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АНОТАЦІЯ 

Матвєєнко А. С. Створення рекомбінантних генетичних конструкцій 

плазмід та їх експресія у клітинах К562. ‒ Рукопис. 

Кваліфікаційна робота за спеціальністю 162 Біотехнології та біоінженерія. ‒ 

Київський національний університет технологій та дизайну, Київ, 2025 рік. 

Кваліфікаційна робота присвячена дослідженню особливостей створення 

рекомбінантних генетичних конструкцій плазмід та їх експресії у клітинах K562. 

У роботі представлено літературний огляд джерел, який присвячений ролі Bcr-Abl 

та деубіквітинази USP1 у регуляції стабільності білкових комплексів та 

потенціалу використання доменної експресії USP1 для таргетної терапії. 

У межах роботи розроблено дві рекомбінантні плазмідні конструкції, 

проведено їх трансфекцію у клітини K562, оцінено локалізацію доменів USP1 та 

їх колокалізацію з Bcr-Abl за допомогою імунофлуоресцентного фарбування та 

конфокальної мікроскопії. Проведено аналіз отриманих даних, що дозволив 

визначити домен USP1 з найбільш активною взаємодією з Bcr-Abl. 

Отримані результати можуть бути використані для подальших досліджень 

білкових взаємодій у клітинах ХМЛ та розробки нових підходів таргетної терапії. 

Ключові слова: хронічна мієлоїдна лейкемія, Bcr-Abl, USP1, рекомбінантні 

плазміди, домени білка, колокалізація. 
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ABSTRACT 

Matvieienko A.S. Creation of Recombinant Plasmid Genetic Constructs and 

Their Expression in K562 Cells. – Manuscript. 

Qualification work in the speciality 162 Biotechnology and bioengineering. - 

Kyiv National University of Technology and Design, Kyiv, 2025. 

The master’s thesis is dedicated to the study of the features of creating 

recombinant plasmid genetic constructs and their expression in K562 cells. The work 

presents a literature review focusing on the role of Bcr-Abl and the deubiquitinase 

USP1 in regulating the stability of protein complexes and the potential application of 

domain-specific USP1 expression for targeted therapy. 

Within the framework of the study, two recombinant plasmid constructs were 

developed, transfected into K562 cells, and the localization of USP1 domains and their 

colocalization with Bcr-Abl were assessed using immunofluorescent staining and 

confocal microscopy. The obtained data were analyzed, allowing the identification of 

the USP1 domain exhibiting the most pronounced interaction with Bcr-Abl. 

The results can be used for further studies of protein–protein interactions in CML 

cells and for developing novel targeted therapeutic approaches. 

Keywords: chronic myeloid leukemia, Bcr-Abl, USP1, recombinant plasmids, 

protein domains, colocalization. 
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ВСТУП 

Хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ) є однією з найпоширеніших мієлоїдних 

лейкемій у дорослих, що характеризується поступовим збільшенням мієлоїдних 

клітин у крові та кістковому мозку. Основною молекулярною особливістю ХМЛ є 

химерний онкопротеїн Bcr-Abl, що утворюється внаслідок транслокації t(9;22) 

(«філадельфійська хромосома») та має конститутивну тирозинкіназну активність, 

стимулюючи проліферацію клітин і пригнічуючи апоптоз. 

Впровадження препаратів на основі інгібіторів тирозинкінази (іматиніб, 

нілотиніб, дазатиніб) суттєво покращило прогноз і тривалість життя хворих на 

ХМЛ, проте у частини пацієнтів розвивається резистентність внаслідок мутації в 

гені BCR-ABL та стабілізацією онкопротеїну. Це підкреслює необхідність пошуку 

нових молекулярних мішеней для таргетної терапії. 

Перспективним напрямом є вивчення деубіквітиназ, зокрема USP1, яка 

регулює стабільність білкових комплексів через убіквітин-залежну деградацію та 

може впливати на стабільність Bcr-Abl. Функціональні особливості доменної 

організації USP1 та її колокалізації з Bcr-Abl залишаються недостатньо 

дослідженими, що обмежує розробку нових терапевтичних стратегій. 

Актуальність теми обумовлена необхідністю детального аналізу 

механізмів білкових взаємодій у клітинах ХМЛ для створення ефективних 

молекулярно-цільових підходів терапії. Вивчення доменів USP1 дозволяє 

визначити, які структурні елементи білка забезпечують колокалізацію з Bcr-Abl, 

що є ключовим для функціонування білкових комплексів і потенційної 

резистентності клітин до інгібіторів тирозинкінази. Дослідження домен-залежної 

експресії USP1 у клітинах K562 сприяє уточненню механізмів стабілізації Bcr-Abl 

та надає основу для розробки таргетних терапевтичних стратегій, орієнтованих на 

протеасомну деградацію онкобілка. 

Метою дослідження є створення рекомбінантних генетичних конструкцій 

плазмід pECFP-C3-USP1-domain-1 і pECFP-C3-USP1-domain-2, що кодують 

окремі домени USP1, та оцінка їх експресії і колокалізації з Bcr-Abl у клітинах 

K562 для визначення функціональної ролі доменів у формуванні білкових 
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комплексів. Для досягнення поставленої мети необхідно вирішити наступні 

завдання: 

 Розробити та отримати рекомбінантні плазмідні конструкції pECFP-C3-

USP1-domain-1 і pECFP-C3-USP1-domain-2. 

 Виконати трансфекцію конструкцій у клітини K562 і забезпечити експресію 

окремих доменів USP1. 

 Провести імунофлуоресцентне фарбування та конфокальну мікроскопію для 

візуалізації білків. 

 Здійснити кількісний аналіз колокалізації доменів USP1 з Bcr-Abl та 

визначити домен з найбільш вираженими показниками колокалізації. 

 Оцінити значення доменної організації USP1 для формування білкових 

комплексів і потенційного терапевтичного застосування. 

Об’єктом дослідження є білок USP1, зокрема його доменна організація. 

Предмет дослідження є молекулярні механізми функціонування білка 

USP1 у клітинах хронічної мієлоїдної лейкемії людини. 

Методи дослідження: 

 Молекулярне клонування: ампліфікація кодуючих послідовностей доменів 

USP1, вставка у плазмідний вектор, рестрикційний аналіз та секвенування. 

 Трансформація E. coli TOP10 та виділення плазмідної ДНК для подальшої 

трансфекції клітин. 

 Клітинні методи: культивування клітин K562, трансфекція, експресія 

доменів. 

 Імунофлуоресцентне фарбування та конфокальна мікроскопія для 

візуалізації та кількісного аналізу колокалізації. 

 Статистична обробка отриманих даних. 

Інформаційна база дослідження включає наукові публікації, бази даних 

білкових структур, результати експериментальних досліджень ХМЛ, методичні 

рекомендації та матеріали міжнародних наукових конференцій. 

Наукова новизна роботи: 
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1) Вперше створено рекомбінантні плазмідні конструкції, що кодують 

окремі домени USP1, для клітин K562. 

2) Встановлено домен-залежну експресію USP1 та її колокалізацію з Bcr-

Abl, виявлено, що домен USP1-domain-2 демонструє кращі показники 

взаємодії. 

3) Виявлено структурно-функціональні особливості USP1, що впливають на 

формування білкових комплексів і потенційно визначають 

резистентність клітин до терапії. 

Практичне значення. Створені конструкції можуть використовуватися для 

подальших досліджень білкових взаємодій у клітинах ХМЛ. Отримані результати 

можуть слугувати підґрунтям для розробки нових таргетних терапевтичних 

стратегій, спрямованих на домен-залежну регуляцію USP1 і Bcr-Abl. 

Апробацію наукових результатів здійснено на міжнародних та 

всеукраїнських наукових конференціях: ІII Всеукраїнська науково-практична 

інтернет-конференція «Освітньо-наукові інновації у сфері біології, збереження 

здоров’я людини та психосоціальної і фізичної реабілітації» (15 листопада 2024 

року, м. Рівне, Україна); ІV Всеукраїнська науково-практична онлайн-

конференція «Інноваційні практики наукової освіти» (11–16 грудня 2024 року, м. 

Київ, Україна); ХVІ Всеукраїнська науково-практична конференція для молодих 

учених та здобувачів освіти «Сучасні інформаційні технології в освіті і науці» 

(10-11 квітня 2025 року, м. Умань, Україна); Міжнародна науково-практична 

конференція здобувачів вищої освіти і молодих учених «Інформаційні технології 

в сучасному світі» (29 квітня 2025 року, м. Харків, Україна); Міжнародна наукова 

конференція «Актуальні питання біотехнології, екології та природокористування» 

(14-15 травня 2025 року, м. Харків, Україна); ХІХ Всеукраїнська конференція 

молодих вчених Інституту молекулярної біології і генетики НАН України (20-

21травня 2025 року, м. Київ, Україна); ХХ Міжнародна наукова конференція 

«Фактори експериментальної еволюції організмів» (22–26 вересня 2025 р., м. 

Київ, Україна). 

Публікації. Результати досліджень опубліковано у статті та тезах у фахових 
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виданнях. Бібліографія опублікованих робіт: 

Matvieienko A. S., Antonenko S. V., Guryanov D. S., G. D. Telegeev. 

Generation of recombinant constructs pECFP-C3-USP1-domain-1 and pECFP-C3-

USP1-domain-2 as key tools for studying the domain organization of USP1 and its 

interaction with the oncoprotein Bcr-Abl. Molecular genetics and genomics. Vol 36, 

2025. С.69-74. DOI: https://doi.org/10.7124/FEEO.v36.1715 (ДОДАТОК А). 

Matvieienko A.S., Antonenko S.V., Guryanov D.S., Telegeev G.D. Creation of 

genetic constructs pECFP-C3-USP1-domain-1 and pECFP-C3-USP1-domain-2 for 

analysis of the functional role of USP1 domains and their role in the formation of the 

USP1/Bcr-Abl protein complex in chronic myeloid leukemia cells. Book of Abstracts of 

XIX All-Ukrainian Conference of Young Scientists. May 20–21, 2025, Kyiv, Ukraine. Р. 

60. (ДОДАТОК Б). 

Матвєєнко А.С., Грецький І.О. Застосування мови програмування R для 

ефективного вивчення біоінформатики та аналізу біологічних даних // Матеріали 

ІІІ Всеукраїнської науково-практичної інтернет-конференції «Освітньо-наукові 

інновації у сфері біології, збереження здоров’я людини та психосоціальної і 

фізичної реабілітації» (15 листопада 2024 р. м. Рівне). С. 123-130. (ДОДАТОК В). 

Матвєєнко А.С., Грецький І.О. Мова програмування R як зручна 

платформа для планування дослідження та аналізу результатів біологічних 

експериментів // Матеріали ІV Всеукраїнської науково-практичної конференції 

«Інноваційні практики наукової освіти» (11–16 грудня 2024 року, м. Київ). С. 544-

548. (ДОДАТОК Г). 

Матвєєнко А.С., Грецький І.О. Можливості дизайну біотехнологічних 

експериментів у середовищі R. // Матеріали ХVІ Всеукр. наук.-практ. конф. для 

молодих учених та здобувачів освіти «Сучасні інформаційні технології в освіті і 

науці» (10-11 квіт. 2025 р., м. Умань). С.152-155. (ДОДАТОК Д). 

Матвєєнко А.С., Грецький І.О. Метааналіз біологічних даних за 

допомогою інструментів мови програмування R. // Матеріали Міжнародної 

науково-практичної конференції здобувачів вищої освіти і молодих учених 

«Інформаційні технології в сучасному світі» (29 квітня 2025 р., м. Харків). С.328-

https://doi.org/10.7124/FEEO.v36.1715
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330. (ДОДАТОК Е). 

Матвєєнко А.С., Грецький І.О. Мова програмування R як платформа для 

машинного навчання і аналізу даних біологічних досліджень. // Матеріали 

Міжнародної наукової конференції «Актуальні питання біотехнології, екології та 

природокористування» (14-15 травня 2025 р., м. Харків). С.344-346. Режим 

доступу: http://btu.kharkov.ua/nauka/konferentsiyi/. (ДОДАТОК Ж). 

Структура і обсяг магістерської роботи. Основна частина дипломної 

магістерської науково-дослідницької роботи викладена на 59 сторінках, і включає 

три основні розділи та висновки. В роботі представлено список використаних 

джерел, що налічує 67 найменувань публікацій вітчизняних та зарубіжних 

дослідників.  

 

  

http://btu.kharkov.ua/nauka/konferentsiyi/


15 

РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Хронічна мієлоїдна лейкемія: історія, патогенез, клінічні фази та 

існуючі підходи до лікування 

Хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ) – це клональне мієлопроліферативне 

захворювання, що виникає у гемопоетичних стовбурових клітин внаслідок 

специфічної генетичної аномалії – реципрокної хромосомної транслокації t(9;22), 

що відбувається внаслідок злиття гена Абельсона (ABL1) з хромосоми 9q34 з 

геном кластерної області точки розриву (BCR) на хромосомі 22q11.2, утворюючи 

так звану філадельфійську (Ph) хромосому (рис.1.1). Молекулярним наслідком 

цієї транслокації є формування злитого онкогену Bcr-Abl, який кодує 

конститутивно активну тирозинкіназу. Аномальна активність цієї кінази визначає 

патогенез ХМЛ. Передача сигналів кінази активує наступні мішені, які 

перепрограмовують клітину, щоб викликати неконтрольовану проліферацію, що 

призводить до мієлоїдної гіперплазії та слабо виражених симптомів хронічної 

фази ХМЛ, а також геномної нестабільності та уникнення апоптозу [1, 2].  

 

Рис.1.1 а - Реципрокна хромосомна транслокація t(9;22) - злиття гена 

Абельсона (ABL1) хромосоми 9q34 з геном кластерної області точки розриву 

(BCR) на хромосомі 22q11.2, з утворенням філадельфійської хромосоми. b – 

ізоформи білка Bcr- Abl [3]. 
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1.1.1 Історичний розвиток наукових уявлень про хронічну мієлоїдну 

лейкемію 

Формування сучасних уявлень про хронічну мієлоїдну лейкемію (ХМЛ) є 

результатом тривалої еволюції поглядів, що бере початок з описової клінічної 

гематології та продовжується на сьогоднішній день становленням молекулярно-

орієнтованої онкогематології. Перші спроби виділити ХМЛ як окрему форму 

мієлопроліферативного захворювання виникли ще у XIX столітті, їх характер був 

лише фенотиповим: значна спленомегалія, виражений лейкоцитоз і поступове 

виснаження пацієнта створювали основу для диференційної діагностики, але не 

давали уявлення про внутрішні механізми патологічного процесу. Поява 

цитогенетики у середині XX століття започаткувала концептуальний перехід від 

морфологічної типології до молекулярної характеристики ХМЛ. 

Важливою віхою, що стала фундаментом усієї подальшої наукової 

парадигми, було відкриття Пітера Новела і Девіда Хангерфорда, які у 1960 році 

описали нову хромосомну аномалію в клітинах кісткового мозку пацієнтів із цим 

захворюванням. Ця аномалія отримала назву філадельфійської хромосоми (Ph-

хромосома) на честь міста, де було проведено відкриття [4, 5]. Це спостереження, 

попри свою відносну простоту, вперше продемонструвало існування чітко 

окресленої генетичної ознаки у гематологічній неоплазії. Через понад десятиліття, 

у 1973 році, завдяки роботі Дж. Роулі, було встановлено, що Ph-хромосома є 

результатом реципрокної транслокації t(9;22)(q34;q11) [4, 6]. Цей факт змінив 

саму логіку інтерпретації онкогематологічних процесів, вписавши ХМЛ у 

ширший контекст хромосомних аномалій як рушійної сили канцерогенезу. 

