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АНОТАЦІЯ 

Кириленко Л. О. - Дослідження синтетичних летальних взаємодій між 

генами системи репарації ДНК. – Випускна кваліфікаційна робота магістра за 

спеціальністю 091 Біологія ОП «Біоінформатика та структурна біологія». 

У роботі проведено дослідження синтетичних летальних взаємодій між 

генами системи  репарації ДНК та регулятором клітинного циклу CDKN1A. За 

результатами високопропускного CRISPR/Cas9 скринінгу було виявлено 6 

генів, що проявляють синтетичну летальність з  CDKN1A. Отримані 

результати було вадідовано в незалежній клітинній моделі HCT15 

(колоректальна аденокарцинома). Наступна частина аналізу була спрямована 

на пошук синтетичних летальних взаємодій між генами комплексу 

ремодуляції хроматину mSWI/SNF та CDKN1A. Було виявлені три найкращі 

кандидати, що демонструють синтетичну летальність з CDKN1A. Ці три 

кандидати будуть використані для подальшої валідації в тваринних моделях. 

Отримані результати можуть бути застосовані для розробки нових підходів 

таргетної терапії раку. 

Ключові слова: синтетична летальність, синтетична дозована летальність, 

репарація ДНК, p21, mSWI/SNF.  



 

 3 

ЗМІСТ 

 

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ  СКОРОЧЕНЬ .................................................................. 4 

ВСТУП ..................................................................................................................... 5 

РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД  ЛІТЕРАТУРИ ........................................................................ 7 

1.1. Розпізнавання пошкоджень ДНК ............................................................... 7 

1.1.1 Походження пошкодження ДНК ........................................................... 7 

1.1.2 Від пошкодження ДНК до репарації ДНК ........................................... 9 

1.1.3. Механізми репарації дволанцюгових розривів ................................. 11 

1.2. Синтетична летальність та синтетична дозована летальність ............... 14 

1.3. Зв’язок мутацій в генах репарації ДНК з розвитком онкологічних 

захворювань ....................................................................................................... 16 

РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ .............................................................. 23 

2.1. Клітинні  культури ..................................................................................... 23 

2.2. Вестерн-блот ............................................................................................... 24 

2.3. Комп’ютерний аналіз ................................................................................. 24 

2.4. Клоногенний аналіз .................................................................................... 24 

2.5. Кількісна ПЦР ............................................................................................ 25 

РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ ............... 26 

3.1 Пошук генів, що належать до родини репарації ДНК  та аналіз  їх  

експресії. ............................................................................................................ 26 

3.2. Генерація стабільних клітинних ліній, що експресують Cas9 ............... 28 

3.4 Інтерпретація синтетичних летальних взаємодій та їх валідація в 

додатковій клітинній моделі ............................................................................ 31 

3.5 Аналіз синтетичних летальних взаємодій між членами mSWI/SNF 

комплексу та CDKN1A. .................................................................................... 33 

ВИСНОВКИ .......................................................................................................... 37 

СПИСОК ВИКОРИСТАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ ...................................................... 38 

 

  



 

 4 

ПЕРЕЛІК УМОВНИХ  СКОРОЧЕНЬ 

 

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота; 

УФ – ультрафіолетове випромінювання; 

АФК – активні форми кисню; 

MMR – Mismatch Repair; 

BER – Base Excision Repair; 

NER – Nucleotide Excision Repair; 

ATM - Ataxia telangiectasia mutated; 

ATR - Ataxia telangiectasia Rad3 related; 

CHK – Checkpoint Kinase; 

НАД – Нікотинамідаденіндинуклеотид; 

ДНК-ПК – ДНК-залежна протеїнкіназа; 

CDKN1A - Cyclin dependent kinase inhibitor 1A; 

оцДНК  - одноланцюгова ДНК; 

SWI/SNF - SWItch/Sucrose Non-Fermentable. 
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ВСТУП 

 

Рак – це діагноз, який змінює життя. Людство вже витратило мільярди 

доларів на пошуки нових способів і вдосконалення існуючих способів 

боротьби з раком, але проблема досі залишається невирішеною. Найбільш 

розповсюджені методи лікування онкологічних захворювань вимагають 

використання високих доз радіації або токсичних хімічних речовин, які 

завдають значної шкоди нормальній тканині. Щоб вирішити цю проблему, 

вчені нещодавно звернулися до фундаментальної біологічної концепції, 

відомої як синтетична летальність, яка використовує взаємодії між парами 

генів. Синтетична летальність -  це генетична комбінація мутацій у двох генах, 

що призводить до загибелі клітини, тоді як мутація в будь-якому з генів 

поодинці - ні. Отже, якщо один ген є специфічним для ракових клітин, то він 

забезпечує пухлинний контекст, у якому другий ген стає вразливою мішенню. 

Наші клітини піддаються впливу безлічі екологічних та метаболічних 

стресових факторів, які викликають мутації та порушують цілісність нашого 

геному, що призводить до помилок у ДНК. На щастя, пошкоджені клітини 

можуть використовувати різноманітні механізми для полегшення відновлення 

як одноланцюгових, так і дволанцюгових розривів. Пошкодження ДНК 

необхідно спочатку розпізнати, перш ніж його можна буде виправити, і ця 

робота призначається генам репарації пошкоджень ДНК. 

Комплекс ремоделювання хроматину mSWI/SNF (також відомий як BAF 

комплекс) бере участь у кількох біологічних функціях, включаючи 

диференціацію, проліферацію та репарацію ДНК. Втрата субодиниць 

SWI/SNF була показана в різних типах ракових клітин і значна кількість 

експериментальних даних свідчить про те, що цей комплекс працює як 

пухлинний супресор. Згідно з дослідженнями секвенування геному раку, 

мутації в генах, що кодують субодиниці комплексів ремоделювання 

хроматину mSWI/SNF, були виявлені приблизно в 25% усіх злоякісних 

новоутворень.  
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Відсутність нормальної регуляції клітинного циклу ссавців є одним з 

основних двигунів, що сприяє клітинній трансформації. У відповідь на 

різноманітні подразники інгібітор циклінзалежної кінази 1A (CDKN1A) 

викликає зупинку клітинного циклу. Некориговані ураження ДНК активують 

ген-супресор пухлини p53, який може блокувати циклінзалежні кінази CDK2 

і CDK4, індукуючи експресію p21, що призводить до зупинки клітинного 

циклу в стадії G1 і запобіганню потенційної реплікації ДНК. Внаслідок його 

регуляторної ролі клітинного циклу та впливу на контроль росту CDKN1A 

розглядався переважно як пригнічувач пухлини з мутацією втрати функції 

(LOF), ідентифікованою при різних злоякісних пухлинах. 

Метою цього дослідження є знайти такі синтетичні летальні взаємодії 

між генами CDKN1A і членами BAF комплексу, щоб при «вимкненні» обох 

генів це призводило до загибелі ракових клітин, але коли «вимкнено» тільки 

один ген, клітина залишалась здоровою і життєздатною. Ця робота є  

актуальною, адже виявлення синтетичних летальних взаємодій між членами 

BAF комплексу і CDKN1A забезпечить появу  нових стратегій, які можна буде 

використовувати для лікування раку. 

Відповідно до мети були поставлені наступні завдання до виконання 

магістерської кваліфікаційної дипломної роботи:  

• Провести пошук та аналіз генів учасників репарації з 

використанням різноманітних шляхів відновлення пошкодження ДНК. 

• Встановити рівень експресії кожного цільових генів у клітинних 

лініях. 

• Створити Cas9-експресуючі HCT15 та HeLa клітинні лінії для 

застосування системи CRISPR/Cas9. 

• З використанням високопропускного CRISPR/Cas9 скринінгу 

встановити гени пов’язані з репарацією ДНК. 

• Валідувати результати високопропускного CRISPR/Cas9 

скринінгу на незалежній клітинній моделі. 

