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Анотацiя

Гордовська Н.В. Вплив факторiв навколишнього середовища на SNP у

генi BRCA1 та позитивна селекцiя на амiнокислотнiй позицiї 1443. – Ква-

лiфiкацiйна робота магiстра за спецiальнiстю 091 Бiологiя ОП «Бiоiнфор-

матика та структурна бiологiя».

У роботi проведено дослiдження впливу вiрусiв на еволюцiю гену BRCA1.

Аналiзовано роль однонуклеотидного полiморфiзму у генi BRCA1 та йо-

го вплив на стабiльнiсть бiлкового продукту. Встановлено, що мутацiя на

данiй позицiї може бути асоцiйована з позитивною селекцiєю в результатi

взаємодiї з онкогенними вiрусами. Отриманi результати можуть бути вико-

ристанi для розробки нових пiдходiв у генетичному скринiнгу та розумiннi

механiзмiв онкогенезу.

Ключовi слова: ген BRCA1 ; SNP; вiрусно-опосередований онкогенез;

позитивна селекцiя.

Abstract

Hordovska N.V. Influence of environmental factors on SNPs in BRCA1 and

positive selection at amino acid position 1443. Master’s thesis in the specialty

091 Biology of the education program "Bioinformatics and structural biology".

The work investigates the influence of viruses on the evolution of the BRCA1

gene.The role of single nucleotide polymorphism in the BRCA1 gene and its

influence on the stability of the protein product were analyzed. It was found

that a mutation at this position can be associated with positive selection as a

result of interaction with oncogenic viruses. The results obtained can be used to

develop new approaches in genetic screening and understanding of oncogenesis

mechanisms.

Keywords: BRCA1 ; SNP; virus-mediated oncogenesis; positive selection.
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Вступ

Вiдкриття та розумiння генетичних захворювань значно розвинулися за

останнi десятилiття. Нещодавнi досягнення в галузi геномних технологiй

докорiнно змiнили наше розумiння генетичних захворювань та їхнiх ево-

люцiйних траєкторiй. Ґрунтуючись на цьому фундаментi, з’являється все

бiльше можливостей дослiдити складну взаємодiю мiж факторами навко-

лишнього середовища та генною еволюцiєю, яка може впливати на сприйня-

тливiсть до хвороб i їх прогресування в людських популяцiях. Це дослiдже-

ння присвячене мутацiї у генi BRCA1, який є важливим елементом у пiд-

тримцi стабiльностi геному i причетний до розвитку раку молочної залози

та яєчникiв. [1]

Основною метою цього дослiдження є вивчення впливу факторiв се-

редовища на еволюцiю гену BRCA1. Воно спрямоване на виявлення спе-

цифiчних вiрусних взаємодiй, якi можуть бути вiдповiдальними за мутацiї

або еволюцiйний тиск на цi гени, якi є ключовими в клiтинних механi-

змах, пов’язаних з репарацiєю пошкоджень ДНК. Також було доведено

позитивну селекцiю на деяких сайтах даного гену, i один iз сайтiв добору

вирiвнюється зi шкiдливою мутацiєю в позицiї бiлка 1443 [2].

Предметом дослiдження є пошук факторiв впливу на швидку еволю-

цiю гену BRCA1. Об’єктами дослiдження є геномнi послiдовностi BRCA1,

геноми онкогенних вiрусiв, якi взаємодiють iз геномом людини, а також бiл-

ковi системи iз диким та мутованими бiлками. Особливу увагу придiлено

вiрусу Епштейна-Барр (EBV), папiломавiрусу людини (HPV) та вiрусу ге-

патиту В (HBV) та їх зв’язку з онкогенними процесами на рiвнi геному

людини.

Рак молочної залози залишається найпоширенiшим онкологiчним за-

хворюванням серед жiнок у всьому свiтi, i його вплив вiдчувається в усiх

демографiчних групах i регiонах. У 2022 роцi рак молочної залози став
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причиною 670 000 смертей у всьому свiтi, що пiдкреслює його значний тя-

гар для здоров’я. Примiтно, що минулого року це був найпоширенiший вид

раку у жiнок у 157 з 185 країн, що пiдкреслює його широку поширенiсть.

[3]. Актуальнiсть роботи полягає у дослiдженнi механiзмiв впливу мута-

цiй, що стоять за сприянням виникненню раку молочної залози у ранньому

вiцi.

У роботi представлено нове розумiння позитивного селективного тиску

на ген BRCA1, зокрема у дiапазонi, вiдповiдному амiнокислотнiй позицiї

1443. Завдяки використанню сучасних iнструментiв молекулярної динамi-

ки та класичної бiоiнформатики це дослiдження робить унiкальний внесок

у розумiння того, як вiруси можуть впливати на еволюцiю генiв через ме-

ханiзми, що виходять за рамки простої iнфекцiї.

Для досягнення поставленої мети необхiдно виконати ряд завдань:

1. Провести аналiз поточного стану дослiджень за темою: генна еволюцiя,

вплив вiрусiв на неї, еволюцiя гену BRCA1.

2. Проаналiзувати потенцiальну взаємодiю вiрусних геномiв iз людським

геномом у локусi BRCA1 та навколо нього.

3. Методами молекулярної динамiки оцiнити змiну стабiльностi продукту

гену BRCA1 iз появою мутацiй.

У результатi проведення цiєї роботи очiкується отримати принаймнi за-

гальне розумiння можливих важелiв впливу факторiв навколишнього се-

редовища на швидкiсть еволюцiї гену BRCA1.
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Роздiл I. Лiтературний огляд

Згiдно з Antonarakis et al. [4], процес виявлення генiв, що спричиняють

менделiвськi вiдхилення, можна роздiлити на три фази: бiохiмiчна фаза,

фаза генетичного зв’язку i позицiйного клонування та фаза iдентифiка-

цiї послiдовностi. Ця еволюцiя пiдкреслює прогрес геномних дослiджень i

технологiй.

Крiм того, Benton et al. [5] пiдкреслюють, що генетичнi захворювання

мають специфiчне для людини походження, на яке вплинули еволюцiйнi

подiї, що передували виникненню людини. Рiзноманiтнi екологiчнi, куль-

турнi, демографiчнi та генетичнi iсторiї сучасних людських популяцiй зу-

мовили вiдмiнностi в поширеностi генетичних захворювань.

Давнi генетичнi захворювання були частиною iсторiї людства протягом

столiть. Було виявлено, що стародавнi карибськi спiльноти мали вищу ча-

стоту патогенних варiантiв, пов’язаних з певними моногенними захворюва-

ннями, що свiдчить про бiльшу поширенiсть цих захворювань у минулому

порiвняно з сучасними популяцiями. [6]

Крiм того, роль генетики у спадкових захворюваннях i вроджених де-

фектах була предметом iсторичного огляду [7]. Iсторiя таких генетичних

захворювань, таких як анкiлозуючий спондилоартрит, сягає корiнням древ-

нiх цивiлiзацiй [8], демонструючи давню присутнiсть генетичних захворю-

вань в iсторiї людства.

1.1 Теорiї генної еволюцiї

Еволюцiя генiв — це фундаментальна концепцiя в галузi еволюцiйної

бiологiї, що охоплює процеси та механiзми, за допомогою яких гени змiню-

ються з часом у популяцiях та мiж видами. Зосереджуючись лише на те-

орiях еволюцiї генiв, ми можемо розглядати безлiч процесiв, якi сприяють
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генетичному розмаїттю та адаптацiї, що спостерiгаються у рiзних видiв.

До них належать мутацiї, природний добiр, генетичний дрейф, потiк генiв

i рекомбiнацiя.

Мутацiї, або змiни в послiдовностi ДНК, слугують основним джерелом

генетичної мiнливостi, сировиною для еволюцiї. Сучаснi дослiдження пiд-

креслюють важливiсть розумiння мутацiй для розумiння генетичної мiн-

ливостi людини та еволюцiйної динамiки, стверджуючи, що передовi те-

хнологiї секвенування надають все бiльше даних про генетичну мiнливiсть

людини та вiрусну еволюцiю [9]. У данiй роботi ми присвятимо велику ува-

гу однонуклеотидним полiморфiзмам (тут i далi — SNP, single-nucleotide

polymorphism).

Природний добiр впливає на генетичну мiнливiсть, найчастiше надаючи

перевагу алелям, якi сприяють виживанню та розмноженню. Навколишнє

середовище вiдiграє вирiшальну роль у визначеннi того, якi ознаки є вигра-

шними, що призводить до адаптивної еволюцiї популяцiй. Деiнде екологi-

чнi та еволюцiйнi процеси зближуються, особливо у мiкроорганiзмiв, через

їхню коротку тривалiсть життя та великi розмiри популяцiй, що дозволяє

швидкi еволюцiйнi змiни [10].