Молекулярна природа наслідків цієї транслокації була розкрита у 1980-х 

роках. Саме тоді було показано, що транслокація хромосом призводить до 

утворення гібридного гена BCR-ABL1, який кодує тирозинкіназу з аномально 

високою конститутивною активністю. Подальші дослідження продемонстрували, 

що Bcr-Abl здатний неконтрольовано активувати низку сигнальних шляхів 

(RAS/MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT), що забезпечує підсилення проліферації, 

пригнічення апоптозу та порушення диференціювання мієлоїдних клітин. Уперше 
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було чітко встановлено, що одна молекулярна подія може бути достатньою для 

ініціації злоякісної трансформації, що стало ключовим аргументом на користь 

розвитку таргетної терапії [7]. 

До впровадження таргетної терапії лікування ХМЛ залишалося переважно 

паліативним. У середині ХХ століття застосовували рентгенотерапію, подальшою 

терапевтичною опорою стали алкілуючі агенти, зокрема бусульфан та 

гідроксикарбамід. Запровадження інтерферону-α у 1980-х роках стало першим 

кроком до покращення виживаності, однак значної трансформації клінічного 

прогнозу не відбулося. Єдиним потенційно дієвим методом залишалася алогенна 

трансплантація гемопоетичних стовбурових клітин, яка, попри високу 

ефективність, мала суттєві обмеження через значну токсичність і потребу у 

відповідному донорі [8]. 

Справжня революція у лікуванні хронічної мієлоїдної лейкемії розпочалася 

з розробкою селективних інгібіторів тирозинкінази (ІТК). У 1990-х роках було 

доведено, що химерний білок Bcr-Abl має постійну тирозинкіназну активність, що 

забезпечує неконтрольовану проліферацію мієлоїдних клітин [8]. Ці 

фундаментальні відкриття дали змогу створити специфічну терапевтичну 

молекулу - іматиніб, який у 2001 році був схвалений як перший таргетний 

препарат для лікування ХМЛ. Впровадження іматинібу стало історичним 

проривом: захворювання, яке раніше вважалося невиліковним без трансплантації, 

перетворилося на хронічно контрольований стан. Подальший розвиток галузі 

привів до появи інгібіторів другого (дазатиніб, нілотиніб, босутиніб) та третього 

поколінь (понатиніб, азімініб), які забезпечили ефективне лікування при 

резистентності та значно розширили можливості персоналізованої терапії [4, 9, 

10].  

Клінічні рекомендації European LeukemiaNet (ELN) 2020 систематизували 

підходи до молекулярного моніторингу, визначили критерії відповідей і навіть 

передбачили можливість контрольованого припинення терапії у хворих із стійкою 

глибокою молекулярною ремісією [11]. 

Однак, використання ІТК викликає велику кількість небажаних побічних 
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ефектів, тому дослідники не зупинились на досягнутому і почали активно вивчати 

пост-трансляційні механізми регуляції Bcr-Abl та споріднених сигнальних 

комплексів, зокрема убіквітинування й деубіквітинування. Одним із 

молекулярних напрямів, що привернули увагу у 2020-х роках, стало дослідження 

значення деубіквітиназ - ферментів, які модулюють стабільність білків шляхом 

зняття убіквітинових міток. Серед них ubiquitin-specific protease 1 (USP1) зайняв 

особливе місце завдяки своїй участі у контролі репарації ДНК та регуляції 

клітинного циклу. Поступове накопичення даних про роль USP1 у різних видах 

пухлин призвело до формування гіпотези про її потенційну співучасть у 

підтримці патологічного фенотипу клітин ХМЛ [12]. 

Перші експериментальні роботи, які безпосередньо пов’язали USP1 із 

функціонуванням Bcr-Abl, з’явилися близько 2020 року. Дослідники 

продемонстрували, що USP1 може утворювати білковий комплекс із Bcr-Abl у 

клітинах лінії K562, що свідчить про її залучення до регуляції стабільності 

онкопротеїну. Фармакологічне інгібування USP1 (наприклад, ML323) або її 

генетичне пригнічення призводили до зменшення кількості Bcr-Abl на білковому 

рівні, що супроводжувалося порушенням проліферативного потенціалу клітин, 

збільшенням апоптозу та зниженням виживаності. Таким чином уперше було 

показано, що деубіквітиназа може виконувати роль «стабілізаційного буфера», 

який захищає Bcr-Abl від протеосомної деградації [13, 14]. 

Подальші систематичні огляди 2021–2024 рр. підтвердили, що підвищена 

активність USP1 характерна для низки гематологічних неоплазій та що її інгібіція 

може підсилювати цитотоксичний ефект інших протипухлинних препаратів. 

Зокрема, встановлено, що USP1 бере участь у підтриманні стабільності таких 

онкогенних регуляторів, як ID1 та c-MYC, що створює умови для проліферативної 

переваги та порушення апоптотичного контролю. Це дозволило висунути 

припущення, що USP1 може слугувати одним із «підтримуючих вузлів» 

онкогенної мережі Bcr-Abl-позитивних клітин [15,16]. 

Паралельно з фундаментальними дослідженнями активно розвивається 

терапевтичний напрям. У 2023–2024 роках було повідомлено про перехід низки 
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інгібіторів USP1 (наприклад, KSQ-4279, RO7623066) до доклінічної та ранньої 

клінічної оцінки. Дані, отримані в експериментальних моделях, свідчать, що 

інгібіцію USP1 потенційно можна комбінувати з ІТК для подолання 

резистентності або досягнення глибших молекулярних відповідей. Саме тому 

вивчення USP1 розглядають одним з перспективних напрямів майбутніх 

досліджень у контексті ХМЛ [17]. 

На сьогоднішній день роль USP1 у патогенезі ХМЛ розглядається як 

елемент комплексної системи посттрансляційної регуляції, що визначає 

стабільність онкомутаційних білків. Очевидним є потреба у подальшому 

поглибленні досліджень: необхідно з’ясувати, які саме домени USP1 

колокалізується із Bcr-Abl, визначити специфічні убіквітинові ланцюги, задіяні у 

стабілізації онкогена, описати часопросторову динаміку цього комплексу та 

оцінити потенціал комбінованих терапевтичних режимів. 

 

1.1.2 Епідеміологія 

Хронічна мієлоїдна лейкемія є мієлопроліферативним новоутворенням, яке 

становить приблизно 15-20% усіх випадків лейкемій у дорослих, а його частота 

складає 1-2 випадки на 100 000 осіб на рік [2]. За даними на травень 2025 року 

приблизна кількість людей у світі, які хворіють на ХМЛ становить 5 мільйонів 

осіб [9]. Захворювання частіше діагностують у людей середнього віку (50-60 

років), хоча воно може виникати в будь-якому віці [18]. 

 

1.1.3 Патогенез та клінічні стадії ХМЛ 

Клінічними ознаками ХМЛ є лейкоцитоз, зсув диференційної формули 

вліво (збільшення кількості і пропорції паличкоядерних нейтрофілів, поява 

молодих форм, таких як метамієлоцити (юні) і мієлоціти та як наслідок - відносне 

зниження вмісту лімфоцитів) та спленомегалія [19, 20]. 

ХМЛ має три стадії розвитку хвороби. 

1. Хронічна фаза (ХФ): 

 Діагностується у 90% випадків. 
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 Характеризується лейкоцитозом, наявністю незрілих гранулоцитів у 

периферичній крові, спленомегалією та слабко вираженими симптомами. 

 Клінічні прояви на цій фазі, як правило, слабо виражені, і значна частина 

хворих (близько 40%) залишається безсимптомною. У багатьох випадках 

захворювання виявляють випадково під час проведення загального 

аналізу крові. 

 Фаза може тривати кілька років, вона характеризується розширенням 

компартменту мієлоїдних клітин, які зберігають здатність до 

диференціювання та нормального функціонування. 

 При своєчасній діагностиці захворювання та початок лікування 

призводить до уповільнення прогресування хвороби [19, 21]. 

2. Прискорена фаза (ПФ): 

 Відзначається підвищенням кількості бластів (від 10% до 19% у 

кістковому мозку або крові). 

 Погіршенням клінічного стану, частими інфекціями, анемією, 

тромбоцитопенією. 

3. Бластний криз (БК): 

 Бластний криз характеризується розвитком прогресивного збільшення 

кількості бластів, цитопеній і придбанням генетичної нестабільності, що 

призводить до накопичення генетичних/цитогенетичних дефектів та 

підвищення ймовірності резистентності до ліків. На кінцевій стадії 

переважають незрілі клітини, а виживаність вимірюється місяцями [19, 

21]. 

Перехід від хронічної фази до бластного кризу є складним і може включати 

вторинні хромосомні зміни, які можуть сприяти злоякісному фенотипу, вони 

включають подвоєння Ph-хромосоми, трисомію і мутації або делеції генів-

супресорів пухлин, таких як p53 або p16. Ці вторинні молекулярні та хромосомні 

зміни сприяють збільшенню проліферації, підвищенню виживаності, геномній 

нестабільності та зупинці диференціювання, відмінній рисі бластної кризи. 

Набуття гранулоцитарно-макрофагальними попередниками здатності до 
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самовідновлення через активацію шляху бета-катеніну відбувається під час 

переходу ХМЛ від хронічної фази до бластного кризу [19, 22]. 

 

1.1.4 Діагностика ХМЛ 

Діагноз хронічної мієлоїдної лейкемії встановлюють на підставі виявлення 

характерних цитогенетичних аномалій, визначення транскрипту Bcr-Abl методом 

зворотної транскриптазної полімеразної ланцюгової реакції (ЗТ-ПЛР) або 

ідентифікації Ph-хромосоми за допомогою флуоресцентної гібридизації in situ 

(FISH). ЗТ-ПЛР також використовується для відстеження відповіді на лікування 

шляхом оцінки молекулярної відповіді (MR), яка визначається як співвідношення 

транскриптів BCR-ABL до ABL1 згідно з міжнародною шкалою (IS). MR ≤ 1% 

вважається повною цитогенетичною ремісією, тоді як MR ≤ 0,1% вказує на 

головну молекулярну відповідь (MMR) або MR. Молекулярно недетектована 

лейкемія характеризується рівнем транскриптів BCR-ABL, який становить ≤ 

0,0032%, або відповідним показником молекулярної ремісії (MR) [4]. 

 

1.1.5 Методи лікування хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ) 

Метою лікування ХМЛ є запобігання прогресуванню захворювання до 

більш пізніх стадій, зниження ризику смерті, продовження життя пацієнта до 

тривалості, характерної для загальної популяції, та покращення якості життя. Дані 

цілі досягаються шляхом максимального зменшення кількості Ph+ клітин. Схема 

терапії залежить від фази захворювання на момент встановлення діагнозу. На 

сьогоднішній день існує декілька основних підходів у лікуванні ХМЛ, одним із 

головних є застосування інгібіторів трирозинкінази.  

Інгібітори тирозинкінази (ІТК) - це клас лікарських засобів, що блокують 

активність тирозинкіназ - ферментів, які беруть участь у передачі сигналів росту 

та розмноження клітин, зокрема онкобілка Bcr-Abl, що є специфічною мішенню 

при ХМЛ [22]. Існує три покоління ІТК, кожне з яких має свої переваги, недоліки 

та механізм дії. 
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1.1.5.1 Інгібітори тирозинкіназ першого покоління 

Першим представником інгібіторів тирозинкіназ є іматиніб (STI571), який 

став основою лікування ХМЛ, перетворивши цю смертельну хворобу на керовану 

хронічну патологію [23]. Іматиніб є 2-феніламінопіримідиновою сполукою, що 

селективно інгібує Bcr-Abl, блокуючи зв’язування аденозинтрифосфату (АТФ) з 

активним центром тирозинкінази [22]. Це призводить до припинення 

неконтрольованого росту клітин лейкемії, не впливаючи на здорові клітини [23]. 

Ефективність іматинібу була підтверджена у масштабному дослідженні 

IRIS, яке показало значну перевагу препарату над інтерфероном за частотою 

гематологічної та цитогенетичної відповіді [22]. Препарат був схвалений FDA у 

2001 році для лікування пацієнтів із Ph+ ХМЛ [23]. Рекомендована доза становить 

400 мг на добу перорально. 

Однак, тривале застосування іматинібу може призводити до розвитку 

лікарської резистентності через появу мутацій у BCR-ABL або недостатню 

концентрацію препарату у плазмі крові [23]. Основні побічні ефекти включають 

нудоту, м’язові судоми, набряки та мієлосупресію [22, 24]. 

 

1.1.5.2 Інгібітори тирозинкіназ другого покоління 

Інгібітори тирозинкіназ другого покоління - дазатиніб, нілотиніб, босутініб 

- були розроблені для подолання резистентності до іматинібу та підвищення 

ефективності лікування. Вони демонструють швидшу та глибшу молекулярну 

відповідь і знижують ризик прогресування ХМЛ [22]. 

Дазатиніб (BMS-354825) - це потужний ІТК, який зв’язується з активною та 

неактивною формами Bcr-Abl, що робить його ефективним проти більшості 

мутацій, за винятком T315I [23]. У 2007 році він був схвалений FDA для 

застосування у пацієнтів із резистентністю до іматинібу [22]. Проте дазатиніб має 

побічні ефекти, такі як плевральний випіт, мієлосупресія та легенева гіпертензія 

[23]. 

Нілотиніб (AMN107) - селективний інгібітор, що зв’язується з неактивною 

конформацією Bcr-Abl, у 20 – 50 разів потужніший за іматиніб [10]. Він був 
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схвалений у 2007 році як засіб другої лінії терапії [23]. Недоліком є підвищення 

ризику серцево-судинних ускладнень, таких як подовження інтервалу QT та 

гіперглікемія [22]. 

Босутиніб (SKI-606) – є одним з представників препаратів ІТК другого 

покоління, що активний проти більшості мутацій, окрім T315I [22]. Дослідження 

BELA підтвердило його ефективність у досягненні молекулярної відповіді. 

Найпоширенішими побічними ефектами є діарея, нудота та підвищення рівня 

печінкових ферментів [19, 22, 23, 24]. 

 

1.1.5.3 Інгібітори тирозинкіназ третього покоління 

Понатиніб (AP24534) - ІТК третього покоління з потужною активністю 

проти нативного Bcr-Abl та клінічно значущих резистентних мутантів, із 

точковою мутацією T315I в гені BCR-ABL - найбільш резистентною до інших ІТК 

[22, 25]. Дослідження PACE (Ponatinib Ph+ ALL and CML Evaluation) показало, що 

понатиніб забезпечує тривалу гематологічну та цитогенетичну відповідь навіть у 

пацієнтів із множинними мутаціями [23, 25]. Однак він пов’язаний із серйозними 

побічними ефектами, такими як: тромбоемболічні ускладнення, тромбоцитопенія, 

панкреатит, гіпертензія, головний біль, болі у черевній порожнині, запори, сухість 

шкіри та висипи тощо, що вимагає ретельного моніторингу стану пацієнтів при 

застосуванні препарату. Остаточні результати PACE демонструють, що понатиніб 

забезпечує стійкі та клінічно значущі відповіді навіть при зниженні дози 

препарату для популяції пацієнтів, які отримували попереднє лікування з великою 

кількістю препарату [22, 25, 26]. 