• Провести аналіз синтетичних летальних взаємодій.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД  ЛІТЕРАТУРИ 

 

 

1.1. Розпізнавання пошкоджень ДНК 

 

Генетичний матеріал всередині наших клітин постійно піддається 

різним пошкодженням. Підраховано, що ДНК в клітинах людини може 

зазнавати до сотень тисяч уражень на день [1], які, якщо їх не виправити 

належним чином, можуть сприяти геномній нестабільності, одній із основних 

ознак раку [2]. 

1.1.1 Походження пошкодження ДНК 

Пошкодження ДНК може виникнути як наслідок зовнішнього 

(екзогенного походження) або внутрішнього (ендогенного походження) 

клітинного стресу або нормальних клітинних процесів. Екзогенні джерела 

пошкодження ДНК включають фізичні та хімічні агенти. До фізичних агентів 

відносять ультрафіолетове (УФ) випромінювання та іонізуюче 

випромінювання, які можуть викликати різноманітні ураження ДНК. УФ-

випромінювання може призвести до утворення димерів циклобутану 

піримідину і фотопродуктів піримідин 6-4 піримідону, які змінюють 

конформацію спіралі ДНК. УФ-промені також можуть викликати утворення 

активних форм кисню (АФК) всередині клітин. Ураження, викликані УФ-

променями, можуть розвиватися в одноланцюгові і дволанцюгові розриви [3]. 

Іонізуюче випромінювання, таке як вплив рентгенівських променів, здатне 

створювати одно- та дволанцюгові розриви, а також генерувати АФК [4]. 

Хімічні агенти включають канцерогенні та мутагенні молекули. Хімічні 

частинки, отримані від куріння тютюну можуть призвести до утворення 

аддуктів [5] і окисного пошкодження, що пов’язують із підвищеною 

ймовірністю розвитку різноманітних видів раку, зокрема, але не обмежуючись 

[6-7] тих, які пов’язані з дихальною системою, яскравим прикладом є рак 
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легенів [8]. Важливо, що багато протипухлинних препаратів підпадають під 

цю категорію і функціонують на основі швидкої проліферації та низької 

здатності до відновлення ракових клітин. Деякі з цих сполук є зшиваючими 

агентами, такими як сполуки азотистого іприту, хіміотерапевтичні засоби на 

основі платини та мітоміцин С, які можуть індукувати внутрішньо- або 

міжланцюгові ковалентні зв’язки між основами ДНК [9]. Натомість інші 

молекули викликають алкілування ДНК, як, наприклад, темозоломід або  

метансульфонат [10 - 11], або індукують пошкодження ДНК через інгібування 

топоізомерази, як це є механізмом дії етопозиду і камптотецину [12 - 13]. 

Пошкодження ДНК також може виникнути на основі ендогенного 

стресу, що виникає внаслідок нормального метаболізму в клітинах. Помилки, 

що виникають під час реплікації ДНК, що є важливим кроком на шляху до 

поділу клітини, можуть бути відповідальними за утворення невідповідності 

основ і зміщення в послідовності ДНК, зупинку реплікації та/або утворення 

дволанцюгових розривів. Інші ендогенні процеси, які можуть призвести до 

ураження ДНК, включають гідроліз, окислення, алкілування, індукцію 

дволанцюгових розривів для рекомбінації під час мейозу або рекомбінації 

V(D)J для виробництва імуноглобуліну, а також вплив АФК [14]. 

Різні пошкодження ДНК відновлюються за допомогою різних 

механізмів. Репарація помилково спарених нуклеотидів (Mismatch Repair, 

MMR) активується, щоб відновити неправильні основи та встановити 

правильну послідовність; ексцизійна репарація основ (Base Excision Repair, 

BER) використовується для корекції хімічних змін основ ДНК, таких як АР-

сайти (AP site або abasic sites), ураження 8-oxo-G (гуанін) або одноланцюгові 

розриви, що походять з ендогенних джерел, таких як АФК, або екзогенних, 

таких як як алкілуючі агенти; і ексцизійна репарація нуклеотидів (Nucleotide-

Excision Repair, NER) може коригувати піримідинові димери або 

внутрішньоланцюгові поперечні зшивки, що виникають внаслідок агресивних 

факторів, таких як вплив ультрафіолетового світла. Відновлення 

дволанцюгових розривів відбувається шляхом гомологічної рекомбінації або 
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негомологічного з’єднання кінців. Описані шляхи дуже важливі для підтримки 

цілісності геному, а дефіцит генів або білків, які в них задіяні, може призвести 

до розвитку патологій, часто пов’язаних із підвищеною чутливістю до 

пошкодження ДНК. 

1.1.2 Від пошкодження ДНК до репарації ДНК 

Щоб захистити себе від руйнівних наслідків некоригованих уражень 

ДНК, клітини задіють складний сигнальний каскад  відповіді на пошкодження 

ДНК, що складається з датчиків пошкодження ДНК, перетворювачів сигналів 

та ефекторів [15]. Серед ключових компонентів у відповіді на пошкодження 

ДНК є ATM (Ataxia telangiectasia mutated) і ATR (Ataxia telangiectasia Rad3 

related), дві кінази, які  активують ряд білків, щоб уповільнити прогресування 

клітинного циклу на різних контрольних точках або, якщо необхідно, 

тимчасово зупинити його, щоб дати клітині додатковий час, щоб її механізми 

відновлення ДНК могли виправити пошкодження та запобігти посиленню 

помилок або загибелі клітини. Одночасно ці кінази та їх мішені, такі як CHK1 

(Checkpoint Kinase 1) і CHK2 (Checkpoint Kinase 2), беруть участь в активації 

та залученні інших білків, залучених до відновлення пошкодження ДНК. 

Зазвичай вважається, що ATR активується для відновлення одноланцюгових 

розривів і налагодження зупинених вилок реплікації, а ATM активується для 

дволанцюгових розривів. 

Іншим білком, який бере участь у залученні факторів репарації до місць 

пошкодження ДНК, є PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase). PARP-1 є 

основним членом сімейства білків PARP, доповнений іншими 17 білками. 

Хоча білки PARP були пов’язані з широким спектром клітинних функцій, 

лише PARP-1, PARP-2 і PARP-3 мають функцію у відповіді на пошкодження 

ДНК. Ці білки PARP синтезують PAR (polymers of ADP-ribose) з 

використанням НАД+ як субстрату, який служить як каркас для полегшення 

рекрутингу білків, і для передачі сигналів. PARP-1 може бути виявлений в 

місцях пошкодження протягом мілісекунд і бере участь у залученні комплексу 
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MRN (MRE11/RAD52/NSB1) [16 - 17], який потім сприяє активації ATR, ATM 

і ДНК-ПК. Протягом кількох хвилин ці три кінази фосфорилюють білки, 

необхідні для передачі сигналів і відновлення пошкоджень ДНК. Однією з 

найважливіших модифікацій, здійснених на цьому етапі, є фосфорилювання 

варіанту гістону H2AX за серином 139, який називають γH2AX [18]. Це 

фосфорилювання H2AX поширюється навколо дволанцюгового розриву в 

процесі, опосередкованому ATM і MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint) 

[15], і інгібується фосфорилюванням Tyr145 H2AX кіназою WSTF[19]. MDC1 

не може зв’язати γH2AX через свій фосфор-Ser139, поки залишок Tyr142 не 

буде дефосфорилований після пошкодження ДНК [20]. Це поширення γH2AX 

важливо для підтримки таких факторів, як NBS1, 53BP1 і BRCA1 у 

дволанцюцових розривах [21]. 

Фосфорилювання MDC1 за допомогою ATM також призводить до його 

асоціації з убіквітин-лігазою RNF8 [22 - 24] і, як наслідок, активує каскад 

убіквітинування, де ланцюги убіквітинування зв’язуються RNF168, убіквітин-

лігазою E3 [25]. RNF8 і RNF168 посилюють каскад і разом з іншими 

факторами сприяють залученню 53BP1 і BRCA1 до місць пошкодження [26]. 

