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Лейкемії становлять значну частку в структурі загальної захворюваності на 

онкологічні захворювання. Одною з найбільш відомих молекулярних подій, що 

призводить до злоякісної трансформації при лейкеміях є реципрокна хромосомна 

транслокація t(9;22)(q34;q11), що формує так звану філадельфійську хромосому. 

Така хромосомна транслокація трапляється при різних видах лейкемій, 

наприклад, при хронічній мієлоїдній лейкемії, гострій лімфобластній лейкемії, 

гострій мієлоїдній лейкемії тощо. Вони дістали загальне позначення як Ph’-

позитивні лейкемії, від Philadelphia chromosome. Основним наслідком цієї 

транслокації є розрив в межах нормальних генів BCR і ABL1 з наступним їх 

злиттям у гібридному гені BCR-ABL1. Виявлені різні варіанти цього гібридного 

гена, які відрізняються різними точками розриву в гені BCR, внаслідок цього 

фрагменти різного розміру потрапляють в кінцевий злитий ген. Відповідно до 

утворених варіантів гібридних генів, продукуються різні за розміром білки BCR-

ABL1, що відрізняються за набором доменів, що входять в склад BCR частини. 

Мішенню для більшості сучасних методів терапії виступає тирозинкіназна 

активність ABL1 частини гібридного онкобілка, яка вважається ключовим 

фактором злоякісної трансформації. Саме ABL1 частина білка є традиційно 

більш вивченою. Часті випадки розвитку резистентності до застосовуваних 

терапевтичних агентів вказує на актуальність пошуку як нових мішеней, так і 

нових підходів у лікуванні Ph’-позитивних лейкемій. 
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Для пошуку нових мішеней перспективним виглядає дослідження BCR 

білка оскільки це дозволить через розуміння його ролі в клітині розкрити 

значення і тої частини, що входить в склад гібридного онкобілка BCR-ABL1. 

Стратегією вивчення функції білка BCR може бути встановлення структурно-

функціональних особливостей доменів цього білка. Структура та функції С2 

домену білка BCR на даний момент є невивченими. Попередні дослідження з 

використання мас-спектрометрі виявили ряд білків-кандидатів по взаємодії з РН 

доменом білка BCR. Серед них були FNBP1, SMC1A, HSPB1. В контексті пошуку 

нових підходів до терапії цікавим варіантом можна вважати редагування 

хромосомних транслокацій за допомогою системи CRISPR-Cas9. 

Тому метою даної дисертаційної роботи було встановлення структурно-

функціональних особливостей С2 домену BCR, вивчення взаємодії РН домену 

BCR з білками FNBP1, SMC1A, HSPB1, а також розробка системи CRISPR-Cas9, 

направленої проти хромосомної перебудови. 

В рамках дослідження структурно-функціональних особливостей С2 

домену BCR було проведено біоінформатичне передбачення вторинної та 

третинної структури цього домена. На основі цього було визначено його межі в 

амінокислотній послідовності BCR. Вперше було створено генетичну 

конструкцію для бактеріальної експресії С2 домену білка BCR. Це дозволило 

успішно отримати та очистити його у вигляді рекомбінантного білка. 

Відповідність структури отриманого рекомбінантного С2 домену валідували 

методом кругового дихроїзму. Аналіз спектру підтвердив наявність високого 

вмісту β-ланцюгів, що відповідало очікуваній вторинній структурі С2 домену. 

Рекомбінантний С2 домен білка BCR був використаний для вивчення його 

взаємодії з фосфоліпідами. Вперше було виявлено його специфічне зв’язування з 

вісьмома фосфоліпідами, що може послужити ключем для розуміння ролі С2 

домену в рекрутуванні білка BCR до клітинних мембран, які містять в собі ці 

фосфоліпіди. 

Білок FNBP1 є важливим білком, що залучений у процесах вигинання 

мембран. Він здатен взаємодіяти з ліпідами мембран та актиновим цитоскелетом, 
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завдяки чому виконує свою функцію у формуванні ендосом, фагосом, 

інвадоподій тощо. Для встановлення взаємодії між FNBP1 та РН доменом білка 

BCR проводили із застосуванням широкого спектру методів. Зокрема було 

вперше виявлено взаємодію між цими білками завдяки коімунопреципітації PH 

домену білка BCR разом з повнорозмірним FNBP1 після їх спільної експресії в 

еукаріотичних клітинах 293Т. Додатково було показано безпосередню взаємодію 

між повнорозмірним FNBP1 та РН доменом білка BCR в умовах in vitro завдяки 

застосуванню методу пулдаун. Після цього було вперше показано, що виявлена 

взаємодія забезпечується N-кінцевим регіоном FNBP1. Для цього отримували 

рекомбінантний білок, що відповідав першим 293 амінокислотам білка FNBP1 та 

містив важливий для його функціонування домен F-BAR. Методом far-вестерн-

блот аналізу підтвердили взаємодію цього фрагменту з РН доменом білка BCR. 

Вперше також була виявлена колокалізація білка BCR та FNBP1 в клітинах 

макрофагів J774 під час фагоцитозу.  

SMC1A є білком, який здійснює структурну підтримку хромосом. Зокрема 

він є компонентом когезинового комплексу, забезпечує з’єднання сестринських 

хроматид, бере участь у внутрішньоядерній організації геному та регуляції 

експресії генів. Вперше за допомогою конфокальної мікроскопії на клітинах 

К562 було виявлено колокалізацію білка SMC1A та BCR. Оскільки у клітинах 

цієї культури присутній гібридний BCR-ABL1, то виявлена співлокалізація може 

стосуватись також і онкобілка. Розкриття деталей та функціональних наслідків 

цієї колокалізації потребує додаткових досліджень. 

HSPB1 є представником родини малих білків теплового шоку та залучений 

в реакції клітин на різні види стресів. В процесі виконання цієї роботи було 

створено генетичну конструкцію для бактеріальної експресії білка. Отриманий 

за допомогою цієї конструкції рекомбінантний білок може бути використаний 

для подальших досліджень його взаємодії з РН доменом білка BCR. 

Результатом даної дисертаційної роботи була також розробка підходу до 

пошуку специфічних послідовностей регіонів злиття у гібридних генах, які 

утворюються внаслідок хромосомної транслокації. Із застосуванням цього 
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підходу була встановлена послідовність злиття в гені BCR-ABL1, яка характерна 

для культури лейкемічних клітин К562. Вона була використана як мішень для 

створення генетичних конструкцій, що кодують в собі компоненти CRISPR-Cas9 

системи націленої на хромосомну перебудову t(9;22)(q34;q11) в клітинах К562. 

Це може бути використано для майбутньої експериментальної оцінки на 

модельній культурі К562 перспективності застосування CRISPR-Cas9 для Ph’-

позитивних лейкемій. 

 

Ключові слова: Ph’-позитивні лейкемії, хронічна мієлоїдна лейкемія 

(ХМЛ), білок BCR, онкобілок BCR-ABL1, РН домен, С2 домен, білок FNBP1, 

білок SMC1A, білок HSPB1, CRISPR-Cas9. 
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Leukemias account for a significant proportion of the overall incidence of 

oncological diseases. One of the most well-known molecular events leading to 

malignant transformation in leukemias is the reciprocal chromosomal translocation 

t(9;22)(q34;q11), which forms the so-called Philadelphia chromosome. This 

chromosomal translocation occurs in various types of leukemias, for example, in 

chronic myeloid leukemia, acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid leukemia, etc. 

They are often referred to as Ph’-positive leukemias, named after the Philadelphia 

chromosome. The primary consequence of this translocation is a break within the 

normal BCR and ABL1 genes, followed by their fusion into a hybrid BCR-ABL1 gene. 

Different variants of this hybrid gene have been identified, which differ by the 

breakpoint locations within the BCR gene, resulting in fusion genes containing 

fragments of varying sizes. Correspondingly, different BCR-ABL1 fusion proteins of 

distinct sizes are produced, differing in the set of domains included from the BCR part. 