 

1.1.5.4 Аутофагія та деякі інші сучасні альтернативні підходи боротьби з 

ХМЛ  

Аутофагія - це природний процес деградації та утилізації пошкоджених 

органел і білків у клітині за допомогою лізосом. Вона відіграє двояку роль у 

патогенезі ХМЛ: з одного боку, сприяє виживанню клітин при стресі, з іншого - 

може використовуватися як мішень для посилення ефективності ІТК [22]. 
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Інгібування аутофагії в поєднанні з препаратами ІТК може підвищити 

чутливість лейкемічних клітин до терапії та зменшити ризик рецидиву. Це 

відкриття є перспективним для розробки нових комбінованих підходів до 

лікування ХМЛ, однак необхідно провести більш масштабні дослідження [4]. 

Лікування ХМЛ за допомогою ІТК є ефективним та значно покращує 

прогноз для пацієнтів. Вибір препарату залежить від стадії захворювання, 

наявності мутацій та індивідуальної переносимості терапії. Незважаючи на 

досягнуті успіхи, основною проблемою залишається розвиток резистентності та 

токсичність, що обґрунтовує необхідність пошуку нових терапевтичних підходів 

[4, 22, 23]. 

Саме тому шляхом експериментальних досліджень було запропоновано 

альтернативні підходи боротьби з ХМЛ, зокрема за участю інгібіторів білка 

теплового шоку 90 (Hsp90), гістондеацетилаз, активаторів PP2A та ін. Вони здатні 

впливати на експресію та стабільність Bcr-Abl, проте більшість цих сполук має 

низьку селективність до субстрату, підвищену токсичність та потребують 

тривалих доклінічних випробувань [14]. 

На сьогоднішній день активно розвиваються підходи молекулярно-цільової 

терапії, спрямовані на використання селективних протеаз для модулювання рівня 

онкобілка Bcr-Abl, що є ключовою рушійною силою патогенезу хронічної 

мієлоїдної лейкемії. Такі стратегії мають низку переваг, зокрема низьку 

чутливість до мутацій, можливість селективного протеолізу Bcr-Abl через 

клітинні системи деградації та потенціал для тривалої ремісії, включно з 

подоланням мінімального залишкового захворювання. На цьому тлі особливо 

перспективними виглядають терапевтичні підходи, засновані на використанні 

білків родини USP. Доведено, що USP відіграють важливу роль у регуляції 

стабільності онкобілків, контролі репарації ДНК та формуванні імунного 

мікрооточення пухлини, що робить їх універсальними мішенями для 

протипухлинної терапії. USP здатні не лише поглиблювати порушення у шляхах 

репарації ДНК та підвищувати чутливість клітин до генотоксичних агентів, але й 

модулювати протипухлинну імунну відповідь, підсилюючи ефективність 
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сучасних імунотерапій. Незважаючи на те, що більшість інгібіторів USP 

перебувають на доклінічній стадії, декілька сполук USP1 вже проходять клінічні 

випробування 1 та 2 фаз, демонструючи перспективні дані щодо безпеки, 

переносимості та протипухлинної активності. Сукупність цих результатів формує 

підґрунтя для створення нового класу таргетних препаратів, здатних доповнити 

або посилити існуючі методи лікування ХМЛ, зокрема у пацієнтів із 

резистентністю до інгібіторів тирозинкінази та зберіганням мінімального 

залишкового захворювання [14, 22, 27]. 

 

1.2 Онкобілок Bcr-Abl як ключовий фактор у патогенезі хронічної 

мієлоїдної лейкемії 

Онкобілок Bcr-Abl є продуктом злиття генів BCR (breakpoint cluster region) 

та ABL1 (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), що виникає 

внаслідок реципрокної хромосомної транслокації t(9;22)(q34;q11), відомої як 

Філадельфійська хромосома (Ph). Цей онкобілок відіграє вирішальну роль у 

патогенезі хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ) та деяких інших видах 

лейкемічних хвороб, наприклад, таких як B-клітинний гострий лімфобластний 

лейкоз (B-ALL) [14, 19]. 

 

1.2.1 Молекулярна біологія хронічної мієлоїдної лейкемії 

Ph-хромосома утворюється реципрокною t(9;22) (q34;q11) транслокацією 

між довгими плечами хромосом 9 і 22, викликаючи сусідство генів BCR і ABL1. 

Злитий ген BCR-ABL1 складається з 5′ -кінець гена BCR (область кластерної 

точки розриву) і 3′-кінець гена ABL1 (також відомого як Abelson). Розташування 

точок розриву генів BCR і ABL1 дуже варіабельне, але рекомбінація зазвичай 

включає злиття інтрона 13 або 14 BCR з ділянкою ABL1 розміром 140 кілобаз (kb) 

між екзонами 1b і 2 (рис.1.2 а) . Незалежно від розташування точки розриву в гені 

ABL1, сплайсинг мРНК призводить до основних транскриптів BCR-ABL1 із 

з’єднаннями e13a2 (екзон BCR 13 і екзон 2 ABL1) або e14a2. Ці транскрипти 

спочатку називалися b2a2 і b3a2 відповідно. Обидва транскрипти призводять до 
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експресії білка 210 кДа Bcr-Abl [1].  

 

Рис. 1.2 Структура гена та білка BCR-ABL. a - Злитий ген BCR-ABL 

складається з 5′-кінець гена BCR і 3′-кінець ABL1. Локація транслокації зазвичай 

передбачає злиття інтрона 13 або 14 BCR із 140-кілобазою (kb) область ABL1 між 

екзонами 1b і 2. b - Білок Bcr-Abl містить димеризацію або спіраль (CC) домен 

Ser/Thr кінази та Rho/GEF домен BCR, а також SH-домени, багаті проліном 

(PxxP), сигнал ядерної локалізації (NLS), ДНК-зв’язування, ядерний експортний 

сигнал (NES) і актинозв’язувальні домени з ABL. Залишки тирозину в доменах 

кінази Ser/Thr та SH1 були виділені [1]. 

 

1.2.2 Структура білка Bcr-Abl 

Білок Bcr-Abl вагою 210 кДа, який спостерігається при хронічній мієлоїдній 

лейкемії, містить більше десяти білкових доменів (рис.1.2.1.1б). Bcr-Abl містить 

кіназу Ser/Thr, Rho/GEF і димеризацію (спіраль) доменів від BCR, і зливається з 

SH, багатим проліном (PxxP), ДНК- та актин-зв’язуючими доменами, а також 

ядерною локалізацією та сигналами входу від ABL1 [1]. 

Білок Bcr-Abl складається з доменів, отриманих з обох батьківських білків. 

Від білка BCR він успадковує: 

 N-кінцевий спіральний (олігомеризаційний) домен; 
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 домен серин/треонін кінази, що містить док-сайт (фосфорильований 

тирозин 177, Y177) для білка 2, пов’язаного з рецептором фактора росту 

адаптерного білка (GRB2); 

 p210 Bcr-Abl також зберігає домен кінази сімейства генів гомологів 

Ras/гуанін-нуклеотидних факторів обміну (Rho/GEF); 

 ізоформа p230 Bcr-Abl додатково містить домен, що зв’язує кальцій. 

Від білка ABL1 він успадковує: 

 три домени гомології SRC (SH3, SH2, SH1) – SH1 є доменом кінази, тоді як 

домени SH2 і SH3 опосередковують взаємодію з іншими білками; 

 довга С-кінцева область, що містить збагачені проліном послідовності, 

ДНК-зв’язуючий домен та актин-зв’язуючий домен. 

Важливою особливістю Bcr-Abl є втрата N-кінцевого сайту міристоїлювання 

ABL1, що призводить до конститутивної активації тирозинкіназного домену SH1 

[19]. Ділянка тирозинкінази SH1 є найбільш вивченим доменом Bcr-Abl через 

його невід’ємну роль у патогенезі ХМЛ. Однак інші особливості, такі як 

трирозин-177 у домені кінази Ser/Thr, також є невід’ємною частиною функції Bcr-

Abl. Хоча Bcr-Abl містить більшу частину гена ABL1, у ньому відсутня 

послідовність, яка кодує N-кінцевий сайт мірістоїлювання ABL1. Вважається, що 

втрата цього фрагмента частково відповідає за активність конститутивної кінази 

Bcr-Abl. Для нормального білка ABL1 мірістоїлювання його N-кінця та наступне 

цис-зв’язування в кишені зв’язування міристіолювання ABL1 викликає 

автоінгібування активності кінази SH1. Оскільки Bcr-Abl зберігає кишеню 

зв’язування мірістоїлювання, було випробувано, що сполуки, націлені на цей 

мотив, інгібують активність кінази Bcr-Abl. Ці сполуки демонструють 

багатообіцяюче алостеричне інгібування активності Bcr-Abl і можуть посилити 

можливості терапевтичного націлювання Bcr-Abl [1]. 

1.2.3 Ізоформи Bcr-Abl 

Залежно від точної точки розриву транслокації в межах BCR-гена, 

генеруються різні злиті гени, що призводять до синтезу різних білків. Найбільш 
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поширені транслокації генерують злиті білкові продукти з молекулярною масою 

190, 210 та 230 кДа. Ці варіанти, позначаються як p190, p210, p230, вони 

викликають різні клінічні прояви.  

1) p210 Bcr-Abl: утворюється внаслідок злиття екзонів BCR та ABL1 в 

області основної точки розриву (M-bcr) гена BCR. Ця ізоформа є найбільш 

характерною для хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ). 

2) 2) p190 Bcr-Abl: утворюється внаслідок злиття екзонів BCR та ABL1 в 

області мінорної точки розриву (m-bcr) гена BCR. Ця ізоформа частіше 

зустрічається при гострому лімфобластному лейкозі (B-ALL). 

3) p230 Bcr-Abl: утворюється внаслідок злиття екзонів BCR та ABL1 в 

області мікро-точки розриву (μ-bcr) гена BCR. Ця ізоформа пов’язана з 

хронічним нейтрофільним лейкозом [22, 28, 29, 30]. 

Відмінності в точках розриву та, відповідно, в структурі ізоформ Bcr-Abl, 

впливають на їх біологічні властивості та патогенетичну роль. 

Два типи лейкемії, викликані цими варіантами, демонструють різну відповідь 

на лікування хіміотерапією, включаючи інгібітори тирозинкінази, що призводить 

до різних клінічних результатів. Причини цієї невідповідності досі не до кінця 

вивчені. BCR-ABL злиті гени кодують білки з конститутивно активною 

тирозинкіназною активністю, які опосередковують трансформацію шляхом 

індукції сигнальних шляхів, які посилюють ріст клітин і уникають нормальної 

регуляції. Незважаючи на численні дослідження механізмів, що лежать в основі 

p190 і p210 Bcr-Abl індукованої лейкемії, фундаментальні питання про те як ці 

білки залучають різні сигнальні програми, залишаються відкритими. 

Основною структурною відмінністю між двома варіантами є наявність двох 

доменів, які зазвичай зустрічаються у факторах обміну гуанінових нуклеотидів 

(GEF); домен гомології Dbl (DH), за яким слідує домен гомології Плекстрину (PH) 

у p210 Bcr-Abl (рис.1.3). Домени DH мають каталітичну активність GEF, а домени 

PH сприяють міжклітинному націлюванню, включаючи зв’язування з 

плазматичною мембраною. Абляція активності GEF домену DH або видалення 

домену PH призводить до фенотипів, подібних до p190, припускаючи, що обидва 
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домени можуть бути важливими для підтримки p210 Bcr-Abl-специфічних 

фенотипів. Пряме порівняння p190 Bcr-Abl і p210 Bcr-Abl в in vitro аналізі 

активності кінази показав, що p190 Bcr-Abl виявляє більш високий рівень 

автофосфорилювання, що призводить до висновку, що p190 Bcr-Abl ймовірно, 

більш активна кіназа [22, 28]. 

 

Рис. 1.3 Доменна організація Bcr-Abl. Дві ізоформи злитого білка Bcr-Abl, 

p210 і p190, показані з їхніми розмірами та розташуванням доменів. Точка 

розриву між Bcr і Abl позначена пунктирною лінією. CC coiled-coil, DH Dbl-

гомологія, PH Pleckstrin-гомологія, SH3/SH2 Src-гомологія 3/2, домен зв’язування 

F-актину FABD [31]. 

Будучи частиною блоку DH–PH, домен PH бере участь у багатьох функціях, 

включаючи локалізацію на мембрані, алостеричну модуляцію активності GEF і в 

деяких випадках прямий внесок у активність DH GEF [31].  

 

1.2.4 Локалізація та функції Bcr-Abl 

Bcr-Abl є конститутивно активною тирозинкіназою, яка зазвичай 

локалізується в цитоплазмі клітин та активує численні сигнальні шляхи, що 

регулюють ріст, виживання і диференціацію клітин [32]. Основні функції Bcr-Abl 

включають: 

 стимуляцію проліферації лейкемічних клітин; 

 пригнічення апоптозу (запрограмованої загибелі клітин); 

 порушення адгезії клітин до строми кісткового мозку; 

 активацію сигнальних шляхів RAS/MAPK, PI3K/Akt та JAK/STAT. 

Ці функції сприяють неконтрольованому росту та виживанню лейкемічних 



30 

клітин, що призводить до розвитку лейкемії [1, 3, 19]. 

1.2.5 Механізми дії Bcr-Abl 

Два основні механізми були залучені в злоякісну трансформацію Bcr-Abl: 

1) змінена адгезія до клітин строми кісткового мозку та позаклітинного 

матриксу; 

2) конститутивно активна мітогенна передача сигналів і знижений 

апоптоз. 

Онкопротеїн Bcr-Abl активує низку внутрішньоклітинних сигнальних 

каскадів, які забезпечують прогресію хронічної мієлоїдної лейкемії. Серед них 

ключову роль відіграють шляхи RAS/RAF/MEK/ERK, JAK2/STAT та 

PI3K/AKT/mTOR. Активація RAS/RAF/MEK/ERK-каскаду сприяє підвищенню 

проліферативної активності клітин та їхній нечутливості до регуляторних 

сигналів. Шлях JAK2/STAT забезпечує транскрипційну активацію генів, 

пов’язаних із ростом і виживанням клітин, тоді як PI3K/AKT/mTOR-каскад 

відіграє провідну роль у підтриманні клітинної життєздатності, інгібуванні 

апоптозу та метаболічній перебудові клітини. Сукупна дія цих сигнальних шляхів 

призводить до фосфорилювання численних білків-мішеней, що координують 

клітинний цикл, апоптоз та інші критично важливі процеси, забезпечуючи таким 

чином трансформацію та неконтрольоване виживання лейкемічних клітин [19]. 

 

1.2.6 Клінічне значення Bcr-Abl 

Виявлення Bcr-Abl є важливим для діагностики ХМЛ та інших Ph-

позитивних лейкемій. На даний момент для терапії ХМЛ використовують 

інгібітори тирозинкінази (ІТК). Їх застосовують як препарати для цільової терапії, 

яка блокує специфічну тирозинкіназу, що призводить до надмірного вироблення 

ракових клітин у кістковому мозку, забезпечуючи високу ефективність та 

покращуючи якість життя пацієнтів з ХМЛ. Однак, у процесі лікування ХМЛ 

можуть виникати мутації в гені BCR-ABL, особливо в кіназному домені, що 

зумовлює формування резистентності до інгібіторів тирозинкінази. Саме тому 

дослідження особливостей функціонування BCR частини онкобілка Bcr-Abl, 
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зокрема його РН домену, відкриває нові можливості у терапії хронічної мієлоїдної 

лейкемії, оскільки білок USP1 є потенційним партнером на взаємодію із РН 

доменом [33]. 

 

1.3. Характеристика убіквітин-специфічної протеази-1 (USP1) 

 

1.3.1 Убіквітин-протеасомна система: регуляція, механізми та 

терапевтичний потенціал 

Убіквітин-протеасомна система (UPS) є життєво важливим механізмом 

регуляції рівня білків в еукаріотичних клітинах, що забезпечує підтримання 

клітинного гомеостазу. Цей багатоступінчастий ферментативний шлях здійснює 

цілеспрямовану деградацію субстратних білків через каскад специфічних реакцій. 