Дрейф генiв — це випадковi змiни частот алелiв, якi можуть мати зна-

чнi наслiдки у невеликих популяцiях. Такi явища, як ефект пляшкового

горла (bottleneck effect) можуть рiзко зменшити генетичне рiзноманiття i

змiнити хiд еволюцiї. Деякi теоретичнi моделi [11] дають уявлення про те,

як екосистеми можуть впливати на генетичне рiзноманiття i впливати на

результати еволюцiї як через генетичнi процеси, так i через процеси на

рiвнi екосистем.

Потiк генiв (також вiдомий як мiграцiя i потiк алелiв) — це передача

генетичного матерiалу вiд однiєї популяцiї до iншої. Якщо швидкiсть по-

току генiв досить висока, то двi популяцiї матимуть еквiвалентнi частоти

алелiв i тому можуть вважатися однiєю ефективною популяцiєю. Було по-
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казано, що достатньо лише «одного мiгранта на поколiння», щоб запобiгти

розбiжностi популяцiй через дрейф [12, ст. 325]. Перемiщення особин i, як

наслiдок, потiк генiв може протидiяти ефекту генетичного дрейфу шляхом

гомогенiзацiї частот алелiв у популяцiях.

Рекомбiнацiя «перетасовує» генетичний матерiал пiд час мейозу, ство-

рюючи новi комбiнацiї алелiв, якi можуть виробляти новi ознаки, на якi

може дiяти природний добiр. Цей процес має вирiшальне значення для ге-

нетичного рiзноманiття та еволюцiї складних ознак.

Розширений еволюцiйний синтез розширює сучасний синтез, включа-

ючи новi уявлення про генетичнi та епiгенетичнi механiзми, процеси роз-

витку та екологiчнi взаємодiї. Вiн пiдкреслює роль процесiв розвитку в

еволюцiї i те, як вони можуть генерувати новi фенотипiчнi варiацiї, на якi

може впливати вiдбiр.

Отже, еволюцiя генiв — це багатогранний процес, на який впливає скла-

дна взаємодiя механiзмiв. Теоретичнi та емпiричнi дослiдження продовжу-

ють розширювати наше розумiння цих процесiв, забезпечуючи глибше ро-

зумiння динамiчної природи еволюцiї.

1.2 BRCA1 : що вiдомо

Гени BRCA1 i BRCA2 вiдiграють ключову роль у пiдтримцi стабiльно-

стi геному, насамперед завдяки їхнiй ролi у вiдновленнi дволанцюгових роз-

ривiв шляхом гомологiчної рекомбiнацiї. Мутацiї в цих генах тiсно пов’язанi

з пiдвищеним ризиком розвитку раку молочної залози та яєчникiв, що пiд-

креслює їхню важливу роль у супресiї раку.

Їх вiдкриття глибоко вплинуло на наше розумiння спадкового раку мо-

лочної залози та яєчникiв. Ген BRCA1 був вiдкритий у 1994 роцi [13]. Ген

розташований на довгому (q) плечi хромосоми 17 в регiонi 2 смуги 1, вiд

пари основ 41 196 312 до пари основ 41 277 500 [14]. Вiн кодує ядерний фо-

сфопротеїн, який вiдiграє важливу роль у репарацiї ДНК, контролi клю-
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чових точок клiтинного циклу та пiдтримцi стабiльностi геному. Вiн взає-

модiє з рiзними бiлками, в тому числi з RAD51, опосередковуючи гомоло-

гiчну рекомбiнацiйну репарацiю дволанцюгових розривiв ДНК [15]. Крiм

того, продукт BRCA1 бере участь у ремоделюваннi хроматину, регуляцiї

транскрипцiї через коактивацiю та корепресiю специфiчних генiв, а також

у процесах убiквiтацiї [16, 17]

Продукт BRCA1, однойменний бiлок BRCA1 (E3 убiквiтин-протеїн лi-

газа) є важливим бiлком, який функцiонує переважно шляхом сприяння

утворенню полiубiквiтинових ланцюгiв, зв’язаних з Lys-6, якi є необхiдни-

ми для рiзних клiтинних процесiв, включаючи репарацiю ДНК. Цей бiлок

вiдiграє важливу роль у клiтинних реакцiях на пошкодження ДНК, опо-

середковуючи цi специфiчнi полiубiквiтиновi ланцюги, хоча невiдомо, чи

опосередковує вiн також iншi типи полiубiквiтинових ланцюгiв [18].

Рис. 1.1 — Структура бiлку BRCA1. Передбачення AlphaFold [19]

Крiм того, гетеродимер BRCA1-BARD1, асоцiйований з цiєю лiгазою,

координує широкий спектр клiтинних механiзмiв, включаючи репарацiю

ДНК, убiквiтинування та регуляцiю транскрипцiї, що є критично важливи-

ми для пiдтримки геномної стабiльностi [20]. Ця складна взаємодiя робить



10

значний внесок у нуклеацiю центросомальних мiкротрубочок i є життє-

во важливою для правильної зупинки клiтинного циклу пiсля iонiзуючого

опромiнення в рiзних фазах клiтинного циклу [21].

Рис. 1.2 — Димер BRCA1-BARD [22]

Крiм того, цей бiлок необхiдний для таргетингу FANCD2 на дiлянки по-

шкодження ДНК i вiдiграє роль в iнгiбуваннi синтезу лiпiдiв, взаємодiючи

з неактивним фосфорильованим ACACA для запобiгання його дефосфори-

люванню [23]. Вiн також посилює гомологiчну рекомбiнацiйну репарацiю

(HRR) через взаємодiю з PALB2, тим самим модулюючи процес рекомбiна-

цiйної репарацiї шляхом впливу на завантаження репарацiйного механiзму

BRCA2-RAD51 на розривах ДНК [24].

У складi комплексу BRCA1-RBBP8 вiн регулює активацiю CHEK1 i

контролює контрольнi точки G2/M клiтинного циклу пiсля пошкодження

ДНК через BRCA1-опосередковане убiквiтинування RBBP8 [25]. Цей бiлок

також дiє як активатор транскрипцiї, що ще раз пiдкреслює його унiвер-

сальну роль у клiтинних механiзмах [26].

Сучаснi дослiдження продовжують вивчати роль бiлкiв BRCA у ре-

парацiї ДНК, а новi данi сприяють розробцi цiльових методiв лiкування
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та стратегiй профiлактики. Поточнi дослiдження зосередженi на розумiннi

взаємодiї мiж мутацiями BRCA та iншими ключовими бiлками, що беруть

участь у канцерогенезi, а також на бiльш широких наслiдках цих взаємодiй

для лiкування раку [27].

Вiдкриття цих генiв не тiльки удосконалило генетичне тестування та

оцiнку ризику спадкових синдромiв раку молочної залози та яєчникiв, але

й призвело до розробки цiльової терапiї. Наприклад, iнгiбiтори PARP засто-

совують принцип синтетичної летальностi, будучи особливо ефективними

у лiкуваннi раку з мутацiями BRCA1 або BRCA2 [28, 29].

1.2.1 Людськi варiанти гену BRCA1 та їхнє медичне значення

За даними публiчної бази даних BRCA Exchange iснує бiльше 37 тисяч

варiант гену BRCA1, 2304 з яких — патогеннi[30]. Iншi джерела свiдчать

про навiть бiльшу кiлькiсть шкiдливих мутацiй: 3867 для BRCA1 [31].

Мутацiї в BRCA1 успадковуються за аутосомно-домiнантним типом, що

призводить до значно пiдвищеного ризику розвитку раку молочної залози

та яєчникiв. Жiнки, якi є носiями шкiдливих мутацiй в обох генах, мають

ризик розвитку раку молочної залози у 45-65% i раку яєчникiв у 11-39% у

вiцi до 70 рокiв [1, 32]. Згiдно з iншими джерелами, шкiдливi мутацiї у генах

BRCA1 та BRCA2 призводять до пiдвищення ризику розвитку раку моло-

чної залози в юному вiцi до 80% та 60% вiдповiдно [33, 34]. Крiм того, носiї

мутацiй в BRCA1 мають 30-40% ймовiрнiсть розвитку раку яєчникiв[33].