The main therapeutic target in most current treatment approaches is the tyrosine kinase 

activity of the ABL1 portion of the hybrid oncoprotein, which is considered a key factor 

in malignant transformation. The ABL1 part of the protein is traditionally the most 

studied. Frequent cases of resistance to existing therapeutic agents highlight the 

importance of searching for both new targets and novel approaches in treatment of Ph’-

positive leukemias. 

For the search for new targets, studying the BCR protein appears promising, as 

this will allow, through understanding its role in the cell, to reveal the significance of 

the BCR portion in the hybrid oncoprotein BCR-ABL1. A strategy for investigating the 
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function of the BCR protein may be to establish the structural and functional features 

of the domains of this protein. The structure and functions of the C2 domain of the 

BCR protein currently remain unknown. Preliminary studies using mass spectrometry 

have identified a number of candidate proteins interacting with the PH domain of the 

BCR protein. Among them were FNBP1, SMC1A, HSPB1. In the context of searching 

for new approaches to therapy, editing chromosomal translocations using the CRISPR-

Cas9 system can be considered an interesting option. 

Therefore, the aim of this dissertation was to determine the structural and 

functional characteristics of the C2 domain of BCR, to study the interaction of the PH 

domain of BCR with the proteins FNBP1, SMC1A, and HSPB1, as well as to develop 

a CRISPR-Cas9 system targeting the chromosomal rearrangement. 

As part of the study of the structural and functional features of the C2 domain of 

BCR, a bioinformatic prediction of the secondary and tertiary structure of this domain 

was carried out. Based on this, its boundaries within the amino acid sequence of BCR 

were determined. For the first time, a genetic construct for bacterial expression of the 

C2 domain of the BCR protein was created. This enabled the successful production and 

purification of the domain as a recombinant protein. The structural integrity of the 

obtained recombinant C2 domain was validated using circular dichroism spectroscopy. 

Spectrum analysis confirmed the presence of a high content of β-strands, which 

corresponded to the expected secondary structure of the C2 domain. The recombinant 

C2 domain of BCR was used to study its interaction with phospholipids. For the first 

time, its specific binding to eight phospholipids was identified, which may serve as a 

key to understanding the role of the C2 domain in recruiting the BCR protein to cellular 

membranes containing these phospholipids. 

FNBP1 is an important protein involved in membrane folding processes. It can 

interact with membrane lipids and the actin cytoskeleton, due to which it performs its 

function in the formation of endosomes, phagosomes, invadopodia, etc. A wide range 

of methods were used to establish the interaction between FNBP1 and the PH domain 

of the BCR protein. In particular, the interaction between these proteins was first 

detected by co-immunoprecipitation of the PH domain of the BCR protein together 
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with full-length FNBP1 after their co-expression in eukaryotic 293T cells. 

Additionally, a direct interaction between full-length FNBP1 and the PH domain of 

BCR was demonstrated in vitro using the pulldown assay. Subsequently, it was shown 

for the first time that this interaction is mediated by the N-terminal region of FNBP1. 

For this purpose, a recombinant protein corresponding to the first 293 amino acids of 

FNBP1, containing the functionally important F-BAR domain, was produced. The far-

Western blot analysis confirmed the interaction of this fragment with the PH domain 

of BCR. Furthermore, colocalization of BCR and FNBP1 proteins was observed for 

the first time in J774 macrophage cells during phagocytosis. 

SMC1A is a protein that provides structural maintenance to chromosomes. It is 

a component of the cohesin complex, which ensures the connection of sister chromatids 

and participates in the intranuclear organization of the genome as well as the regulation 

of gene expression. For the first time, colocalization of the SMC1A and BCR proteins 

was detected in K562 cells using confocal microscopy. Since the hybrid BCR-ABL1 

protein is present in this cell line, the observed colocalization may also involve the 

oncoprotein. Disclosure of the details and functional consequences of this 

colocalization requires further investigation. 

HSPB1 is a member of the small heat shock protein family and is involved in 

cellular responses to various types of stress. During this work, a genetic construct for 

bacterial expression of the protein was created. The recombinant protein produced 

using this construct can be used for further studies of its interaction with the PH domain 

of the BCR protein. 

Another outcome of this dissertation was the development of an approach to 

identify specific fusion region sequences in hybrid genes formed as a result of 

chromosomal translocation. Using this approach, the fusion sequence in the BCR-ABL1 

gene from the leukemic K562 cell line was determined. This sequence was used as a 

target to create genetic constructs encoding components of the CRISPR-Cas9 system 

aimed at the chromosomal rearrangement t(9;22)(q34;q11) in K562 cells. This may be 

used for future experimental evaluation in the K562 model culture of the potential 

application of CRISPR-Cas9 for Ph-positive leukemias. 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Відповідно до даних Національного канцер-реєстру 

України, в 2022 році злоякісні новоутворення лімфоїдної та кровотворної 

тканини складали понад 5% від загальної онкологічної захворюваності та 55% в 

структурі захворюваності серед вікової групи до 17 років (1). Найбільшу частку 

серед захворювань цієї групи становили лейкемії – 39,2%, при цьому 23,8% 

хворих на лейкемію не пережили року (1). 

Хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ) залишається однією з 

найпоширеніших різновидів лейкемій. У випадку цього онкогематологічного 

захворювання ключовою подією для злоякісного перетворення є реципрокний 

обмін плечами між негомологічними 9 та 22 хромосомами. Ця хромосомна 

транслокація t(9;22)(q34;q11) призводить до формування аномальної хромосоми, 

що дістала назву філадельфійська або Ph’-хромосома. На цій хромосомі 

відбувається злиття фрагменту гена BCR, що розміщується на 22 хромосомі, та 

привнесеного з частини 9 хромосоми фрагменту ABL1 гена. Як наслідок 

формується гібридний ген BCR-ABL1, продуктом якого є білок BCR-ABL1, який 

запускає процес перетворення нормальних клітин у ракові. Слід зауважити, що 

відомі кілька різновидів такої перебудови, які відрізняються за місцем точок 

розриву в хромосомах та кодують різні за розміром гібридні білки. Найвідоміші 

варіанти BCR-ABL1 дістали позначення р190, р210 та р230. При цьому виявлена 

асоціація між конкретним варіантом гібридного білка та картиною захворювання. 

З ХМЛ пов’язаний р210 варіант BCR-ABL1, він є основним онкомаркером та 

мішенню для терапії при цьому типі захворювання. Більш короткий р190 

різновид виявляють у до 30% випадках гострої лімфобластної лейкемії (ГЛЛ), а 

також 1-2% випадках ХМЛ, де його наявність асоціюється з підвищеним ризиком 

розвитку бластного кризу (2,3). Найдовший р230 варіант пов’язують з випадками 

варіанта нейтрофільного ХМЛ, який є більш доброякісним за типовий ХМЛ (4). 

Основною відмінністю між цими білками є різний доменний склад BCR частини 

гібридного білка. Присутність чи відсутність в складі гібридного білка BCR-
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ABL1 тих чи інших доменів нормального BCR є базою для розуміння різниці між 

молекулярними процесами у нормі та патології. 

Кіназна активність ABL1 частини гібридного білка BCR-ABL1 є мішенню 

для кількох поколінь інгібіторів, які застосовують в терапії ХМЛ. Проте відомий 

феномен набуття резистентності до цих препаратів свідчить про необхідність 

пошуку нових мішеней для ефективної терапії. Успішність такого пошуку має 

ґрунтуватись на розумінні молекулярних процесів в клітині, до яких залучається 

білок BCR-ABL1, в порівнянні з функціями нормального білка BCR. 

