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Cilveku populacijas attistibas
prognozes
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Geografiskie rajoni, kuros trukst partikas

Geographical pattern of stunting in children under 5 years of age

Stunting among children (%)
| Less than 20

I 20.0-299
I 30.0-399
I 40 and higher

| Data not available

‘ealth Organization (http://www.who.int)
.23. ALFA
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Augi nodrosina mus ar partiku
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Platiba (Ha)

—Barley

—Maize

——Rice, paddy

—Wheat
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Raza (metriskas tonnas)
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RazZiba (100 g/Ha)

—Barley

—Maize

——Rice, paddy

—Wheat
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Lauksaimniecibas produkcija
uz vienu iedzivotaju

Food production per capita (percent of 1999 - 2001

average)
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Tatad...

* Populacija pieaug un turpinas augt

* Platibas pieaugt nevar

e Attistibas valstis pieaug cilvéku labklajiba un
patérins

* |zmainas klimats, pieaug abiotiska un biotiska
strese ietekme (20 — 40% razas iet boja, FAO)

ALFA



Ko nu?

e Japalielina lauksaimniecibas produkcijas
apjoms no esosajam platibam vienlaicigi
nekaitéjot videi un atbildot uz patéretaju

vélmi péc drosSibas un kvalitates

ALFA




Vai biotehnologija var piedavat
risingjumu?

e Efektivaka tradicionala selekcija, kas balstas
modernaja genétika un genomika

* Dazadas jaunas selekcijas metodes

e Jaunas un labi aizmirstas senas
auksaimniecibas kulttras

* Genétiski modificéti organismi

ALFA



DNS — iedzimtibas informaciju nesosais
materials

" Bacteriophage Structure
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Géni — cik to vispar ir?

* Cilveka genoma ir aptuveni oo
20 000 - 25 000 geni E 1::222

* Nematodes genoma ir :‘ 100.00
aptuveni 20 000 geni g

* Risu genoma ir aptuveni 352 ;:Z

000 génl 0.01
* Kviesu genoma varétu bat ¢

Genomu izmeéru salidzinajums

http://www.ornl.gov/sci/techresowces/Human_Genome/fag/genenumber.shtml



‘Svesi’ géni transgéna organisma?

* Géns no viena dziva organisma ievietots cita dziva
organisma izmantojot génu inzenierijas metodes

* Transgéns organisms papildus savam géenu
komplektam parasti satur vél vienu vai nedaudzus
genus

* Transgéns parasti tiek transléts par proteinu, tas
nozimé, ka transgéns organisms papildus savam
proteinu kopumam satur vél vienu vai nedaudzus

ALFA




GMO - glabins bada cietéjiem vai
cilveces izniciba?
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GMO: definicija

12.03.2001 Directive 2001/18/EC on the deliberate release into the environment of
genetically modified organisms and repealing Council Directive 90/220/EEC

5.11.2007 Latvijas Republikas Geneétiski modificeéto organismu aprites likums (ar
10.07.2012 grozijumiem)

GMO tiek definéts ka ,,... organisms, iznemot cilveku, kura genéetiskais materials,
izmantojot vismaz kadu no sa panta 2.punkta minétajam metodéem, ir parveidots
citadi neka dabiski krustojot vai dabiski rekombinéjot”.

Vai

“genetically modified organism (GMO)” means an organism, with the exception of
human beings, in which the genetic material has been altered in a way that does not
aturally by mating and/or natural recombination

ALFA



GMO iegusanas metodes

Geneétiskas modifikacijas metodes:

1. nukleinskabju rekombinacijas metodes - jaunu genétiska materiala
kombinaciju veidosana, arpus organisma ar dazadiem lidzekliem ievadot
nukleinskabju fragmentus virusa, bakteriju plazmida vai cita vektorsistema, ka
ar1 tadu nukleinskabju nogadasana sunas, kuras tajas neveidojas dabiski, tacu
Sp€j turpinat vairosanos,

2. metodes, kas saistitas ar arpus organisma vai mikroorganisma izveidota
genéetiska materiala tieSu ievadisanu organisma vai mikroorganisma, ari
izmantojot mikroinjekciju, makroinjekciju, mikroinkapsulaciju,