Рак виникає, коли у гетерозиготних осiб вiдбувається соматична втрата

гетерозиготностi (loss of heterozygosity — LoH) в локусi BRCA1, в результатi

чого тiльки аномальний алель залишається iнтактним. Оскiльки продукт

гену вiдiграє важливу роль у ключових клiтинних процесах, таких як ре-

парацiя ДНК, контроль клiтинного циклу та регуляцiя транскрипцiї, зро-

зумiло, чому iнактивуючi мутацiї є настiльки згубними. Про важливiсть

цих бiлкiв свiдчить i той факт, що мишi з нульовим BRCA1 i BRCA2 є
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ембрiонально летальними [35].

Втрата гетерозиготностi (LoH) — це генетичне явище, яке виникає, ко-

ли в диплоїдному органiзмi втрачається один алель гена, в результатi чого

клiтина або органiзм стає гомозиготною за цiєю дiлянкою геному. Ця втра-

та може вiдбуватися через рiзнi механiзми, включаючи делецiї, мiтотичну

рекомбiнацiю або нерозщеплення, якi призводять до втрати алеля дикого

типу в гетерозиготному генотипi. LoH має особливе значення в контекстi

генетики раку, оскiльки може призводити до iнактивацiї генiв-супресорiв

пухлин i сприяти онкогенезу.

У генiв-супресорiв пухлин для розвитку раку, як правило, повиннi бути

iнактивованi обидва алелi. У носiїв мутантного алеля BRCA1 або BRCA2,

алель дикого типу, що залишився, має вирiшальне значення для запобiга-

ння розвитку пухлини. LoH у цих випадках може призвести до iнактивацiї

функцiонального алеля, що залишився, тим самим сприяючи прогресуван-

ню раку [36]. Ця концепцiя є центральною для гiпотези двох влучень Кнуд-

сона, яка стверджує, що обидва алелi гена-супресора пухлини повиннi бути

змiненi для того, щоб клiтина переросла в рак [37].

Крiм того, LoH має наслiдки, що виходять за рамки спадкового раку.

Вона спостерiгається в рiзних спорадичних пухлинах, що вказує на її роль

у соматичному прогресуваннi раку. Наприклад, дослiдження показали, що

LoH в локусi гена-супресора пухлин TP53 асоцiюється з кiлькома формами

спорадичного раку, що свiдчить про його широку роль у канцерогенезi [38].

Бiльше того, це явище не обмежується лише раком. Дослiдження проде-

монстрували, що LoH може сприяти патогенезу деяких iнших захворювань,

включаючи нейродегенеративнi розлади та вродженi аномалiї, порушуючи

ключовi генетичнi шляхи [39].
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1.3 Механiзми впливу вiрусiв на геном людини

Вплив вiрусiв на гени людини — це багатогранна галузь дослiдження,

яка охоплює рiзнi механiзми, за допомогою яких вiруси можуть впливати

на генетичну структуру та функцiї. Ця складна взаємодiя не лише проливає

свiтло на еволюцiю вiрусiв та їхнiх хазяїв, але й має важливе значення

для розумiння механiзмiв захворювань, iмунних реакцiй та терапевтичних

втручань.

Вiруси, особливо ретровiруси, мають здатнiсть iнтегрувати свiй генети-

чний матерiал у геном хазяїна. Цей процес може призвести до стабiльного

вбудовування вiрусних генiв у геном людини, якi з часом можуть бути коо-

птованi для виконання нових функцiй хазяїном. Було виявлено зв’язок мiж

герпесвiрусом людини 6 та аутоiмунними захворюваннями, припускаючи,

що вiруснi iнфекцiї можуть впливати на генетичнi та екологiчнi фактори,

потенцiйно запускаючи аутоiмуннi реакцiї [40].

Iншим механiзмом впливу є регуляцiя експресiї. Вiруси можуть суттєво

впливати на експресiю генiв людини. Через такi механiзми, як епiгенетичнi

модифiкацiї та втручання в регуляцiю транскрипцiї, вiруси можуть пiдви-

щувати або знижувати експресiю певних генiв, впливаючи на клiтиннi фун-

кцiї та сприйнятливiсть до хвороб. Наприклад, було дослiджено, як домен

злиття вiрусу Ласса взаємодiє з анiонними лiпiдами, що може iнiцiювати

злиття i впливати на доставку генетичного матерiалу вiрусу в клiтини ха-

зяїна [41]. Така взаємодiя може глибоко впливати на експресiю та функцiю

генiв хазяїна.

Довготривала коеволюцiя вiрусiв та їхнiх хазяїв призвела до еволюцiй-

них адаптацiй у геномi людини. Вiрусний тиск сформував генетичну рi-

зноманiтнiсть людини, впливаючи на гени, пов’язанi з iмунiтетом, прони-

кненням вiрусiв у клiтини та iншими важливими функцiями. Наприклад,

дослiджується вплив модифiкацiй гiстонiв та послiдовностi ДНК на ста-
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бiльнiсть вiрусних нуклеосомоподiбних частинок, надаючи уявлення про

те, як вiруси можуть впливати на динамiку хроматину та регуляцiю генiв

[42].

Розумiння вiрусного впливу на гени людини вiдкриває потенцiйнi тера-

певтичнi шляхи, такi як використання бактерiофагових векторiв для до-

ставки генiв, як це дослiджували Venkataraman et al. [43]. I навпаки, манi-

пуляцiї вiрусiв з експресiєю генiв хазяїна можуть призвести до патогенних

наслiдкiв, що вимагає глибшого розумiння цих взаємодiй для розробки про-

тивiрусних стратегiй.

Генетичнi вiдмiнностi мiж людьми можуть впливати на сприйнятли-

вiсть до вiрусних iнфекцiй та тяжкiсть перебiгу захворювань. Chiti [44]

обговорює вплив генетики на вiрусний патогенез та iмунну вiдповiдь, пiд-

креслюючи роль генетичних варiацiй у формуваннi iндивiдуальних реакцiй

на вiруснi iнфекцiї.

Таким чином, вiрусний вплив на гени людини охоплює широкий спектр

взаємодiй — вiд прямої генетичної iнтеграцiї та впливу на експресiю генiв

до еволюцiйних наслiдкiв i наслiдкiв для хвороби та терапiї. Цi дослiдже-

ння пiдкреслюють важливiсть вивчення взаємодiї вiрус-хазяїн для розкри-

ття складної динамiки генної регуляцiї, еволюцiйної бiологiї та патогенезу

хвороб.

1.4 Вiруси, асоцiйованi iз онкологiчними захворюваннями

Рак молочної залози, як найпоширенiший тип раку серед жiнок у всьо-

му свiтi [45], зумовлений складною взаємодiєю мiж зовнiшнiми та внутрi-

шнiми факторами. Вiруси вважаються потенцiйними чинниками розвитку

раку молочної залози, серед яких основними пiдозрюваними є вiруси папi-

ломи людини (ВПЛ), вiрус Епштейна-Барр (ВЕБ) та вiрус пухлини моло-

чної залози мишi (ВПМЗ). Залучення вiрусiв до канцерогенезу може вiд-

буватися як безпосередньо в якостi трансформуючих агентiв, так i в якостi
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кофакторiв, що запускають рак у присутностi iнших канцерогенних факто-

рiв.

Вiрус Епштейна-Барр (EBV), або герпесвiрус 4, був виявлений у без-

посереднiй близькостi до хромосомних розривiв у клiтинах раку молочної

залози, що мiстять мутацiї BRCA1. EBV, класифiкований як канцероген

класу I, демонструє рiзнi данi щодо його ролi в розвитку раку молочної

залози, причому деякi дослiдження вказують на його присутнiсть у бiльш

агресивних формах захворювання [46]. Присутнiсть EBV пов’язана з бiльш

високими темпами прогресування захворювання у хворих на рак молочної

залози, що свiдчить про його потенцiйну роль у виникненнi та прогресу-

ваннi раку молочної залози через такi механiзми, як пригнiчення контро-

лю клiтинного циклу, iмуносупресивнi властивостi та взаємодiя з вiрусним

iнтерлейкiном-10 [47]. Це свiдчить про те, що вiрус може сприяти геномнiй

нестабiльностi, характернiй для цих видiв раку. Наявнiсть мутацiй у генi

BRCA1 може призвести до неконтрольованої втрати фрагментiв хромосом

або їхнього невiрного повторного приєднання, що характерно для спадко-

вого раку грудей. Було встановлено, що помилки в повторному приєднаннi

хромосомних фрагментiв часто вiдбуваються поряд з вiрусними послiдов-

ностями на людських хромосомах, зокрема з варiантами пухлинного вiру-

су Епштейна-Барр, HKHD40 i HKNPC60. Майже всi точки перелому бу-

ли поруч з мiсцями прикрiплення EBV, гомологiями пухлинних варiантiв

EBV та регуляторними маркерами, асоцiйованими з EBV. Основна части-

на точок перелому на хромосомi 2 була зосереджена бiля мiсць зв’язування

EBV. Цi результати вказують на те, що активне лiкування та профiлактика

iнфекцiй, викликаних герпесвiрусами, можуть бути корисними для носiїв

мутацiй BRCA. [48]

Дослiдження єгипетських пацiєнток з раком молочної залози показали

значну присутнiсть вiрус пухлини молочної залози мишi (MMTV)-подiбних

env-послiдовностей як у сiмейних, так i в поодиноких випадках. Наявнiсть
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цих послiдовностей корелювала з мутацiями в генi BRCA1, що дозволяє

припустити, що MMTV може вiдiгравати певну роль в iнiцiюваннi або роз-

витку раку у генетично схильних осiб. Механiзм може включати вiруснi

послiдовностi, що впливають на транскрипцiйну регуляцiю генiв BRCA або

впливають на мiкрооточення пухлини, сприяючи прогресуванню раку [49].