Відштовхуючись від того факту, що різні форми онкобілка BCR-ABL1 

відрізняються від нормального BCR, окрім наявності ABL1 фрагменту, також 

різним доменним складом, вивчення функцій доменів BCR є перспективним 

напрямком для розкриття механізмів онкогенезу спричиненого різним 

варіантами BCR-ABL1. РН та С2 домени білка BCR є тими доменами, які по 

різному представлені в складі р190, р210 та р230, а їх роль недостатньо 

досліджена навіть для нормального BCR. Попередні дослідження у відділі 

молекулярної генетики Інституту молекулярної біології і генетики НАН України 

виявили потенційних кандидатів по взаємодії з РН доменом BCR, серед яких були 

білки FNBP1, SMC1A та HSPB1 (5). Структура та функції С2 домена білка BCR 

є досі не дослідженими. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота відповідає основному плану науково-дослідних робіт 

відділу молекулярної генетики Інституту молекулярної біології і генетики НАН 

України і виконувалась в рамках бюджетних тем: «Роль Bcr-асоційованих білків 

у сигнальних шляхах при мієлопроліферативних захворюваннях» (номер 

державної реєстрації – 0108U008527, 2009-2013 рр.), «Роль різних форм білка 

Bcr-ABL1 в сигнальних шляхах та формування пухлинного фенотипу при 

мієлопроліферативних неоплазмах» (номер державної реєстрації –0113U004305, 

2014-2018 рр.), «Ендогенні чинники розвитку мієлопроліферативних пухлин та 

раку передміхурової залози» (номер державної реєстрації – 0119U100821, 2019-

2023 рр.), «Особливості експресії генів, що обумовлюють розвиток та 
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формування хіміорезистентності в мієлоїдних новоутвореннях» (номер 

державної реєстрації – 0123U102367, 2024-2028 рр.) 

Мета та завдання дослідження. Метою даної дисертаційної роботи було 

встановлення взаємодії РН домену BCR з білками FNBP1, SMC1A, HSPB1, 

вивчення структурно-функціональних особливостей С2 домену BCR, а також 

розробка системи CRISPR-Cas9, спрямованої проти хромосомної перебудови. 

Для досягнення цієї мети було поставлено наступні завдання: 

1. Провести біоінформатичне передбачення вторинної та третинної 

структури С2 домена білка BCR. 

2. Створити генетичні конструкції для бактеріальної експресії та на їх 

основі отримати рекомбінантний С2 домен білка BCR. Методом 

кругового дихроїзму проаналізувати відповідність вторинної структури 

отриманого рекомібантного С2 домена білка BCR структурі, 

передбаченій біоінформатично. 

3. Дослідити потенційне зв’язування С2 домена BCR з фосфоліпідами. 

4. Встановити взаємодію між FNBP1 та РН домену BCR в умовах спільної 

експресії в еукаріотичних клітинах. 

5. Створити генетичні конструкції для отримання рекомбінантних 

повнорозмірного білка FNBP1 і його N-кінцевого фрагменту та вивчити 

їх безпосередню взаємодію з РН доменом BCR в умовах in vitro. 

6. Дослідити колокалізацію білків BCR та FNBP1 у процесі фагоцитозу. 

7. Встановити спільну локалізацію білків SMC1A та BCR. 

8. Створити генетичну конструкцію для бактеріальної експресії білка 

HSPB1 для вивчення його взаємодії з РН доменом білка BCR 

9. Провести біоінформатичний пошук сайтів фосфорилювання білків 

FNBP1, SMC1A та Hsp27 для оцінки можливої ролі кіназної активності 

BCR-ABL1 у їх регуляції. 

10. Розробити генетичні конструкції для системи CRISPR-Cas9, націлених 

на порушення в точці розриву хромосомної транслокації t(9;22) в 

клітинах К562. 



25 

 

Об’єкт дослідження. Об’єктом дослідження є гібридний білок BCR-ABL1, 

нормальний білок BCR та домени цього білка РН та С2. 

Предмет дослідження. Предметом дослідження є роль білка BCR та 

гібридного онкобілка BCR-ABL1 у клітинних процесах, що є обумовленою його 

С2 та РН доменами. 

Методи дослідження. Полімеразна ланцюгова реакція, клонування 

фрагментів ДНК для створення генетичних конструкцій, трансформація 

бактерій, бактеріальна експресія у клітинах E. coli, очищення рекомбінантних 

білків за допомогою афінної хроматографії, культивування культур 

еукаріотичних клітин, трансфекція еукаріотичних клітин, електрофорез білків у 

поліакриламідному гелі, вестерн-блот аналіз, пулдаун аналіз, far-вестерн-блот 

аналіз, коімунопреципітація, біоінформатичний аналіз структури білка, метод 

кругового дихроїзму, біоінформатичний аналіз даних секвенування наступного 

покоління, імунофлуоресцентний аналіз, флуоресцентна і конфокальна 

мікроскопія, кількісний аналіз зображень тощо. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше було отримано 

рекомбінантний С2 домен білка BCR, відповідність вторинної структури якого 

була підтверджена методом кругового дихроїзму. Завдяки йому було встановлено 

взаємодію С2 домена білка BCR з вісьмома різними фосфоліпідами. Вперше було 

показано взаємодію білка FNBP1 з РН доменом білка BCR шляхом 

коімунопреципітації та в умовах in vitro. Додатково підтверджено, що участь у 

безпосередній взаємодії з РН доменом бере саме N-кінцева ділянка FNBP1. 

Продемонстровано співлокалізацію білка FNBP1 з BCR при фагоцитозі. 

Виявлена колокалізація білка SMC1A з білком BCR. Створені генетичні 

конструкції для бактеріальної експресії білка HSPB1 та для системи CRISPR-

Cas9 спрямованої на місце розриву при хромосомній транслокації. 

Практичне значення одержаних результатів. Вивчені структурно-

функціональні особливості С2 домена дозволять розкрити деталі 

функціонування білка BCR. Наприклад, виявлена взаємодія С2 домену з 

фосфоліпідами вказує на специфічні мембранні структури клітини, куди може 
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бути рекрутований білок, що містить даний домен. Рекомбінантний С2 домен 

білка BCR може бути використаний у майбутніх дослідженнях тривимірної 

структури цього домена, що є важливою основою для розуміння його 

функціонування. Встановлена взаємодія РН домена з білком FNBP1, а також 

колокалізація BCR з FNBP1 та SMC1A дають прямий вихід на клітинні процеси, 

до яких можуть залучатись BCR та BCR-ABL1. Подальше розкриття механізмів 

цих взаємодій окрім фундаментального значення може мати і практичне 

застосування для пошуку нових точок впливу на процеси всередині лейкемічних 

клітин. Розроблений підхід у створенні рішень на базі системи CRISPR-Cas9 

спрямованої проти хромосомних транслокацій. Завдяки чому було створено 

генетичні конструкції, які можна апробувати для редагування BCR-ABL1 

перебудови на моделі лейкемічних клітин та оцінки перспективності 

практичного застосування цього підходу для терапії Ph’-позитивних лейкемій. 

Особистий внесок здобувача. Автором самостійно було проведено аналіз 

літератури на тему дисертації та створено план експериментальних досліджень. 

Всі дослідження, обробка та аналіз результатів виконано особисто дисертантом. 

Здобувач особисто використовував різні описані в цій роботі методи для 

створення необхідних генетичних конструкцій для бактеріальної експресії, 

отримання та виділення рекомбінантних білків, які використовувались в 

дослідженні. Експерименти зі встановлення взаємодії з білками та ліпідами 

також були сплановані та виконані автором самостійно. Дослідження 

колокалізації за допомогою конфокальної мікроскопії та аналіз отриманих 

зображень вцілому здійснювались самостійно, але із допомогою та 

консультуванням з боку Антоненко С.В. та Гур’янова Д.С. Автор щиро вдячний 

Р. Ніколаєву за допомогу з проведенням досліджень методом кругового 

дихроїзму. Здобувач дякує Антоненко С.В., Гур’янову Д.С., Малюті О.В., 

Лисецькій Т.Ю. за важливі взаємопідтримку, обмін досвідом та творчу атмосферу, 

що сприяли подоланню труднощів на різних етапах роботи. Автор висловлює 

особливу подяку науковому керівнику Телегєєву Г.Д. за стратегічне керівництво 

дослідженнями, завдяки якому дана робота стала можливою.  
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Апробація результатів дисертації. Результати досліджень були 

обговорені на міжнародних та вітчизняних наукових конференціях: 

Фундаментальні та прикладні дослідження в біології (Україна, Донецьк, 2009), 

International Conference “Tumor and Host: Novel Aspects of Old Problem” (Україна, 

Київ, 2010), Сучасні проблеми експериментальної та клінічної онкології 

(Україна, Київ; 2010), Conference XXXIII World Congress of the International 

Society of Hematology (Israel, Jerusalem, 2010), 5th Conference of IMBG Young 

Scientists, dedicated to O. O. Bogomolets 130th Anniversary (Україна, Київ, 2011), 

MolOnco2012 The 1st Multidisciplinary Symposium “Molecular Oncology: from 

Laboratory Bench to Medicine” (Україна, Київ, 2012), International Scientific 

conference “Normal and Cancer Stem Cells: Discovery, Diagnosis and Therapy” 

(Україна, Київ, 2017), FEBS3+ Meeting – XIth Parnas Conference – Young Scientists 

Forum “Biochemistry and Molecular Biology for Innovative Medicine” (Україна, 

Київ, 2018), 22nd International Chromosome Conference (Czech Republic, Prague, 

2018), BASEL LIFE Congress (Switzerland, Basel, 2018). 