Деметилювання MDC1 також впливає на залучення факторів репарації, таких 

як RNF8 і комплекс RAP80-BRCA1 [27]. Цікаво, що хоча BRCA1 традиційно 

пов’язується з посиленою резекцією та безпомилковою репарацією 

дволанцюгових пошкоджень за допомогою гомологічної рекомбінації, якщо 

його активність не контролюється взаємодіючим білком RAP80, це може 

призвести до гіперрекомбінації та важливих хромосомних аномалій [28]. 

53BP1 і BRCA1 мають вирішальне значення в регуляції резекції розриву кінців 

та виборі шляху відновлення пошкодження ДНК [29 - 32]. 

Активація реакції на пошкодження ДНК, включаючи ATM і ATR, також 

впливає на прогресування клітинного циклу. Активація кількох кіназ, які 

беруть участь у репарації ДНК, призводить до фосфорилювання, стабілізації 

та активації важливого пухлинного супресора p53 [27]. Цей фактор 

транскрипції може інгібувати циклінзалежні кінази CDK2 і CDK4 через 
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індуковану експресію p21, що призводить до зупинки клітинного циклу G1 

[34] та запобігання потенційній реплікації пошкодженої ДНК. Аналогічно, 

ATM і ATR можуть через каскад фосфорилювання, що включає CHK1 і CHK2, 

індукувати фосфорилювання та протеасомну деградацію CDC25A. Втрата цієї 

фосфатази також призводить до пригнічення CDK2 і CDK4 інгібування 

переходу G1/S [35]. Ці затримки в прогресуванні клітинного циклу дають 

клітинам додатковий час для відновлення пошкодженої ДНК перед тим, як 

перейти до реплікації. У разі пошкодження під час стадії реплікації, ATM і 

ATR залежні шляхи можуть бути аналогічним чином активовані, щоб 

зупинити цикл у фазі S. Зрештою, клітинний цикл можна зупинити на G2/M, 

щоб запобігти входженню в мітоз, якщо виявлено пошкодження. У цьому 

випадку активація ATM, ATR і CHK1/2 призводить до накопичення WEE1 

(Wee1-like protein), кінази, яка конкурує з CDC25A і інгібує CDK1, щоб 

зупинити прогресування клітинного циклу [36]. Прогресування клітинного 

циклу точно контролюється балансом активності кінази та фосфатази, і його 

контроль є важливим для підтримки цілісності геному. Однак, якщо 

пошкодження ДНК не відновлюються належним чином, клітини можуть вийти 

за межі зупинки клітинного циклу до апоптозу або старіння, щоб уникнути 

проліферації клітин, які несуть пошкодження, що може призвести до 

утворення пухлини. Отже, зміни в TP53, гені, який кодує пухлинний супресор 

p53, є одними з найпоширеніших мутацій, виявлених у пухлинах людини, 

часто пов’язаних із гіршим прогнозом [37 - 38]. 

1.1.3. Механізми репарації дволанцюгових розривів 

З різних типів уражень ДНК, дволанцюгові розриви є особливо 

небезпечними для клітин, оскільки вони впливають на обидві нитки ДНК і, 

отже, можуть призвести до важливої втрати генетичної інформації. 

Недостатня репарація дволанцюгових розривів може призвести не тільки до 

мутацій, але й до хромосомних транслокацій або утворення токсичних 

продуктів [39]. Враховуючи важливість правильного поводження з цими 
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ураженнями, клітини мають кілька механізмів, які можна активувати для 

запобігання цих шкідливим ефектам. Використання того чи іншого шляху для 

відновлення пошкодження буде залежати від кількох факторів, включаючи 

фазу клітинного циклу, регуляцію резекції та наявність інших механізмів [31]. 

Двома основними механізмами, які стосуються відновлення 

дволанцюгових розривів, є негомологічне з’єднання кінців (Non-homologous 

end joining, NHEJ) і гомологічна рекомбінація (Homologous recombination, 

HR). Ці шляхи відрізняються як за основним механізмом, так і за часом у 

клітинному циклі, і за потенційним генетичним результатом. Одним із 

способів, за допомогою яких клітини обирають, яким шляхом продовжити, є 

регуляція резекції кінців ДНК. Коли дволанцюгове пошкодження ДНК 

виявлено, один з ланцюгів на кожній стороні розриву може бути 

перетравлений для створення одноланцюгової ДНК. Довжина цього травлення 

буде мати велике значення для вибору шляху відновлення, оскільки різні 

шляхи мають різні вимоги до резекції. У той час як білки, такі як 53BP1, RIF1, 

DYNLL1 і REV7, негативно регулюють резекцію [40 - 42], таким чином 

сприяючи репарації через NHEJ, інші, такі як BRCA1 і CtIP, сприяють 

обширній резекції та репарації шляхом гомологічної рекомбінації [43 - 45]. 

Негомологічне з’єднання кінців вважається мутагенним механізмом, 

схильним до помилок, активним протягом різних фаз клітинного циклу, 

особливо в G1, який не потребує великої резекції чи гомології послідовності 

[46 - 47]. Протягом кількох секунд після утворення розриву гетеродимерний 

комплекс Ku, утворений Ku70 і Ku80, розпізнає і стабілізує сайт 

дволанцюгового розриву, захищаючи його від деградації або зв’язування з 

іншими ділянками ДНК, і служить каркасом для інших білків репарації [48]. 

Ku безпосередньо рекрутує ДНК-залежну каталітичну субодиницю 

протеїнкінази до кінців ДНК, яка самоактивується шляхом 

аутофосфорилювання, утворюючи разом з гетеродимером Ku комплекс ДНК-

ПК (ДНК-залежна протеїнкіназа). ДНК-ПK може потім фосфорилювати кілька 

інших білків, щоб залучити та активувати їх для продовження вирівнювання 
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та відновлення пошкоджених кінців. DCLRE1C (DNA cross-link repair 1C), 

нуклеаза з екзо- та ендоактивністю, може деградувати обмежену кількість 

нуклеотидів на кінці розриву, щоб зробити їх сумісними [49], а полімерази λ і 

μ, які можуть взаємодіяти з комплексом ДНК-ПК за допомогою їхні доменів 

BRCT можуть ресинтезувати певні нуклеотиди [50]. ДНК-ПK рекрутує 

лігазний комплекс, утворений XLF (XRCC4-подібний фактор), XRCC4 (X-ray 

Repair Cross-Complementing protein 4) і LIG4 (ДНК лігаза IV) [51], який 

відповідає за остаточне лігування кінців дволанцюгового розриву [52]. Таким 

чином, активуючи процес негомологічного з’єднання  кінців, дволанцюговий 

розрив отримує пряму релігацію з потенційними змінами генетичної 

інформації. Також через неправильне з’єднання кількох одночасних розривів 

NHEJ може призвести до хромосомних транслокацій та перебудов [53]. 

Важливо, що NHEJ також відіграє фундаментальну роль в імунітеті та 

генерації різноманітності антитіл через свою участь у рекомбінації V(D)J, і 

недоліки цього механізму можуть призвести до таких патологій, як тяжкий 

комбінований імунодефіцит (SCID) [54]. 

З іншого боку, гомологічна рекомбінація вважається безпомилковим 

шляхом відновлення, враховуючи, що вона використовує неушкоджену 

сестринську хроматиду як шаблон для відновлення пошкодження, отже, точно 

відтворює генетичну інформацію в ній. Однак через цю вимогу до шаблону 

гомологічна рекомбінація обмежується фазами S/G2 клітинного циклу після 

того, як геном був реплікований. Маючи більш складний механізм, ніж 

негомологічне з’єднання кінців, гомологічна рекомбінація  вимагає обширної 

кінцевої резекції навколо місця розриву та значно більше часу для завершення. 