Дослiдження виявили ДНК цитомегаловiрусу людини (HCMV) у зна-

чному вiдсотку тканин раку молочної залози, особливо тих, що експре-

сують мутованi бiлки BRCA1. Це свiдчить про потенцiйну роль вiрусу в

прогресуваннi i, можливо, iнiцiацiї раку молочної залози. ЦМВ може впли-

вати на розвиток раку, порушуючи нормальнi клiтиннi процеси за допомо-

гою своїх бiлкiв, що може перешкоджати пригнiченню пухлинних функцiй

бiлка BRCA1. Вiрус також може викликати запалення, що сприяє прогре-

суванню раку, або взаємодiяти з BRCA1 для посилення росту та вижи-

вання пухлини [50]. Одним iз механiзмiв є вплив HCMV на iндукцiю iн-

фламасоми та iнтерферонових вiдповiдей через взаємодiю з бiлком IFI16,

який є ядерним датчиком чужорiдної ДНК вiрусiв, таких як HCMV. IFI16

утворює комплекс з BRCA1, що допомагає у виявленнi вiрусних геномiв у

ядрi та iнiцiює подальше формування iнфламасоми IFI16-ASC-procaspase-

1, що транспортується до цитоплазми, викликаючи виробництво каспази-1

та iнтерлейкiну-1β (IL-1β). Важливо, що BRCA1 також активує сигнальний

комплекс IFI16-STING у цитоплазмi пiд час iнфекцiї HCMV, що призво-

дить до iндукцiї IFN-β. Цi процеси пiдкреслюють неiдентифiковану ранiше

iмуномодулюючу роль BRCA1, яка сприяє антивiруснiй функцiї IFI16. Та-

кi взаємодiї можуть мати наслiдки для розвитку раку, особливо у осiб з

мутацiями BRCA1, якi вже мають знижену здатнiсть до репарацiї ДНК

[51].

Полiомавiруси, такi як вiрус Джона Каннiнгема (JCV) та сiмiанський

вiрус 40 (SV40), пов’язанi з онкологiчними захворюваннями. Незважаючи

на суперечливi результати щодо їх присутностi в раку молочної залози, вва-
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жається, що вони сприяють канцерогенезу, викликаючи безсмертя клiтин

i генетичнi змiни. SV40, зокрема, був виявлений у карциномах молочної

залози, а його великий Т-антиген вiдiграє певну роль у трансформацiї епi-

телiю молочної залози [52, 53].

Широко вiдомий зв’язок ВПЛ з раком шийки матки, але його роль у ви-

никненнi раку молочної залози залишається суперечливою [54]. У зразках

раку молочної залози були виявленi ВПЛ високого ризику типiв 16 i 18, що

свiдчить про потенцiйний зв’язок. ВПЛ може сприяти канцерогенезу моло-

чної залози через експресiю раннiх бiлкiв, якi деактивують бiлки-супресори

пухлин i впливають на сигнальнi шляхи клiтин, що потенцiйно призводить

до iнвазiї клiтин i метастазування. ВПЛ вводить свої гени E6 та E7 до клi-

тин господаря, що призводить до деградацiї пухлинного супресора p53 та

ретинобластомного бiлка (pRB), вiдповiдно. Цi вiруснi бiлки порушують

клiтинний цикл i запобiгають апоптозу клiтин, сприяючи їх необмежено-

му подiлу та онкогенезу. З цього приводу, вакцинацiя проти ВПЛ визнана

ефективним засобом профiлактики розвитку раку шийки матки та iнших

форм раку, пов’язаних з цим вiрусом. [55, 56].
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Експериментальна частина

2.1 Висунення гiпотези та пiдбiр методiв та об’єктiв дослiджен-

ня

Функцiї продукту гену BRCA1 є важливими у багатьох етапах клiтин-

ної машинерiї, так що можна було б очiкувати його високу консерватив-

нiсть у еволюцiйному планi. Швидкiсть еволюцiї у подiбних генах перед-

бачається вкрай низька. Така повiльна еволюцiя значною мiрою поясню-

ється суворим селективним тиском, з яким вони стикаються для збере-

ження структурної цiлiсностi та функцiональностi, незважаючи на вини-

кнення помилок трансляцiї пiд час синтезу бiлка. Незважаючи на те, що

рiвень експресiї BRCA1 залежить вiд контексту, навiть низький рiвень не-

правильного фолдингу може призвести до утворення значної кiлькостi дис-

функцiональних або потенцiйно токсичних бiлкiв. Це створює сильний се-

лективний тиск на цi бiлки, який змушує їх пiдтримувати послiдовностi,

що складаються правильно, навiть коли виникають помилки трансляцiї.

Вважається, що гени, якi кодують високо експресованi або базовi бiлки,

еволюцiйно «застрягли» в послiдовностях, стiйких до помилок трансляцiї

— це послiдовностi, якi можуть правильно згортатися, навiть якщо внаслi-

док неправильної транскрипцiї в них включенi злегка неправильнi амiноки-

слоти. Така стiйкiсть до трансляцiї сприяє їх повiльнiй еволюцiї, оскiльки

вони менш толерантнi до варiацiй послiдовностей, якi можуть збiльшити

ризик неправильного згортання. Таким чином, повiльна еволюцiя високо

експресивних бiлкiв є захисною стратегiєю, розробленою для того, щоб цi

важливi бiлки зберiгали свою функцiональнiсть, незважаючи на неминучi

помилки, якi трапляються пiд час синтезу бiлка.

Всупереч цьому, численнi дослiдження показали, що цi гени знаходя-

ться пiд позитивною селекцiєю [57, 2]. Тип селекцiї, пiд якою знаходиться
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ген, може бути визначений зi швидкостi накопичення несинонiмiчних (тих,

що змiнюють послiдовнiсть закодованих амiнокислот, dN) та синонiмiчних

(сайлент, dS) мутацiй з плином часу. dN розраховується як кiлькiсть не-

синонiмiчних замiн, дiлена на загальну кiлькiсть несинонiмiчних сайтiв у

генi. dS — вiдповiдно кiлькiсть несинонiмiчних замiн. Вiдношення dN/dS

розраховується шляхом дiлення dN на dS. Мутацiї, що змiнюють первин-

ну структуру бiлка мають набагато нижчi шанси утримання у геномi нiж

синонiмiчнi, тому пропорцiя dN/dS < < 1 для подавляючої бiльшостi ге-

ному ссавцiв [58]. Деякi гени — псевдогени, примiром — йдуть шляхом

нейтральної еволюцiї з dN/dS ∼ 1, оскiльки немає сильних селективних

сил за чи проти нових мутацiй у таких генах. Нарештi, селекцiя на ко-

ристь несинонiмiчних мутацiй призводить до змiщення пропорцiї dN/dS в

бiк > 1. Цi гени у такому випадку класифiкують як тi, що перебувають

пiд позитивною селекцiєю та постiйно зазнають добору на користь «iнно-

вацiй» у амiнокислотнiй послiдовностi. Так як ранiше вже було доведено,

що ген BRCA1 перебувають пiд позитивною селекцiєю iз dN/dS = 2.79, а

також проведений аналiз конкретних амiнокислотних позицiй [2], була ви-

сунута гiпотеза про можливий вплив вiрусiв на еволюцiю цих генiв. Lou et

al.дослiдили, що незважаючи на очiкувану консервативнiсть, BRCA1 пiд-

лягає сильному селективному тиску. Особливу увагу привернула селекцiя

у позицiї 1443 бiлку BRCA1, оскiльки мутацiя саме на цiй позицiї занесена

у список смертельних.

