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Перспективы использования 
систем  редактирования генома в 
области клеточных технологий



Генная инженерия

Первые работы по 
генной инженерии 
лаборатория П.Берга 
в 1972 году. 
Комбинирование и 
модефицирование  
генома с помощью 
рекомбинантной ДНК 
e.colli и бактериофага 
SV40. 



Редактирование генома



Гомологичная рекомбинация
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Трансгенная конструкция

Метод получения трасгенных и нокаутных 
мышей



Cre-lox система рекомбинации



Zinc Finger технология

• Цинковый палец (англ. zinc finger) — тип белковой структуры, небольшой белковый мотив, 
стабилизированный одним или двумя ионами цинка, связанными координационными связями с 
аминокислотными остатками белка. Как правило, цинковый палец включает около 20 
аминокислот, ион цинка связывает 2 гистидина и 2 цистеина. Цинковые пальцы являются 
белковыми модулями, взаимодействующими с ДНК, РНК, другими белками или небольшими 
молекулами.

• Основными группами белков с цинковыми пальцами являются ДНК-связывающие факторы 
транскрипции, а также искусственные ферменты рестрикции, получаемые слиянием ДНК-
связывающего домена цинкового пальца с ДНК-разрезающим доменом нуклеазы. Домен 
цинкового пальца может быть спроектирован так, чтобы узнавать желаемую последовательность 
ДНК и связываться с ней.

Wikipedia



Zinc Finger технология

Zinc finger nuclease технологии (ZFN) использует нуклеазы FokI как домен ДНК-
расщепления и связывается с ДНК с помощью сконструированных 
цинковых пальцев Cys2His2. Пептиды цинковых пальцев распознают 
нуклеотидные триплеты и димеризуются нуклеазу FokI. Активированная 
нуклеаза производит двухцепочечный разрыв в ДНК, который активирует 
рекомбинацию и модификации генома.



Mark Isalan «Zinc-finger nucleases: how to play two good 
hands» , Nature Methods,  9,  32–34  (2012)



Система редактирования генома TALEN 
(transcription activator-like effectors nucleas)

История развития системы связан с 
изучением бактерий рода Xanthomonas 
возбудители сельскохозяйственных 
культур.
Бактерии секретируют эффекторные 
белки (активаторы транскрипции) в 
цитоплазму растительных клеток, 
которые влияют на процессы в клетках 
растений и повышают его 
восприимчивость к возбудителю. 

Исследования эффекторных белков 
показали, что они способны связываться 
с ДНК и активировать экспрессии генов-
мишеней, имитируя таким образом 
эукариотические транскрипционные 
факторы. 



1.  ДНК связывающего домена
• ДНК-связывающий домен состоит из мономеров, каждый из которых связывает 

один нуклеотид. Мономеры тандемных повторов 34 аминокислотных остатков, 
два из которых расположены в положениях 12 и 13 позиции и высоко 
вариабельны и именно они несут специфичность для связывания с 
определенными нуклеотидами (RVD - Repeat Variable Diresidue). Могут связываться 
с несколькими нуклеотидами с различной эффективностью

2. Неспецифический домен расщепления ДНК – FokI эндонуклеаза. 
• FokI связывается с двухцепочечной ДНК ДНК-связывающим доменом в области  

узнавания 5'-GGATG-3 ‘. Домен расщепление ДНК активируется и расщепляет 
ДНК.

Структура TALE системы с FokI нуклеазой



Создание Генетических конструкций TALEN



Модификации генома используя метод 
TALEN



Активация транскрипции



Механизм иммунной медиации CRISPR у 
бактерий 

Состоит из двух фаз:
Иммунизация и иммунитет.

Иммунизация – CAS белки (Cas1 и Cas2)
Образуют комплекс для деградации 
чужеродной ДНК. Чужеродная ДНК 
включается 
В CRISPR локус как повторы разделенные 
блоками.
Иммунитет – после повторного 
инфицирования 
Чужеродная ДНК в блоках 
расшифровывается для формирования 
CRISPR РНК (пре-crRNA).
Эндонуклеаза CAS9 и транс-активатор crRNA 
образуют комплекс crRNA и CAS9 при участии 
помощника tracrRNA. Зрелый коплекс 
crRNA-CAS9-tracrRNA образуется после 
расщепления РНК полимеразы. 

Cистема была впервые обнаружена в 1987 году группой Наката (Ишино др., 
1987).  



Clustered Regular Interspaced Short Palindromic 
Repeats - CRISPR

• CRISPR



Репарации ДНК путем целенаправленного 
редактирования генома



Редактирование генома

Nemudryi AA, Valetdinova KR, Medvedev SP, 
Zakian SM. TALEN and CRISPR/Cas Genome 
Editing Systems: Tools of Discovery. Acta 
Naturae. 2014;6(3):19-40.
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