Після утворення дволанцюгового розриву, комплекс MRN, утворений 

MRE11, NBS1 і RAD50 зв’язує сайт розриву [55], що призводить до залучення 

ATM. MRE11 разом з CtIP (CtBP-Interacting Protein) створює початковий нік, 

який дозволяє нуклеазам EXO1 і ДНК2 генерувати довгий 3’-кінцевий хвіст 

одноланцюгової ДНК через 5’–3’ резекції [50]. З цими нуклеазами 

співпрацюють гелікази BLM і DNA2, які розкручують ДНК, забезпечуючи 
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стабілізацію отриманої одноланцюгової ДНК [57]. На швидкість цієї обробки 

впливають пухлинний супресор BRCA1 та його взаємодія з CtIP, важливою 

для прискорення резекції [58]. Важливо, що суттєве залучення CtIP до місць 

пошкодження регулюється ATM, ATR та похідними фазовими подіями 

фосфорилювання, отже, обмежуючи розширену резекцію S/G2 [59 - 61]. 

BRCA1 також бере участь у залученні PALB2 (партнер і локалізатор 

BRCA2), який потім залучає BRCA2 до місця пошкодження. Ці три білки 

сприятимуть залученню рекомбінази RAD51, витісненню RPA з ДНК та 

утворенню нуклеофіламенту RAD51-олДНК [62 - 63]. Ця структура відповідає 

за пошук гомології через інтактну сестринську хроматиду, щоб знайти 

відповідний шаблон для відновлення. PALB2 і BRCA2 сприяють як утворенню 

задньої петлі зміщення (D-петля), так і інвазії нуклеофіламентного ланцюга 

[58]. Інший набір білків, званий паралогами RAD51, співпрацює в цьому 

процесі і, як вважають, стабілізує нуклеофіламент RAD51-олДНК [59]. 

Нарешті, полімерази синтезують ДНК за матрицею сестринської хроматиди, і 

отримані вторинні структури можуть бути розділені за допомогою різних 

механізмів, які визначають, чи містить кінцевий продукт кросовер ДНК. 

 

 

1.2. Синтетична летальність та синтетична дозована летальність 

 

Серед  найпоширеніших методів терапії раку провідне місце займають 

використання високих доз радіації або токсичних хімічних речовин,  які крім 

безпосередньої дії  на ракові клітини також завдають значної шкоди 

нормальним тканинам. Щоб подолати це, дослідники нещодавно вдалися до 

базової біологічної концепції під назвою «синтетична летальність», яка 

використовує взаємодії між парами генів. Ідентифікація синтетичних  

летальних взаємодій становить значний терапевтичний інтерес, оскільки якщо 

конкретний ген є синтетично летальним з пухлинною мутацією, то 

націлювання на цей ген має терапевтичні переваги. Відображення цих 
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взаємодій у контексті ракових клітин людини може стати ключем до 

ефективного, цілеспрямованого лікування раку. 

Прагнучи сприяти розробці протипухлинних препаратів, спрямованих 

на конкретні молекули, багато дослідників звернулися до використання 

взаємодій між парами генів, які можуть виявити їх фенотипові відносини.  

Оскільки більшість фенотипових ознак раку спричинені генетичними змінами, 

такими як посилення функції (ампліфікація або надмірна активація 

протоонкогенів) та/або втрата функції (делеція або епігенетичне приглушення 

пухлинних супресорів), негативні генетичні взаємодії, які призводять до 

дефекту придатності, можна використовувати для цілеспрямованої терапії 

двома підходами, які називаються «синтетичною летальністю» і 

«синтетичною дозовою летальністю». Вважається, що два гени викликають 

синтетичну летальність, якщо інактивація мутацій в одному з генів робить 

клітину життєздатною, але разом вони викликають смерть. Навпаки, кажуть, 

що два гени виявляють синтетичну дозовану летальність, коли надмірна 

активація гена смертельна лише тоді, коли присутня інша, нелетальна мутація. 

Не зважаючи на те що підхід синтетичної летальності є 

багатообіцяючим в теорії, основною перешкодою в цій області  є недостатньо 

ефективні інструменти РНК-інтерференції, які переважно використовуються 

для  ідентифікації синтетичних летальних взаємодій, такі як короткі РНК, що 

утворюють шпильки (short hairpin RNAs, shRNA) та малі інтерферуючі РНК 

(small interfering RNAs, siRNA). Обидва методи  націлені на транскрипти 

мРНК  і  тому ефект нокдауну не завжди  послідовний і точний, що є 

ключовими характеристиками для точної ідентифікації синтетичних 

летальних взаємодій. Крім цього, ці стратегії часто залежать від 

великомасштабних скринінгових аналізів, які  зіштовхуються з високим 

рівнем помилково позитивних результатів.  Проте, розробки в сфері 

редагування геному за допомогою CRISPR/Cas9 відродили інтерес до 

виявлення терапевтичних синтетичних летальних взаємодій. Короткі 

паліндромні повтори, регулярно розташовані групами (Clustered regularly 
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interspersed short palindromic sequences, CRISPR) можуть редагувати геном так 

що певні гени можуть бути активовані або репресовані під керуванням 

направляючої РНК (guide RNA, gRNA).  

На жаль, ці широкомасштабні скринінгові аналізи часто стикаються з 

високими показниками хибнопозитивних результатів з обмеженою 

валідацією. На противагу об’єднаним скринінгам, індивідуальний аналіз генів 

є надійним методом, хоча нереальним для великих груп генів. Таким чином, 

хоча об’єднаний формат є найефективнішою системою для ідентифікації 

синтетичних летальних взаємодій, він все ще не настільки чутливий, як аналіз 

геному індивідуально ген за геном. Проте, високоточна CRISPR/Cas9 система, 

хоча й є чутливою, не є економічно вигідною та її неефективно 

використовувати для скринінгу всього геному. Щоб подолати цю проблему, 

було обрано скористатися невеликою підгрупою функціонально пов’язаних 

генів, де терапевтичне застосування синтетичних летальних взаємодій є 

успішним, тобто генів, які беруть участь у реакції на пошкодження ДНК. 

 

 

1.3. Зв’язок мутацій в генах репарації ДНК з розвитком 

онкологічних захворювань 

 

На центральну роль процесу відновлення пошкоджень в ДНК у 

фізіології людини вказує широкий спектр дефектів, що притаманний 

фенотипам, які несуть мутації в генах репарації ДНК. Такі порушення в першу 

чергу впливають на гомеостаз нервової, імунної та репродуктивної систем, а 

також можуть призвести до передчасного старіння або схильності до раку [66]. 

Існує зв’язок між онкологічними патологіями та дефектами в генах репарації 

ДНК. 

Рак – це еволюційна хвороба, що розвивається через нестабільність 

геному [67]. Більшість типів раку демонструють хромосомну нестабільність, 

яка характеризується змінами числа хромосом та/або структури. Інші форми 
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геномної нестабільності включають накопичення мутацій основ ДНК і 

мікросателітну нестабільність, що призводить до скорочення або розширення 

кількості повторюваних мікросателітних послідовностей [67]. 

Підтримка геномної цілісності за допомогою репарації ДНК має 

вирішальне значення для запобігання розвитку пухлин, на що вказує схильний 

до раку фенотип кількох синдромів, спричинених порушеннями в репарації 

ДНК. Спадковий неполіпозний колоректальний рак (HNPCC), також відомий 

як синдром Лінча, спричинений гетерозиготними мутаціями генів MMR, таких 

як MLH1, MSH2, MSH6, і в меншій кількості випадків PMS2 [68]. HNPCC 

асоціюється з мікроосателітною нестібільністю, що схиляє насамперед до 

розвитку колоректального раку, з додатковими можливими карциномами 

ендометрію, яєчників, шлунку та нирок. 

Механізм, за допомогою якого дефіцит факторів MMR впливає на 

клітини кишечника, не встановлений. Натомість, як відомо, дефіцит факторів 

NER при синдромі пігметної ксеродерми значно підвищує ризик раку шкіри 

та меланоми через дефекти відновлення УФ-уражень у клітинах шкіри після 

впливу сонця [1]. 

Спадковий рак молочної залози становить приблизно 5-10% випадків 

раку молочної залози [69]. Найбільш поширені мутації, що призводять до 

спадкового раку грудей і яєчників, впливають на гени BRCA1 і BRCA2. 

