
 Технологии редактирования генома: ZFN 

Редактирование генома представляет собой совокупность молекулярно-

генетических технологий, позволяющих целенаправленно изменять определенные 

участки ДНК. В отличие от классической генной инженерии, при которой в клетку 

часто вводится дополнительная генетическая конструкция, технологии редактирования 

генома позволяют воздействовать на заранее выбранный участок хромосомной ДНК. 

Одной из первых широко разработанных платформ программируемого редактирования 

сталиZFN — Zinc Finger Nucleases, нуклеазы с цинковыми пальцами . 

 

Рисунок 1: Технологии редактирования генома: ZFN 

 

ZFN имеют большое историческое значение, поскольку они 

продемонстрировали принцип адресного воздействия на геном: молекулярная система 

распознает определенную последовательность ДНК и создает изменение именно в 

выбранной области. Позднее эта концепция получила дальнейшее развитие в 

технологиях TALEN и CRISPR-Cas. 

В основе ZFN лежит объединение двух различных функциональных 

компонентов. Первый компонент отвечает  зараспознавание определенной 

последовательности ДНК, а второй обладает нуклеазной активностью, то есть 

способен разрезать ДНК. Благодаря такому модульному строению ZFN можно 

рассматривать как искусственно созданный белковый инструмент, который сочетает 

адресность и способность инициировать изменение генома. 

Название «цинковый палец» связано с особым структурным мотивом белка — 

zinc finger  . Такие домены встречаются во многих природных белках, особенно в 

транскрипционных факторах. Их структура стабилизируется ионом цинка, а 

определенные аминокислоты белкового домена способны взаимодействовать с 

основаниями ДНК. 

В классических ZFN используются цинковые пальцы типа Cys2His2. Отдельный 

домен распознает короткий участок ДНК, обычно приблизительно три пары 

оснований. Однако одного такого модуля недостаточно для специфического 

распознавания уникального участка большого генома. Поэтому несколько zinc-finger 

доменов объединяют последовательно в единую белковую цепь. 

Например, если один модуль распознает приблизительно три нуклеотидные 

пары, комбинация нескольких модулей позволяет распознавать значительно более 

длинный участок. Чем более уникальна распознаваемая последовательность, тем выше 

потенциальная специфичность системы. 



 

Таким образом, основная идея может быть представлена следующим образом: 

 

  zinc-finger домены → распознавание выбранной ДНК + нуклеазный домен → 

расщепление ДНК.   

 

Вторым компонентом ZFN является нуклеазный домен, классически 

происходящий от рестрикционной эндонуклеазы FokI  . Важная особенность этого 

домена заключается в том, что для эффективного разрезания ДНК требуется 

взаимодействие двух нуклеазных доменов. Поэтому ZFN обычно работают парой  . 

Одна ZFN связывается с одной стороной целевого участка, а вторая — с 

противоположной стороной. Между участками связывания остается небольшой 

промежуток. Когда обе молекулы правильно расположены, нуклеазные домены 

сближаются, образуют функциональный комплекс и создают двуцепочечный разрыв 

ДНК. 

 

Общий принцип действия можно представить как: 

 

  левая ZFN → целевая ДНК ← правая ZFN → сближение FokI → 

двуцепочечный разрыв ДНК → клеточная репарация.   

 

Ключевой момент заключается в том, что ZFN непосредственно не 

«переписывает» всю необходимую последовательность. Основная функция системы — 

создать адресное повреждение ДНК. Дальнейший результат в значительной степени 

определяется естественными механизмами репарации клетки. После возникновения 

двуцепочечного разрыва клетка стремится восстановить целостность хромосомы. 

Одним из основных механизмов является NHEJ — non-homologous end joining  , 

негомологичное соединение концов. Этот механизм соединяет разорванные концы 

ДНК, но восстановление может сопровождаться небольшими вставками или 

делециями. Такие изменения способны нарушить кодирующую последовательность 

или рамку считывания гена. В результате функция гена может снизиться или 

полностью потеряться. Поэтому ZFN можно использовать в исследовательских 

системах для получения функционального knockout   определенного гена. Второй 

важный путь восстановления связан с HDR — homology-directed repair  , то есть 

гомологически направленной репарацией. Если клеточная система располагает 

подходящим шаблоном, восстановление может происходить с использованием 

гомологичной последовательности. Этот принцип позволяет в исследовательском 

контексте получать более определенные изменения, хотя эффективность и 

возможности HDR существенно зависят от типа клеток и их состояния. 

 

Таким образом, принципиально можно выделить два результата: 

 

  ZFN → разрыв ДНК → NHEJ → небольшие вставки/делеции → возможное 

нарушение функции гена   

 

или 

 

  ZFN → разрыв ДНК → HDR → направленное восстановление с 

использованием гомологичной информации.   