3. sygpu un protoplastu sapludinasanas vai hibridizacijas metodes - Sunu
ana ar jaunam genétiska materiala kombinacijam, sapludinot divas vai

mienus, kas nav sastopami daba

507.23. ALFA



GMO regulacija

* GMO regulacija ir balstita uz “procesu” —
jebkurs organisms, kas izveidots ar Gl
metodém, tiek reguléts

* Visi ar GMO saistitie aspekti — ierobezota
izmantosana zinatné, lauka izméginajumi,
kultivésana, vides risks un partikas drosiba —
tiek reguléti gan ES, gan citur pasaulée

ALFA



Termini

- GMO - skat. definiciju GMO aprites likuma vai ES direktiva
2001/18/EG

- Génuinzenierija — metozu kopums manipulacijam ar
organismu iedzimtibas materialu

- Transgéns — géns, kas ticis ievietots cita organisma genoma
ar Gl metodéem

- Rekombinanta DNS — ar Gl metodém izveidota ‘maksliga’
DNS molekula

eneze — genu parnese no viena organisma cita
yantojot Gl metodes, ja tie sava starpa varétu brivi
oties

ALFA



Génu inzenierija

“Genetic engineers don't make new genes,
they rearrange existing ones”

Thomas E. Lovejoy

ALFA



Horizontala génu parnese daba

Horizontala génu parnese daba (it 1pasi starp mikroorganismiem) ir
plasi izplatita

http://www.nature.com/nrmicro/focus/genetransfer/index.html

ALFA



http://www.nature.com/nrmicro/focus/genetransfer/index.html

Gl pamata esosie atklajumi

Restrikcijas endonukleazu atklasana un aktivitates
petijumi

Pamata ir Werner Arber 60-to gadu
pétijumi par bakteériju restrikcijas -
modifikacijas sistemam (1978. gada
Nobela prémija)

ALFA



Gl pamata esosie atklajumi

Hamilton O. Smith 1970. gada apraksta
pirmo restrikcijas fermentu no
Haemophilus influenzae - Hindll un ta
saitspecifiskumu. Hindll ske|l DNS
secibu GTPy*PuAC

Mertz un Davis 1972. gada raksturo restrikcijas
fermentu no Escherichia coli celma R, kuru nosauc

ALFA



Gl pamata esosie atklajumi

DNS tehnologiju attistibu

(http://www.nobeI.se/IaAlﬂFrAeates/chemistry-1980.html)



GMO vesture — pirmie gmo

* Pirmie GMO — geneétiski modificéti virusi un
mikroorganismi

 Rekombinanto plazmidu DNS konstruésana no
dazadam dabiskajam plazmidam, antibiotiku
rezistences markieri, restrikcijas
endonukleazes

Cohen et al. (1973) Construction of biologically functional bacterial plasmids in vitro. PNAS, 71.:
1030

ALFA




GMO vesture — moratorijs

e 1974. g. zinatnieki nosaka moratoriju genu
inzenierijas eksperimentiem, lidz bridim, kad
izstradas drosas darbibas kritérijus ar
transgeniem organismiem

e 1975. g. Asilomaras (ASV) konference par
rekombinanto DNS tehnologijas drosibu, kura
nosaka biologiskos un tehniskos kontroles

pasakumus

al. (1974) Potential biohazards of recombinant DNA molecules. Science, 185: 303

ALFA



GMO vesture — Asilomaras
konferences

1975. gada Asilomaras (ASV) konference par rekombinanto DNS tehnologijas
drosibu

lzstrada drosSibas kritérijus un principus

- rDNS un to saturosSo virusu, mikroorganismu un eikariotisko Stinu
kultdru izplatibas vide kontrole jaieklauj eksperimenta planosSana

- kontroles pasakumiem jaatbilst sagaidamajiem eksperimenta riskiem

Biologiskie kontroles pasakumi — vidé vairoties nespéjigas bakteérijas;
plazmidas, kas replicéjas tikai noteikta saimniekorganisma

iskie kontroles pasakumi - laminari, boksi, negativa spiediena telpas,
tiru un laboratorijas materialu sterilizacija, laba mikrobiologiska prakse

