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Nowe techniki genomowe a
konwencjonalne metody modyfikacji
genetycznych wprowadzenie do technologii
Czesc¢1: przeglad Nowych Technik

Genomowych
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Nowe Techniki Hodowlane (New Breeding Techniques)

e Szczepienie na podktadce GM

* Cisgeneza, Intrageneza

g Mutageneza kierowana nukleotydami - (ODM) ) Nowe techniki
* Metylacja DNA zalezna od RNA (RdDM) ey
N Nukleazy (ZFN, TALENs, CRISPR/Cas9, Prime editing etc)) &

 Hodowla odwrdécona (Reverse breeding)
* Agro-infiltracja

* Syntetyczna biologia
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Miejscowo-  CRISPR/Cas9 5

specyficzne
nukleazy

* Trzy generacje narzedzi molekularnych:
ZNF < TALEN < CRISPR/Cas

 Metoda kierunkowa:
znajdz i przetnij

* Efekt: dwuniciowe przerwanie czgsteczKki
DNA i indukcja mechanizmdw naprawy

Biotechnologia.pl;
edytowany



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

Cytidine Base Editor (CBE) Adenine Base Editor (ABE)

Edytory zasad
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e Zmiany generowane bez przecinania czgsteczKki
DNA

e Stosowany wariant Cas9 pozbawiony jest funkcji
nukleazy — za modyfikacje odpowiada biatko
fuzyjne

* Efekt: substytucja pojedynczego nukleotydu



Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

HaR

Prime g TR R
RNA odpowiada miescowa-specyficznosé, ale niesie

ed Itl n g takze wprowadzang modyfikacje

Rozcinana i ,nadpisywana” jest tylko jedna ni¢ DNA

Fuzja nCas9 z odwrotng transkryptaza

Efekt: bardzo precyzyjne insercje lub substytucje

G Nicking of PAM strand Hybridization of primer-binding ° Reverse transcription Rme
site to PAM strand

edytowany
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Strategie
dostarczania

* DNA: sekwencja moze by¢
integrowana do genomu
gospodarza, ale nie musi

* RNA: sekwencja nie jest
integrowana do genomu
gospodarza

 Biatko: czgsteczki ulegajg
degradacji po wypetnieniu
swojej roli

* Wybdr metody uzalezniony od
sposobu regeneracji in vitro
gospodarza
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Podsumowanie — rozne typy modyfikaciji

Mutageneza kierowana Mate substytucje (ew. Aktywacja lub inaktywacja
nukleotydami - (ODM) insercje/delecje) genow; podmiana alleli (SNP)
Metylacja DNA zalezna Wyciszenie transkrypcji dziedziczone

od RNA (RdDM) w kilku kolejnych pokoleniach

Nukleazy (ZFN, Indele roznej wielkosci Inaktywacja genu, rzadziej

TALENSs, CRISPR/Cas9) (rzadziej substytucje) Werowacrenigicieiipowel

sekwenc;ji
Substytucje pojedynczego  Aktywacja lub inaktywacja
Edytory zasad nukleotydu gendow; podmiana alleli (SNP)
Niewielkie substytucje lub Podmiana alleli (dtuzsze

Prime editing insercje (kilkanascie nt) polimorfizmy)
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