 



Важно понимать, что ZFN — это не один универсальный белок, который 

автоматически распознает любой ген. Для новой генетической мишени необходимо 

создать или подобрать соответствующий набор zinc-finger доменов. Именно этот этап 

является одной из основных технологических сложностей ZFN. В CRISPR-Cas 

адресность в значительной степени определяется последовательностью направляющей 

РНК. В классической ZFN адресность определяется структурой самого белка  . 

Следовательно, при переходе к новой мишени необходимо изменять ДНК-

связывающую белковую часть системы. Это является фундаментальным различием 

между ZFN и более поздними RNA-guided системами. 

 

ZFN можно условно представить как молекулу, состоящую из двух частей: 

 

  ДНК-связывающий домен — «адрес»; 

FokI — «режущий компонент».   

 

При этом для создания двуцепочечного разрыва необходима правильно 

расположенная пара таких молекул. 

 

Одним из главных преимуществ ZFN является возможность адресного 

воздействия на выбранные геномные области. По сравнению с более ранними 

подходами случайного введения генетических изменений это стало существенным 

технологическим прогрессом. Еще одним преимуществом является сравнительно 

небольшой размер белковых конструкций по сравнению с некоторыми другими 

системами редактирования. ZFN также имеют длительную историю 

экспериментального и биомедицинского изучения. Однако технология имеет 

существенные ограничения. Основной недостаток заключается в сложности 

проектирования белковых доменов для каждой новой мишени. Взаимодействие 

отдельных zinc-finger модулей с ДНК не всегда полностью независимо, поэтому 

простое соединение нескольких модулей не гарантирует требуемой специфичности. 

 

Другой важной проблемой являются off-target effects — внецелевые эффекты  . 

Если ZFN взаимодействует с похожей, но нежелательной последовательностью, 

разрыв может возникнуть не только в целевой области. Поэтому специфичность 

системы должна тщательно оцениваться. Off-target эффекты являются общей 

проблемой многих технологий редактирования генома. Их значение зависит от 

конкретной системы, геномной мишени, типа клеток и требований исследования. Еще 

одно ограничение связано с тем, что эффективность редактирования может 

существенно различаться между клеточными системами. Создание разрыва не 

гарантирует получение одного строго определенного результата: клеточные 

механизмы репарации могут формировать различные варианты изменений. 

Именно поэтому после редактирования необходимо подтверждать результат 

молекулярными методами. В исследовательской работе могут анализироваться 

целевой участок, характер возникшего изменения и возможные нежелательные 

эффекты. Общую экспериментальную логику можно представить как: выбор гена-

мишени → определение целевого участка → создание специфической пары ZFN → 

доставка системы в клетки → распознавание целевой ДНК → образование 

двуцепочечного разрыва → репарация → молекулярная проверка результата → 

функциональный анализ.   

 



ZFN сыграли важную роль в развитии функциональной геномики  . Если 

исследователь предполагает, что определенный ген участвует в конкретном клеточном 

процессе, направленное изменение этого гена позволяет исследовать последствия 

потери или изменения его функции. Например, после изменения целевого гена можно 

исследовать экспрессию других генов, состояние соответствующего белка, 

метаболические изменения и клеточный фенотип. Таким образом устанавливается 

связь между генетической последовательностью и функцией. 

 

Логика такого исследования выглядит следующим образом: 

 

  ген → целенаправленное изменение → изменение молекулярной функции → 

изменение клеточного процесса → изменение фенотипа. ZFN применялись и 

продолжают изучаться в биомедицинских исследованиях. Важным направлением стало 

редактирование клеток вне организма — ex vivo  . В такой концепции клетки получают 

от пациента, подвергают контролируемому генетическому изменению, тщательно 

характеризуют, после чего дальнейшее применение определяется конкретной 

медицинской технологией и регуляторными требованиями. Кроме медицины, принцип 

ZFN использовался в исследованиях растений и животных. Направленное изменение 

генома позволяет изучать функцию генов и получать экспериментальные линии с 

определенными наследуемыми признаками. Историческое значение ZFN особенно 

хорошо видно при сравнении поколений технологий геномного редактирования. До 

появления программируемых нуклеаз исследователю было значительно сложнее 

создавать изменения в точно выбранном участке генома. ZFN показали, что ДНК-

связывающий модуль можно соединить с нуклеазой и тем самым получить 

программируемый инструмент геномного редактирования. Следующим важным 

этапом стали TALEN — Transcription Activator-Like Effector Nucleases  . Как и ZFN, 

TALEN используют отдельный ДНК-связывающий белковый компонент и нуклеазный 

домен FokI. Однако принцип распознавания последовательности у TALEN отличается 

и сделал проектирование мишеней более модульным. Позднее широкое 

распространение получили системы CRISPR-Cas  , где адресность определяется 

преимущественно взаимодействием направляющей РНК с комплементарной 

последовательностью ДНК. Это существенно упростило перепрограммирование 

системы для многих новых мишеней. Поэтому историческую последовательность 

развития программируемых технологий можно представить следующим образом: 

 

  ZFN → TALEN → CRISPR-Cas → более современные варианты точного 

редактирования.   