ALFA



GMO vesture — GM augi

Marc van Montagu un Jozef Schell Mary-Dell Chilton

Agrobacterium Ti plazmidu T-DNS rajons tiek integréts augu genoma. T-DNS
sastava esosSos genus iespéjams aizvietot ar citiem un tadéejadi panakt augu
transformaciju

Zambryski et al. (1980) Tumor DNA structure in plant cells transformed by A.

iens. Science, 209: 1385

ALFA



GMO vesture — GM augi

Dr. Luis Herrera-Estrella 1984. g. sanéma Ph.D. no Gentes
universitates, Belgija
Doktoranturas laika tika izstradats darbs, kura tika
pirmo reizi ieguti transgéni augi, kas saturéja antibiotiku
rezistences genu no bakteérijas

A. Caplan, L. Herrera-Estrella, D. Inzé, E. Van Haute, M.
Van Montagu, J. Schell, P. Zambryski (1983) Introduction
ok genetic material into plant cells. Science, 222: 815 —

ALFA



Génu inzenierija Latvija

* Ar génu inzenieriju Latvija sak nodarboties 1978. gada
e 1980. gada tiek klonéts pilns hepatita B virusa genoms

e 1984. gada tiek atklats jauns cilvéka interferona géns
IFN-aN

e 1985. gada tiek noteikta pilna HBV genoma strukttra

e 80 - 90-tie gadi — rekombinanto cilvéka interferonu un
interleikinu producésana Escherichia coli Sunas

Intervija ar prof. Paulu Pumpénu krajuma Millenium. Skats uz Latviju. Valters un Rapa, 1999

ALFA




Ilum izraisitas pangas

Agrobacter
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Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium tumefaciens
ar rekombinanto plazmidu

&

Restriktaze
un ligaz Auga Stinas
infekcija ar
‘ A. tumefaciens
-

Ti plazmida

Restrikcijas Rekombinanta
vieta DNS ar Ti plazmida Auga 3ina
noteiktu génu  ar sveso génu T-DNS integracija auga
genoma
Stinas
kodols

Transgéna auga
regeneracija

Auga genoms
ar sveso génu
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Transformeéjamie audi

* Ex planta embriji

* Ex planta somatiskas sunas, tai skaita
protoplasti

* In planta Agrobacterium transformacija

Clough and Bent (1998) Floral dip: a simplified
method for Agrobacterium-mediated

ansformation of Arabidopsis thaliana. Plant
), 16:735

ALFA



Zhang et al. (2006). Agrobacterium-mediated transformation of Arabidopsis
thaliana using the floral dip method. Nature Protocols 1, 641-646




- Q:\V Upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ab/Transformation_with_Agrobacterium.JPG
$07.23. ALFA




Transformétu Arabidopsis augu atlase uz Murashige —
Skoog barotnes ar kanamicinu

ALFA



GMO pielietojuma kategorijas

* |zplatiSana vide (deliberate release) — jebkura
darbiba, kuras rezultata GMO nonak vidé (runa ir
par autorizétiem GMO konkréetam merkim)

* |lerobezZota izmantosana (contained use) — attiecas
uz GMO, kuri tiek izmantoti pétniecibas
vajadzibam kontrolétos apstaklos

* Autorizésanas veids - pielietojums partika,
dzivnieku bariba, ka izejviela rupnieciskai

i70Sanai, kultivesana

ALFA



GM kulturaugi pasaule

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS

- Million Hectares (1996-2014) )
S ~{- Total Hectares _ . 2014. gada — 1815
—B- Industrial [ 28 Biotech Crop Countries miljoni ha
180 =1 —A~ Developing
160 = - . —
Salidzinajumam:
40 — . o
0 1 Latvijas teritorija — 6.5
R miljoni ha
I 100 — F . . ‘e
E rancijas teritorija —
= 67.5 miljoni ha
= Kopéja
e lauksaimniecibas zemes
i el platiba pasaulé 1400
o 3 el O ™1 miljoni ha

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

A record 18 million farmers, in 28 countries, planted 181.5 million hectares (448 million acres)
in 2014, a sustained increase of 3 to 4% or 6.3 million hectares (~16 million acres) over 2013.