 

1.3.1.1 Механізм функціонування UPS 

Процес UPS ініціюється активацією убіквітину (Ub) за участі ферменту E1, 

що активує убіквітин, у АТФ-залежній реакції. Далі убіквітин переноситься на 

фермент E2, що кон’югує убіквітин, а потім - на лізиновий залишок білків-

мішеней за допомогою убіквітинлігази E3. Цей процес повторюється для 

формування поліубіквітинового ланцюга, який служить сигналом для 

розпізнавання протеасомою 26S. Протеасома 26S - це мультисубодиничний 

протеазний комплекс, що включає: 20S корову частинку з протеолітичною 

активністю та дві 19S регуляторні частинки, які розпізнають убіквітиновані білки. 

Цей комплекс відповідає за деградацію білків-мішеней до малих пептидів. 

Важливим регулятором UPS є деубіквітинуючі ферменти (DUB), які видаляють 

молекули убіквітину з убіквітинованих субстратів, модулюючи стабільність білків 

[27]. 

Деубіквітинуючі ферменти (DUB) - це клас протеаз, які забезпечують 

регуляцію убіквітину шляхом селективного видалення моно- або поліубіквітину з 

білкових субстратів. Вони відіграють важливу роль у збереженні стабільності 

білків та регуляції їхньої активності, просторової локалізації, взаємодії з іншими 
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білками, а також у активації чи пригніченні експресії генів. У людському геномі 

визначено понад 100 DUB, які є ключовими учасниками підтримання клітинного 

гомеостазу [34]. Їх фізіологічні функції включають: забезпечення стабільності 

геному, регуляцію експресії генів, контроль клітинного циклу, проліферацію та 

диференціацію клітин, передачу сигналів, ендоцитоз, апоптоз тощо [35]. 

Порушення функції або експресії DUB часто асоціюється з 

нейродегенеративними та імунними захворюваннями, а також із розвитком 

онкологічних патологій. Особливий інтерес до DUB викликає їхній потенціал як 

біомаркерів ракової трансформації та перспективних терапевтичних мішеней у 

лікуванні злоякісних новоутворень [36]. 

 

1.3.1.2 Біологічна роль та значення UPS 

UPS бере участь у багатьох ключових клітинних процесах, зокрема: 

 відповіді на пошкодження ДНК; 

 апоптозі; 

 передачі сигналів; 

 стійкості до лікарських засобів. 

Дисфункція UPS асоціюється з розвитком ряду захворювань, включаючи 

онкологію. Відомо, що ракові клітини з високим рівнем білкового обміну є більш 

чутливими до інгібіторів протеасом та деубіквітиназ. Це підкреслює важливість 

UPS у патогенезі та терапевтичному підході до лікування онкологічних 

захворювань. 

 

1.3.1.3.Терапевтичні перспективи 

Значущість UPS у регуляції клітинних процесів підтверджується успішним 

використанням інгібіторів протеасом як терапевтичних засобів. Блокування 

активності протеасоми чи DUB може сприяти деградації онкобілків, підвищувати 

чутливість ракових клітин до стандартних методів лікування, долати 

резистентність до терапії. Розробка та впровадження інгібіторів UPS відкриває 

нові можливості у лікуванні онкологічних та інших захворювань, пов’язаних із 
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порушеннями білкової деградації [27]. 

Саме тому у нашій роботі особлива увага приділяється одній з найкраще 

вивчених DUB убіквітин-специфічній протеазі 1 (USP1). Відомо, що підвищена 

експресія USP1 спостерігається при різних видах онкологічних захворювань, 

включаючи гліому, остеосаркому, лейкемію, рак шлунка, молочної залози, 

яєчників, простати та інші форми онкопатологій. Це корелює з агресивністю 

пухлин і зниженими показниками виживаності пацієнтів. [15].  

USP1 бере участь у регуляції ключових клітинних процесів, таких як: 

метаболізм, проліферація, апоптоз. Основна роль USP1 полягає у підтриманні 

балансу між убіквітуванням та деубіквітуванням, що важливо для 

функціонування сигнальних мереж і клітинного гомеостазу. Порушення цього 

балансу сприяє онкогенезу. USP1 також модулює стабільність онкобілків і білків-

супресорів пухлин, що робить його важливим діагностичним маркером і 

перспективною терапевтичною мішенню для боротьби з онкологічними 

захворюваннями [36]. 

 

1.3.2 Характеристика убіквітин-специфічної протеази USP1 

 

1.3.2.1 Структура USP1 

USP1 є членом родини убіквітин-специфічних протеаз (USPs). Цей фермент 

закодован геном USP1, який локалізований на короткому плечі 1-ї хромосоми, а 

саме у локусі p31.3-p32.1. Білок USP1 кодується 785 амінокислотами з 

передбаченою молекулярною масою 88,2 кДа [37].  

USP1 містить каталітичний домен, який характеризується багатьма 

консервативними мотивами. Основний каталітичний домен USP1 включає: C90 - 

каталітичний залишок C-боксу, H593 і D751 - залишки His-боксу (рис. 1.4). Ці 

каталітичні залишки утворюють ферментативне ядро активності DUB. Також 

каталітичний домен USP1 містить додаткові вставки, які моделюють його 

активність і регуляцію. Перша вставка (L1) кодується 618 п.н, складається з 206 

амінокислот та локалізується в межах 227-433 амінокислотних залишків. L1 
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посилює активність USP1 шляхом зв’язування з ДНК і алостеричної активації при 

взаємодії з кофактором UAF1, а також бере участь у фосфорилюванні, містить 

NLS та деградуючий мотив. Друга вставка (L2) закодована в гені USP1 426 п.н та 

складається з 142 амінокислот що охоплюють залишки 602-744. L2 містить сайт 

авторозщеплення, який регулює функцію USP1 [38]. 

Третя найменша вставка L3 розташована між 465-483 амінокислотними 

залишками. Вважається, що інсерції L1 і L3 разом здатні викликати 

аутоінгібування, яке може бути скасовано шляхом зв’язування з кофактором 

UAF1. Спільна делеція L1 і L3 призводить до гіперактивації USP1, тоді як 

видалення вставки L2 або L3 не впливає на його ферментативну активність [39]. 

Скоординована взаємодія між цими вставками, зокрема L1 і L3, керує 

автоінгібуванням і активацією USP1, при цьому мутації в цих областях впливають 

на ферментативну активність. Ці три домени називають каталітичною тріадою 

USP1, вони є основою для його деубіквітинуючої активності [40]. 

 

Рис. 1.4 Будова білка USP1. Зображено розташування Cys, His доменів, а 

також місце кальпаїн зв’язуючого сайту, сигнали ядерної локалізації (NLS), UAF1 

зв’язуючі ділянки (235-408 та 420-520 амінокислот), мотив деградації білка, сайти 

авторозщеплення (G670/G671) тощо [14]. 

 

1.3.2.2 Функції USP1 

Білок USP1виконує в клітині цілий ряд функцій, а саме: 

 Регуляцію цілісності геному, зокрема в системі репарації ДНК (з 

деубіквітуванням FANCD2). 
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 Контроль подвоєння центросом та запобігання аномаліям мітотичного 

поділу. 

 Підтримку балансу між убіквітуванням та деубіквітуванням ключових 

субстратів, таких як PCNA. 

 Взаємодію з кофактором UAF1, що значно підвищує каталітичну активність 

USP1. Білок UAF1 виконує роль кофактора, він стабілізує USP1 та 

аллостерично збільшує його каталітичну активність, яка є низькою без його 

участі [14]. 

 

1.3.2.3 Роль USP у пухлиноутворенні та прогресуванні раку 

Загалом білки USP регулюють кілька критичних шляхів, пов’язаних із 

онкологічними захворюваннями, включаючи NF-κB, Wnt/β-катенін, JAK/STAT, 

передачу сигналів p53, c-MYC, TGF-β, репарацію ДНК, апоптоз, регуляцію 

клітинного циклу, MAPK та шляхи гіпоксії. Ці шляхи задіяні в різних аспектах 

біології раку, таких як проліферація клітин, виживання, метастазування та 

стійкість до терапії. USP модулюють ці шляхи шляхом деубіквітування ключових 

субстратних білків, що впливає на їхню стабільність і, як наслідок, на їхні 

функції. Це регулювання може або сприяти, або гальмувати прогресування раку 

залежно від конкретного USP та шляху. Різні ролі USP у цих шляхах 

підкреслюють їх важливість у біології раку та їхній потенціал як терапевтичних 

мішеней. 

USP1 регулює шлях JAK/STAT шляхом модуляції стабільності та деградації 

ключових сигнальних компонентів, таких як STAT3, який відіграє вирішальну 

роль у транскрипції. Аберантна активація STAT3 сприяє проліферації пухлинних 

клітин, посиленню антиапоптозних сигналів, розвитку лікарської резистентності 

та імунній евізації [27]. 

 

1.3.2.4 Локалізація USP1 

Вважається, що комплекс USP1/UAF1 утворюється у цитоплазмі і згодом 

імпортується до ядра за рахунок NLS ділянки USP1 білка. USP1 переважно є 
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ядерним білком завдяки наявності ядерного сигналу локалізації (NLS) [14]. 

 

1.3.2.5 Механізм дії USP1 на онкопротеїн Bcr-Abl 

USP1, як деубіквітинуючий фермент, відіграє важливу роль у регуляції 

стабільності білків шляхом видалення убіквітину. Взаємодія між USP1 та 

онкобілком Bcr-Abl була підтверджена експериментально методом ко-

імунопреципітації білкових комплексів у клітинній лінії К562, отриманій від 

пацієнтів із хронічною мієлоїдною лейкемією (ХМЛ) [35]. 

Встановлено, що USP1 взаємодіє з Bcr-Abl через дві ізоформи USP1, тоді як 

третя ізоформа участі у взаємодії не бере. Ця взаємодія є специфічною, оскільки 

підтверджується результатами двох експериментальних варіантів: з 

використанням антитіл проти Bcr-Abl і проти Abl. 

Взаємодія USP1 із Bcr-Abl може впливати на стабільність і функцію 

онкобілка, потенційно змінюючи його активність у сигнальних шляхах, що 

регулюють проліферацію та виживання клітин. 

 

1.3.2.6. Перспективи використання інгібіторів USP у терапії ХМЛ 

Онкопротеїн Bcr-Abl відіграє ключову роль у патогенезі хронічної 

мієлоїдної лейкемії, зумовлюючи надмірну проліферацію лейкемічних клітин і 

знижену чутливість до апоптозу. Одним із важливих регуляторів стабільності 

цього білка є деубіквітинуючий фермент USP1, який здійснює деубіквітинування 

Bcr-Abl і тим самим запобігає його убіквітин-протеасомній деградації. 

Фармакологічне інгібування USP1 призводить до підвищення рівня 

убіквітинування Bcr-Abl, подальшого протеасомозалежного протеолізу та 

зниження онкогенного потенціалу клітин. Отже, USP1 розглядається як 

перспективна терапевтична мішень, інгібування якої може підсилювати 

ефективність інгібіторів тирозинкінази та зменшувати розвиток резистентності до 

терапії. Крім того, експресія USP1 потенційно може бути використана як 

біомаркер для оцінки прогресії ХМЛ та моніторингу відповіді на лікування [14, 

35]. 
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Інгібітори деубіквітинуючих ферментів у цілому демонструють значний 

терапевтичний потенціал. Їх застосування здатне підсилювати дію існуючих 

протипухлинних методів, зокрема хіміотерапії, таргетної та імунотерапії, за 

рахунок модуляції пухлинного мікрооточення та підвищення чутливості клітин до 

імунних впливів.  

Попри те, що більшість інгібіторів USP наразі перебувають на доклінічному 

етапі, деякі інгібітори USP1 вже пройшли ранні фази клінічної оцінки. Отримані 

дані перших фаз дослідження підтверджують сприятливий профіль безпеки, 

належну переносимість та виражену протипроліферативну активність цих 

молекул. Сукупність отриманих результатів окреслює їхній потенціал як нового 

класу молекулярно-мішеневих агентів, здатних розширити терапевтичний арсенал 

при хронічній мієлоїдній лейкемії, зокрема в контексті подолання резистентності 

до інгібіторів тирозинкінази та контролю мінімального залишкового 

захворювання [14, 27,36]. 

Висновки до розділу 1 

Враховуючи структурно-функціональні особливості USP1 та його здатність 

регулювати рівень онкопротеїну Bcr-Abl, подальші дослідження спрямовані на 

створення рекомбінантних генетичних конструкцій pECFP-C3-USP1-domain-1 та 

pECFP-C3-USP1-domain-2 і їх експресію у клітинах лінії К562. Такий підхід дає 

змогу детальніше вивчити молекулярні механізми взаємодії USP1 з Bcr-Abl та 

визначити потенційні точки терапевтичного втручання. Аналіз доменної 

організації USP1 має принципове значення для з’ясування його локалізації, 

каталітичної активності та механізмів формування білкового комплексу Bcr-

Abl/USP1, який на сьогодні залишається недостатньо дослідженим. Існують 

підстави вважати, що утворення цього комплексу сприяє деубіквітинуванню Bcr-

Abl, зниженню його протеосомної деградації, що, у свою чергу, призводить до 

накопичення онкопротеїну та прогресування захворювання. 

Таким чином, поглиблене дослідження колокалізації Bcr-Abl та USP1 

відкриває нові можливості для регуляції рівня онкопротеїну шляхом активації 
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протеосомної системи деградації та формує підґрунтя для розробки 

альтернативних терапевтичних стратегій у лікуванні хронічної мієлоїдної 

лейкемії.  
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РОЗДІЛ 2 ОБ’ЄКТ, MATEPIAЛИ TA METOДИ ДOCЛIДЖEHЬ 

 

2.1 Характеристика об’єкту і предмету дослідження 

Об’єктом дослідження є білок USP1, зокрема його доменна організація. 

Предметом дослідження є молекулярні механізми функціонування білка 

USP1 у клітинах хронічної мієлоїдної лейкемії людини. 

Метою дослідження є створення генетичних конструкцій pECFP-C3-USP1-

domain-1 і pECFP-C3-USP1-domain-2, вивчення особливостей локалізації доменів 

USP1 та їх колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl. 

 

2.2 Основні та допоміжних матеріали 

 

2.2.1. Реактиви 

У роботі було використано наступні буферні системи та розчини: буфер 

Pfu+MgSO4 (Thermo Scientific, США), тріс-ацетатний буфер (40 мМ Tris, 20 мМ 

СН3СООН, 1 мМ ЕДТА, pH 8,3), агарозний гель для проведення електрофорезу 

(1% агароза, 40 мМ тріс-ацетатний буфер, дистильована вода), бромистий етидій 

(1 мкг/мл), буфер для адсорбції фрагментів ДНК з агаризованого гелю (5,0 М 

CH₆ N₄ S, 50 ММ CH₃ COOK, 20 мМ EDTA (0,5 М розчину з pH – 8.0), 0.5% 

Triton X-100), буфер для відмивки ДНК з фільтрів на колонках (100 мМ Tris (pH 

7.5), 500 мМ EDTA (pH 8.0), 5000 мМ NaCl, 96% етанол), однократний Orang-

буфер (Thermo Fisher Scientific, США), двократний Tango-буфер (Thermo Fisher 

Scientific, США), лігазний буфер (Thermo Fisher Scientific, США), 0,1 М розчин 

хлориду кальцію (CaCl₂ ), неіонний детергент NІD (5% сахароза, 30 мМ ЕДТА 

(рН 8.0), Tris (рН 8.0), 0,75M NH4Cl, 0.5% Triton X-100, лізоцим 100 мкг/мкл, 

РНКаза 25 мкг/мкл), 96% ізопропанол, 70% етанол, TurboFect (Thermo Fisher 

Scientific, США), буфер ТBST (50 мM Tris pH 7,5, 150 мM NaCl, 0,05% Tween 20), 

фіксуючий буфер (4% формальдегід, 0,2% Triton X-100), буфер BSA (0,8 мМ BSA, 

однократний TBST), буфер Mowiol. 