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 20 

наукових публікацій, з них 11 статей у фахових журналах (з них 3, які входять до 

четвертого квартилю Q4 відповідно до класифікації SCImago Journal and Country 

Rank або Journal Citation Reports) та 9 тез доповідей у збірках матеріалів 

вітчизняних і міжнародних наукових конференцій, з'їздів та конгресів. 

Структура та обсяг роботи. Дисертація складається зі вступу, огляду 

літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів експериментальних 

досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, списку 

використаних джерел, який охоплює 213 найменувань. Дисертацію викладено на 

142 сторінках стандартного машинопису, вона містить 27 рисунків, 2 таблиці та 

1 додаток. 
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РОЗДІЛ 1  

 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Хромосомна транслокація t(9;22)(q34;q11) 

 

У 1960 році Nowell та Hungerford опублікували статтю, в якій описали 

виявлений в хворих на лейкемію вкорочений варіант 22 хромосоми (6,7). Цей 

феномен дістав назву філадельфійська (або скорочено Ph) хромосома за місцем 

відкриття. Пізніше знання про цю Ph-хромосому було доповнено 

спостереженням щодо змін і на 9 хромосомі, тобто було встановлено, що має 

місце реципрокна хромосомна транслокація між 22 та 9 хромосомами (7,8). 

Філадельфійську хромосому виявляють при кількох різних онкогематологічних 

захворюваннях. Вона є першим класичним прикладом генетичних аномальних 

змін, які чітко асоційовані зі злоякісною трансформацією. 

Зараз нам відомо, що в процесі хромосомної транслокації відбуваються 

розриви в нормальних генах BCR та ABL1, результатом чого є злиття їх 

фрагментів і формування гібридного гена BCR-ABL1. На основі цього нового гена 

продукується відповідний гібридний протеїн, що є ключовим для злоякісного 

перетворення клітин. Для того, щоб глибше розкрити суть процесів, які 

спричиняються даною транслокацією, потрібне детальне розуміння ролі 

нормальних білків ABL1 та BCR. На основі цього знання можлива належна 

реконструкція роботи химерного BCR-ABL1. 

1.1.1. Ген ABL1 та його експресія. Ген розміщений на 9 хромосомі 

(9q34.12) та складається з 12 екзонів. Відомі дві варіанти транскрипції a та b, які 

відрізняються тим, який з двох альтернативних 5'-термінальних екзонів (1a чи 1b) 

входить в склад остаточного транскрипту (рис. 1.1.а). Варіант а (NM_005157 в 

базі NCBI), відповідно, відрізняється  5'-UTR та 5'-кодувальною ділянкою та є 

коротшим за варіант b (NM_007313) (9).  
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Експресія даного гена на рівні мРНК спостерігається у всіх досліджених 

видах тканин та не має якоїсь яскраво вираженої специфічності, з дещо вищими 

рівнями в епітелії та жовчному міхурі (9,10). 

1.1.2. Будова та функції нормального білка ABL1. ABL1 є 

тирозинкіназою, яка виконує ключову роль як регулятор внутрішньоклітинних 

сигнальних шляхів, що контролюють динаміку цитоскелету, ріст, диференціацію 

клітин (11,12). Його правильне розташування і сигнальна активність є 

необхідними для нормального розвитку та функціонування імунних клітин, 

таких як дендритні клітини і макрофаги (13,14). 

Різні варіанти білка ABL1 a та b відрізняються залежно від того, який 

перший екзон представлений у мРНК. Ізоформа b є більшою та містить 1149 

Рис.  1.1. а – будова гена ABL1, б – будова гена BCR (стрілками 

відмічені можливі точки розривів при хромосомній транслокації), в – 

найпоширеніші гібридні мРНК транскрипти, на основі яких 

синтезуються найвідоміші варіанти химерного білка BCR-ABL 

а 

б 

в 
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амінокислот в своєму поліпептидному ланцюгу. Ізоформа a довжиною 1130 а.з. 

Варіант b має на N-кінці гліцин в другому положенні, який може бути 

міристильований, що є важливим для регуляції ABL1. Заміна цього гліцину на 

аланін призводила до того, що міристилювання не відбувалось, а активність 

ABL1 була значно вищою порівняно з диким типом (15). 

Цікаво, що N-міристильованість білка може направляти його до 

плазматичної мембрани (16). Для ABL1 були дослідження, які демонстрували, 

що частина міристильованого білка справді асоціювалась з внутрішньою 

стороною плазматичної мембрани (17). Проте у випадку ABL1 картина клітинної 

локалізації є дещо складнішою. На рівні білка ABL1 виявляється у ядрі та 

цитоплазмі (18,19). Ядерна локалізація пов’язана з наявністю трьох сигнальних 

послідовностей NLS (nuclear-localization signals), які розміщені в кількох місцях 

поліпептидного ланцюга (19–21). Окрім цього на С-кінці ABL1 наявна сигнальна 

послідовність NES (nuclear export signal), що дозволяє переміщуватись протеїну 

з ядра у цитоплазму (19,22). Таким чином ABL1 може бути присутній у багатьох 

компартментах клітини, може переміщуватись між ними та, імовірно, може мати 

різні функції залежно від локалізації (19). 

Доменна організація ABL1 подібна до притаманної представникам родини 

Src кіназ (Рис 1.2.). Послідовно в напрямку від N-кінця присутні домени SH3, 

SH2 та власне тирозинкіназний домен. SH3 та SH2 домени разом пригнічують 

кіназну активність ABL1 (23). 

SH3 домен білка ABL1 розміром порядка 60 а.з. та складається з двох 

антипаралельних β-листків, що упаковані ортогонально (24–26). Цей домен 

зв’язується з багатими на пролін ділянками. Зокрема він може зв’язуватись з 

лінкерною ділянкою між SH2 доменом та кіназним доменом самого ABL1, 

пригнічуючи кіназну активність в такому положенні. Видалення SH3 домену або 

заміна пролінових залишків на аланінові у лінкерній ділянці приводило активації 

кіназної активності (23). 

Наступним після SH3 розміщений SH2 домен довжиною близько 90 а.з. 

Структура SH2 домена білка ABL1 складається з центрального β-листка, по обом 



31 

 

бокам якого є α-спіралі. В ньому можна розрізнити дві кишені, які здатні 

розпізнавати послідовності з фосфорильованим тирозином (23,25).  

Тирозинкіназний домен ABL1 є центральним компонентом білка ABL1 і 

відіграє ключову роль у клітинній сигналізації та розвитку певних видів лейкемій. 

Його структура є високо консервативною та тонко регульованою, що забезпечує 

точний контроль над його кіназною активністю. Тирозинкіназний домен ABL1 

має класичну дводолеву архітектуру, що складається з меншої N-кінцевої долі та 

більшої C-кінцевої долі. N-термінальна доля складається з β-листків, містить 

сайт для зв’язування АТФ та взаємодіє з регуляторними доменами (11,27). C-

кінцева доля складається в основному з α-спіралей та містить петлю активації та 

сайт зв’язування з субстратом (11,27). Така будова є типовою для протеїнкіназ і є 

необхідною для зв’язування АТФ та фосфорилювання субстратів (11). Інтерфейс 

між цими долями утворює активний сайт, де відбувається фосфорилювання 

тирозинових залишків. Конформація домену є динамічною, переключаючись між 

активним та неактивним станами, що є ключовим для його регуляторних 

механізмів (28,29) 

Тирозинкіназний домен ABL1 відповідає за перенесення фосфатних груп 

на тирозинові залишки білків-субстратів, що активує низку сигнальних шляхів у 

клітині. У контексті фузійного білка BCR-ABL1 цей домен стає конститутивно 

активним, що призводить до неконтрольованої проліферації клітин і стійкості до 

апоптозу — ключових процесів у патогенезі хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ) 

(11,30,31). Саморегуляція тирозинкіназного домену ABL1 включає міристоїл-

зв’язувальну кишеню та взаємодії з SH2/SH3 доменами, що підтримують 

інгібований стан кінази. Кіназний домен є основною мішенню для терапій. 