Source: Clive James, 2014.

Ar GMO kulttraugiem apséto platibu pieaugums pasaulé
http://wvxmisaaa.org
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http://www.gmo-compass.org/
http://www.gmo-compass.org/
http://www.gmo-compass.org/
http://www.gmo-compass.org/

Galveno GM augu platiba procentos no
kopejas platibas 2007. un 2014. gada
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GM kulturu platibas ASV
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GM kulturas ES (ha)
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GMO un Eiropas partikas nekaitiguma
iestade (EFSA)

* EFSA izveidota 2002. gada (Eiropas Parlamenta
un Padomes Regula Nr. 178/2002)

e Eiropas Savienibas partikas un dzivnieku
baribas drosibas risku novertésanas iestade

e Sadarbiba ar dalibvalstu kompetentajam
iestadém EFSA sniedz neatkarigu zinatnisku
atzinumu par dazadiem ar partikas un

dzivnieku baribas drosibu saistitiem

Jautajumiem

ALFA



ES autorizetas GMO kulturas

e Kukurtuza — 29 (1 kultivesanai — MON810)
* Kokvilna =7

* Soja—7/

* Rapsis—3

 Mikroorganismi— 2
* Cukurbietes —1

* http://ec.europa.eu/food/dyna/gm register/index en.cfm

ALFA


http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm

ES autorizéetas GMO kulturas
29.04.2015.

* 10 jaunas autorizacijas, 7 atjaunotas
autorizacijas un 2 nelku importa autorizacijas

e Kukurtza -3

* Soja—5

e Kokvilna—7

* Rapsis —2

europa.eu/rapid/press-release |P-15-4843 en.htm

ALFA



GMO razotaji

Monsanto — 23 (cukurbietes, soja, rapsis,
kukuruza, kokvilna)

Bayer — 7 (so

Pioneer and
kukuruza, so

Syngenta — 8

ja, rapsis, kukuruza, kokvilna)

Dow AgroSciences — 7 (kokvilna,

ja)
(kukurtuza)

BASF — 1 (kartupelis, atsaukts)
Ajinomoto Eurolysine SAS — 1 (Brevibacterium)

OVO Nordisk — 1 (Saccharomyces cerevisiae)

tp://ec.europa.eu/food/dyna/gm register/index en.cfm

ALFA
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Geni un pazimes

e Herbicidu tolerance —~22
* |zturiba pret insektiem —~18

Vairuma gadijumu - herbicidu tolerances un
insektu izturibas kombinacija

e Antibiotiku rezistence — ~6

* |zmainita garsa, kvalitate, sastavs - pieméram,
kartupeli ar zemu amilozes saturu, vai
ainitu taukskabju profilu

ALFA



Herbicidu tolerance — glifosats

Glifosats (Roundup aktivais komponents) ir
sistémisks herbicids

Darbibas mehanisms saistits ar enzima 5-

eno
inhi
feni

piruvilSikimata-3-fosfata sintazes (EPSPS)
oiciju un attiecigi aromatisko aminoskabju

alanina, tirozina un triptofana biosintézes

kavesanu

Glifosata tolerantie GM augi satur baktériju génu vai

modificétu augu EPSPS génu, kuri veido enszu,
i _; gllfosats nespéj inhibét ”

ALFA OH



Aromatisko aminoskabju biosintéze
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Herbicidu tolerance — amonija
glufosinats

* Fosfinotricins (amonija glufosinats, Basta, Bialophos vai
Liberty aktivais komponents) ir sistemisks herbicids

* Darbibas mehanisms saistits ar glutamina sintazes
inhibiciju un attiecigi glutamina sintézes kaveésanu, kas
noved pie samazinata glutamina un paaugstinata amonija
daudzuma augu audos un fotosintézes inhibicijas

* Pret fosfinotricinu tolerantie GM augi satur no baktérijam
Streptomyces hygroscopicus vai S. viridochromogenes
iegutu bar génu, kas kodé enzimu fosfinotricina
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Kukainu rezistence