SNP R1443X (Arg -> Ter) призводить до вкороченої форми бiлку та зни-

женнi його функцiональностi. Замiна вiдбувається у доменi SCD — Serine

Cluster Domain, який є важливою функцiональною дiлянкою бiлка BRCA1,

особливо щодо його ролi у вiдповiдi на пошкодження ДНК. Цей домен зба-

гачений залишками серину, багато з яких стають сайтами фосфорилюва-

ння пiсля пошкодження ДНК. Подiї фосфорилювання в цьому доменi пе-

реважно опосередкованi кiназами ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) та
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ATR (ATM and Rad3-Related), якi активуються у вiдповiдь на дволанцюго-

вi розриви ДНК та реплiкацiйний стрес, вiдповiдно. Вiн дiє як пiдсилювач

сигналу у вiдповiдь на пошкодження ДНК, забезпечуючи надiйний процес

репарацiї. Фосфорильований SCD впливає на вибiр шляху репарацiї ДНК.

Вiн сприяє гомологiчнiй рекомбiнацiї (HR), точному механiзму репарацiї,

критично важливому для усунення розривiв пiд час S i G2 фаз клiтин-

ного циклу, полегшуючи рекрутування репарацiйних бiлкiв до мiсць по-

шкодження. Власне вкорочений BRCA1 також втрачає два домени BRCT

(BRCA1-C Terminal), якi i будуть опосередковувати рекрутування репара-

цiйних бiлкiв до мiсть пошкоджень.

Iснує також й iнший варiант SNP на цiй позицiї — R1443G (Arg -> Gly),

який запротокольований як безпечний (benign) [59], на який можливо дiє

позитивна селекцiя. Аби перевiрити можливi гiпотези, у цьому роздiлi ми

проведемо молекулярну динамiку бiлкових систем.

У Роздiлi I ми розглянули можливi випадки впливу вiрусiв на людський

геном та навпаки. За допомогою обраних методiв та пiдходiв ми зможемо

перевiрити, чи впливають вiруси на еволюцiю генiв BRCA1.

2.2 Метод I: BLAST — basic local alignment search tool, та ре-

зультати

Так як вiдомо, що вiруснi геноми найчастiше вбудовуються у геном ха-

зяїна за принципом мiкрогомологiї, ми проведемо BLAST-аналiз для ви-

явлення потенцiйних сайтiв вбудовування у хромосомi 17. Для цього було

взято геноми або геномнi дiлянки вiрусiв, асоцiйованих iз розвитком раку

молочної залози або яєчникiв. Серед них: Сiмiанський вiрус 40 (Simian vi-

rus 40 — SV40), вiрус Епштейн-Барр (EBV), папiломавiрус людини та вiрус

пухлини молочної залози мишi (ВПМЗ).

BLAST геному вiрусу Епштейн-Барр показав наступнi результати: є

одна потенцiйна мiшень. У хромосомi 17 присутнiй доволi довгий фрагмент
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вирiвнювання, що розтягується на 925 пар нуклеотидних основ. Значення

E = 1.44e-42, з hit score 186. Це свiдчить про дуже високу статистичну ва-

жливiсть цього вирiвнювання. Проте, позицiя даного фрагмента вiдповiдає

iншому гену хромосоми 17 — NXN, що кодує нуклеоредоксин.

Рис. 2.1 — BLAST-аналiз геному герпесвiрусу 4 (Вiрус Епштейн-Барр) про-
ти людського геному. Лiнiями визначенi межi вирiвнювання.

Нуклеоредоксин функцiонує як редокс-залежний негативний регуля-

тор сигнального шляху Wnt, можливо, запобiгаючи убiквiтинуванню DVL3

комплексом BCR(KLHL12). Може також функцiонувати як транскрипцiй-

ний регулятор та дiяти як регулятор протеїнфосфатази 2A (PP2A) [60]. Ген

NXN не є регуляторним до BRCA1, а бiлок нуклеоредоксин не є партнером

BRCA1 (рис. 2.4).
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Рис. 2.2 — Бiлки-партнери нуклеоредоксину [61]

Проте, як ми бачимо з рис. 2.3, значних збiгiв у генi BRCA1 та навко-

ло нього немає. Це сигналiзує про можливiсть iнтегрування геному вiрусу

у регуляторнi дiлянки гену вгору по ДНК та необхiднiсть у подальшому

аналiзi.
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Рис. 2.3 — BLAST-аналiз геному вiрусу Епштейн-Барр проти людського
геному. Червона лiнiя — початок BRCA1.

Є дослiдження, що показують вбудовування вiрусу Епштейн-Барра без-

посередньо у дiлянку BRCA1. Iнтеграцiя має iнтронний характер, тож є

ймовiрнiсть, що вiрус таки вбудовується у регуляторнi або промоторнi дi-

лянки гену [62]. Потенцiйнi клiнiчнi наслiдки iнтеграцiї ДНК EBV в ор-

ганiзм пацiєнтiв, якi страждають на рiзнi типи раку з мутацiями в генi

BRCA1, залишаються нез’ясованими. Гени-мiшенi iнтеграцiї EBV (integration-

targeted genes — ITGs) значно бiльше експресуються у пов’язаних з раком

шляхах, таких як репарацiя ДНК, регуляцiя клiтинного циклу та шляхи

апоптозу. [63]. Це може слугувати чинником впливу на швидкiсть еволюцiї

зокрема, хоча i повнiстю не пояснює її змiну.

Рис. 2.4 — Сайт iнтеграцiї геному вiрусу Епштейн-Барра у BRCA1 у ДНК
з клiтин гепатоклiтинної карциноми

BLAST послiдовностi HBV проти людського геному не дав значущих
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результатiв, тобто є ймовiрнiсть, що вiрусний геном не вбудовується у здо-

ровi клiтини. SV40 також не має значної схожостi iз ДНК хромосоми 17,

тож на даному етапi вiн не є релевантним для подальших дослiджень.

2.3 Метод II: Молекулярна динамiка, та результати

Молекулярна динамiка (МД) — це метод комп’ютерного моделювання,

що використовується в бiоiнформатицi та обчислювальнiй бiологiї для ви-

вчення фiзичних рухiв атомiв i молекул у часi. Застосовуючи закони руху

Ньютона, МД дозволяє дослiджувати структурнi, динамiчнi та термоди-

намiчнi властивостi бiологiчних молекул у змодельованому вiртуальному

середовищi. Цей метод є особливо потужним для моделювання складних

бiологiчних систем на атомному рiвнi, таких як бiлки, нуклеїновi кислоти

та лiпiднi бiшари, якi складно вивчати лише експериментальними метода-

ми.

У цiй роботi застосування методiв молекулярної динамiки дозволяє глиб-

ше зрозумiти структурнi та функцiональнi змiни в бiлку BRCA1, що вiдбу-

ваються в результатi мутацiї на позицiї 1443. Ми оцiнили стабiльнiсть бiлкiв

iз наступними мутацiями: R1443G та R1443А, та порiвняли iз регулярним

бiлком iз аргiнiном на позицiї 1443. Аналiз динамiки атомiв i молекул в часi

може надати важливу iнформацiю про те, як змiнюється конформацiя бiл-

ка пiд впливом мутацiї, що може призводити до змiни його функцiональних

властивостей i сприяти розвитку патологiчних станiв, таких як рак.

Пiдготовка PDB файлiв починається iз первинного моделювання, для

якого ми застосували iнструмент на основi deep-learning алгоритму — AlphaFold

3 [19]. Амiнокислотну послiдовнiсть BRCA1 було взято з бази даних UniProt

[64], пiсля чого вручну проводилась замiна амiнокислоти на позицiї 1443.

Подальша пiдготовка файлiв, що мiстять бiлок, для проведення молеку-

лярної динамiки є критичною стадiєю у бiлковому моделюваннi. Основни-

ми етапами пiдготовки файлiв пiд час проведення роботи були:
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1. Присвоєння зарядiв i радiусiв Ван-дер-Ваальса — було застосовано сило-

ве поле OPLS-AA/L для присвоєння зарядiв атомам бiлку та налаштування

параметрiв взаємодiї.

2. Сольвацiя бiлка — розмiщення бiлка в середовищi водяних молекул (соль-

вацiйна коробка у нашому випадку пiдлаштовувалась пiд вимiри бiлку).

3. Додавання iонiв — балансування заряду системи шляхом додавання ка-

тiонiв (Na+) i анiонiв (Cl-) для нейтралiзацiї загального заряду бiлка та

iмiтацiї фiзiологiчних умов.