Тирозинкіназні інгібітори (TKI), такі як іматиніб, націлені на АТФ-зв’язувальне 

місце тирозинкіназного домену, пригнічуючи його активність. Алостеричні 

інгібітори, зокрема аскімініб, зв’язуються з міристоїл-зв’язувальною кишенею, 

пропонуючи альтернативний механізм інгібування активності кінази, особливо у 

випадках резистентності до АТФ-конкурентних інгібіторів (11,30,32,33). 
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ABL1 містить у своєму C-кінцевому регіоні унікальний домен зв’язування 

з ДНК. Цей домен відрізняється від кіназного та актин-зв’язувального доменів і 

поєднаний із сигналами ядерної локалізації, що дозволяє ABL1 транспортуватися 

в ядро клітини. Через цей домен ABL1 може брати участь у регуляції функцій, 

пов’язаних із ДНК, зокрема у процесах репарації та транскрипції (12). Домен 

зв’язування з ДНК білка ABL1 є критично важливим для його ролі у відповіді на 

пошкодження ДНК. Після ушкодження ДНК ABL1 може транспортуватися в 

ядро клітини та безпосередньо зв’язуватися з ДНК, сприяючи активації процесів 

репарації (12,34). Останні дослідження показали, що активність ABL1 у ділянках 

подвійних розривів ДНК (double-strand breaks, DSBs) пов’язана з утворенням 

місць концентрації молекул РНК-полімерази II та синтезом у відповідь на 

пошкодження транскриптів, які важливі для рекрутування факторів репарації 

ДНК і активації сигнального шляху відповіді на пошкодження ДНК (35). 

Активність та локалізація ABL1, включаючи його функцію зв'язування з ДНК, 

жорстко регулюються посттрансляційними модифікаціями та взаємодією з 

різними партнерами зв'язування. Ці регуляторні механізми забезпечують 

активацію ABL1 функцій зв'язування та репарації ДНК у відповідь на специфічні 

клітинні сигнали, такі як пошкодження ДНК, і залежать від контексту, 

змінюючись залежно від типу клітин та умов. Ця функція особливо актуальна в 

контексті гемопоетичних злоякісних новоутворень, де порушення регуляції 

ABL1, наприклад, у злитих білках BCR-ABL1, може порушувати нормальні 

процеси репарації ДНК та сприяти онкогенезу. (12,34). 

Білок ABL1 містить спеціалізований актин-зв'язувальний домен. Він 

дозволяє ABL1 безпосередньо взаємодіяти з актиновими філаментами, 

пов'язуючи його кіназну активність з регуляцією актинового цитоскелету. Актин- 

зв'язувальний домен є висококонсервативним серед білків родини ABL, що 

відображає його фундаментальну роль у клітинній архітектурі та сигналізації 

(12). Через цей домен ABL1 може опосередковувати ремоделювання актину у 

відповідь на сигнали розвитку та стимули навколишнього середовища, 

впливаючи на такі процеси, як міграція клітин та міжклітинний контакт. Функція 
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зв'язування актину жорстко регулюється та інтегрує сигнали від активаторів, 

розташованих вище в сигнальному шляху, включаючи RIN1, який зв'язується з 

ABL1 та стимулює його кіназну активність, що ще більше сприяє змінам 

актинового цитоскелета. Порушення актин-зв'язувальних механізмів може 

призвести до аберантної міграції та адгезії клітин, що сприяє прогресуванню 

раку та метастазуванню. (12,36). 

1.1.3. Роль білка ABL1 у патологіях людини. ABL1 вперше був 

ідентифікований як ключовий онкоген при лейкемії, зокрема ХМЛ, де злитий 

білок BCR-ABL1 призводить до неконтрольованої проліферації та стійкості до 

апоптозу. Впровадження інгібіторів ABL-кінази, таких як іматиніб, здійснило 

революцію в лікуванні ХМЛ, цілеспрямовано впливаючи на аберантну кіназну 

активність (11,37). Окрім ХМЛ, ABL1 пов'язаний з іншими лейкеміями, 

включаючи ті, що мають злиття TEL-ABL1 та NUP214-ABL1, де він може діяти 

як онкогенний драйвер, так і, у своїй нормальній формі, як супресор пухлини, що 

обмежує злоякісну прогресію та геномну нестабільність. Втрата нормальної 

функції ABL1 у цих контекстах посилює проліферацію стовбурових клітин 

лейкемії, погіршує диференціацію та збільшує хромосомні аберації (38,39). 

Серед інших химерних злитих генів, які виявляли при різних онкогематологічних 

захворюваннях, можна зазначити ETV6-ABL1, RCSD1-ABL1, SFPQ-ABL1, ZMIZ1-

ABL1, EML1-ABL1, FOXP1–ABL1, SNX2–ABL1 (31,37). 

Нещодавні дослідження розширили знання щодо ролі ABL1 в солідних 

пухлинах, де його надмірна експресія та активація пов'язані зі зміненою 

полярністю клітин, посиленою інвазією та ростом пухлини. Ці результати 

свідчать про те, що терапія, спрямована на ABL1, може бути корисною не лише 

для гематологічних видів раку, але й для солідних пухлин з підвищеною 

активністю ABL1 (37,40). При гепатоцелюлярній карциномі висока експресія 

ABL1 корелює з поганим прогнозом та підвищеною інфільтрацією імунних 

клітин, що свідчить про роль у прогресуванні пухлини та імуномодуляції (41). 

Мутації в гені ABL1 пов'язують з аутосомно-домінантним синдромом, що 

характеризується вродженими вадами серця, вадами розвитку скелета та 
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затримкою розвитку. Ці мутації призводять до підвищеної активності кінази 

ABL1, що підкреслює її важливість для нормального розвитку організму та 

потенційні наслідки порушення її регуляції (42). 

ABL1 також відіграє певну роль у запаленні та нейродегенеративних 

захворюваннях. Він активується різними стимулами та регулює динаміку 

цитоскелета, виживання клітин та проліферацію у відповідь на запальні сигнали. 

При хворобі Альцгеймера аберантна активація ABL1 сприяє розбиранню 

початкового сегмента аксона, порушенням сортування тау-білка та нейрональній 

дисфункції, що підкреслює його залученість(40,43) у нейродегенеративній 

патології .(40,43). 

1.1.4. Ген BCR. Ген, який кодує білок BCR, розміщений на довгому плечі 

22 хромосоми (22q11.23). В ньому вирізняють 23 екзони (рис. 1.1.б).  

BCR експресується в гемопоетичних клітинах, де він найбільше вивчений 

через свою участь у лейкемії, але він також присутній в інших типах клітин, 

включаючи епітеліальні клітини та ендотеліальні клітини. BCR знаходиться в 

епітеліальних тканинах, де він взаємодіє з мембранно-асоційованими білками, 

що свідчить про його роль поза цитоплазмою (44). BCR експресується в судинних 

ендотеліальних клітинах, де він опосередковує захисні реакції на ліпопротеїни 

високої щільності та бере участь у підтримці цілісності ендотелію (45). 

Спостерігається дещо підвищена експресія в нейронах (46). 

1.1.5. Доменна структура білка BCR. В складі білка BCR в напрямку від 

N-кінця наявні такі функціональні ділянки: регіон олігомеризації, 

серин/треонінова протеїнкіназа, DH домен, PH домен, С2 домен, GAP домен (рис. 