* Augsnes baktérija Bacillus thuringiensis veido
daudzus dazadus proteinu dabas toksinus, kas
specifiski iedarbojas uz noteiktam kukainu grupam

e Dabiskie Bt toksini nonak kapuru zarnu trakta, kur
sarmaina videé proteazu klatbutné tiek aktiveti,
saistas ar noteiktiem kapuru zarnu stinu receptoriem,
un veido poras zarnu sieninas novedot pie kapuru
bojaejas

e Bt toksinu specifiskums attieciba uz noteiktu kukainu

pu ir saistits ar kukainu receptoriem, kas saista
ffkai noteiktus aktivetu Bt toksinu veidus
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Kukainu rezistence

* Zinamie Bt toksini Cry un Cyt iedalas 32 grupas

* Bt toksinu géni ir modificéti, lai optimizétu to
ekspresiju augu genoma, kura tie tiek ievietoti

e Bt toksini specifiski pret tauriniem (Lepidoptera),
musam (Diptera), vabolem (Coleoptera) un
nematodém

 GM augi var saturét vairakus Bt toksinu génus
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Kombineta herbicidu tolerance un
kukainu rezistence

e Stacked events, stacks

* |legust tradicionala cela krustojot divas augu
skirnes, no kuram viena ir herbicidu toleranta
un otra izturiga pret kukainiem

 Hibridas seklas ar stacked events razos séklas,
kuras dazadas modifikacijas skaldisies
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Gl perspektivas Latvija

 Fundamentala zinatne — genu funkciju pétijumi,
cilvéku, dzivnieku un augu slimibu molekularie

mehanismi
* Pielietojumi biomedicina,
un dzivnieku selekcija — ja

biotehnologija un augu
unu rekombinanto

vakcinu izstrade, mikroorganismu metabolisma

inZenierija, jaunu moleku

augu un dzivnieku selekcij

aro markieru izstrade
ai (bet ne genétiski

yodificeti kulturaugi vai o
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Gl perspektivas Latvija

* Petniecibas iestades, kuras izmanto Gl metodes:

- LU Biologijas fakultate, LU BF Bioanalitisko metozu
laboratorija

Mikroorganismu un augu génu inzenierija
- Biomedicinas pétijumu un studiju centrs
Rekombinanto vakcinu izstrade
- LU Mikrobiologijas un biotehnologijas instituts
likroorganismu producentu inzenierija
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Nakamas paaudzes GMO

* Veselu metabolisma celu inzenierija — Golden
Rice | un Golden Rice Il

e Slimibu izturibas parnese no vienas skirnes
(sugas) cita

* Abiotiska stresa tolerance

* levaditi nevis géni, bet mikro RNS vai antisense
RNS, kas regulé genoma esosos génus — soja ar

augstaku oleinskabes saturu (FDA autorizéta
11.06.2010)

e BPecizaka (laika un telpa) transgénu regulacija

ALFA
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Golden Rice
zinatne

 Risi nesinteze [3-
karotinu graudos
* Graudos trukst divi

-karotina

josintezes enzimi -
fitoenu sintaze (psy)

and fitoenu

desaturaze (crt 1)

RB Glu tpSSU:Crii

nos Glu Psy
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http://www.goldenrice.org
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News > Science

Scientists behind 'golden rice' GM crop to receive
humanitarian award from the White House
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The rice could become a staple food that saves millions of lives



Jaunas tehnologijas genomu
modifikacijai
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GEénu inzeniera sapnis

* Transgéna insercija precizi definéta un
raksturota vieta

e Péc vajadzibas preciza dazu nukleotidu
insercija, delécija vai aizvietosana, vai ari
veselu génu ievietosana

e Stabila un garantéta transgéna ekspresija

ALFA



Jaunas tehnologijas genoma
modifikacijai

Eiropas Komisijas jauno tehnologiju darba grupa:
* Oligonukleotidu virzita mutagenéze
 ZFN tehnologijas

e Cisgenéze un intragenéeze
* RNS atkariga DNS metilacija

* Sintéetiska genomika
htig://ec.europa.eu/food/food/biotechnology/index en.htm
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Saitspecifiskas nukleazes