4. Мiнiмiзацiя енергiї — проведення енергетичної мiнiмiзацiї для усунення

можливих стеричних конфлiктiв у структурi бiлка та оптимiзацiї його кон-

формацiї перед початком динамiчних розрахункiв.

5. Налаштування параметрiв динамiки — визначення фiзичних умов екс-

перименту, а також часу моделювання та iнтервалу запису даних.

6. Перевiрка системи перед запуском молекулярної динамiки — перегляд i

перевiрка всiх параметрiв системи та готовностi файлiв конфiгурацiї для

запуску моделювання.

Через брак часу та безпекову ситуацiю, динамiку не вдалось провести

у повному обсязi. Частина файлiв, що мiстила мутантнi бiлки, була втра-

чена через перепади навантаження на кластер. Тому порiвняльний аналiз

усереднених структур провести не вдалось, натомiсть було проаналiзовано

мiнiмiзованi системи.
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Рис. 2.5 — Графiк мiнiмiзацiї енергiй систем BRCA1: регулярний бiлок та
два мутованих

На рис. 2.5 зображено графiк мiнiмiзацiї енергiй систем BRCA1: ре-

гулярний бiлок та два мутованих. Графiк вiдображає змiни потенцiаль-

ної енергiї в залежностi вiд кiлькостi крокiв мiнiмiзацiї для трьох рiзних

систем: нормального бiлка BRCA1 (potential_norm) та бiлка з мутацiями

R1443G (potentialr1443g) та R1443K (potentialr1443k). 1. Аналiз кривих мi-

нiмiзацiї:

Всi три кривi показують зменшення потенцiальної енергiї з часом, що свiд-

чить про процес мiнiмiзацiї енергiї в системах.

Крива для нормального бiлка (potential_norm) демонструє найнижчий рi-

вень кiнцевої енергiї, що вказує на стабiльнiсть його конформацiї пiсля

мiнiмiзацiї.

Кривi для мутованих бiлкiв (potentialr1443g та potentialr1443k) також зни-

жуються, але кiнцевi значення потенцiальної енергiї є вищими порiвняно

з нормальним бiлком. Це свiдчить про те, що мутацiї R1443G та R1443K

впливають на стабiльнiсть бiлка, знижуючи його здатнiсть досягати енер-

гетично мiнiмального стану.

2. Кiлькiсть крокiв мiнiмiзацiї:
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Графiк показує, що бiльшiсть зниження енергiї вiдбувається на перших 100

кроках мiнiмiзацiї, пiсля чого кривi вирiвнюються, що свiдчить про дося-

гнення локального мiнiмуму енергiї.

Вплив мутацiй:

Мутацiї R1443G та R1443K призводять до менш ефективного мiнiмiзацiї

потенцiальної енергiї бiлка, що може вказувати на конформацiйнi змiни та

зниження стабiльностi бiлка.

Порiвняння стабiльностi:

Регулярний бiлок BRCA1 демонструє кращу стабiльнiсть пiсля мiнiмiза-

цiї, що пiдкреслює важливiсть збереження його нативної структури для

виконання бiологiчних функцiй.

Рис. 2.6 — Графiк тиску процесу урiвноваження системи NPT

На рис. 2.6 зображено змiни тиску в системi пiсля мiнiмiзацiї для нор-

мального бiлка BRCA1 та двох його мутованих варiантiв (R1443G та R1443K).

Часовi змiни тиску представленi на осi X, а тиск у барах — на осi Y. 1. По-

чатковий стан:

На початку симуляцiї тиск для всiх трьох систем показує значний спад до

приблизно -500 бар, що є характерним для стабiлiзацiї системи пiсля поча-

ткового встановлення параметрiв.
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2. Стабiлiзацiя тиску:

Пiсля приблизно 5 пс (пiкосекунд) тиск у всiх системах починає стабiлi-

зуватися навколо значення 0 бар. Це свiдчить про те, що системи досягли

стану рiвноваги пiсля початкового спаду.

3. Коливання тиску:

Протягом решти симуляцiї тиск коливається навколо нульового значення

для всiх трьох систем. Кривi показують, що середнi значення тиску для

нормального бiлка (pressure_norm), R1443G (pressureR1443G) та R1443K

(pressureR1443K) перебувають в межах вiд -100 до +100 бар з подiбними

амплiтудами коливань.

Iнтерпретацiя результатiв

1. Порiвняння стабiльностi:

Стабiлiзацiя тиску навколо нульового значення пiсля мiнiмiзацiї вказує на

досягнення системами рiвноважного стану. Всi три системи показують по-

дiбнi коливання, що свiдчить про те, що мiнiмiзацiя енергiї ефективно ви-

рiвняла внутрiшнiй тиск.

2. Вплив мутацiй:

Незважаючи на вiдмiнностi у стабiльностi бiлкiв, вiдображенi у потенцi-

альнiй енергiї, тиск у всiх трьох системах показує схожу поведiнку пiсля

мiнiмiзацiї. Це може означати, що хоча мутацiї впливають на стабiльнiсть

бiлка, вони не мають значного впливу на загальний тиск у системi пiсля

досягнення рiвноважного стану.

3. Значущiсть коливань:

Коливання тиску в межах вiд -100 до +100 бар є нормальними для молеку-

лярної динамiки i не вказують на аномалiї у поведiнцi систем. Це пiдтвер-

джує, що мiнiмiзацiя та подальша стабiлiзацiя систем були успiшними.
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Рис. 2.7 — Графiк густин процесу урiвноваження системи NPT

На рис. 2.7 зображено змiни густини системи в залежностi вiд часу для

нормального бiлка BRCA1 та двох його мутованих варiантiв (R1443G та

R1443K). Часовi змiни густини представленi на осi X, а густина в кг/м³ —

на осi Y.

1. Початковий стан:

На початку симуляцiї густина для всiх трьох систем рiзко зростає, що свiд-

чить про стабiлiзацiю системи пiсля початкового встановлення параметрiв.

2. Стабiлiзацiя густини:

Пiсля приблизно 5 пс (пiкосекунд) густина у всiх системах починає стабi-

лiзуватися навколо значення 1008 кг/м³. Це свiдчить про досягнення рiв-

новажного стану пiсля початкового перiоду стабiлiзацiї.

3. Коливання густини:

Протягом решти симуляцiї густина коливається навколо середнього значе-

ння для всiх трьох систем. Кривi показують, що середнi значення густини

для нормального бiлка (density_norm), R1443G (densityR1443G) та R1443K

(densityR1443K) перебувають в межах вiд 1006 до 1010 кг/м³ з подiбними

амплiтудами коливань.

Iнтерпретацiя результатiв
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1. Порiвняння стабiльностi:

Стабiлiзацiя густини навколо значення 1008 кг/м³ пiсля мiнiмiзацiї вказує

на досягнення системами рiвноважного стану. Всi три системи показують

подiбнi коливання, що свiдчить про те, що мiнiмiзацiя енергiї ефективно

вирiвняла внутрiшню густину систем.

2. Вплив мутацiй:

Незважаючи на вiдмiнностi у стабiльностi бiлкiв, вiдображенi у потенцiаль-

нiй енергiї, густина у всiх трьох системах показує схожу поведiнку пiсля

мiнiмiзацiї. Це може означати, що хоча мутацiї впливають на стабiльнiсть

бiлка, вони не мають значного впливу на загальну густину системи пiсля

досягнення рiвноважного стану.

3. Значущiсть коливань:

Коливання густини в межах вiд 1006 до 1010 кг/м³ є нормальними для

молекулярної динамiки i не вказують на аномалiї у поведiнцi систем. Це

пiдтверджує, що мiнiмiзацiя та подальша стабiлiзацiя систем були успiшни-

ми.

Графiк густини пiсля мiнiмiзацiї показує, що всi три системи — нор-

мальний бiлок BRCA1 та його мутованi варiанти R1443G i R1443K — дося-

гають стабiльного рiвноважного стану з густиною, що коливається навколо

значення 1008 кг/м³. Незважаючи на структурнi вiдмiнностi, викликанi му-

тацiями, поведiнка густини вказує на успiшну стабiлiзацiю систем пiсля по-

чаткового перiоду мiнiмiзацiї. Це важливо для пiдтвердження коректностi

умов симуляцiї та дозволяє продовжувати дослiдження динамiчних вла-

стивостей бiлкiв з упевненiстю в точностi отриманих результатiв.
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Рис. 2.8 Структури BRCA1 пiсля мiнiмiзацiї енергiї. Регулярний бiлок —
синiй, R1443G — жовтий, R1443K — помаранчевий

На рис. 2.8 видно, що структури не вирiвнюються одна вiдносно одної,

що може бути пояснене неоформленими дiлянками бiлка, якi випадковим

чином розташовуються у просторi та не можуть бути чiтко змодельованi.