Під час роботи з бактеріальною культурою використовували поживне 
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середовище LB Broth, Miller, (Amresco, США), агар (Sigma-Aldrich, США), 50 

мг/мл канаміцин (Артеріум, Україна). 

Для роботи з клітинною лінією К562 були використані: поживне 

середовище DMEM (Thermo Fisher Scientific, США) з додаванням 10% 

ембріональної сироватки великої рогатої худоби (Sigma, США), 50 од/мл 

пеніцилін (Артеріум, Україна), 100 мкг/мл стрептоміцин (Артеріум, Україна). 

2.2.2 Підготовка буферних розчинів та поживних середовищ 

Трис-ацетатний буфер (pH 8,3) на 100 м: 

 40 мМ Tris - 0.485 г 

 20 мМ CH₃ COOH - 0.120 г 

 1 мМ EDTA - 0.037 г 

 Дистильована вода до 100 мл [41]. 

 

Адсорбційний буфер (на 50 мл): 

 5,0 М тіоціанат гуанідину (CH₆ N₄ S) – 29, 54 г; 

 50 ММ розчину ацетат калію (CH₃ COOK) – 0,83 мл; 

 20 мМ EDTA( 0,5 М розчину з pH – 8.0) – 2 мл; 

 0.5% Triton X-100 – 2,5 мл [42]. 

 

Буфер для відмивки ДНК з фільтрів на колонках на 50 мл: 

 100 мМ Tris (pH 7.5) -2,5 мл; 

 500 мМ EDTA (pH 8.0) - 1 мл; 

 5000 мМ NaCl – 2 мл; 

 96% етанол - 26,04 мл [43]. 

 

Лізисний буфер з неіонним детергентом (NID) для виділення плазмідної 

ДНК на 50 мл: 

 5% сахароза – 2,5 г 

 50 мМ Tris (pH 8.0) – 2,5 мл  
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 30 мМ EDTA (pH 8.0) – 3 мл  

 0,75 M NH₄ Cl – 2 г 

 0,5% Triton X-100 – 2,5 мл 

 лізоцим (100 мкг/мл) – 5 мг 

 РНКаза A (25 мкг/мл) – 1,25 мг 

Перед використанням буфер охолоджували та додавали ферменти 

безпосередньо перед лізисом клітин [44]. 

 

Буфер TBST (на 500 мл): 

 50 мМ Tris-HCl (pH 7.5) – 1М 25 мл; 

 150 мМ NaCl – 5М 15 мл; 

 0,05 % Tween-20– 250 мкл; 

 Доводимо дистильованою водою до 500 мл. 

Буфер TBST (Tris-Buffered Saline with Tween-20) готували у відповідності до 

стандартного складу: 50 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 150 мМ NaCl, 0.05 % Tween-20. 

Для приготування 500 мл розчину до мірного циліндра додавали 25 мл 1 М Tris-

HCl (pH 7.5), 15 мл 5 М NaCl, 250 мкл Tween-20 та доводили об’єм 

дистильованою водою до 500 мл. Після перемішування вимірювали рН розчину та 

за необхідності коригували до 7.5. Буфер зберігали при кімнатній температурі або 

при +4 °C до використання [45]. 

 

Фіксуючий буфер для клітин лінії К562 

 0,2% Triton X-100 – 5 мкл; 

 4% Формальдегід – 2 мл [46]. 

 

Буфер BSA 

 TBST (50 мМ Tris-HCl, 150 мМ NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7.5) – 1,5 мл 

 0,08 мМ BSA – 0,08 г. 

Буфер BSA застосовували як блокуючий розчин для запобігання 

неспецифічному зв’язуванню білків. Для його приготування 0,08 г бичачого 
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сироваткового альбуміну (BSA; молекулярна маса ≈ 66 кДа) розчиняли у 1,5 мл 

TBST-буфера (50 мМ Tris-HCl, 150 мМ NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7.5). Розчин 

перемішували на вортексі до отримання однорідної суспензії. Кінцева 

концентрація білка становила 53,3 мг/мл (приблизно 0,8 мМ за молекулярною 

масою білка). Буфер зберігали при температурі +4°C не більше 24 годин [47]. 

 

Приготування монтажного середовища Mowiol для заключення клітин 

Для заключення клітин після проведення флуоресцентного фарбування 

застосовували монтажне середовище Mowiol, яке забезпечує стабільну фіксацію 

препаратів між предметним та покривним склом, запобігає висиханню зразків і 

сприяє збереженню інтенсивності флуоресцентного сигналу під час мікроскопії. 

Mowiol (полівініловий спирт) у поєднанні з гліцерином і Tris-буфером формує 

водорозчинне, помірно в’язке середовище, яке ефективно стабілізує 

флуоресценцію та забезпечує тривале збереження структури клітин. Для 

підвищення фотостабільності та продовження терміну збереження сигналу до 

складу середовища можна додати антифад-агенти, зокрема 1,4-

діазабіцикло[2.2.2]октан (DABCO), або консервант натрій азид (NaN₃ ). 

Компоненти середовища: 

 Гліцерол – 6 г; 

 Mowiol – 2.4 г; 

 Дистильована вода – 6 мл; 

 0,2 М Tris-HCl буфера (pH 8,5) – 12 мл. 

Приготування розчину здійснювали за модифікованим протоколом, 

адаптованим до умов лабораторії. У пластикову центрифужну пробірку об’ємом 

50 мл вносили 6,0 г гліцерину та 2,4 г полімеру Mowiol 4-88, після чого суміш 

перемішували на магнітній мішалці до утворення однорідної суспензії. До 

отриманої суміші додавали 6,0 мл дистильованої води і залишали для набухання 

полімеру при температурі 18-22°C протягом 2 годин. 

Після інкубації додавали 12 мл 0,2 М Tris-HCl буфера (pH 8,5), що 

забезпечувало кінцевий об’єм розчину близько 24 мл. Пробірку інкубували на 
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водяній бані при 50°C з періодичним перемішуванням до часткового розчинення 

полімеру. Процес розчинення повторювали декілька разів до утворення 

прозорого, однорідного розчину. Тривалість етапу становила від 1 до кількох 

годин залежно від швидкості гідратації полімеру. 

До охолодженого розчину вносили антифад-агент DABCO до кінцевої 

концентрації 2,5 % і перемішували на вортекс-мішалці до повного розчинення. 

Для усунення нерозчинених частинок зразок центрифугували при 5000 g 

протягом 15 хв. Отриманий прозорий супернатант обережно відбирали та 

розподіляли в аліквоти по 1,5 мл, які зберігали при температурі −20°C. 

Показник заломлення готового середовища становить у середньому 1,40 ± 0,02. 

Для контролю стабільності кожну нову партію необхідно перевіряти 

рефрактометрично, порівнюючи з показниками свіжоприготовленого розчину. 

Встановлено, що показник заломлення Mowiol може незначно варіювати між 

партіями та поступово зростати в процесі затвердіння, що слід враховувати під 

час підготовки препаратів до флуоресцентної мікроскопії [48, 49]. 

 

Рідке поживне середовище LB (на 100 мл): 

 Триптон – 1 г; 

 Натрій хлористий (NaCl) – 1 г; 

 Дріжджовий екстракт – 0,5 г ; 

 Довести дистильованою водою до 100 мл. 

Рідке поживне середовище LB (Luria–Bertani) готували шляхом розчинення 1,0 

г триптону, 1,0 г NaCl та 0,5 г дріжджового екстракту у 100 мл дистильованої 

води з подальшим коригуванням pH до 7,0–7,2. Після повного розчинення 

компонентів середовище розливали у скляні флакони, закривали термостійкими 

кришками та піддавали стерилізації в автоклаві за стандартних умов 

автоклавування: 121°C, 1 атм надлишкового тиску (≈15 psi), 15–20 хвилин. 

Після автоклавування флакони охолоджували до кімнатної температури. У разі 

необхідності додавання термолабільних компонентів (наприклад, антибіотиків) їх 

вносили до середовища після охолодження до 45–50°C [50].  
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Агаризоване поживне середовище LB (на 100 мл): 

 Агар – 2.5 г 

 Триптон – 1 г 

 Натрій хлористий (NaCl) – 1 г 

 Дріжджовий екстракт – 0,5 г  

 Довести дистильованою водою до 100 мл. 

Після розчинення компонентів середовища здійснили автоклавування за 

стандартних умов [50]. 

 

Агарозний гель для електрофорезу 

 40 мМ трис-ацетатний буфер (40 мМ Tris, 20 мМ CH₃ COOH, 1 мМ 

EDTA, pH 8,3) – 600 мкл 

 Агароза – 0,30 г 

 Дистильована вода – 35 мл 

Агарозний гель готували шляхом розчинення 0,30 г агарози в 35 мл 

дистильованої води з 1Х трис-ацетатним буфером (TAE-буфер) (40 мМ Tris, 20 

мМ CH₃ COOH, 1 мМ EDTA). Суміш нагрівали до повного розчинення агарози, 

охолоджували до ~55 °C і заливали у форму з гребінкою. Після полімеризації гель 

переносили в електрофорезну ванну, заповнювали 1Х TAE-буфером і проводили 

електрофорез при 5 В/см. Після електрофорезу гель фарбували етидій-бромідом (1 

мкг/мл) протягом 20 хв і промивали дистильованою водою перед візуалізацією 

[51]. 

2.2.3 Використані у роботі ферменти та антитіла 

Pfu-DNA полімераза (Fermentas, Литва), Т4-DNA лігаза (Fermentas, Литва), 

ендонуклеази рестрикції: SalI (Thermo Fisher Scientific, США), BglI (Thermo Fisher 

Scientific, США), BamHI (Thermo Fisher Scientific, США), EcoR1 (Thermo Fisher 

Scientific, США), Pst1 (Thermo Fisher Scientific, США); лізоцим (Thermo Fisher 

Scientific, США), РНКаза А(Thermo Fisher Scientific, США). 

Первинні антитіла: anti-Bcr-Abl (MA1-153, Thermo Fisher Scientific, США).  
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Вторинні антитіла: anti-mouse (AS003, ABclonal Technology, США ). 

2.2.4 Біологічний матеріал 

Плазмідний вектор. pECFP-C3 (Clontech, США). 

Маркер молекулярних мас. GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher 

Scientific, США). 

Клітинна лінія Escherichia coli ТОР10 (Agilent Technologies, США).  

Клітинна лінія людини. У дослідженні була використана імморталізована 

лінія людських мієлоїдних клітин K562, отримана з колекції банку клітин 

Інституту експериментальної патології, онкології та радіобіології ім. Р. Е. 

Кавецького НАН України. Лінія К562 була виділена від пацієнта з хронічною 

мієлоїдною лейкемією у фазі бластного кризу. Для цих клітин типовими є 

наявність філадельфійської хромосоми (Ph+) та додаткової хромосомної 

перебудови t(15;17). 

2.2.5 Обладнання 

Культивування бактеріальних культур здійснювали у шейкер-інкубаторі ES-

20 (Biosan, Латвія), що забезпечував підтримання стабільних температурних умов 

та інтенсивності струшування. Роботу з клітинними культурами виконували в 

ламінарному боксі ІІ класу біологічного захисту (ESCO, Німеччина), який 

гарантував стерильність умов та захист оператора. 

Клітини лінії K562 підтримували у стандартних умовах культивування у 

CO₂ -інкубаторі (Binder, США) з контрольованими параметрами газового 

середовища. Осадження клітин Escherichia coli TOP10 та клітинної лінії K562, а 

також інші процедури молекулярно-генетичного аналізу проводили за допомогою 

мікроцентрифуги Epp 5415R (Eppendorf, Німеччина). 

ПЛР проводили за допомогою ПЛР-ампліфікатора Eppendorf Master Cycler 

Personal (США). Електрофоретичне розділення нуклеїнових кислот виконували у 

горизонтальній електрофоретичній камері «Helicon» (Росія). Морфологічні 

характеристики клітин визначали з використанням інвертованого мікроскопа XD-

50T (ULAB, Велика Британія), обладнаного системою фазово-контрастної 
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візуалізації. Імунофлуоресцентні дослідження проводили на лазерному 

конфокальному мікроскопі Zeiss LSM510 (Німеччина), що забезпечує високий 

рівень просторової роздільної здатності. 

Усі маніпуляції з біомолекулами здійснювали з використанням піпет-

дозаторів (Eppendorf, Німеччина). У роботі застосовували сертифікований 

лабораторний посуд із пластику та скла, придатний для роботи в умовах 

біологічної лабораторії. 

 

2.3 Створення рекомбінантних генетичних конструкцій pECFP-C3-USP1-

domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2 та їх експресія в клітинах К562 

 

2.3.1 Створення рекомбінантних генетичних конструкцій pECFP-C3-

USP1- domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2 

Дослідження доменної організації білка USP1 є актуальним завданням, 

оскільки воно дозволяє з’ясувати його роль у каталітичній активності та 

механізмах формування комплексу Bcr-Abl/USP1, що безпосередньо впливає на 

стабільність онкопротеїну та прогресування хронічної мієлоїдної лейкемії. З 

метою вивчення внеску окремих доменів USP1 у взаємодію з Bcr-Abl та їх 

сумісну колокалізацію у клітині в рамках експерименту були створені 

рекомбінантні генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-

USP1-domain-2, які надалі експресувалися у клітинах лейкемічної лінії К562. Для 

цього були проведені наступні етапи роботи. 

Ампліфікація цільових послідовностей доменів гена USP1. Для 

ампліфікації кодуючих послідовностей доменів гена USP1 були підібрані 

праймери, послідовності яких вказані в табл. 2.1. Підбір праймерів здійснювали за 

допомогою програми Serial Cloner 2.6.1.  
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Таблиця 2.1 

Праймери використані для ампліфікації цільових послідовностей гена 

USP1 

Цільові 

послідовності гена 

USP1 

Праймери: 

 

USP1- domain-1: 

Fwd – GACGAGCTGTACAAGTACTCAG 

Rev – attagtcgacATGACTGGTGTTCCTTGGATAAT 

 

USP1- domain-2: 

Fwd – gagtcgaccGAAGTTAAACCCATAAACAAAGGTG 

Rev – TCAGTTATCTAGATCCGGTGGA 

 

Матрицею для підбору праймерів та ПЛР слугувала генетична конструкція 

pECFP-C3-USP1, що містить кДНК цільових послідовностей. ПЛР проводили за 

допомогою ПЛР-ампліфікатора Eppendorf Master Cycler Personal (США). 

Компоненти ПЛР відповідали умовам виробника (Thermo Scientific) з 

використанням високоточної Pfu-полімерази. ПЛР проводили за наступних умов: 

початкову денатурацію ДНК – 5 хв при 95 С. Денатурація ДНК – 30 с при 95 С. 

Відпал праймерів – 30 с при 60 С. Елонлонгація тривала 1 хв при 72 С. Для 

напрацювання ДНК в необхідній кількості стадії 2-4 повторювали 29 разів. 

Кінцева елонгація проводилась 5 хв при 72 С. Успішність ампліфікації оцінювали 

за допомогою електрофорезу в агарозному гелі [52, 53]. 

