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Известно, что двухцепочечные разрывы ДНК (ДЦР), внесенные в геном сайт-направленными 

эндонуклеазамисистемы CRISPRCas, могут восстанавливаться посредством гомологичной рекомбинации 
(HR), классического негомологичного соединения концов (сNHEJ) и альтернативного соединения концов 
(altEL/TMEJ). Целью нашей работы является выяснение ролипутей репарации сNHEJ и TMEJ в 
восстановлении ДЦР, внесенных эндонуклеазойCRISPRSpCas9/gRNA, для повышения эффективности 
редактирования генов у одноклеточной зеленой микроводоросли Chlamydomonasreinhardtii. С 
использованием SpCas9-опосредованного мутагенеза, проведенного по нашей методике (Greineretal., 
2017), были инактивированы ключевые гены KU80, KU70 пути сNHEJ и ген POLQпутиTMEJу штамма 
CC125 дикого типа и трансгенного штамма CC3403-D5, содержащего дефектный ген устойчивости к 
паромомицину (mut-aphVIII). Инактивация генов репарации была подтверждена фенотипически по 
повышению чувствительностимутантных клеток к ДНК-повреждающему антибиотику зеоцину (Zc). 
Причем клеткиpolQ были более чувствительны к Zc, чем клеткиku80, ku70, что указывало на 
доминирующую роль пути TMEJв репарацииповреждений ДНК. Клетки мутантныхштаммовku80, ku70, 
polQбыли использованы в качестве реципиентов для сайт-направленного мутагенеза и генного 
таргетингапутем трансформации с использованием препаратов, содержащих рибонуклеопротеиновые 
комплексы (RNP) SpCas9/gRNA, а также, при необходимости, селективные векторы для предварительного 
отбора клонов и донорные ДНК-матрицы для модификации генов. Анализнуклеотидных 
последовательностейSpCas9- индуцированных мутаций в гене APTпоказал, что у штамма дикого типа 
мутагенная репарация ДЦР является результатом комбинацииактивностей путей TMEJ и cNHEJ. Это 
следовало из того, что мутации включали специфические нуклеотидные участки – “подписи” характерные 
для репарации по пути TMEJ, а именно, делеции между участками микрогомологии и “шаблонные” 
вставки, а также 1–2 нуклеотидые вставки/делеции/обмены характерные для репарации посредствомNHEJ. 
Инактивация гена POLQ приводила к почти полному подавлению встраивания трансформированной 
плазмиды в случайные точки генома, что не наблюдалосьу мутантов ku80, ku70, у которых частота 
случайных вставок плазмиднойДНК практически не отличалась от клеток дикого типа. Генный 
таргетингуштамма дикого типа и мутантов проводили с использованием донорных 
одноцепочечныхолигонуклеотидов (ssODN) или плазмидной ДНК, содержащейпротяженный (~1,4 т. п.н.) 
фрагмент ДНК гомологичный гену-мишени, и RNP SpCas9/gRNA илиLbCas12a/gRNA. Оказалось, что 
инактивация гена KU80 приводила к стимуляции репарации дефектного гена mut-aphVIII и повышению 
частоты инактивации гена SNRK2.2 в результате целевого встраивания короткого фрагмента FLAG, только 
при использовании доноровssODN. Напротив, у мутанта polQ штамма СС3403-D5 инактивация гена POLQ 
приводила к подавлению репарации гена mut-aphVIII при использовании доноров ssODN. Тем не менее, у 
polQмутантаген mut-aphVIII может быть восстановлен посредством HR с протяженным фрагментом гена 
APHVIII, хотя и с частотой, которая в >10 раз ниже, чем у штамма дикого типа. Это показывает, что 
существует вклад как пути TMEJ, так и пути HRв репарацию ДЦР, причем роль TMEJ преобладает. Таким 
образом, наши результаты показали, что при редактировании генов с использованием эндонуклеазыSpCas9 
в репарации хромосомных ДЦР принимают участие пути сNHEJ и TMEJ, а встраивание плазмидной ДНК 
в случайные точки генома и генный таргетинг посредством гомологичной репарации преимущественно 
происходят по пути TMEJ. При этом полимераза Theta POLQ может быть ответственной за большинство 
случайных и целевых вставок фрагментов ДНК в ядерный геном. 
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