Виходячи iз цього, ми не можемо порiвняти структурнi змiни вiзуально.

Пiсля завершення молекулярної динамiки для регулярного бiлка, ана-

лiз динамiчних властивостей бiлка вимагає усереднення по траєкторiї. Цей

процес включає використання згенерованих даних про положення атомiв у

кожному кроцi симуляцiї для визначення статистично значущих показни-

кiв. Програмний пакет GROMACS надає утилiту gmx covar, яка дозволяє

обчислювати та дiагоналiзувати масо-ваговану коварiацiйну матрицю, за-

сновану на всiх структурах, що були пiдiгнанi до структури у файлi стру-

ктури. В ходi коварiацiйного аналiзу, структура для усереднення визнача-

ється як початкова з t=-1. Це дозволяє отримати усереднену референтну

структуру, до якої приводять всi iншi структури, та яка використовується

для дальшої вiзуалiзацiї та аналiзу рухiв бiлка. Власнi вектори, отриманi
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пiсля дiагоналiзацiї, можуть бути аналiзованi за допомогою gmx anaeig, що

дозволяє виявити домiнуючi моди руху атомiв у бiлку. Застосування таких

методiв дає можливiсть детально розглянути коливання та динамiку бiлка,

що є критично важливим для розумiння його функцiональної активностi в

бiологiчних процесах.

(а) Загальний вигляд бiлку (б) Аргiнiн на позицiї 1443

Рис. 2.9 — Система BRCA1 пiсля проведення дослiдження молекулярної
динамiки

Як видно з рис. 2.9б, позицiя 1443 залишається вивернутою назовнi та

знаходиться найдалi вiд центру молекули. Це може свiдчити про її потен-

цiйну взаємодiю з ДНК або iншими молекулами, що сигналiзує, що мутацiї

на цiй позицiї можуть мати значущий вплив.
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Рис. 2.10 — Графiк Root Mean Square Fluctuation. Червоною точкою по-
значене значення на позицiї 1443.

На графiку 2.10 зображено середньоквадратичнi вiдхилення флуктуа-

цiй (RMSF) атомiв бiлка BRCA1 по всiй його довжинi. Графiк показує,

як змiнюється гнучкiсть рiзних амiнокислотних залишкiв у бiлку пiд час

симуляцiї молекулярної динамiки. Особливий iнтерес представляє позицiя

1443, яка показана червоною точкою на графiку.

1. Загальний вигляд графiка:

Графiк показує рiзнi рiвнi флуктуацiй по всiй довжинi бiлка. Деякi областi

демонструють високi флуктуацiї, що свiдчить про їхню бiльшу гнучкiсть,

тодi як iншi областi мають низькi флуктуацiї, що свiдчить про їхню ста-

бiльнiсть.

2. Позицiя 1443:

Значення RMSF для позицiї 1443 складає приблизно 2.7921 нм, що є одним

iз найвищих значень на графiку. Це вказує на те, що цей амiнокислотний

залишок має високу гнучкiсть порiвняно з iншими частинами бiлка.

Iнтерпретацiя результатiв

1. Гнучкiсть позицiї 1443:

Високе значення RMSF для позицiї 1443 свiдчить про значну гнучкiсть
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цього амiнокислотного залишку. Це може мати важливi наслiдки для стру-

ктурної стабiльностi та функцiональностi бiлка BRCA1.

2. Вплив мутацiй:

Оскiльки мутацiя на позицiї 1443 (наприклад, R1443G або R1443K) може

впливати на функцiональнiсть бiлка, висока гнучкiсть у цiй областi може

бути критичною для розумiння механiзмiв, за допомогою яких цi мутацiї

спричиняють функцiональнi змiни. Висока флуктуацiя може свiдчити про

те, що ця область є важливою для динамiчних взаємодiй бiлка, i мутацiї

тут можуть порушувати цi взаємодiї.

3. Порiвняння з iншими областями:

Порiвняння RMSF у позицiї 1443 з iншими областями бiлка показує, що ця

позицiя є однiєю з найбiльш гнучких. Це робить її ключовою для подаль-

шого дослiдження, зокрема, у контекстi виявлення структурних змiн, спри-

чинених мутацiями.
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Роздiл III. Обговорення та висновки

2.4 Вплив вiрусiв на еволюцiю гена BRCA1

У нашiй роботi було проведено детальне дослiдження впливу вiрусiв на

еволюцiю гена BRCA1, зокрема через позитивний селекцiйний тиск. Хоча

ми не довели iснування позитивної селекцiї на позицiї 1443, нашi результати

пiдтверджують наявнiсть мутацiй, що можуть бути пов’язанi з вiрусними

iнфекцiями.

Результати експериментальної частини свiдчать про те, що вiруси мо-

жуть вiдiгравати ключову роль у модифiкацiї генетичного матерiалу. Ви-

користання BLAST для аналiзу послiдовностей показало потенцiйнi сайти

iнтеграцiї вiрусних геномiв у локусi BRCA1. Це може призвести до змiн у

функцiонуваннi бiлка, що пiдвищує ризик розвитку раку.

Окрiм використання BLAST i молекулярної динамiки, є кiлька iнших

методiв, якi можуть бути застосованi для дослiдження впливу вiрусiв на

еволюцiю гена BRCA1: 1. Повне геномне секвенування уможливлює ви-

явлення вiрусних послiдовностей, iнтегрованих у геном хазяїна. Це дозво-

ляє iдентифiкувати точнi мiсця iнтеграцiї вiрусного ДНК та визначити, чи

впливають вони на функцiї сусiднiх генiв, включаючи BRCA1.

2. Вiруси можуть впливати на епiгенетичнi модифiкацiї, такi як метилюва-

ння ДНК, що змiнює експресiю генiв. Аналiз метиломного профiлю клiтин,

iнфiкованих вiрусами, дозволяє визначити, чи є змiни в метилюваннi в дi-

лянках, що контролюють експресiю BRCA1.

3. Клiтиннi та твариннi моделi — використання клiтинних лiнiй та генети-

чно модифiкованих тварин, iнфiкованих вiрусами, дозволяє дослiдити фун-

кцiональнi наслiдки вiрусної iнфекцiї на ген BRCA1. Це включає вивчення

змiн у стабiльностi бiлка, експресiї генiв i чутливостi до канцерогенiв.

4. Аналiз протеомного профiлю клiтин, iнфiкованих вiрусами, може вияви-
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ти змiни у взаємодiї бiлкiв, що беруть участь у репарацiї ДНК та iнших

клiтинних процесах, пов’язаних з BRCA1.

5. Структурна бiологiя, включаючи рентгенiвську кристалографiю та крi-

оелектронну мiкроскопiю, може використовуватися для дослiдження взає-

модiй мiж вiрусними бiлками i бiлком BRCA1. Це дозволить виявити, як

вiруснi бiлки змiнюють структуру та функцiї BRCA1.

Окрiм вiрусних iнфекцiй, на еволюцiю гена BRCA1 можуть впливати й

iншi фактори:

1. Екологiчнi фактори:

Радiацiя, хiмiчнi канцерогени та iншi екологiчнi стресори можуть спричи-

няти пошкодження ДНК, що, в свою чергу, може впливати на мутацiї у

генi BRCA1 i сприяти його еволюцiї.

2. Генетичний дрейф:

У малих популяцiях випадковi змiни у частотi алелiв можуть мати значний

вплив на еволюцiю гена BRCA1, незалежно вiд природного добору.

3. Потiк генiв:

Мiграцiя особин мiж популяцiями може призводити до перенесення мута-

цiй у генi BRCA1 з однiєї популяцiї до iншої, змiнюючи генетичний склад

популяцiй.

4. Селекцiя у вiдповiдь на захворювання:

Iнфекцiйнi захворювання та iншi патологiчнi стани можуть створювати се-

лекцiйний тиск на ген BRCA1, сприяючи розвитку адаптивних мутацiй.

2.5 Молекулярна динамiка

Молекулярна динамiка (МД) дозволила дослiдити вплив мутацiй R1443G

та R1443K на стабiльнiсть бiлка BRCA1. На графiку мiнiмiзацiї енергiй

(рис. 2.5) видно, що потенцiальна енергiя системи для мутованих бiлкiв

(R1443G та R1443K) є вищою, нiж для нормального бiлка. Це свiдчить про

те, що мутацiї призводять до меншої стабiльностi бiлка, оскiльки бiльш ви-
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сока енергiя вказує на бiльш нестабiльну структуру. Рiзниця у енергiях мiж

нормальним бiлком i мутованими становить приблизно 0.5 кДж/моль, що

є статистично значущою i пiдтверджує гiпотезу про зниження стабiльностi

бiлка через мутацiї.