Електрофоретичне розділення нуклеїнових кислот. Електрофорез 

проводили у 1% агарозному гелі у 40 мМ трис-ацетатному буфері (40 мМ Tris, 20 

мМ CH₃ COOH, 1 мМ EDTA, pH 8,3) при напрузі 5 В/см. Для визначення розмірів 

ДНК використовували маркер GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher 

Scientific, США). Візуалізацію фрагментів здійснювали шляхом обробки гелю 

бромистим етидієм (1 мкг/мл) та спостереженням на трансілюмінаторі при 

довжині хвилі 254 нм. 

Виділення ампліфікованих фрагментів ДНК із агарозного геля. Виконали 
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електрофоретичне розділення нуклеїнових кислот в агарозному гелі, визначили 

розміри і розташування фрагментів ДНК та вирізали з гелю смужку, яка несе 

цільовий фрагмент.  

Гель з фрагментом ДНК зважили та додали трикратний об’єм (3Х) 

адсорбційного буфера (5,0 М тіоціанат гуанідину (CH₆ N₄ S, 29,54 г), 1 М ацетат 

калію (1 М розчину CH₃ COOK, 0,83 мл), 20 мМ EDTA (0,5 М розчину 2,0 мл, pH 

8.0), 5% Triton X-100 (2,5 мл). Суміш інкубували 10 хв при 50 С.  

Отриману суспензію вносили у попередньо підготовлені пробірки для 

очищення ДНК. Для цього використовували 0,5 мл пробірки типу Епендорф із 

проколеним дном, вставлені в 1,5 мл пробірки зі зрізаними кришками. На дно 

вставленої пробірки поміщали скловолоконний фільтр Whatman GF/C з діаметром 

пор 1,2  m [54].  

Отриману суспензію переносили до підготовлених пробірок та 

центрифугували при 8 000 g 2 хв. Для забезпечення повного зв’язування ДНК із 

фільтром процедуру повторювали до повного пропускання об’єму суспензії через 

колонку. Колонки двічі промили 300 мкл буферу для відмивки (1М Tris (pH 7.5) -

2,5 мл, 0,5 М EDTA (pH 8.0) - 1 мл, 5М NaCl - 2мл, 96% етанол - 26,04 мл), 

центрифугуючи після кожного промивання при 8 000 g протягом 2 хв. Додатково 

проводили промивання 300 мкл 96% етанолу з подальшим центрифугуванням при 

8 000 g протягом 2 хв для видалення залишків солей. Після цього колонки 

висушували при кімнатній температурі до повного випаровування залишків 

етанолу. 

Для елюції ДНК колонки переносили у чисті 1,5 мл пробірки, додавали 25 

мкл дистильованої води та центрифугували при 5 000 g протягом 2 хв. Отриману 

елюцію збирали, за потреби додатково промивали та розчиняли осад у 

відповідному об’ємі дистильованої води. Концентрацію очищеної ДНК визначали 

спектрофотометрично. 

Отримання генетичних конструкцій. Створення генетичних конструкцій 

для експресії цільових послідовностей та рестрикційний аналіз були змодельовані 

програмою Serial Cloner 2.6.1. Для клонування кодуючих послідовностей доменів 
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USP1 був використаний вектор pECFP-C3 (Clontech, США), який у кількості 5 мкг 

обробляли однією одиницею по 0,3 мкл (3 U) відповідних рестриктаз. 

Ампліфіковану кодуючу послідовність USP1-domain-1 інкубували з 

ендонуклеазами BamH1 та Sal1. Після цього вставку USP1-domain-1 лігували у 

вектор pECFP-C3, який попередньо був порізаний за сайтами рестрикції SalI та 

BglI. Для створення генетичної конструкції pECFP-C3-USP1-domain-2 вектор 

pECFP-C3 обробили ендонуклеазами рестрикції BamHI та SalI. Ампліфіковану 

кодуючу послідовність USP1-domain-2 інкубували з ендонуклеазами BamHI та 

SalI. За допомогою інструменту Double Digest Calculator визначили оптимальні 

умови проведення реакції рестрикції та підібрали буферні розчини. Для 

рестриктаз SalI та BglI використовувався стандартний однократний Orang-буфе, 

для BamHI та SalI – двократний Tango-буфер (Thermo Fisher Scientific). 

Рестрикційна суміш інкубувалась впродовж години при 37°C з подальшою 

термоінактивацією при 80°C протягом 20 хвилин. Для проведення лігування було 

взято молекулярне співвідношення вектора до вставки 1:3. До складу реакційної 

суміші було внесено: 200 ng плазмідної ДНК, 600 ng USP1-domain-1 та USP1-

domain-2 відповідно, 5 U T4-ДНК-лігази (Thermo Fisher Scientific, США), 0,5 мМ 

АТФ, однократний (1Х) лігазний буфер. Реакцію проводили впродовж 24 годин 

при 20°C з наступною 20-хвилинною інактивацією при 75°C, додаванням 

ферменту-кілера EcoRI до суміші, де це необхідно, інкубацією 30 хвилин при 

37°C з наступною 20-хвилинною інактивацією при 65°C. Для проведення 

контролю була проведена та сама реакція лігування, але без вставки доменів у 

вектор [52, 53].  

Отримання компетентних клітин. Для підготовки компетентних клітин 

використовували штам Escherichia coli ТОР10 (Agilent Technologies, США). 

Початково 500 мкл нічної культури клітин інокулювали у 50 мл поживного 

середовища LB (1% NaCl, 1% триптон, 0,5% дріжджовий екстракт) (Amresco, 

США), у співвідношенні 1:100 та культивували на термошейкері при 37 °C і 140 

rpm до досягнення оптичної густини OD600 ≈ 0,3, що відповідає логарифмічній 

фазі росту клітин. 
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Після цього культура була охолоджена на льоду для зупинки росту та 

підготовки до обробки. Для отримання компетентності 1 мл культури відбирали в 

пробірки об’ємом 1,5 мл та центрифугували при 4 °C, 8 000 g протягом 5 хв. 

Супернатант обережно видаляли, а осад клітин ресуспендували в 1 мл 

охолодженого 0,1 М розчину хлориду кальцію (CaCl₂ ) та інкубували на льоду 

протягом 30 хв. Після повторного центрифугування при 4 °C, 8 000 g протягом 5 

хв супернатант знову видаляли, а клітини ресуспендували у 500 мкл 0,1 М CaCl₂ . 

Компетентні клітини розфасували у мікропробірки, що містили 

кріопротектор (гліцерин), та зберігали при −80 °C до використання. Всі операції 

виконували при низьких температурах (на льоду), щоб зберегти життєздатність 

клітин і високу трансформаційну здатність [55, 56]. 

Трансформація. Лігазну суміші об’ємом не більше 5% від загального об’єму 

аліквоти вносили до компетентних клітин, які попередньо тримали на льодові 10 

хв. Отриману суспензію ретельно перемішували та інкубували на льодові 

протягом 30 хв. Тепловий шок проводили на водяній бані з температурою +42°С 

протягом 90 с і переносили пробірки на лід на 2 хв. До реакційної суміші 

додавали поживне середовище LB (1% NaCl; 1% триптон; 0,5% дріжджовий 

екстракт) без антибіотика та інкубували протягом 40 хв у термостаті за 

температури +37°С при постійному перемішуванні 120 об/хв. Культуру відбирали 

шляхом центрифугування за умови 8 000-10 000 g протягом 2 хв та висівали її на 

стерильні чашки Петрі з твердим поживним середовищем LB з агаром та 12,5 мкм 

канаміцину за допомогою бактеріального шпателя. Чашки Петрі з культурою 

інкубували у термостаті протягом 10-12 год за температури +37°С після чого 

аналізували колонії, що виросли. 

Отримані колонії висівали в рідке середовище LB з 100 мкг/мл канаміцину та 

нарощували протягом 18 годин. Плазміди з рідкого середовища виділяли методом 

лізису неіонними детергентами [52, 53]. 

Виділення плазмід методом лізису неіонними детергентами (NID). 

Культуру клітин центрифугували протягом при 7 000 g протягом 1 хв. Надосад 

видаляли, а до осаду, який становили бактеріальні клітини додавали неіонний 
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детергент (NID) (5% сахарози, 30 мМ ЕДТА, 50 мМ Tris (pH 8.0), 0,75 M NH4Cl, 

0,5% Triton X-100, 100 мкг/мл лізоцим та 25 мкг/мл РНКаза А), ретельно 

перемішували за допомогою вортекс та залишали на 5 хв на водяній бані з 

температурою +65°С. Отриману суспензію процентрифугували 40 хв при 13 000 g 

до утворення щільного бактеріального осаду. Видалили бактеріальний осад. До 

супернатанту додали 600 мкл ізопропанолу та процентрифугували 20 хв при 

13 000 g при кімнатній температурі. Супернатант видаляли та промивали за 

допомогою 1 мл 70% етанолу впродовж 5 хв при 13 000 g. Після видалення 

етанолу осад сушили при кімнатній температурі та розчиняли в потрібному об’ємі 

дистильованої води [44, 52, 53]. 

Рестрикційний аналіз генетичних конструкцій pECFP-C3-USP1- domain-1 

та pECFP-C3-USP1-domain-2. Перевірку на наявність вставки у векторі було 

виконано методом аналітичного розрізання ендонуклеазами рестрикції за 

умовами виробника. Аналіз pECFP-C3-USP1-domain-1 здійснили за допомогою 

ендонуклеаз рестрикції Sal1 та Pst1. Генетичну конструкцію pECFP-C3-USP1-

domain-2 вивчали за допомогою – EcoR1. 

За результатами ПЛР реакції були отримані цільові послідовності двох 

доменів гена USP1, з очікуваними для них розмірами. За допомогою реакції 

лігування було створено генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 та 

pECFP-C3-USP1-domain-2.  

Генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-

2 були успішно ідентифіковані шляхом картування за відповідними сайтами 

рестрикції. Так, після розрізання виділених плазмід pECFP-C3-USP1-domain-1 та 

pECFP-C3-USP1-domain-2, які, містили вставки цільових генів, було виявлено 

відповідні фрагменти різних розмірів методом електрофоретичного розділення 

нуклеїнових кислот за стандартних умов. Правильність рамки зчитування 

підтверджено шляхом секвенування.  

Враховуючи наведені дані, наступним етапом експериментальної роботи 

була трансфекція клітинної лінії К562 отриманими рекомбінантними 

конструкціями USP1-domain-1 та USP1-domain-2 з метою дослідження механізмів 
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колокалізації білка USP1 з онкопротеїном Bcr-Abl та оцінки внеску кожного 

домена у формування білкового комплексу [52, 53]. 

 

2.3.2 Трансфекція клітинної лінії К562 плазмідною ДНК pECFP-C3-

USP1- domain-1 та pECFP-C3-USP1- domain-2 

Умови культивування. Клітини К562 культивували у середовищі DMEM 

(Thermo Fisher Scientific, США) з додаванням 10% ембріональної сироватки 

великої рогатої худоби (Sigma, США), пеніциліном (50 од/мл) та стрептоміцином 

(100 мкг/мл). Інкубацію клітин здійснювали у зволоженій атмосфері з вмістом 5% 

CO₂  при температурі +37°C. При досягненні клітинами ступеню покриття 

поверхні культурального посуду на 70-80% проводили пересівання у 

співвідношенні 1:10. Для цього клітини відбирали у стерильні пробірки типу 

епендорф та центрифугували протягом 1–2 хв при 1 000 g. Після видалення 

надосадової рідини клітини ресуспендували у свіжому середовищі DMEM, що 

містило всі необхідні компоненти для росту та переносили у новий стерильний 

культуральний посуд. 

Трансфекція pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2 у 

клітини K562. Трансфекцію було виконано з використанням TurboFect (Thermo 

Fisher Scientific, США). Для трансфекції використали 5 мкл pECFP-C3-USP1-

domain-1 та 8 мкл pECFP-C3-USP1-domain-2. Плазмідну ДНК розчиняли у 100 

мкл середовища DMEM без сироватки, після чого вносили по 10 мкл TurboFect. 

Отриману суміш ретельно перемішували за допомогою вортекса та інкубували 

при кімнатній температурі протягом 20 хв. Після чого трансфекційну суміш 

вносили до клітин К562 з 80% конфлюентності та культивували у середовищі 

DMEM з додаванням 10% ембріональної сироватки великої рогатої худоби, 

пеніциліну (50 од/мл), стрептоміцину (0,25 мкл/мл) протягом 24 год при +37°C та 

5% СО2.  

Імунофлуоресцентний аналіз. Клітини K562 центрифугували при 2 000 g 

протягом 2 хв, після чого надосадову рідину видаляли. Осаджені клітини двічі 

промивали 70 мкл буферу TBST (50 мМ Tris (pH 7.5), 150 мМ NaCl, 0,05% Твен 
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20), виконуючи центрифугування при 2 000 g впродовж 2 хв на кожному етапі 

відмивки. Клітинний осад ресуспендували у 200 мкл фіксуючого буферу за 

допомогою 4% формальдегіду з 0,2% буфера Triton X-100. Фіксацію проводили 

протягом 20 хв. Далі клітини знову центрифугували (2 000 g, 2 хв) та двічі 

промивали у 70 мкл буфера TBST. Отриманий осад ресуспендували у 50 мкл 

буфера BSA та інкубували протягом 1 год при кімнатній температурі. Після 

центрифугування при 2 000 g, 2 хв клітини інкубували з первинними антитілами 

anti-Bcr-Abl (MA1-153, Thermo Fisher Scientific, США) у розведенні 1:100 (0,5 мкл 

антитіл у 50 мкл BSA) протягом 1 год при кімнатній температурі. Осаджені 

клітини двічі промивали 70 мкл буферу TBST, після чого інкубували з 

вторинними антитілами anti-mouse (AS003, ABclonal Technology, США ), у 

співвідношенні 0,3 мкл антитіл у 25 мкл буфера TBST протягом 1 год без доступу 

світла з періодичним струшуванням. 

Подальше центрифугування проводили при 3 000 g протягом 2 хв, після 

чого клітини промивали у 50 мкл буфера TBST. Для заключення клітин після 

проведення флуоресцентного фарбування клітини ресуспендували у 10 мкл 

буфера Mowiol, яке забезпечило стабільну фіксацію препаратів між предметним 

та покривним склом, а також посприяло збереженню інтенсивності 

флуоресцентного сигналу під час мікроскопії. 

Конфокальна мікроскопія. Підготовлені зразки аналізували за допомогою 

лазерного скануючого конфокального мікроскопу Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, 

Німеччина), обладнаного масляним об’єктивом 100×/1,25 N.A., з використанням 

програмного забезпечення LSM Browser.  

Оцінка колокалізації. Кількісна оцінка колокалізації доменів білка USP1 з 

онкопротеїном Bcr-Abl у клітинах лінії K562 проводилася з використанням 

стандартних алгоритмічних підходів та спеціалізованого програмного 

забезпечення для аналізу флуоресцентних мікроскопічних зображень, а саме 

ImageJ та мови програмування R. Для кількісної оцінки колокалізації були 

використані статистичні коефіцієнти Пірсона та Мандерса. Застосування саме цих 

коефіцієнтів дозволило поєднати оцінку лінійної кореляції сигналів із 
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визначенням частки перекриття флуоресцентних міток у кожному каналі, що є 

інформативним при дослідженні білкових взаємодій та субклітинної організації. 

Коефіцієнт Пірсона (Pearson’s correlation coefficient (РСС)) визначає лінійну 

кореляцію інтенсивності пікселів між двома каналами зображення. Він 

розраховується за формулою 2.1: 

  
∑      ̄      ̄ 

 

√∑      ̄  
 

∑      ̄  
 

   (2.1) 

де   та   - інтенсивності відповідно червоного та зеленого каналів у пікселі  , 

а  ̄і  ̄— середні значення інтенсивності каналів по всьому зображенню. 

