
které klonovani provazi. Toto téma je velmi bohaté na data a fakta, pokusila jsem se podat
ucelenou informaci o tom, co se v souvislosti s klonovanim objevilo, tak abychom klono-

vani pochopili a mohli se orientovat v této problematice.

Klonovéani se setkdva neustdle s mnoha problémy a omezenimi. NejdiskutovatelnéjSim
tématem je etika klonovani, a zda je viibec klonovani ptipustné. Jednozna¢na odpoved
na tuto otdzku neexistuje. Musime rozliSovat mezi klonovanim, které ma za cil vytvofeni
duplikatu zivého organizmu a klonovanim pro 1écebné ucely. Je vSak nutné, aby vyzkum
podléhal striktnim pravidlim, kterd budou regulovat pouzivani vybranych technologii,

zachazeni s embryi a zachovani lidské dastojnosti.

Nézor sou€asné verejnosti na klonovani je ve vétsiné piipadii negativni. Souvisi pfedevs§im
s nerozliSovanim jednotlivych druht klonovani a neinformovanosti. Sou¢asnd média poda-
vaji nepfeberné mnoZstvi informaci o zarufené ovéfenych zpravach o klonovani
a lidé tak nabyvaji mylného dojmu. Castokrat tomu nenapomaha ani védecka spoleénost,
v souvislosti s podvody s klonovanim lidskych embryi ¢i ¢lovéka (védec Woo-suk Hwang,
doktor Santorini, doktor Zavos, spolecnost Clonaid apod.), s jedinym cilem zviditelnit sebe
¢1 svou organizaci. Domnivam se, Ze vétsi informovanost by vedla i ke zméné postoje

vetejnosti ke klonovani.

Klonovani mize mit své uplatnéni napiiklad v zemédé&lstvi pifi mnoZeni vynikajicich
plemennych zvifat, krav s vysokou dojivosti ¢i zvifat s vysokou zmasilosti. Dale klonovani
dava nadégji 1 zivo€iSnym druhtim, kterym hrozi vyhubeni. Klonovani maze byt i vychodis-
kem pro neplodné pary. Asi nejvétsi potencidl se skryva v terapeutickém klonovani
a terapii kmenovymi bunikami, kterd dava nadgji lidem s dosud nevylé€itelnymi chorobami
jako je naptiklad Alzheimerova choroba, mozkovou mrtvici, poranénim michy,

popaleninami apod.

Vzhledem k etickym a legislativnim problémim je klonovani ¢lovéka v mnoha zemich

zak4zédno nebo omezeno. Pokusy s klonovanim savci jsou zatim Uspésné jen v malém
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poctu piipadi, takze 1 jejich praktické vyuziti je tim znacné¢ omezeno. Soucasné poznatky
o reprodukénim klonovani zvifat mluvi jasn¢ proti aplikaci tohoto postupu u lidi.
Riziko je piili§ velké.

Klonovani je perspektivnim oborem, ktery se neustale vyviji a zdokonaluje. S dalSim roz-
vojem se zvysSuje 1 moznost jeho uplatnéni a moznosti snizovani rizik pii klonovani.

Moznosti vyuziti a dal$i vyvoj na poli klonovani vSak ukaze jen cas.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ASC Dospélé kmenové bunky (Adult stem cells)

ECC Embryonalni nddorové bunky (Embryonal carcinoma cells)

ESC Embryonélni kmenové buiikky (Embryonic stem cells)

DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

NDRI Narodni vyzkumny tGstav mléka (National Dairy Research Institute)

INRA Francouzsky agronomicky vyzkumny ustav (Institut National de la Recherche Agro-

nomique)
ISCF Mezinarodni forum kmenovych bunék (International stem cell forum)
IVF um¢lé oplodnéni (in vitro fertilisation)

PGC Embryonalni zadrode¢né butiky (Primordia germ cell)
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