1.2). Оскільки домени РН та С2 є в центрі уваги даної роботи інформація про них 

буде розглянута далі в окремих підрозділах. 

N-кінцева область BCR (амінокислоти 1–63) утворює спірально-клубочний 

домен, необхідний для олігомеризації. Цей домен дозволяє BCR утворювати 

гомотетрамери, що є вирішальним для активації сигнального шляху, включаючи 

функції тирозинкінази та актин-зв'язування при злитті з ABL1 в онкопротеїнах 
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BCR-ABL1. Порушення в цьому домені погіршує олігомеризацію та скасовує 

трансформаційну активність (47–49). 

Серин/треонінкіназний (STK) домен BCR кодується в першому екзоні гена. 

Цей домен відповідає за внутрішню кіназну активність білка BCR, який є 

фосфопротеїном 160 кДа. Кіназний домен перекривається з ділянками, що 

зв'язуються з доменами SH2, і містить парні залишки цистеїну, необхідні для його 

фосфотрансферазної активності. Білок BCR може аутофосфорилювати, а також 

трансфосфорилювати кілька білкових субстратів, демонструючи виражену 

серин/треонінкіназну активність (50). Фосфорилювання тирозину в BCR, 

особливо за залишками Y328 та Y360, значно погіршує його 

серин/треонінкіназну активність. Мутації в цих сайтах (Y328F, Y360F) 

призводять до порушення транскіназної активності, хоча деяка аутокіназна 

активність може бути збережена (51–53). Кіназна активність BCR має 

інгібувальний вплив на онкогенні сигнальні шляхи BCR-ABL1. Мутації, що 

порушують STK-домен (наприклад, S354A, Y360F), скасовують цю інгібувальну 

функцію і можуть навіть посилювати онкогенні ефекти BCR-ABL1 (54). 

Рис. 1.2. Доменні структури нормальних BCR та ABL1, а також 

різних варіантів BCR-ABL1 
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Хоча DH-домени в інших білках часто діють як фактори обміну гуанінових 

нуклеотидів (Guanine Nucleotide Exchange Factor, GEF) для ГТФаз родини Rho, 

структурні та функціональні дослідження показують, що DH-домен BCR не 

проявляє GEF-активності для RhoA, Cdc42 або Rac1 in vivo або in vitro (55,56). 

Однак деякі дані свідчать про те, що в певних контекстах BCR може 

функціонувати як фактор обміну для Cdc42, але це не його основна чи основна 

активність (57). 

Домен білка, що активує ГТФазу (GTPase-activating protein, GAP), BCR 

розташований у його C-кінцевій області та є висококонсервативним серед білків, 

пов'язаних з BCR, таких як ABR та n-хімерин (58–60). Цей домен специфічно діє 

на членів родини Rho малих ГТФаз, проявляючи сильну активність щодо Rac1, 

Rac2 та Cdc42, але не щодо RhoA, Rap1A або Ha-Ras (59–62). GAP-домен містить 

три висококонсервативні послідовні блоки, необхідні для його каталітичної 

активності. Мутаційний аналіз показує, що деякі залишки є критичними для 

активації ГТФази, тоді як інші важливі для зв'язування Rac, але не для каталізу 

(63). Домен BCR GAP прискорює гідроліз ГТФ, зв'язаного з білками Rac, 

перетворюючи їх з активного (зв'язаного з ГТФ) у неактивний (зв'язаний з ГДФ) 

стан, таким чином знижуючи регуляцію сигналізації Rac (58,61,62). У 

макрофагах втрата BCR (та його гомолога Abr) призводить до стійкої активації 

Rac, що призводить до зміненої морфології клітин, посилення рухливості та 

посилення фагоцитозу. Ці ефекти зникають шляхом повторного введення 

функціональних GAP-доменів, що підтверджує їхню роль як негативних 

регуляторів Rac in vivo (62). Активність GAP-домену BCR модулюється шляхом 

прямої взаємодії з RhoGDIα, який зв'язується з GAP-доменом і запобігає його 

перетворенню Rac-GTP на Rac-GDP. Ця взаємодія є взаємовиключною зі 

зв'язуванням Rac-GTP, забезпечуючи механізм динамічної регуляції GAP 

активності (64) 
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1.1.6. PH домен білка BCR. РН (від Pleckstrin-homology) домени 

зустрічаються у різних білках. Для багатьох із них добре охарактеризована 

здатність зв’язуватись з фосфоліпідами клітинних мембран саме за 

посередництва РН домена (65). 

Для PH домена білка BCR була встановлена третинна структура методом 

рентгенівської дифракції на кристалах домена (Рис 1.3.). Вона відповідала 

канонічній будові РН доменів, в основі якої є β-сендвіч. Чотири N-кінцеві β-

ланцюги упаковані напроти трьох-ланцюгового β-листка, після якого розміщена 

довга С-термінальна α-спіраль (55,66) 

Для цього домена була експериментально виявлена здатність зв’язуватись 

з фосфоліпідами. Попередні дослідження у відділі молекулярної генетики 

Інституту молекулярної біології і генетики НАН України продемонстрували 

зв’язування з фосфатидилінозитол 3-фосфатом (PI(3)P), фосфатидилінозитол 4-

фосфатом (PI(4)P), фосфатидилінозитол 5-фосфатом (PI(5)P). Крім цього 

виявили потенційних білків-кандидатів по взаємодії з РН доменом (5). Дана 

робота є логічним продовженням згаданих досліджень та спрямована на можливе 

підтвердження взаємодії РН домена з FNBP1, SMC1A та HSPB1. 

Рис. 1.3. Третинна структура РН домена білка BCR 
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1.1.7. C2 домен білка BCR. Типові C2 домени – це білкові модулі розміром 

приблизно 130 амінокислотних залишків. Вперше С2 домен було описано для 

протеїнкінази C, але тепер вони виявлені в широкому спектрі еукаріотичних 

сигнальних білків. Ці домени вирізняються своєю здатністю зв'язувати іони Ca2+, 

фосфоліпіди та різні внутрішньоклітинні білки, опосередковуючи важливі 

процеси, такі як мембранний транспорт, ліпідна сигналізація та регуляція 

фосфорилювання білків. Хоча функція багатьох доменів C2 залежить від Ca2+, 

проте деякі еволюціонували таким чином, що вони є незалежними від наявності 

іонів кальцію (67–69). 

Домени C2 зазвичай утворюють структуру у вигляді восьмиланцюгового β-

сендвічу. Зв'язування Ca2+ відбувається в чашоподібному заглибленні, 

утвореному вільними петлями цього мотиву. Вирівнювання послідовностей та 

структурні дослідження виявили два різні топологічні варіанти серед C2 доменів, 

які відрізняється тим, як укладені β-ланцюги між собою та де знаходяться петлі, 

які можуть брати участь у зв'язуванні Ca2+ (рис. 1.4.) (67,68,70). 

С2 домени діють як модулі стикування з мембранами, направляючи білки 

до поверхні мембран у відповідь на Ca2+ сигнали. Афінність та кінетика асоціації 

з мембранами варіюють між С2 доменами різних білків, що відображає їхню 

адаптацію до специфічних сигнальних ролей. Наприклад, С2 домен цитозольної 

фосфоліпази А2-α демонструє вищу чутливість до Ca2+ та повільнішу асоціацію 

з мембранами порівняно з доменами протеїнкінази C-β та синаптотагміну-IA, які 

потребують вищих концентрацій Ca2+ та асоціюються швидше. Механізми 

зв’язування з мембранами включають як гідрофобні, так і електростатичні 

взаємодії, причому необхідна кількість іонів кальцію та природа зв'язування 

ліпідів відрізняються між доменами (69,71). 

Межі С2 домену в білку BCR визначаються по-різному в різних базах даних. 

Станом на січень 2025 року в базі UniProt домен C2 визначається як 

послідовність амінокислот в позиціях від 893 до 1020, тоді як ресурси NCBI 

описують його як діапазон від 913 до 1033 а.з.. Тривимірна структура цього 
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домену не є експериментально встановленою, а особливості функціонування 

його в складі BCR також є не дослідженими. 