Гетерозиготні особи, які несуть мутації генів BRCA1 або BRCA2, мають 40–

80% ризик розвитку раку молочної залози [69]. Пацієнти з мутаціями BRCA2 

мають підвищену захворюваність на рак грудей, підшлункової залози та рак 

простати серед чоловіків [70]. Пухлини з мутаціями BRCA1 або BRCA2 

значною мірою асоціюються з низьким рівнем 53BP1. Ймовірно, це пов’язано 

з частковим відновленням гомологічної рекомбінації у мутантних пухлинах 

BRCA1. Нещодавно мутації в трьох додаткових генах гомологічної 

рекомбінації, BACH1, PALB2 і RAD51C, були виявлені приблизно у 3% ʼ 

хворих на рак молочної залози і були асоційовані з 2-кратним збільшенням 

ризику розвитку раку молочної залози [71]. Мутації CHK2, ATM, NBS1 і 
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RAD50 також асоціюються з подвоєним ризиком раку молочної залози, що 

вказує на важливість гомологічної рекомбінації для запобігання утворенню 

раку молочної залози [72]. 

Експерименти на мишах показали, що у мишей з дефектом механізму 

репарації шляхом негомологічного з’єднання кінців за відсутності p53 

розвиваються В-клітинні лімфоми, що містять транслокації між локусом Ig і 

c-Myc, які залежать від розривів, створених RAG1/RAG2 під час рекомбінації 

V(D)J [73]. Крім того було показано, що дефіцит ATM призводить до стійких 

розривів, які можуть приєднуватись до інших дволанцюгових розривів для 

створення транслокацій та стимулювання розвитку пухлин [73]. 

Широкий спектр злоякісних новоутворень проявляється синдромом 

Блума та синдромом Лі-Фраумена. Високий рівень хромосовних 

нестабільностей в клітинах пацієнтів з синдромом Блума внаслідок 

гіперрекомбінації може призвести до розвитку лімфом, лейкозів та карцином 

[74]. Синдром Лі-Фраумена, який в першу чергу спричинений мутаціями 

зародкової лінії TP53, схиляє носіїв до раку молочної залози, пухлин 

головного мозку, лейкемії, саркоми, меланоми та раку шлунково-кишкового 

тракту [75]. 

Таким чином, координація процесів відновлення ДНК відіграє 

вирішальну роль у забезпеченні належного розвитку та виживання організмів. 

Вони відповідають за запобігання численним захворюванням і станам людини, 

включаючи рак і старіння. 

 

 

1.4. Дуальна роль CDKN1A та білка p21 в клітинній диференціації, 

міграції та терапії раку 

 

Cyclin dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A) функціонує як регулятор 

клітинного циклу з провідною роллю у відповіді ДНК на пошкодження. p21, 

що кодується геном CDKN1A, є одним з ключових інгібіторів циклінзалежної 
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кінази (Cdk) [76], головного регулятора клітинного циклу, що забезпечує 

стабільність гену та часто дерегулюється в [77]. Через відсутність визначеної 

третинної структури р21 здатний взаємодіяти з низкою білків, які беруть 

участь у багатьох ключових біологічних процесах [78]. 

Як важливий ефектор різноманітних внутрішньо- та позаклітинних 

сигналів стресу, p21 регулюється безліччю транскрипційних факторів  [79], 

окремих посттранскрипційних регуляторів, таких як мікроРНК і РНК-

зв'язуючі білки [80], а також різними посттрансляційними модифікаціями. 

Короткоживучий білок p21 деградується різними убіквітин-залежними та 

незалежними шляхами [81]. Оборотне фосфорилювання білка різними 

кіназами служить додатковим посттрансляційним механізмом, що контролює 

функцію p21, локалізацію, партнерів зв’язування, стабільність та деградацію 

[82]. 

Зокрема, фосфорилювання в різних ділянках різними кіназами може 

спричинити цитоплазматичну транслокацію p21, що сильно впливає на його 

функціональність та терапевтичну відповідь на хіміотерапевтичні втручання 

[83]. Важливо, що p21 діє не лише як пухлинний супресор, а й як онкоген, що 

в свою чергу залежить від клітинного контексту.  

p21 часто дерегулюється в ракових клітинах. Мутації в гені p21 

зустрічаються при онкологіях сечового міхура [84]. Гіперметилювання та 

приглушення p21 спостерігали в недрібноклітинних раку легенів і простати 

[85], раку молочної залози високого ступеня тяжкості та гострого 

лімфобластного лейкозу, пов’язаного з поганим прогнозом [86]. Епігенетичне 

приглушення за допомогою довгих некодуючих РНК трапляється часто і 

нещодавно було виявлено при холангіокарциномі [87]. Крім того, 

повідомляється, що різноманітні однонуклеотидні поліморфізми p21 

впливають на ризик розвитку раку, включаючи рак стравоходу, 

колоректальний та з естроген-залежний рак, асоційнований з більш високим 

ризиком вторинних первинних злоякісних новоутворень при карциномі 

голови та шиї [88]. 
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Експресія p21 часто знижується в ракових клітинах через втрату 

функціонального p53 або гіперактивних онкогенів, таких як c-Myc: мутації p53 

були виявлені у більш ніж 50% злоякісних пухлин людини [89]. p53 та c-Myc 

призводять до зниження регуляції р21, що впливає на його пригнічуючу 

пухлину активність і пов’язано з поганим прогнозом у пацієнтів з 

колоректальним раком, недрібноклітинною карциномою легенів, раком 

молочної залози, шлунка та яєчників [85], а також раком підшлункової залози 

[90]. Відповідно до цих спостережень, (над)експресія p21 корелювала зі 

сприятливим прогнозом при карциномі мигдалин, раку шлунку, 

аденокарциномі шийки матки, раку підшлункової залози, а також при 

карциномі гортані та ротової порожнини [85]. 

Відповідно до антагоністичної дуальності p21 [51], його надмірна 

експресія, що призводить до його онкогенної активності, виявляється при 

різних видах раку людини, включаючи рак молочної залози, нирково-

клітинний рак, рак яєчок, гепатоцелюлярну карциному, множинну мієлому, 

гліоми, рак передміхурової залози, рак шийки матки. карцинома, рак яєчників, 

гострий мієлоїдний рак, плоскоклітинний рак стравоходу та саркоми м’яких 

тканин [84]. Цитоплазматичний р21 спостерігається при раку молочної залози 

[91] та гепатоцелюлярній карциномі. Підвищення регуляції р21 та його часте 

переміщення цитоплазми позитивно корелюють із поганим прогнозом, ростом 

пухлини, інвазивністю та/або стійкістю до ліків. Незважаючи на суперечливу 

роль p21 у розвитку раку людини, збільшення цитоплазматичного p21, як 

правило, розглядається як стимулятор пухлини. 

Враховуючи антагоністичну поведінку p21 у різних клітинних процесах, 

очевидно, що p21 може грати подвійну роль у розвитку та прогресуванні 

пухлини залежно від типу раку, статусу p53 та використовуваних 

хіміопрепаратів. Він може служити біомаркером для специфічної терапії або 

прогнозу, частково залежно від його субклітинної локалізації. 

1.5. mSWI/SNF комплекс ремоделювання хроматину та його роль в 

підтриманні стабільності геному  
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Організація хроматину та ущільнення людського геному досягаються 

шляхом обгортання 146 пар основ ДНК навколо октамерів гістонового білка, 

утворюючи структури, які називаються нуклеосомами, таким чином 

дозволяючи приблизно 3 м ДНК поміститися в ядро із середнім діаметром 

лише 5 мкм. Крім того, нуклеосоми відіграють центральну роль у контролі 

експресії генів, оскільки їх присутність загалом перешкоджає зв’язуванню 

транскрипційних факторів, білків, відповідальних за активацію або 

інактивацію експресії специфічних генів. Отже, складний клітинний механізм, 

що працює разом з факторами транскрипції, щоб мобілізувати нуклеосоми для 

контролю експресії генів, називається ремоделюванням хроматину [92]. 