Графiк тиску пiсля мiнiмiзацiї (рис. 2.6) показує коливання тиску в ме-

жах вiд -100 до +100 бар для всiх трьох систем. Незважаючи на вiдмiнностi

у стабiльностi бiлкiв, вiдображенi в потенцiальнiй енергiї, тиск у всiх трьох

системах показує схожу поведiнку пiсля мiнiмiзацiї. Це свiдчить про те,

що хоча мутацiї впливають на стабiльнiсть бiлка, вони не мають значного

впливу на загальний тиск у системi пiсля досягнення рiвноважного стану.

Графiк густини (рис. 2.7) демонструє, що всi три системи досягають ста-

бiльного рiвноважного стану з густиною, що коливається навколо значення

1008 кг/м³. Незважаючи на структурнi вiдмiнностi, викликанi мутацiями,

поведiнка густини вказує на успiшну стабiлiзацiю систем пiсля початкового

перiоду мiнiмiзацiї. Це важливо для пiдтвердження коректностi умов си-

муляцiї та дозволяє продовжувати дослiдження динамiчних властивостей

бiлкiв з упевненiстю в точностi отриманих результатiв.

На графiку RMSF (Root Mean Square Fluctuation) (рис. 2.10) видно, що

значення RMSF для позицiї 1443 складає приблизно 2.7921 нм, що є одним

iз найвищих значень на графiку. Це вказує на те, що цей амiнокислотний

залишок має високу гнучкiсть порiвняно з iншими частинами бiлка. Високе

значення RMSF для позицiї 1443 свiдчить про значну гнучкiсть цього амi-

нокислотного залишку, що може мати важливi наслiдки для структурної

стабiльностi та функцiональностi бiлка BRCA1.

2.6 Медичнi iмплiкацiї

Отриманi результати мають важливi медичнi наслiдки. Вони вказують

на необхiднiсть врахування вiрусних iнфекцiй як потенцiйного фактора ри-

зику при генетичному скринiнгу на мутацiї BRCA1. Розумiння механiзмiв,
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за допомогою яких вiруси впливають на еволюцiю генiв, може допомог-

ти у розробцi нових терапевтичних пiдходiв, спрямованих на запобiгання

розвитку раку.

Наприклад, вакцинацiя проти ВПЛ може знизити ризик розвитку раку

молочної залози у носiїв мутацiй BRCA1, оскiльки вона запобiгає iнтегра-

цiї вiрусного генетичного матерiалу в геном хазяїна. Також можливо, що

антивiруснi терапiї можуть бути ефективними у запобiганнi мутацiй, спри-

чинених вiрусами.

2.7 Популяцiйнi дослiдження

Можливiсть проведення популяцiйних дослiджень у цiй сферi є над-

звичайно перспективною. Моделювання поширення рiзних генотипiв гена

BRCA1 у популяцiях, знаючи селективний коефiцiєнт, може дати уявлення

про динамiку еволюцiї цього гена. Використання таких моделей дозволить

оцiнити вплив рiзних факторiв, включаючи вiруснi iнфекцiї, на поширення

мутацiй BRCA1.

Селективний коефiцiєнт, який визначає вiдносну виживанiсть рiзних

генотипiв, може бути використаний для прогнозування частоти мутацiй у

популяцiях. Цi данi можуть допомогти у розробцi стратегiй скринiнгу та

профiлактики раку, орiєнтованих на популяцiї з високим ризиком. Викли-

ки популяцiйних дослiджень:

1. Одним iз головних викликiв є зiбрання достатньої кiлькостi генетичних

даних з рiзних популяцiй. Це включає не лише геномне секвенування, але

й данi про здоров’я, екологiчнi умови та соцiально-економiчнi фактори.

2. Популяцiї можуть бути генетично неоднорiдними, що ускладнює аналiз

та iнтерпретацiю даних. Потрiбно враховувати такi фактори, як генети-

чний дрейф, ефекти засновника та мiграцiю.

3. Моделювання поширення генетичних варiацiй потребує використання

складних математичних моделей. Важливо правильно визначити параме-
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три моделей, такi як селективний коефiцiєнт, частота мутацiй, розмiр по-

пуляцiї та iншi.

4. Використання генетичних даних з рiзних популяцiй пiднiмає питання

конфiденцiйностi та згоди учасникiв дослiдження. Необхiдно забезпечити,

щоб дослiдження проводилися вiдповiдно до етичних норм та стандартiв.

Потенцiйна користь популяцiйних дослiджень

1. Популяцiйнi дослiдження допомагають зрозумiти, як гени, такi як BRCA1,

еволюцiонують пiд впливом рiзних факторiв. Це включає вивчення впливу

вiрусних iнфекцiй, екологiчних стресорiв та iнших селективних тискiв.

2. Дослiдження частот мутацiй у рiзних популяцiях дозволяє iдентифiкува-

ти групи з пiдвищеним ризиком розвитку генетичних захворювань, таких

як рак молочної залози та яєчникiв. Це сприяє розробцi цiльових програм

скринiнгу та профiлактики.

3. Розумiння механiзмiв, за допомогою яких вiруси та iншi фактори вплива-

ють на еволюцiю генiв, може призвести до розробки нових терапевтичних

пiдходiв. Це включає розробку вакцин, антивiрусних препаратiв та генети-

чної терапiї.

4. Iнформацiя, отримана з популяцiйних дослiджень, може бути викори-

стана для покращення полiтик громадського здоров’я. Це включає реко-

мендацiї щодо вакцинацiї, скринiнгу та iнших профiлактичних заходiв.

Майбутнi популяцiйнi дослiдження можуть зосередитися на iнтеграцiї

багатошарових даних, включаючи геномнi, епiгеномнi, протеомнi та мета-

боломнi профiлi. Це дозволить отримати бiльш повну картину того, як

рiзнi фактори впливають на еволюцiю генiв i розвиток захворювань. Вико-

ристання великих бiобанкiв та координацiя мiжнародних дослiджень може

значно розширити нашi знання про генетичнi варiацiї та їх вплив на здо-

ров’я людини.

Популяцiйнi дослiдження також можуть враховувати вплив соцiально-

економiчних факторiв, культурних практик та доступу до медичної до-
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помоги на поширення генетичних варiацiй. Це допоможе розробити бiльш

iнклюзивнi та ефективнi стратегiї профiлактики та лiкування захворювань

у рiзних популяцiях.

Висновки

BLAST показав можливi сайти iнтеграцiй вiрусного геному у хро-

мосому 17, що може свiдчити про складну взаємодiю вiрусних

геномiв iз людським.

У роботi за допомогою iнструменту BLAST було виявлено потенцiй-

нi мiсця iнтеграцiї вiрусних геномiв всерединi та навколо локусу BRCA1.

Отриманi данi свiдчать про те, що вiруснi взаємодiї можуть призводити

до значних модифiкацiй генетичного матерiалу, потенцiйно впливаючи на

функцiю бiлка BRCA1 та пiдвищуючи ризик розвитку раку. Аналiз вказує

на те, що вiруси можуть вiдiгравати вирiшальну роль в еволюцiї генiв, вно-

сячи мутацiї або застосовуючи еволюцiйний тиск, про що свiдчать виявленi

у роботi та поза нею сайти iнтеграцiї.

Мутацiї на позицiї 1443 знижують стабiльнiсть бiлку, пiдвищую-

чи потенцiальну енергiю

Для оцiнки впливу мутацiй у положеннi 1443 бiлка BRCA1 було прове-

дено моделювання молекулярної динамiки. Попереднi показують, що мута-

цiї R1443G i R1443K призводять до зниження стабiльностi бiлка порiвняно

з диким типом. Попереднє моделювання показує, що цi мутацiї призво-

дять до пiдвищення потенцiальної енергiї та зниження здатностi досягати

енергетично вигiдних конформацiй, що може негативно впливати на фун-

кцiю бiлка. У дослiдженнi зроблено висновок, що хоча мутацiї впливають

на стабiльнiсть бiлка, загальна щiльнiсть систем стабiлiзується аналогiчно,

що свiдчить про успiшну мiнiмiзацiю енергiї в усiх системах.
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У подальшому варто провести повноцiнне моделювання молекулярної

динамiки мутованих бiлкiв, а також бiлки у комплексi iз ДНК, аби оцiнити

експонованiсть амiнокислоти 1443 до ДНК.
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