1.1.8. Злиття генів BCR-ABL1 та його зв’язок з онкогематологічними 

захворюваннями. Гібридний ген BCR-ABL1 є результатом транслокації 

t(9;22)(q34;q11), відомої як Філадельфійська хромосома, і є ключовою ознакою 

хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ), а також зустрічається при гострій 

лімфобластній лейкемії (ГЛЛ) та, рідко, при гострій мієлоїдній лейкемії (ГМЛ). 

Злиття призводить до конститутивної активності тирозинкінази ABL1 в складі 

химерного білка BCR-ABL1. Ця активність стимулює лейкемогенез (31,72,73). 

Лейкемії, при яких спостерігається наявність цієї перебудови ще позначають як 

Ph’-позитивні, що є скороченням від Philadelphia chromosome. 

ХМЛ – це клональне мієлопроліферативне захворювання, що виникає 

внаслідок неопластичної трансформації в плюрипотентній стовбуровій клітині. 

Воно характеризується наявністю кількох стадій: хронічної фази та фази гострої 

трансформації або бластної кризи. Хронічна фаза може тривати різний період 

часу від кількох місяців до кількох десятків років, далі вона прогресує в бластну 

кризу, що пов’язують з появою додаткових вторинних мутацій та перебудов. Для 

цього захворювання наявність філадельфійської хромосоми є основною 

молекулярною ознакою (31). При В-клітинній гострій лімфобластній лекемії 

Рис. 1.4. Різні типи топології С2 доменів. а – І тип топології, б – ІІ тип 

топології, L1, L2, L3 – петлі, що можуть брати участь у зв’язуванні іонів 

кальцію. Адаптовано до (67,68,70) 

а б 
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транслокація t(9;22) трапляється зрізною частотою у різних вікових категорій: у 

дітей - 3–5%, у дорослих - 25–30% (31,74). 

Цікавим є те, що описані різні варіанти перебудов BCR-ABL1, які 

відрізняються розміщенням точок розривів у генах (рис. 1.1.). В гені ABL1 

розриви зазвичай відбуваються між 1 та 2 екзонами, хоча зрідка виявляють і 

розриви між 2 та 3. Для гена BCR загалом виділяють 3 окремі регіони можливих 

розривів. При цьому в результаті утворюються різні за розміром химерні 

онкопротеїни BCR-ABL1, які відрізняються величиною BCR частини (рис. 1.2.) 

(31,75). 

До так званого major регіон розриву (M-BCR) відносять розриви між 13 та 

14 екзонами BCR (e13a2, раніше відомий як b2a2) або розриви між 14 та 15 

екзонами (e14a2, раніше відомий як b3a2). На великій міжнародній вибірці було 

показано, що e14a2 траплявся частіше (62,1%), ніж e13a2 (37,9%) (76). Ці розриви 

дають в результаті варіант білка BCR-ABL1 який позначають як р210. Ці варіанти 

характерні для ХМЛ і належать до найбільш поширених (76–79). 

Розрив у гені BCR між 1 та 2 екзоном (трансрипт e1a2) позначають як minor 

регіон розриву (m-BCR). Злиття такого варіанту призвордить до утворення білка 

BCR-ABL1 меншого розміру, який відомий як р190. Він частіше зустрічається 

при ГЛЛ та рідко при ХМЛ (31,72,73). 

Розрив у ще одному регіоні micro (µBCR) призводить до формування 

варіанту e19a2, що є результатом злиття 19 екзону BCR та 2 екзону ABL1. Цей 

варіант дає найбільший за розміром гібридний білок р230. Він трапляється вкрай 

рідко. Раніше можна було знайти приписування цієї перебудови хронічній 

нейтрофільній лейкемії, але зараз це захворювання характеризують, як Ph’-

негативне відповідно до прийнятих стандартів. Якщо ж реєструють картину 

схожу на хронічну нейтрофільну лейкемію, але Ph`-позитивну, то говорять про 

ХМЛ з нейтрофілією, або нейтрофільну ХМЛ (4,80–83).  

Якщо розглядати ці найпоширеніші варіанти білка BCR-ABL1, то варто 

відмітити різницю в тому, які домени BCR представлені в остаточному варіанті 

онкобілка (рис. 1.2.). Так, у найкоротшому р190 відсутні DH, РН та С2 домени 
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BCR. У р210, на відміну від р230, відсутній С2 домен. Таким чином розуміння 

ролі цих доменів в нормальному BCR може служити підґрунтям для розуміння 

різниці між цими варіантами гібридних білків при різних Ph’-позитивних 

лейкеміях. 

 

1.2. Білок FNBP1 

 

1.2.1. Структура гена, що кодує FNBP1, та його експресія. 

Білок FNBP1  (Formin binding protein 1, Формін зв’язувальний білок 1)), також 

відомий під назвою FBP17, кодується геном, який розташований у людини 

на короткому плечі 9-ї хромосоми (локус 9q34.11). Відповідно, до даних 

розміщених в базі NCBI Gene даний ген має 19 екзонів (84). 

Експресія цього гена виявлена на рівні РНК у багатьох ембріональних 

тканинах та органах (84,85). Секвенування РНК нормальних тканин людини 

також продемонструвало експресію цього гена в усіх досліджуваних тканинах з 

дещо підвищеним рівнем у лімфатичних вузлах, селезінці та апендиксі (10,84). 

За даними The Human Protein Atlas project (86,87) експресія виявлена в практично 

усіх тканинах з підвищеним рівнем у лімфоїдній тканині (88). Причому тут 

оцінка проводилась не тільки на рівні РНК, але і підтверджувалась наявність 

білка за допомогою специфічних антитіл. Субклітинна локалізація білка була 

пов’язана з плазматичною мембраною та везикулами (88). 

Різні бази даних дають різну кількість відомих варіантів мРНК, що 

транскрибуються з цього гена. Наприклад, база Uniprot надає інформацію про 5 

транскриційних варіантів та відповідних ним ізоформ білка (89), у Ensembl 

вказані 13 варіантів (90), а в базі NCBI Gene представлено 25 (84). В основі цього 

різноманіття лежить альтернативний сплайсинг. Розмір білків, що транслюються 

з цих варіантів відрізняються за розміром. Канонічним транскрипційним 

варіантом вважається той, на основі якого синтезується білок FNBP1 розміром 

617 а.з. 
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1.2.2.  Доменна структура білка FNBP1. FNBP1 протеїн має в 

своєму складі кілька яскраво виражених доменів та важливих регіонів, що 

відіграють провідну роль у реалізації його функцій в клітині (рис. 1.5). 

Відповідно до даних NCBI Gene (84), для канонічного білка розміром 617 а.з., 

починаючи N-кінця поліпептидної послідовності, доменна структура виглядає 

таким чином: від початку і до 264 а.з. знаходиться F-BAR домен, починаючи з 

407 та закінчуючи 483 а.з. розміщений домен HR1, на С-кінці білка розташований 

SH3 домен в діапазоні 553-608 а.з. 

 

 

Домен F-BAR, також відомий за назвою EFC (розширений FCH домен, 

extended FCH), належить до великої родини доменів BAR, що зустрічаються у 

багатьох білках еукаріот. Функція цих доменів пов’язана з реогранізацією 

мембран, вони можуть зв’язуватись з ліпідами та сприяти димеризації (91). 

Вивчення структури F-BAR домену білка FNBP1 виявило, що він складається з 

п’ятьох α-спіралей: одної короткої, трьох довгих та ще однією короткої. 

Фактично початок цього домену відповідає структурі класичного FCH домена, 

розширеною версією якого він є. В кристалах він формує злегка вигнутий димер 

у вигляді спірального пучка довжиною близько 220 Å, який утворюється завдяки 

взаємодії кінець до кінця між трьома довгими α-спіралями одно білка та такими 

ж спіралями іншого (92). Формування такого димеру, що дозволяє білку FNBP1 

відчувати зміни напруги клітинної мембрани в реальному часі, а також сприяє 

формуванню вигнутих мембранних структур. Димеризація забезпечує стабільне 

зв’язування білка з криволінійними мембранами, що є ключовим для його ролі у 

регуляції мембранної динаміки, активації полімеризації актину та формуванні 

клітинних випинань (ламелоподій, філаподій, інваподій) (93). Для F-BAR домену 

Рис. 1.5. Доменна структура білка FNBP1 
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білка FNBP1 було встановлено взаємодію з фосфоліпідами, зокрема 

фосфатидилсерином та фосфатидилінозитол 4,5-біфосфатом (94). 