Сімейство комплексів ремоделювання хроматину SWI/SNF, також 

відоме як комплекс BRG1/BRM-асоційованого фактору (BAF) [93], є 

ключовими регуляторами позиціонування нуклеосом. Комплекси SWI/SNF 

використовують енергію, що утворюється в результаті гідролізу АТФ [93]. 

Враховуючи цю, здавалося б, просту роль, комплекси SWI/SNF є складними 

макромолекулярними механізмами, що складаються з багатьох різноманітних 

субодиниць. Комплекси SWI/SNF ссавців належать до трьох широких 

підродин: канонічний BAF (cBAF), полібром-асоційований BAF (PBAF), і 

комплекс, що містить GLTSCR1 або GLTSCR1L і BRD9 (GBAF), який був 

відкритий лише в 2018 році, що відомий як неканонічний BAF (ncBAF). Усі 

три комплекси містять основні субодиниці, включаючи SMARCC1, 

SMARCC2, SMARCD1 та будь-яку з АТФаз SMARCA4 або SMARCA2, але 

вони також містять численні варіативні субодиниці, які забезпечують 

кожному з комплексів чітку ідентичність. Додаткова гетерогенність виникає в 

кожній підродині через різне використання споріднених субодиниць. 

Комплекси SWI/SNF еволюційно консервативні і були вперше відкриті 

в результаті піонерських досліджень на дріжджах, у яких було виявлено, що 

мутації, що впливають на різні субодиниці компонентів, призводять до 

дефектного контролю транскрипції перемикання типу спарювання (фенотип 
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SWI) або, в незалежних дослідженнях, до ферментація сахарози (фенотип, що 

не ферментує сахарози, або SNF) [94]. Комплекси SWI/SNF ссавців відіграють 

широку роль у регуляції транскрипції і були залучені до конкретних програм 

контролю транскрипції, таких як ті, що опосередковують диференціацію 

клітин і специфікацію клітинних лінії. Ділянки геному, де комплекси 

відіграють чітку роль, включають енхансери, які утворюють сайти зв’язування 

для транскрипційних факторів і тим самим регулюють транскрипційну 

активність сусідніх генів. Енхансери становлять лише невеликий відсоток 

геному, але комплекси SWI/SNF дуже збагачені на цих ділянках і відіграють 

важливу роль у модуляції доступності енхансерів, яка необхідна для факторів 

транскрипції для активації експресії генів [95].  

Транскрипція — не єдиний клітинний процес, який вимагає доступу до 

певних ділянок ДНК, і відомо що комплекси mSWI/SNF були залучені до 

кількох механізмів відновлення пошкоджень ДНК [96]. Було показано, що 

різні члени сімейства mSWI/SNF відіграють різні ролі в  регуляції відповіді на 

пошкодження ДНК, починаючи від модифікації структури хроматину навколо 

місць пошкодження ДНК до безпосереднього залучення білків, необхідних 

для активації відповіді на ураження [97]. Комплекси cBAF і PBAF були 

залучені як до негомологічного кінцевого з’єднання, так і до процесів 

репарації гомологічної рекомбінації [98 - 99]. Дійсно, було показано, що як 

SMARCA4, так і cBAF-специфічна субодиниця ARID1A залучаються до місць 

пошкодження ДНК і сприяють репарації ДНК, опосередкованій гомологічною 

рекомбінацією, і негомологічним кінцевим з’єднанням при дволанцюгових 

розривах [100 - 101]. Крім того, втрата експресії SMARCA4 або ARID1A була 

пов’язана із затримкою мітозу та аномальною хромосомною сегрегацією [102].  

Крім того, було показано, що приблизно 50% клітинних карцином яєчників 

містять інактивуючі мутації ARID1A [103].   
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

 

 

2.1. Клітинні  культури 

 

HCT15 (колоректальна аденокарцинома), HeLa (аденокарцинома шийки  

матки), HeLa CDKN1A-knockout (CDKN1A-KO) були отримані з  

Американської колекції типових культур (American Type Culture Collection, 

ATCC). Для роботи необхідно було згенерувати такі клітинні лінії як HeLa 

Cas9, Hela Cas9 CDKN1A-KO, HCT15 Cas9, HCT15 Cas9 CDKN1A-KO. HCT15 

та її похідні клітинні лінії вирощувались в Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640 (Gibco) середовищі з додаванням 10% фетальної бичачої 

сироватки (ФБС) та 1% Пеніциліну/Стрептоміцину (П/С); селекційним 

маркером для Cas9 слугував гідроміцин (200 мкг/мл), для селекції CDKN1A-

KO використовувався бластицідин (8 мкг/мл).  HeLa та її похідні клітинні лінії 

вирощувались в Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) середовищі з 

додаванням 10% ФБС та 1% П/C, селекційним маркером для Cas9 був 

гідроміцин (200 ug/ml). Ці клітинні лінії підтримували при атмосферному O2 у 

зволоженому інкубаторі з 5% CO2 при 37ºC. Усі лінії клітин регулярно 

перевіряли на мікоплазмову інфекцію. 

Лентивірусні частинки були отримані шляхом трансфекції клітин 

HEK293T сумішшю плазмід psPAX2, pMD2.G та pLKO.1-shRNA у 

співвідношенні 9:1:10 з використанням трансфекційного реагенту Xtremegene 

9 (Sigma) та середовища без сироватки Optimem (Gibco). Середовище Optimem 

було замінено середовищем DMEM, що містить 2% бичачого сироваткового 

альбуміну (БСА) через 18 годин після трансфекції. 

Клітини HCT15 і HeLa, що експресують Cas9, були отримані шляхом 

трансдукції HCT15 і HeLa частинками Cas9 лентивірусу, зміни лентивірусного 

середовища через 24 години та додавання 5 мкг/мл селекційного маркеру 

бластицидину через 48 годин після трансдукції для селекції впродовж 21 дня. 
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2.2. Вестерн-блот 

 

Лізати білків були кількісно визначені за допомогою аналізу 

біцинхіонової кислоти (Thermo Scientific). Лізати клітин, що містять 30 мкг 

білка, піддавали електрофорезу для аналізу. Антитіла GAPDH і p21 були 

придбані від Санта-Круз, а Cas9 від Abcam. Мембрани блокували розчином 

5% молока у тріс-буферному сольовому розчині з додаванням Tween-20 

(TBST), а первинні антитіла розводили у співвідношенні 1:1000 у блокуючому 

розчині. Первинні антитіла виявляли за допомогою кон’югованого з 

пероксидазою вторинного антитіла, розведеного 1:10000 у блокуючому 

розчині, та виявляли з використанням ECL Western Blotting 

хемолюмісцентного субстрату (Thermo Scientific). 

 

2.3. Комп’ютерний аналіз 

 

Для літературного пошуку генів викорстовувалась база даних GeneCards 

та база даних наукових публікацій PubMed. Експресію генів визначали на 

основі даних TCGA Genomic Data Commons, створеної дослідницькою 

мережею TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/), даних експресії мРНК 

(секвенування мРНК, секвенування загальної РНК та microarray). Профіль 

експресії генів із бази даних CCLE (https://portals.broadinstitute.org/ccle) 

використовувася для ранжування клітинних лінії за експресією СDKN1A, щоб 

класифікувати їх на дві групи – ті, які надмірно або недостатньо експресують 

СDKN1A.  

 

2.4. Клоногенний аналіз 

 

Клітини HCT15 Cas9 і HCT15 Cas9 CDKN1A-KO та HeLa Cas9 і HeLa 

Cas9 CDKN1A-KO вирощували в 6-лункових плашках в концентрації 300 000 

клітин на лунку з додаванням 8 мкг/мл полібрену та 500 мкл гРНК-

лентивірусних частинок (2 гРНК для кожного гена) в загальному об’ємі 3 мл. 
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Через 24 години середовище з лентивірусними частинками замінювали 

середовищем, що містить 2 мкг/мл пуроміцину. Після 48-годинної селекції 

пуроміцином клітини повторно вирощували в низькій щільності (1000 клітин 

на лунку) впродовж 10 днів  при 37oC під 5% CO2, замінюючи середовище 

кожні 3 дні. Після 10-денної інкубації кожну лунку промивали PBS, фіксували 

розчином 4% формальдеду і фарбували 0,5% розчином кристалічного 

фіолетового. Колонії підраховували за допомогою програмного забезпечення 

ImageJ, а зображення колоній були відскановані. 

