
Актуальная биотехнология 
№1 (35), 2021 

  
266 

УДК 577.21 
РЕПАРАЦИЯ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК, ВЫЗВАННЫХ ГАММА-ИЗЛУЧЕНИЕМ, 

У ОДНОКЛЕТОЧНОЙ ЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ CHLAMYDOMONAS REINHARDTII 
И.А. Сизова1,2, И.Н. Суслова, В.И. Шалгуев, Н.Г. Соболева, В.Н. Вербенко1,2 

1 Петербургский институт ядерной физики им. Б.П. Константинова Национального исследовательского центра 
«Курчатовский институт», Гатчина, Россия 

2Курчатовский Геномный центр-ПИЯФ, Гатчина, Россия 

Известно, что гамма-излучение прямо или косвенно вызывает одно- и двухцепочечные разрывы 
ДНК (ДЦР) и при высоких дозах радиации приводит к повреждению клеточных структур, 
нестабильности генома и гибели клетки. Внесенные в геном ДЦР могут восстанавливаться 
посредством гомологичной рекомбинации (HR), канонического негомологичного соединения концов 
(сNHEJ) и альтернативного соединения концов (altEJ/TMEJ). Целью нашей работы является выяснение 
путей репарации ДЦР, вызванных гамма-излучением, у популярного модельного и экологически 
значимого организма – микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii. В работе были использованы 
сконструированные нами нуль-мутанты ku80, ku70 по ключевым генам пути сNHEJ и polQ пути 
altEJ/TMEJ (Greiner et al., 2017; Sizova et al., 2021). Проведенный нами анализ спектра мутаций, 
индуцированных с использованием CRISPR-SpCas9 редактирования, показал, что в клетках дикого 
типа около 70 % мутаций являлись 1 – 2 нуклеотидыми вставками / делециями / обменами 
характерными для репарации посредством NHEJ, а около 30 % мутаций представляли делеции между 
участками микрогомологии и “шаблонные” вставки специфичные для репарации посредством и 
altEJ/TMEJ. Таким образом, в мутагенной репарации уникального ДЦР, созданного CRISPR-SpCas9, 
принимали участие пути сNHEJ и altEJ/TMEJ, причем вклад пути NHEJ доминировал. Далее мы 
изучили чувствительность штаммов дикого и мутантного типов к антибиотику зеоцину (Zc), который 
обладает радиомиметическими свойствами и вызывает множественные ДЦР, количество которых 
зависит от его концентрации (Chankova et al 2007). Мы обнаружили, что репарационные мутанты были 
значительно чувствительней к действию Zc, чем клетки дикого типа. Причем клетки polQ проявляли 
более высокую чувствительность к антибиотику, чем клетки ku80 или ku70, что указывало на 
доминирующую роль пути altEL/TMEJ в репарации повреждений ДНК, вызванных действием Zc. 
Анализ чувствительности мутантов к гамма-излучению в диапазоне доз 0 – 100 Gy подтвердил более 
высокую чувствительность клеток polQ к множественным повреждениям ДНК по сравнению с 
клетками ku80, ku70 и диким типом. Полученные результаты показывают, что выбор доминирующего 
пути репарации ДЦР может зависеть от степени повреждения ДНК, и при индукции множественных 
ДЦР в геноме, вероятно, связан с активацией пути altEL/TMEJ. Для проверки этого предположения 
будет проанализирован спектр мутаций, индуцированных гамма-излучением у штаммов дикого типа и 
мутантов ku80, ku70, polQ. В настоящее время с использованием гамма-излучения мы получаем 
устойчивые к 2-фтораденину и 5-фториндолу мутанты, у которых инактивированы гены APT и MAA7, 
соответственно. Анализ нуклеотидных последовательностей аллелей apt и maat7 выявит 
специфические “нуклеотидные подписи” путей NHEJ и TMEJ и их вклад в репарацию ДЦР и 
индуцированный мутагенез.  
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