Péc ieglsanas veida:
e ZFN (Zinc finger nucleases)

 TALEN (transcription activator-like (TAL)
effector nuclease)

* MN (meganuclease)
 CRISPR/Cas sistema

ALFA



ZFN un TALEN

* Ar génu inzenierijas metodem konstruéti enzimi
e Sastav no divam dalam:

DNS saistiSanas domeéns

DNS skelsanas doméns

* DNS saistiSanai tiek izmantots vai nu eikariotu cinka
pirkstu transkripcijas faktoru vai baktériju transkripcijas
aktivatoriem lidzigie proteinu DNS saistiSanas doméns

* Zn pirkstu transkripcijas faktori visos eikariotos

ALEN no baktériju sinam nonak auga stunas un regulé
renu ekspresiju inficétaja auga

ALFA



ZFN un TALEN DNS saistisana

* Dabiskie Zn pirkstu transkripcijas faktori parasti
satur 3 Zn pirkstus, no kuriem katrs atpazist 3 n

* Modificetie Zn pirkstu transkripcijas faktori var
saturét 3 — 6 pirkstus (kopa atpazist 9 — 18 n DNS)

e TALEN satur 33 — 35 aa atkartojumus, kuros
variablas parasti ir 2 aa, kuras atpazist 1 bp. 2 aa
sekvenci sauc par repeat-variable di-residue (RVD)

ipisks TALEN satur 12 — 30 atkartojumus ar tadu
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ZFN un TALEN DNS saistisana

* Gan Zn pirkstiem, gan RVD piemit spéja atpazit
noteiktus nukleotidus (kods), tacu ta nav perfekta

e Dazos gadijumos noteiktas Zn pirkstu vai RVD

kombinacijas nav iespéjamas proteinu strukturas
problému dé|

e Pastav vairakas metodes, ka veidot jaunus ZFN un
TALEN DNS saistiSanas doménus, pieméram, SELEX

ALFA




DNS sSkelsanas domeéns

e Parasti tiek izmantots DNS skelsanas doméns no
restrikcijas endonukleazes Fokl (Flavobacterium

okeanokoites)

* |IS tipa restriktaze, kas skel 9/13 n no atpaziSanas
sekvences

* Fokl darbojas ka dimérs un visefektivak darbojas,
kad abi DNS saistisanas rajoni ir atdaliti ar speiseri

N un TALEN ari tiek veidoti ka dimeri

ALFA



ZFN

S'—|AjAalT]clcfT]G|T]Cc]clc|T]A CICJAJC|T|G|T|G|G|G|G|T|—3"

3 — I IATe T AT AT e [ [T KN < [ T Te [ e [ATc[c e ) — 5°




ZF vs. TALEN

a ZFN

ZF1  ZF2  ZF-3 ZF-4
DMA binding

b TALEN

LTPEQVWVAIASH DGGKQALETVORLLPVLCQAHG

et al. (2012) Mol Therapy — Nucléic¢ Acids, 1: e3
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MN (LAGLIDADG nukleaze)

Meganukleazes vai homing nukleazes

Dabiski DNS restrikcijas enzimi, kuri ir sastopami
arhebakteérijas, baktérijas, seénés, algés un atseviskas
augu grupas, kuri ir iekodéti intronos vai inteinos
Funkcioné ka homodimeéri vai iekséji simetriski
monomeri

Pazist 14 — 40 bp garas DNS secibas, tacu DNS
saistibas un skelsanas domeéni nav skaidri nodaliti

pabiskais atpazito DNS sekvencu spektrs ir neliels, bet
0 var palielinat
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#Ca et al. (1998) Mol Cell, 2:469
55 elfendonukleazes komplekss ar 24 bp DNS fragmentu
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CRISPR/Cas sistéma

* CRISPR - clustered regularly interspaced short palindromic repeats

e Baktériju imuna sistéma, kas nodrosina rezistenci pret sveSiem
DNS elementiem, pieméram, virusiem vai plazmidam