 

 2.5. Кількісна ПЦР 

 

РНК було ізольовано з клітин з використанням RNeasy mini kit (Qiagen) 

відповідно до протоколу виробника, включаючи опціональний крок  обробки 

ДНКазою (Qiagen). Кількісне визначення та цілісність РНК перевіряли 

спектрофотометрично. Шаблони кДНК для кількісної ПЦР були підготовлені 

за допомогою High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo 

Scientific). Кількісна полімеразна ланцюгова реакція була проведена за 

допомогою CFX96 Real-Time PCR Thermocycler (Bio-Rad Laboratories) за 

такою програмою: 95℃ 10 хвилин, 45 циклів: 94℃ 30 секунд, 60℃ 90 секунд, 

98℃ 10 хвилин після циклів , 4℃ на утриманні. Аналіз даних проводили за 

допомогою методу ∆∆CT, як описано на веб-порталі виробника 

(SABiosciences). Для кількісної ПЦР використовувались праймери:  

CDKN1A FWD: TTTCTACCACTCCAAACGCC; REV: CGGCCAGGGTAT 

GTACATGAG; BRD7 FWD: AAGCACACGCCTTCAAGAGT;  REV: TTCCT 

TCACGATGCGGTCAA; GAPDH FWD:  GGAGCAGATCCAAGCACTGT;  

REV: GACTGCCACAGACACATGAAG. 
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 

 

3.1 Пошук генів, що належать до родини репарації ДНК  та аналіз  їх  

експресії. 

 

Використовуючи базу даних GeneCards та PubMed було встановлено 

перелік генів, що беруть участь в процесах репарації ДНК. Було складено 

список з 370  генів, що або модулюють або грають ключову роль у виправленні 

одноланцюгових або дволанцюгових розривів з використанням різноманітних 

шляхів відновлення пошкодження ДНК (Рис. 3.1). 

………...……………………  

 

Рис. 3.1 - Схематичне зображення генів, що беруть участь безпосередньо в 

передачі сигналів про пошкодження ДНК і відновлення ДНК (схема 1) та 

генів, периферично асоційованих з відповіддю ДНК на пошкодження. 

 

Наступним завданням було проаналізувати рівень експресії кожного з 

цих генів в трьох видах  раку, а саме раку простати, раку молочної залози та 

раку товстої кишки. Було виявлено що 27 генів з цього списку втрачають 

експресію у всіх трьох проаналізованих прикладах раку (Рис. 3.2). Це важливо, 

оскільки самі ці  3   види раку є одними з найпоширеніших. Оскільки експресія 

втрачається при порівнянні ракових і неракових тканин, це забезпечує 

специфічний пухлинний контекст, на який можна націлити експерименти, щоб 

уникнути загибелі нормальних клітин. 
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Рис 3.2 - Аналіз експресії генів 349 генів, пов'язаних з відповідю ДНК на 

пошкодження. A. Експресію окремих генів досліджували у сотень пацієнтів, 

доступних у TCGA як у злоякісних, так і в незлоякісних контрольних групах. 

Були обчислені та представлені статистично значущі (p<0,01, Mann Whitney) 
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зміни експресії між нормальними та пухлинними зразками. Б. Збільшена 

область, що показує 27 генів, які втрачають експресію в більшості видів раку 

 

Між всіма шляхами репарації ДНК виникає багато пререхресних 

перешкод, тому для початку було розпочато аналіз генів, що беруть участь у 

відповіді на пошкодження ДНК,  а саме CDKN1A, EPC1, EZH1, PER1, PHF1 і 

RPA1. Першим для аналізу було обрано CDKN1A, так як його експресія 

втрачається у багатьох типах раку (Рис. 3.3).  

 

 

Рис. 3.3 - Оцінки експресії CDKN1A в межах 24 різних типів раку та 

нормальної тканини від TCGA. Цифри на мітках по осі Х позначають 

кількість зразків пацієнтів для кожного типу раку. Статистична значимість 

різниці в експресії між нормальними та пухлинними зразками зображена для 

кожного типу раку. N.S. (non-significant) означає незначущий. Абревіатура 

кожного раку по осі Y представлена, як описано на порталі TCGA 

 

3.2. Генерація стабільних клітинних ліній, що експресують Cas9 

 

 З метою застосування системи CRISPR/Cas9 для дослідження 

синтетичних летальних взаємодій, було успішно згенеровано Cas9-
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експресуючі HCT15 та HeLa клітинні лінії. Експресію Cas9  було перевірено 

за допомогою вестерн блоту. 

 

Рис.3.4 - Вестерн-блот, що демонструє експресію Cas9 у HeLa та HCT15 

клітинних моделях 

 

 

 

3.3 Ідентифікація синтетичних летальних взаємодій з 

використанням високоточної CRISRR/Cas9 системи. 

 

Для проведення високопропускного CRISPR/Cas9 скринінгу було 

відібрано набір потрібних коротких направляючих РНК (single guide RNA, 

sgRNA) (2 на кожен ген), що експресують синій флуоресцентний білок (blue 

fluorescent protein, BFP). Ізоляція плазмідної ДНК з рекомбінантної культури 

E. coli була проведена використовуючи високопропускний протокол 

екстракції, в результаті було отримано 698 зразків плазмідної ДНК.  

Для виробництва лентивірусу кожна плашка з 96 лунками була 

поділений на 4 квадранти таким чином, щоб кожній з 96-лункових плашок 

відповідали 4 супровідні 24-лункові плашки. Для трансфенкції 

використовували клітинну лінію HEK293T (5x104).  

Клітини були  вирощені в 0,5 мл DMEM в 24-лункових плашках, після 

чого було додавано суміш для трансфекції. Збір лентивірусу відбувався через 

24 та 48 годин, після чого віруси були розподілені на аліквоти в 96-лункові 

плашки для тривалого зберігання. Цей 3-місячний високопродуктивний 
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процес дозволив створити 698 лентивірусів, націлених на 349 генів репарації 

ДНК. 

Cas9-експресуючі +/- CDKN1A клітини були трансдуковані отриманими 

вірусними частинками в 96-лункових плашках та в подальшому аналізовані за 

допомогою мікроскопу (Рис. 3.5).  

 

Рис. 3.5 -  Приклад зображень клітин HeLa, отриманих на день 0, день 2 та 

день 4 аналізу відповідно 

 

Клітини аналізувались впродовж п’яти днів, зображення були отримані 

в день 0, день 2 та день 4. Материнська клітинна лінія (HeLa), що не експресує 

Cas9, використовувалась як контроль, щоб перевірити якість вірусу, оскільки 

ці клітини не зможуть пройти селекційний відбір пуроміцином. Успішним 

результатом експерименту вважалось, що потенційні синтетичні летальні 

взаємодії повинні вибірково вбивати лише клітини з дефіцитом CDKN1A 

(подвійні нокаути), але не клітини, які мають CDKN1A в нормі (Рис. 3.6). 
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Для ідентифікації синтетичних летальних взаємодій була використана 

мультиплікативна модель, де добуток балів здатності до нокауту одного гена 

перевищує добуток подвійного нокауту. Таким чином було ідентифіковано 9 

генів, що при сайленсингу викликають загибель лише CDKN1A-KO клітин.  

 

 

 

Рис. 3.6. Результати високопропускного CRISPR скринінгу, 

представлені у вигляді діаграми розсіювання. Гени, виділені червоним 

кольором, викликають селективну летальність у CDKN1A-KO клітинах. 