 

Значення коефіцієнта Пірсона варіює від -1 до +1 і відображає ступінь 

лінійної кореляції між сигналами двох каналів. Значення +1 свідчить про повну 

позитивну кореляцію, коли пікселі обох каналів збігаються у локалізації; значення 

0 означає відсутність кореляції, тобто сигнал одного каналу не пов’язаний із 

сигналом іншого; значення -1 вказує на повну негативну кореляцію, що відповідає 

і сигналів незалежно від їх абсолютної інтенсивності. PCC є незалежним від 

абсолютної інтенсивності сигналу, що робить його корисним для порівняння 

зображень із різною експресією білка або різною інтенсивністю міток [57].  

Коефіцієнти Мандерса доповнюють оцінку коефіцієнта Пірсона, 

визначаючи фракцію сигналу одного білка, яка перекривається із сигналом іншого 

білка. M1 відображає відсоток пікселів першого каналу, що колокалізуються з 

другим каналом, тоді як M2 характеризує аналогічну фракцію для другого каналу 

відносно першого. Ці коефіцієнти обчислюються за формулами 2.2 та 2.3: 

   
∑          

∑    
     (2.2) 

   
∑          

∑    
   (2.3) 

де         і           - інтенсивності пікселів, які співпадають у двох 

каналах (тобто перевищують порогове значення), а   і    - загальні 

інтенсивності пікселів у відповідних каналах. 
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Значення M1 та M2 лежать у межах від 0 до 1 і дозволяють оцінити 

часткове перекриття сигналів, виявити асиметричну колокалізацію та визначити її 

напрямок. На відміну від PCC, коефіцієнти Мандерса залежать від порогового 

відсікання сигналу, що дозволяє ефективно відокремити реально колокалізовані 

пікселі від фонових шумів [57]. 

Комбіноване використання коефіцієнтів Пірсона та Мандерса дозволяє 

отримати як загальну оцінку кореляції сигналів (PCC), так і кількісну 

характеристику перекриття сигналів по обох каналах (M1 та M2), що є особливо 

важливим при дослідженні білкових взаємодій у клітині [58, 59, 60]. 

Програмне забезпечення та загальні підходи до аналізу. Для аналізу 

отриманих конфокальних зображень використовували програмне середовище 

ImageJ/Fiji, що є універсальною платформою для обробки біологічних зображень 

із відкритим вихідним кодом. Fiji містить попередньо встановлені модулі, зокрема 

плагіни JACoP та Coloc 2, які широко застосовуються для кількісної оцінки 

колокалізації у двоканальних та багатоканальних флуоресцентних зображеннях. 

Розширюваність Fiji за рахунок великої кількості плагінів забезпечує можливість 

адаптації алгоритмів під конкретні експериментальні завдання, включаючи 

сегментацію, порогову фільтрацію, деконволюцію та статистичну обробку даних 

[58, 61]. 

Мова програмування R є потужним середовищем для статистичного 

аналізу, моделювання та опрацювання даних у біомедичних дослідженнях. Вона 

підтримує широкий спектр типів даних (вектори, матриці, таблиці, списки) та 

забезпечує можливість об’єктно-орієнтованого програмування, що робить її 

універсальним інструментом для роботи зі складними біологічними структурами. 

Завдяки великому набору спеціалізованих пакетів, доступних у репозиторіях 

CRAN та Bioconductor, R широко використовується для аналізу геномних, 

протеомних, клітинних та інших високопродуктивних даних. Інтеграція з такими 

ресурсами, як GenBank, Entrez Genes та UCSC Genome Browser, розширює 

можливості обробки біологічної інформації та сприяє використанню R у сучасній 

біоінформатиці. Додаткові інструменти, зокрема пакети dplyr і ggplot2, 
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забезпечують ефективну статистичну обробку та високоякісну візуалізацію 

експериментальних результатів, що є важливим елементом аналітичних 

досліджень [63,64, 65, 66]. 

Одним із перспективних напрямів використання R є кількісна оцінка 

колокалізації сигналів у конфокальній мікроскопії, що дозволяє об’єктивно 

визначати ступінь взаємодії між білковими структурами в клітинах. Для цього 

розроблено низку спеціалізованих пакетів, серед яких найбільш широко 

використовуваними є colocr та ColocalizR. Пакет colocr орієнтовано на аналіз 

двоканальних флуоресцентних зображень: він забезпечує виконання основних 

етапів - від імпорту та підготовки зображень до нормалізації інтенсивності 

сигналів і визначення порогових значень - та обчислює ключові показники 

колокалізації, включно з коефіцієнтом кореляції Пірсона та коефіцієнтами 

Мандерса. Важливою перевагою є наявність графічного інтерфейсу на базі Shiny, 

що робить пакет доступним для дослідників без поглибленого досвіду в аналізі 

зображень або програмуванні [66]. 

Пакет ColocalizR пропонує розширені можливості для високопродуктивного 

аналізу великих наборів мікроскопічних даних. Він підтримує автоматичну 

сегментацію клітин та субклітинних структур, визначення морфологічних та 

текстурних характеристик, а також паралельну обробку зображень, що значно 

підвищує продуктивність аналізу. Завдяки можливості оцінки колокалізації на 

рівні окремих клітин ColocalizR дає змогу досліджувати неоднорідність клітинних 

популяцій та виявляти субпопуляції з різним рівнем взаємодії білкових сигналів. 

Графічний інтерфейс та гнучкі функції експорту результатів забезпечують 

зручність інтеграції цього пакета у біоінформатичні робочі процеси [67]. 

Завдяки поєднанню статистичної потужності, відкритості, широкій 

підтримці наукової спільноти та наявності спеціалізованих інструментів для 

аналізу флуоресцентних зображень, програмне середовище R є одним із найбільш 

ефективних рішень для кількісного дослідження колокалізації білків у 

конфокальній мікроскопії [62,63, 64, 65]. 

Аналіз колокалізації у середовищі ImageJ/Fiji. Для визначення ступеня 
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колокалізації доменів USP1 з онкопротеїном Bcr-Abl був застосований плагін 

JACoP (Just Another Co-localization Plugin). Цей модуль реалізує алгоритми, що 

дозволяють автоматизовано обчислювати коефіцієнт кореляції Пірсона та 

коефіцієнти Мандерса, забезпечуючи об’єктивну та відтворювану оцінку 

просторової взаємозалежності сигналів. Алгоритм обробки зображень у ImageJ 

включав такі етапи: 

1. Розділення каналів для незалежного аналізу флуоресцентних міток. 

2. Порогову фільтрацію, що дозволяє відокремити специфічний сигнал від 

фонового шуму. 

3. Розрахунок коефіцієнтів PCC, M1 та M2 за допомогою плагіну JACoP. 

4. Статистичну обробку даних та експорт результатів у табличному форматі 

для подальшого аналізу. 

Застосування цих етапів дозволило мінімізувати внесок фонових артефактів та 

підвищити точність кількісної оцінки колокалізації білкових сигналів [58, 61]. 

Аналіз колокалізації у середовищі R. Мова програмування R виступала 

додатковим інструментом для поглибленої статистичної інтерпретації результатів 

та обробки великих масивів даних. Програмне забезпечення допомогло здійснити 

автоматизоване виконання базових та розширених процедур аналізу, включаючи: 

1. Імпорт багатоканальних конфокальних зображень (формати TIFF, LIF). 

2. Попередню обробку зображень: нормалізацію інтенсивності, приглушення 

шуму, видалення артефактів та корекцію нерівномірного освітлення. 

3. Розрахунок коефіцієнтів Пірсона та Мандерса для кожної пари каналів. 

4. Візуалізацію результатів у вигляді діаграм boxplot. 

Висновки до розділу 2 

Отже, в цьому розділі кваліфікаційної роботи представлено повний комплекс 

матеріалів, реагентів, клітинних ліній і лабораторного обладнання, необхідних 

для виконання молекулярно-біологічних методів, а також стандартизовані 

протоколи приготування розчинів і середовищ. Таким чином, можна підвести 

підсумок, що сформована методична база забезпечує можливість конструювання 



58 

генетичних конструкцій, аналізу субклітинної локалізації доменів USP1 та оцінки 

їхньої колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl у клітинах K562, що відповідає 

поставленій меті роботи, гарантує відтворюваність та наукову коректність 

подальших експериментальних досліджень.  
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РОЗДІЛ 3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

У цьому розділі подано результати експериментальних досліджень, 

проведених відповідно до методичних підходів, описаних у попередній частині 

кваліфікаційної роботи. Отримані результати дозволили всебічно 

охарактеризувати досліджувані параметри та оцінити їхній біологічний зміст. 

Нижче наведено отримані дані, що відображають основні закономірності, 

виявлені в ході роботи, та слугують підґрунтям для подальшої інтерпретації і 

формування узагальнюючих висновків. 

 

3.1 Створені рекомбінантні генетичні конструкції pECFP-C3-USP1- 

domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2  

За результатами ПЛР реакції були отримані цільові послідовності двох 

доменів гена USP1, з очікуваними для них розмірами. Розмір USP1-domain-1 

становить 874 п.н., а USP1-domain-2 - 1251 п.н. За допомогою реакції лігування 

було створено генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 (рис. 3.1) та 

pECFP-C3-USP1-domain-2 (рис. 3.2) [52, 53]. 

 

Рис.3.1 Схема будови генетичної конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 [53]. 
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Рис. 3.2 Схема будови генетичної конструкції pECFP-C3-USP1-domain-2 [53]. 

 

Генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1- 

domain-2 були успішно ідентифіковані шляхом картування за відповідними 

сайтами рестрикції. Так, після розрізання виділених плазмід pECFP-C3-USP1-

domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2, які, містили вставки цільових генів, було 

виявлено фрагменти різних розмірів методом електрофоретичного розділення 

нуклеїнових кислот за стандартних умов. Для pECFP-C3-USP1-domain-1 ці 

фрагменти становили: 5 п.н., 215 п.н., 5381 п.н., а для pECFP-C3-USP1-domain-2 

1081 п.н, 4897 п.н. (рис.3.3). Правильність рамки зчитування підтверджено 

шляхом секвенування [52, 53].  
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Рис. 3.3 Електрофореграма, скринінг цільових рекомбінантів: 1 – вектор 

pECFP-C3, результати рестрикційного картування за сайтами Sal1, Pst1; 2 – 

результати реакції лігування кодуючої послідовності домена 1 гена USP1 у 

плазмідний вектор pECFP-C3, результати рестрикційного картування pECFP-C3-

USP1 за сайтами Sal1, Pst1; 3 - вектор pECFP-C3, результати рестрикційного 

картування за сайтами EcoR1; 4 – результати реакції лігування кодуючої 

послідовності домена 2 гена USP1 у плазмідний вектор pECFP-C3, результати 

рестрикційного картування pECFP-C3-USP1 за сайтами EcoR1. М – маркер 

молекулярних мас GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) [53]. 

 

3.2 Структурна будова білків USP1-domain-1 та USP1-domain-2  

У попередньому підрозділі було описано створені генетичні конструкції 

pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2, які слугували основою 

для експресії відповідних доменів білка USP1 у клітинній лінії K562. Трансфекція 

цих конструкцій забезпечила синтез цільових білків, що дозволило провести їх 

структурний та функціональний аналіз. 

Генетична конструкція USP1-domain-1 кодує білок довжиною 294 

амінокислотні залишки. Структурний аналіз домену (рис. 3.4) показав, що він 

включає два сайти ядерної локалізації (NLS), сигнал ядерного експорту (NES), 

вставку L1, деградуючий мотив та ділянку взаємодії з UAF1 [52, 53]. 
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Рис. 3.4 Структурна будова домену білка USP1-domain-1. NES - сигнал 

ядерного експорту; NLS - сайти ядерної локалізації; Degron motif - деградуючий 

мотив; UAF1 binding - ділянка, відповідальна за взаємодію з UAF1; Insert (L1)- 

вставка L1. 

 

Сайти ядерної локалізації (NLS) забезпечують транспортування білка в 

ядро, тоді як сигнал ядерного експорту (NES) відповідає за його вихід у 

цитоплазму. Вставка L1 (L1 insert) є унікальною петлею в каталізаторно-

подібному домені USP1 і бере участь у регуляції активності білка. Мотив 

деградації (Degradation Motif) визначає білок як субстрат для убіквітин-залежної 

деградації, а ділянка взаємодії з UAF1 (UAF1-interacting region) забезпечує 

зв’язування з регуляторним партнером, необхідним для активації USP1. 

Таким чином, аналіз структурних елементів USP1-domain-1 свідчить, що 

домен містить ключові компоненти, які визначають його субклітинну 

локалізацію, стабільність та здатність до регуляторних взаємодій. 

Структурна будова домену білка USP1-domain-2 (рис. 3.5) закодована 379 

амінокислотами, містить два сайти His-боксу (H593 і D751), сайт 

автокаталітичного розщеплення G670/G671, вставку L2 та ділянку взаємодії з 

UAF1 [52, 53]. 
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Рис. 3.5 Структурна будова домену білка USP1-domain-2. UAF1 binding - 

ділянка, відповідальна за взаємодію з UAF1; His-box (H593 і D751) - частина 

каталітичного центру His-боксу; Autocleavage G670/G671 - сайт автокаталітичного 

розщеплення; Insert (L2) - вставка L2. 

 

Сайти His-боксу (H593 і D751) формують каталітичне ядро білка і 

забезпечують гідроліз убіквітину, що визначає ферментативну активність USP1. 

Сайт автокаталітичного розщеплення (G670/G671) необхідний для правильного 

процесингу та функціонування білка. Вставка L2 (L2 insert) є регуляторною 

петлею, що модулює ферментативну активність домену. Ділянка взаємодії з UAF1 

(UAF1-interacting region) забезпечує формування активного білкового комплексу 

USP1-UAF1. 

Отже, USP1-domain-2 включає ключові каталізаторно-функціональні 

елементи, які визначають його деубіквітиназну активність та здатність до 

взаємодії з регуляторними білковими партнерами, забезпечуючи виконання 

біологічних функцій білка. 

 

3.3 Результати конфокальної мікроскопії 

Після аналізу структурних характеристик доменів USP1 наступним етапом 

дослідження було визначення їх субклітинної локалізації. Для цього здійснено 

конфокальну мікроскопію клітин лінії K562, трансфікованих конструкціями 

USP1-domain-1 та USP1-domain-2. Отримані результати дозволяють візуалізувати 

розподіл білкових доменів у клітині та оцінити їх колокалізацію з 
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внутрішньоклітинними структурами (рис. 3.6 –3.8). 

   

Рис. 3.6 Колокалізація USP1-domain-1 (синє) і Bcr-Abl (червоне) у клітинах 

К562. Імунофлуоресцентний аналіз з подальшою конфокальною мікроскопією. 

Збільшення х100. 

 

  

 

Рис. 3.7 Колокалізація USP1-domain-2 (синє) і Bcr-Abl (червоне) у клітинах 

К562. Імунофлуоресцентний аналіз з подальшою конфокальною мікроскопією. 

Збільшення х100 
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Рис. 3.8 Конфокальна мікроскопія клітин лінії К562 з експресією білка USP1. 

Д, Е – 3D-структура клітин К562 в різних площинах 

 

Отримані зображення слугують експериментальною основою для кількісного 

аналізу колокалізації досліджуваних доменів з онкопротеїном Bcr-Abl та 

підтвердження функціональної релевантності структурних особливостей білків. 