 

Однако это не означает, что появление новой технологии полностью отменяет 

предыдущие. Различные платформы обладают собственными характеристиками, и 

выбор зависит от конкретной исследовательской задачи. Для студентов особенно 

важно понимать структурную организацию ZFN. Она состоит из массива zinc-finger 

доменов  , обеспечивающих распознавание последовательности, и нуклеазного домена 

FokI  , участвующего в расщеплении ДНК. При этом одна ZFN обычно не 

рассматривается изолированно: функциональная система включает две молекулы, 

связывающиеся с соседними участками на противоположных цепях ДНК. После их 

связывания FokI образует функциональный димер и возникает двуцепочечный разрыв. 

 

После этого дальнейшее изменение определяется уже не самой ZFN, а 

механизмом клеточной репарации. 



 

Поэтому студент должен четко различать три этапа: 

 

  1. Распознавание мишени — zinc-finger домены. 

2. Разрезание ДНК — димеризация нуклеазных доменов FokI. 

3. Формирование конечного изменения — клеточная репарация ДНК.   

 

В этом заключается основной молекулярный механизм ZFN. 

 

Если сравнить ZFN с обычной рестрикционной эндонуклеазой, можно увидеть 

принципиальное различие. Классическая рестриктаза распознает собственную 

характерную короткую последовательность. В ZFN ДНК-связывающая и нуклеазная 

функции разделены: распознавание выполняет специально сформированный массив 

zinc-finger доменов, а разрезание — связанный с ним FokI. 

 

Именно эта модульность сделала возможным создание программируемых 

нуклеаз. Важное значение имеет и правильная интерпретация результатов. Если после 

воздействия ZFN обнаружено изменение целевой последовательности, необходимо 

установить его точный характер. Наличие самого факта редактирования еще не 

означает, что достигнут необходимый функциональный эффект. 

 

Поэтому надежное исследование связывает несколько уровней: 

 

  подтверждение изменения ДНК → анализ РНК → исследование белка → 

оценка клеточной функции → анализ фенотипа.   

 

Такой подход соответствует общему принципу функциональной геномики, 

рассмотренному ранее. ZFN также хорошо демонстрирует связь нескольких тем курса 

«ДНК-технологии». Для создания и анализа таких систем необходимы знания о 

структуре ДНК, взаимодействии белка с ДНК, рекомбинантных конструкциях, 

векторах, ПЦР, электрофорезе, секвенировании и биоинформатике. 

 

Таким образом, технология редактирования генома не является отдельным 

изолированным методом. Она объединяет множество молекулярно-генетических 

подходов. В упрощенном виде весь принцип ZFN можно запомнить как 

последовательность: 

 

  выбор генетической мишени → распознавание ДНК zinc-finger доменами → 

сближение двух ZFN → димеризация FokI → двуцепочечный разрыв ДНК → NHEJ 

или HDR → изменение генома → молекулярное подтверждение → функциональный 

анализ.   

 

Главное преимущество ZFN заключается в возможности адресного воздействия 

на определенный участок генома  . Главные ограничения связаны со сложностью 

создания специфических ДНК-связывающих белков, потенциальными внецелевыми 

эффектами и зависимостью конечного результата от клеточной репарации. 

 

Для запоминания студентам можно использовать простую формулу: 

 

  ZFN = Zinc Finger (узнает ДНК) + FokI (разрезает ДНК).   



 

При этом функционально необходима пара ZFN: 

 

  ZFN + целевая ДНК + ZFN → FokI-димер → разрыв ДНК → репарация → 

редактирование.   

 

Таким образом, ZFN стали одним из фундаментальных этапов развития 

программируемого редактирования генома. Они впервые убедительно 

продемонстрировали возможность объединить искусственно настраиваемое 

распознавание определенной последовательности с нуклеазной активностью. Этот 

принцип подготовил основу для последующего развития TALEN и CRISPR-Cas и 

сыграл важную роль в переходе молекулярной биологии от анализа генома к его 

целенаправленному изменению. 