 

3.4 Інтерпретація синтетичних летальних взаємодій та їх валідація в 

додатковій клітинній моделі 

 

Було ідентифіковано 9 генів, які, якщо їх нокаутувати, викликають 

загибель клітин лише в клітинах CDKN1A-KO. Наступним кроком була 

валідація синтетичних летальних взаємодій підтверджено SLI в незалежній 

моделі корорестальної аденокарциноми -  клітинах HCT15 (Рис. 3.7). Для 

перевірки клітини HCT15 трансдукували Cas9 і лентивірусом, націленим на 
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CDKN1A. Були відібрані моноклональні популяції, оцінка ефективності 

генетичного нокауту була підтверджена за допомогою вестерн блоту. 

 

 

Рис. 3.7. Вестерн-блот, що показує рівень білка CDKN1A в HCT15 клітинній 

моделі 

 

Після генерування стабільної клітинної лінії CDKN1A-KO клітини 

трансдукували лентивірусом, націленим на раніше ідентифіковані таргетні 

гени, і швидкість росту клітин оцінювали в S3-Incucyte® спродовж п’яти днів.  
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Рис. 3.8. Валідація NABP2, RAD23A, UBE2A, PALB2, ACTL6A та 

SMARCAD1 генів в додатковій моделі колоректальної аденокарциноми 

HCT15. 

 

В попередньому високопропускному скринінгу було ідентифіковано 9 

генів, які, якщо їх нокаутувати, викликають загибель клітин лише в клітинах 

CDKN1A-KO. Було підтверджено 6  з 9 цих синтетичних летальних взаємодії 

в клітинах HCT15.  

 

 

3.5 Аналіз синтетичних летальних взаємодій між членами 

mSWI/SNF комплексу та CDKN1A 

 

Серед 6 з 9 раніше ідентифікований таргетів були встановлені 

синтетичні летальні взаємодії між ACTL6A та SMARCAD1, членами 

комплексу ремоделювання хроматину mSWI/SNF. Подальша увага була 

зосереджена на індивідуальному аналізі генів комплексу mSWI/SNF у 

клітинних лініях, що експресують CDKN1A та тих, де експресія цього гену 

відсутня. Аналіз індивідуальних синтетичних летальних взаємодій проводився 

за в клітинних моделях HeLa та HCT15. 

За допомогою  трансдукції лентивірусними гРНК, націленими на кожен 

індивідуальний ген mSWI/SNF комплексу в клітинних лініях HCT15 Cas9 +/- 
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CDKN1A та  HeLa Cas9 +/- CDKN1A було проведено CRISPR/Cas9 скринінг 

синтетичних летальних взамодій генів mSWI/SNF комплексу з CDKN1A. 

Після селекції пуроміцином впродовж 48 годин,  клітини кожного 

нокауту були проаналізовані на здатність формувати  колонії. Було 

використано клоногенний аналіз для оцінки впливу нокаутів компонентів 

mSWI/SNF комплексу в HCT15 та HeLa CRISPR/Cas9 в  +/-  CDKN1A 

клітинних лініях (одиночні нокаути  та подвійні нокаути відповідно). 

Контролем кожної пари експерименту слугували гРНК, що були націлені на 

NTG (non-targetin guide). Клоногенний аналіз дозволяє оцінити здатність 

кожної індивідуальної клітина утворювати колонію (зазвичай 50 і більше 

клітин). Успішним проявом синтетичної летальності вважається переважна 

загибель клітин при подвійному нокауті. 

Після аналізу всіх  30 компонентів mSWI/SNF комплексу, було 

встановлено що найбільш успішними в контексті синтетичної летальності є 

BRD7, ACTL6A, ARID2. Ген BRD7 продемонтрував майже повну втрату своєї 

функції. 

 

 

BRD7 ACTL6A ARID2 NTG 
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Рис. 3.9 - Клоногенний аналіз в моделях з клонами HCT15 Cas9 (верхній ряд) 

і HCT15 Cas9 CDKN1A-KO (нижній ряд). На  рисунку зображені гени, що 

проявили найбільшу синтетичну летільність з CDKN1A (N=3) 

 

 

 

Рис. 3.10 - Клоногенний аналіз в моделях з клонами HeLa Cas9 (верхній ряд) і 

HeLa Cas9 CDKN1A-KO (нижній ряд). На  рисунку зображені гени, що 

проявили найбільшу синтетичну летільність з CDKN1A (N=3) 

 

 

 

Рис. 3.11 - Графіки результатів клоногенного аналізу для генів, що 

проявили найбільшу синтетичну летальність з CDKN1A 

BRD7 ACTL6

A 
ARID2 NTG 
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Таким чином,  в результаті індивідуального скринінгу генів mSWI/SNF 

було встановлено, що синтетична летальна взаємодія має місце між ARID2, 

BRD7 та ACTL6A  компонентами mSWI/SNF і CDKN1A. Цікаво, що 

результати, отримані для гену ACTL6A співпадають з результати, отриманими 

в попередніх експериментах. 

ARID2 та BRD7 є компонентами PBAF субодиниці BAF комплексу, і 

існують певні наукові дослідження, що показують успішне використання 

компонентів PBAF комплексу для таргетної терапії раку [104]. Отримані 

результати скринінгу будуть використані для подальної валідації в тваринних 

моделях. 

Виявлені синтетичні взаємодії можуть знайти широке застосування для 

лікування як пацієнтів з мутаціями в гені CDKN1A, так і для тих, хто має 

мутації в генах, що входять до складу BAF комплексу, використовуючи 

відповідні інгібітори. Таким чином це дозволить значно розширити спектр 

використання отриманих результатів даного дослідження.  

Оскільки ракові клітини накопичують шкідливі ураження, їхня 

залежність від генів пов’язаних з відповіддю на пошкодження ДНК значно 

збільшується, роблячи їх ефективною мішенню для лікування раку. Інше 

цікаве застосування цього дослідження полягає в тому, що ця робота не 

обмежується лише раком з мутацією в CDKN1A і дефіцитом р21. Оскільки 

деякі члени комплексу BAF часто мутують у множинних видах раку, 

включаючи рак яєчників [103] або рабдоїдні пухлини [96], синтетичні летальні 

взаємодії між p21 і членами комплексу BAF можна розширити шляхом 

інгібування p21 у цих пухлинах. Фактично, інгібітори p21, такі як UC2288, 

доступні, і вони будуть активно тестуватися в майбутніх дослідженнях. Таким 

чином, отримані результати цього дослідження можуть допомогти в розробці 

орієнтованої на генотип терапії для використання в  персоналізованій 

медицині. 
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ВИСНОВКИ 

 

• Проаналізовано літературні джерела та встановлено перелік генів з 370  

генів, що або модулюють або грають ключову роль у репарації з 

використанням різноманітних шляхів відновлення пошкодження ДНК; 

• Проаналізовано рівень експресії кожного з цих генів в трьох типах раку, 

а саме раку простати, раку молочної залози та раку товстої кишки. Було 

виявлено що 27 генів з цього списку втрачають експресію у всіх трьох 

прикладах раку; 

• Для застосування системи CRISPR/Cas9 для дослідження синтетичних 

летальних взаємодій, було успішно згенеровано Cas9-експресуючі 

HCT15 та HeLa клітинні лінії; 

• З використанням високопропускного CRISPR/Cas9 скринінгу було 

встановлено, що серед 370 генів, пов’язаних з репарацією ДНК та 

відповіддю ДНК на пошкодження, 9 виявляли синтетичні летальні 

взаємодії з  CDKN1A; 

• 6 з 9 генів отриманих з результатів високопропускного CRISPR/Cas9 

скринінгу було валідовано в незалежній клітинній моделі HCT15 

(колоректальна аденокарцинома); 

• Було проведено аналіз синтетичних летальних взаємодій індивідуальних 

компонентів mSWI/SNF комплексу та встановлено синтетичну 

летальність між  ARID2, BRD7 та ACTL6A  компонентами mSWI/SNF і 

CDKN1A. 
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