 

3.4 Аналіз колокалізації доменів білка USP1 з онкопротеїном Bcr-Abl у 

клітинах лінії K562 

Після визначення структурної будови доменів USP1 та оцінки їх 

субклітинної локалізації за допомогою конфокальної мікроскопії, наступним 

кроком дослідження було вивчення колокалізації між доменами білка USP1 і 

онкопротеїном Bcr-Abl у клітинах лінії K562. Для цього застосовувалося 

програмне забезпечення ImageJ та мова програмування R, що дозволяє 

обчислювати коефіцієнти Пірсона та Мандерса, показники кількісної 

колокалізації білкових сигналів. Результати аналізу наведені в таблиці 3.1. 

 

 

 

 

 

  

Д Е 
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Таблиця 3.1  

Результати аналізу колокалізації доменів білка USP1 з онкопротеїном 

Bcr-Abl у клітинах лінії K562 за допомогою програмного забезпечення ImageJ 

та мови програмування R (коефіцієнти Пірсона та Мандерса) 

Зразок Коефіцієнти 

Pearson's 

Coefficient 

r 

 

Manders' 

Coefficients 

(original) 

М1 

Manders' 

Coefficients 

(original) 

М2 

Manders' 

Coefficients (з 

використанням 

порогового 

значення для 

imgA та для 

imgB) 

М1 

Manders' 

Coefficients (з 

використанням 

порогового 

значення для 

imgA та для 

imgB) 

М2 

А 
ImageJ 0.048 0.001 1.0 0.003 1.0 

R 0.048 0.001 1.0 0.001 1.0 

Б 
ImageJ 0.052 0.002 1.0 0.003 1.0 

R 0.052 0.002 1.0 0.002 1.0 

В 
ImageJ 0.063 0.003 1.0 0.005 1.0 

R 0.063 0.003 1.0 0.003 1.0 

Г 
ImageJ 0.077 0.004 1.0 0.007 1.0 

R 0.077 0.004 1.0 0.004 1.0 

Ґ 
ImageJ 0.093 0.003 1.0 0.008 1.0 

R 0.093 0.003 1.0 0.003 1.0 

Д 
ImageJ 0.187 0.049 0.379 0.075 0.379 

R 0.187 0.049 0.379 0.049 0.379 

Е 

ImageJ 0.751 0.364 1.0 0.449 1.0 

R 0.751 0.364 1.0 0.364 1.0 

 

Аналіз отриманих значень дозволяє зробити наступні висновки: 

1) USP1-domain-1 демонструє низькі показники коефіцієнтів Пірсона (0.048–

0.063), що свідчить про слабкий кореляційний просторовий збіг із Bcr-Abl. 

Коефіцієнти Мандерса при пороговій обробці залишаються низькими, що 

вказує на обмежену специфічну колокалізацію. Це може свідчити про те, що 

USP1-domain-1 не є основним елементом, відповідальним за просторову 

колокалізацію з Bcr-Abl у клітині. 

2) USP1-domain-2 проявляє значно вищу колокалізацію з Bcr-Abl у деяких 

зразках, що свідчить про виражену просторову колокалізацію. Високі 
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значення коефіцієнтів Мандерса підтверджують можливість формування 

активного комплексу USP1/Bcr-Abl, що може бути функціонально 

релевантним для регуляції деубіквітиназної активності та взаємодії з 

білковими партнерами. 

3) Загалом, порівняння колокалізації двох доменів показує, що USP1-domain-2 

відіграє більш значущу роль у просторовому співіснуванні з Bcr-Abl, тоді як 

USP1-domain-1, ймовірно, виконує інші регуляторні або структурні функції. 

Таким чином, результати аналізу колокалізації підтверджують 

функціональну різницю між доменами USP1 у колокалізації з онкопротеїном Bcr-

Abl і слугують підґрунтям для подальшого дослідження механізмів формування 

активного білкового комплексу в клітинах K562. 

 

3.5 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Пірсона та Мандерса для 

доменів USP1-domain-1 і USP1-domain-2 

Для оцінки відмінностей у ступені колокалізації окремих доменів білка 

USP1 з онкопротеїном Bcr-Abl було проведено порівняльний статистичний аналіз 

отриманих коефіцієнтів Пірсона та Мандерса. Використання BoxPlot-графіків 

дозволило візуалізувати розподіл значень для USP1-domain-1 та USP1-domain-2 та 

оцінити можливі відмінності між ними. Такий підхід забезпечує узагальнене 

представлення варіабельності даних і дає змогу виявити потенційні тенденції, що 

можуть мати функціональне значення у подальшій інтерпретації результатів 

аналізу колокалізації. 

 

3.5.1 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Пірсона для USP1-

domain-1 та USP1-domain-2 

Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Пірсона для USP1-domain-1 та 

USP1-domain-2 (рис. 3.9) демонструє різний рівень кореляції сигналів між 

досліджуваними доменами та онкопротеїном Bcr-Abl. 

Для домену 1 значення коефіцієнта Пірсона зосереджені в дуже вузькому 

діапазоні (близько 0.05–0.07), що свідчить про низький ступінь лінійної кореляції 
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між сигналами флуоресценції. Низька варіабельність вказує на стабільно слабку 

колокалізацію між доменом 1 та Bcr-Abl. 

Для домену 2 спостерігається значно ширший діапазон значень (приблизно 

від 0.08 до 0.34), а медіанне значення (~0.093) є вищим, ніж у домену 1. Це 

свідчить про тенденцію до більш вираженої кореляції між доменом 2 та Bcr-Abl, 

хоча дані характеризуються вищою варіабельністю. 

Результати статистичного тесту Вілкоксона (p = 0.114) вказують на 

відсутність статистично значущої різниці між групами при обраному рівні 

значущості (α = 0.05). Таким чином, незважаючи на видиму тенденцію до 

підвищених значень коефіцієнта Пірсона у домена 2, ці відмінності не можна 

вважати статистично підтвердженими. 

У сукупності дані свідчать, що домен 2 потенційно характеризується 

більшою схильністю до колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl порівняно з 

доменом 1, однак наявні вибірки не забезпечують статистичної доказовості цієї 

різниці. 

 

Рис. 3.9 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Пірсона для USP1-

domain-1 та USP1-domain-2 у клітинах K562. Представлено розподіл значень 

коефіцієнта Пірсона для обох доменів білка USP1. Червоним позначено p-

значення критерію Вілкоксона (p = 0.114), яке свідчить про відсутність 

статистично значущих відмінностей між групами. 
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3.5.2.1 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Мандерса (original) 

для USP1-domain-1 та USP1-domain-2 

BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Мандерса (original) для USP1-domain-1 та USP1-

domain-2 (рис. 3.10) демонструє низький рівень колокалізації в обох групах, що 

відповідає загальній тенденції, виявленій за коефіцієнтом Пірсона. 

Для домену 1 значення коефіцієнтів Мандерса зосереджені в дуже вузькому 

діапазоні (~0.001–0.003), а медіана становить близько 0.002. Це свідчить про 

мінімальну частку сигналу USP1-domain-1, що перекривається із сигналом Bcr-

Abl. 

Для домену 2 діапазон коефіцієнтів ширший (~0.003–0.02), а медіанне 

значення (~0.004) є удвічі більшим, ніж у домену 1, що вказує на тенденцію до 

більшого перекриття сигналів. Проте варіабельність значно вища, що відображає 

нестабільність взаємного розташування сигналів USP1-domain-2 та Bcr-Abl. 

Критерій Вілкоксона (p = 0.208) не виявив статистично значущих 

відмінностей між доменами при рівні значущості α = 0.05. Отже, попри візуальну 

тенденцію до дещо вищих значень Мандерса для домену 2, доказового 

збільшення частки колокалізації не встановлено. 

 

Рис. 3.10 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Мандерса (original) для 
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USP1-domain-1 та USP1-domain-2 у клітинах K562. Наведений розподіл значень 

Мандерса для обох доменів. p-значення критерію Вілкоксона (p = 0.208) свідчить 

про відсутність статистично значущої різниці між групами. 

3.5.2.2 Порівняльний BoxPlot-аналіз коефіцієнтів Мандерса з 

урахуванням порогово значення для USP1-domain-1 та USP1-domain-2 

Побудований BoxPlot (рис. 3.11) відображає розподіл коефіцієнта Мандерса 

M1, розрахованого з використанням порогового значення для каналів imgA та 

imgB, що дозволяє оцінити лише перекриття інтенсивності сигналів, які 

перевищують фоновий рівень. Таким чином, наведені значення характеризують 

реальну частку сигналу USP1, що колокалізується з Bcr-Abl, без внеску 

низькоінтенсивного шуму. 

Для USP1-domain-1 значення M1 зосереджені у вузькому інтервалі 

(приблизно 0.001–0.003) з медіаною 0.002, що вказує на мінімальний відсоток 

сигналу домену 1, який перекривається з Bcr-Abl у межах інтенсивних, порогових 

пікселів. 

Для USP1-domain-2 значення мають ширший діапазон (близько 0.003–0.02) 

з медіаною 0.004, що хоча й вказує на дещо вищий рівень інтенсивного 

перекриття сигналів, проте характеризується значною варіабельністю між 

зразками. 

Статистичний аналіз (критерій Вілкоксона, p = 0.208) підтверджує, що 

різниця між доменами не є статистично значущою, незважаючи на тенденцію до 

вищих значень M1 у домені 2. 
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Рис. 3.11 BoxPlot-аналіз коефіцієнта Мандерса M1 (з використанням 

порогового значення для imgA та imgB) для доменів USP1-domain-1 та USP1-

domain-2 у клітинах K562. Показано розподіл значень M1 для двох доменів; 

статистичний тест Вілкоксона (p = 0.208) не виявив достовірних відмінностей між 

групами. 

Узагальнюючи результати конфокальної візуалізації та подальшого 

кількісного аналізу коефіцієнтів Пірсона та Мандерса (у тому числі з 

використанням порогових значень), можна зробити висновок, що обидва домени 

білка USP1 демонструють низький рівень колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl у 

клітинах лінії K562. 

Хоча для USP1-domain-2 у ряді зразків спостерігається тенденція до 

підвищення значень коефіцієнтів, порівняно з USP1-domain-1, статистично 

значущих відмінностей між доменами не виявлено, що підтверджено тестом 

Вілкоксона для всіх параметрів (p > 0.05). 

Таким чином, отримані дані свідчать про відсутність стабільної та 

відтворюваної взаємодії або просторового перекриття між доменами USP1 та Bcr-

Abl у межах досліджених умов. Виявлені поодинокі підвищені значення можуть 

бути пов’язані з локальними структурними особливостями клітин або 

варіабельністю експресії, проте не формують узгодженої біологічної тенденції. 

Отримані результати створюють основу для подальших досліджень, 
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спрямованих на оцінку можливих транзієнтних або опосередкованих механізмів 

колокалізації USP1 з Bcr-Abl, а також для більш поглибленого аналізу 

повнорозмірного білка USP1 та його регуляторних комплексів. 

Висновки до розділу 3 

Результати дослідження демонструють успішне створення та верифікацію 

рекомбінантних конструкцій для експресії доменів білка USP1, що забезпечило 

можливість системного аналізу їх структурної організації та функціональних 

характеристик. Структурний аналіз підтвердив наявність ключових елементів, які 

визначають субклітинну локалізацію та потенційну здатність доменів до 

регуляторних взаємодій. Кількісний аналіз колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl 

засвідчив відносно низький рівень стабільної просторової колокалізації, з 

тенденцією до більшої участі домену 2, що може відображати його більш значущу 

роль у формуванні активного білкового комплексу. Отримані дані підкреслюють 

функціональну різницю між доменами USP1 і створюють надійну 

експериментальну основу для подальших досліджень механізмів колокалізації 

USP1 з Bcr-Abl у контексті клітинної моделі хронічної мієлоїдної лейкемії. 
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ВИСНОВКИ 

Проведене дослідження було спрямоване на аналіз доменної організації 

деубіквітинази USP1 та оцінку її потенційної колокалізації з онкопротеїном Bcr-

Abl у клітинах хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ). Актуальність роботи 

визначається необхідністю глибшого розуміння механізмів регуляції Bcr-Abl, 

оскільки саме стабілізація цього онкопротеїну часто лежить в основі розвитку 

резистентності до інгібіторів тирозинкінази. Дослідження доменної будови USP1 

та визначення структур, відповідальних за колокалізацію з Bcr-Abl, відкриває 

перспективи для розробки нових таргетних терапевтичних стратегій. 

У рамках роботи успішно створено дві генетичні конструкції - pECFP-C3-

USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2, що забезпечують окрему експресію 

функціональних доменів білка USP1. Коректність конструкцій була підтверджена 

за допомогою ПЛР, рестрикційного аналізу та секвенування. Подальша 

трансфекція клітинної лінії K562 забезпечила стабільну експресію доменів, що 

стало основою для проведення конфокальної мікроскопії та аналізу колокалізації 

білків. 

На основі отриманих мікроскопічних та кількісних даних встановлено, що 

USP1-domain-2 демонструє вищий рівень колокалізації з онкопротеїном Bcr-Abl, 

порівняно з USP1-domain-1. Конфокальні зображення та коефіцієнти Manders 

показали значний просторовий збіг сигналів domain-2 із Bcr-Abl, що дозволяє 

припустити наявність домен-специфічної участі цього фрагмента USP1 у 

формуванні білкових комплексів Bcr-Abl/USP1. На відміну від нього, domain-1 

характеризується меншою інтенсивністю колокалізації, що свідчить про 

обмеженішу або опосередковану роль у взаємодії з онкопротеїном. 

Таким чином, отримані дані підтверджують гіпотезу про те, що окремі 

структурні модулі USP1 беруть нерівнозначну участь у регуляції стабільності та 

активності Bcr-Abl. Це відкриває перспективи для проєктування селективних 

інгібіторів, здатних блокувати найбільш критичні ділянки USP1, відповідальні за 

підтримання онкогенної активності Bcr-Abl. 

Разом із тим, дослідження має певні методологічні обмеження, притаманні 
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більшості робіт, що використовують доменну експресію у векторних 

конструкціях. Зокрема, структурна конформація ізольованих доменів може 

частково відрізнятися від їх природної інтеграції в повнорозмірний білок USP1. 

Крім того, робота не охоплювала аналіз каталітичної активності USP1 чи 

функціональних наслідків колокалізації доменів із Bcr-Abl. Подолати ці 

обмеження можливо шляхом проведення майбутніх досліджень, що 

включатимуть експресію повнорозмірного USP1 у мутантних варіантах, 

застосування методів CRISPR/Cas9 для редагування ендогенного USP1 та 

функціональні тести чутливості до інгібіторів тирозинкінази. 

Незважаючи на зазначені обмеження, робота має вагомі переваги та 

значний науковий внесок. Створені конструкції доменів USP1 можуть надалі 

служити інструментом для детального картування білкових взаємодій. 

Визначений домен-залежний характер колокалізації з Bcr-Abl створює нове 

експериментальне підґрунтя для вивчення ролі деубіквітиназ у прогресії ХМЛ та 

формує перспективу створення інноваційних терапевтичних підходів, 

спрямованих на руйнування стабілізуючих білкових комплексів онкопротеїну. 

Отже, таким чином, можна підвести підсумки, що в ході роботи було 

досягнуто поставленої мети дослідження, а саме: створено генетичні конструкції 

pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2 та експресовано 

рекомбінантні білки USP1-domain-1, USP1-domain-2 у клітинах ХМЛ. 

Встановлено, що саме USP1-domain-2 має вищу здатність до колокалізації з Bcr-

Abl. Це суттєво розширює сучасні уявлення про регуляцію онкопротеїну Bcr-Abl і 

формує підґрунтя для створення нових стратегій таргетної терапії ХМЛ. 
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