* Pamata ir Cas9 nukleaze, kura kompleksa ar nelielu RNS molekulu
atpazist un skel noteiktas DNS sekvences

e Baktériju Cas9 nukleazi un nekodéjoso RNS molekulu iesp&jams
parnest ari eikariotu genomos, kur atkariba no RNS molekulas
sekvences tiks atpazitas noteiktas kodola genoma sekvences

Cong et al. (2013) Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas
Systems. Science, 339: 819
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CRISPR/Cas sistemas
pielietojumi

Indel

Insertion or replacement

e —H Large deletion or rearrangement

é;:: Gene activation

Other modification,
e.9., chromatin or DNA modification

ALFA
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Genoma modifikacijas
scenariji ar SDN

Pec donora DNS klatbutnes:

e Ja/né

Péec rekombinacijas veida:

* HR (homologus recombination)

* NHEJ (non-homologous end joining)
SDN scenariji:

 SDN-1

e SDN-2

DN-3
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SDN darbiba
SDN komplekss piesaistits %

pie DNS mérka sekvences

né ja ja + donora DNS
NHEJ | HR vai NHEJ
” " " X X
v v HR v v
—r X __ _X_ _X_
v \j
Nejausa DSB reparacija Géna modifikacija DNS fragmenta insercija
Punktveida mutacijas, viena vai vairakas homologas rekombinacijas (HR)
dazada izméra delécijas pozicijas vai nehomologas DNS galu

savieno$anas rezultata (NHEJ)
SDN-1 SDN-2 SDN-3
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Genoma modifikacija ar SDN

 SDN ievadisana suna (stabila vai transienta
SDN kodéjosa géna ekspresija)

* SDN saistiSanas pie DNS specifiska vieta
* DNS skelsana (SDN nukleazes aktivitate)
* DNS reparacija izmantojot vai nu NHEJ, vai HR

 Modificéto genomu saturoso sunu atlase un
rganisma regeneracija

ALFA



SDN darbibas rezultats

* SDN-1 un SDN-2 gadijuma genoma
modifikacijas ir loti nelielas — noteiktas vietas
dazu nukleotidu insercija, delécija vai
nomaina

* SDN-3 gadijuma genoma tiek ienests papildus
genéetiskais materials (simti — vairaki tukstosi
bazu paru DNS) precizi definéta vieta
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Potenciala ietekme

* SDN-1 un SDN-2 gadijuma genoma
modifikacijas ir tehniski neatskiramas no
dabiskas genétiskas daudzveidibas
(genétiskas modifikacijas noteiksana ir
apgrutinata)

* SDN-3 gadijuma genoma tiek ienests papildus
genétiskais materials precizi definéta vieta,

¢as atvieglo geneétiskas modifikacijas

gnoteiksanu un tas ietekmes raksturojumu

ED7.23. ALFA



GMO regulacija ES

e Katrs GMO ir individuals gadijums, katram
GMO savs risku novértejums

* Riska novertéjuma ietilpst molekularais
raksturojums, tai skaita

insertétas DNS raksturojums;

insercijas vietas raksturojums;

nejausu ORF veidoSanas insercijas vietas;
saimniekorganisma génu inaktivésana
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SDN ietekme uz GMO
regulaciju ES

* EFSA turpinas izmantot esosas vadlinijas, lai
regulétu SDN-3 gadijumus, tacu «on a case-
by-case basis lesser amounts of event-specific
data may be needed for the risk assessment
of plants developed using SDN-3 technique»

* Pagaidam nav skaidra nostaja SDN-1 un SDN-
2 gadijumos

ALFA



SDN pielietojums

* ZFN pielietojums, lai kukuruzai pieskirtu
herbicidu toleranci un samazinatu fitatu
biosintézi

Shukla et al. (2009) Nature, 459: 437




SDN pielietojums

 TALEN pielietojums, lai inaktivétu sivénu LDL
receptora genu izveidojot dzivnieku

hiperholesterolemijas modeli
Carlson et al. (2012) PNAS, doi: 10.1073/pnas.1211446109
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http://priede.bf.lu.lv/grozs/Mikrobiologijas/Nils/
Files/ALFA2015/
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