HR1 (Homology Region 1) домени за структурою формуються з 

антипаралельних спіралей (coiled-coil). HR1 домени відповідають за взаємодію з 

активними формами Rho-сімейства GTPаз, зокрема з Cdc42, що є ключовим 

регулятором актинового цитоскелету. Через цей домен FNBP1 може зв’язуватися 

з активованими Rho-GTPазами, що дозволяє білку брати участь у регуляції 

динаміки актинового цитоскелету, клітинної міграції, ендоцитозу та формуванні 

мембранних структур (95,96). 

SH3 домени є консервативними і складається з приблизно 50-60 

амінокислот, формуючи компактну структуру, що розпізнає пролін-збагачені 

пептидні послідовності. Типова структура SH3 доменів характеризується 

компактним β-циліндром (β-barrel), який складається з п’яти або шести β-

ланцюгів, організованих у дві щільно упаковані антипаралельні β-листи (97). Ця 

структура утворює стабільний каркас, який забезпечує специфічне зв’язування з 

пептидами, багатими на пролін, зазвичай із мотивом PxxP (де P - пролін, x - будь-

яка амінокислота) (98). Серед білків, для яких показана взаємодія з SH3 ділянкою 

FNBP1, були виявлені динамін-1 (99), FasL (100), SHIP1 (101). 

Окрім вищеописаних доменів також варто відмітити регіон в позиції 515-

520 а.з. з амінокислотною послідовністю RESPDG відповідальний за взаємодію 

з танкіразою (102).  

1.2.3. Функції білка FNBP1 в клітині. FNBP1 — це 

багатофункціональний білок, який бере участь у кількох ключових клітинних 

процесах, головним чином через регуляцію актинового цитоскелету та динаміки 

мембран.  

На клітинному рівні FNBP1 є ключовим для ендоцитозу, регуляції форми 

клітини та морфогенезу, індукуючи кривизну мембрани та полімеризацію актину. 

N-кінцевий EFC-домен FNBP1 забезпечує зв’язування з мембраною та її 

деформацію, тоді як FNBP1 може активувати шлях WASP-Arp2/3-актин, що 

сприяє полімеризації актину та руху клітини. Цей механізм дозволяє FNBP1 
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координувати формування мембранної кривизни і цитоскелетні перебудови, 

необхідні для клітинної міграції. При цьому його пригнічення (knockdown) 

призводить до значних змін у морфології клітин (103). FNBP1 та його родичі 

мають консервативні домени (FCH, FBH, HR1, SH3), які забезпечують взаємодію 

з актиновим цитосклелтом, білками родини Rho, формін-гомологічними білками 

та білками родини WASP. Ці взаємодії визначають роль FNBP1 як білка-основи 

(скелетного білка), що інтегрує динаміку цитоскелету з сигнальними шляхами, 

які регулюють форму клітини, її полярність та рухливість (104). 

FNBP1 є невід’ємною складовою комплексу актинового цитоскелету, що є 

чутливим до Wnt-сигналінгу, та бере участь у формуванні внутрішньоклітинних 

трубчастих структур. Ці функції є життєво важливими для міграції клітин і 

морфогенезу. У розвитку хребетних FNBP1 взаємодіє з Daam1 для регуляції 

неканонічного Wnt-сигналінгу, що критично для гаструляції та правильного 

ембріонального розвитку. Синергічна взаємодія FNBP1 і Daam1 підкреслює їхню 

важливість у клітинному русі та формуванні тканин (105). 

Останні дослідження виявили, що FNBP1 є рецептором гольджіфагії, який 

реагує на стрес, пов’язаний із нестачею поживних речовин, у нейронах. Під час 

голодування FNBP1 локалізується на фрагментованих мембранах апарату 

Гольджі та взаємодіє з LC3B, сприяючи захопленню фрагментів Гольджі в 

аутофагосоми. Ця дозволяє забезпечувати підтримання гомеостазу нейронів за 

умов метаболічного стресу, пов’язуючи FNBP1 із селективною аутофагією та 

оновленням органел (106). 

1.2.4. Зв’язок білка FNBP1 з раковими та іншими захворюваннями. 

Існують дослідження, які показали, що FNBP1 має підвищену експресію у 

клітинах раку грудей як на рівні мРНК, так і білка. Ця підвищена експресія 

сприяє формуванню інвадоподій у інвазивних ракових клітин (107). 

FNBP1 дійсно залучений у виживання ракових клітин, зокрема у випадках 

раку шийки матки та шлунка. Він підтримує активність фокальної адгезійної 

кінази (FAK) і активує сигнальний шлях PI3K/AKT/mTOR, що сприяє 

проліферації клітин та їхній резистентності до апоптозу. У агресивних підтипах 
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шлункового раку експресія FNBP1, під контролем транскрипційного фактора Sp1, 

посилює тривимірну рухливість клітин і їхню інвазивність. Крім того, рівень 

експресії FNBP1 корелює з інфільтрацією імунних клітин та експресією імунних 

контрольних точок у різних видах раку, що свідчить про його роль у уникненні 

імунної відповіді пухлиною та потенціал як прогностичного біомаркера 

(93,108,109). 

Хромосомна аберація за участю гена FNBP1 виявляється при гострих 

лейкеміях у вигляді транслокації t(9;11)(q34;q23) з геном KMT2A/MLL1. 

Відносно низька частота появи химерного білка KMT2A/MLL1-FNBP1 в гострих 

лейкеміях може відображати обмежену здатність його індукувати клітинну 

трансформацію (110) 

 

1.3. Білок SMC1A 

 

1.3.1. Ген SMC1A та його експресія. Ген SMC1A розміщений на короткому 

плечі Х хромосоми (Xp11.22), в ділянці, яка уникає інактивації (111–113). Він 

складається з 26 екзонів. На основі нього утворюються 2 відомих 

транскрипційних варіанти, короткий та довгий. Короткий варіант відрізняється 

від довгого в 5' UTR ділянці та у кодувальній області. Ці відмінності приводять 

до ініціації трансляції з наступного AUG-кодону і утворення білка, що є з 

коротшим з N-кінця (114). 

Експресія даного гена виявлена та підтверджена на рівні мРНК та білка в 

усіх типах клітин без особливої тканинної специфічності (10,85,115). Цю картину 

можна пояснити провідною роллю білка SMC1A в підтримці стабільності 

хромосом, що є важливим для всіх клітин. При цьому слід зазначити про 

виявлену підвищену експресію SMC1A при колоректальній (116,117) та 

гепатоцелюлярній (118) карциномах.  



46 

 

1.3.2. Структура та функції білка SMC1A. Білок SMC1A є поліпептидом 

довжиною 1233 а.з. (рис. 1.6.а) Він належить до групи білків SMC (structural 

maintenance of chromosomes – структурна підтримка хромосом), до якої належать 

також SMC2, SMC3, SMC4. Ці білки є високо консервативними АТФ-азами. 

Кожен SMC самозгортається шляхом утворення антипаралельної спіральної 

котушки (coiled coil) та складається навпіл таким чином, що N- та C-кінці білка 

зближаються та утворюють АТФ-зв'язувальний головний домен (head) (рис. 

1.6.б). У місці складання формується шарнірний домен (hinge), який в базі 

Uniprot визначається як послідовність в діапазоні 515-629 а.з. (119)  

SMC1A є одним з компонентів когезинового комплексу. Когезин відіграє 

ключову роль у когезії сестринських хроматид, експресії генів та репарації ДНК. 

Цей білковий комплекс, який окрім SMC1A включає також SMC3, RAD21 та 

STAG (STAG1 або STAG2). Когезин, витрачаючи АТФ, формує петлі ДНК у 

геномі в інтерфазі, що важливо для належної просторової організації та регуляції 

генів (120). Часто формування таких петель залежить від наявності CCCTC 

мотивів, місцем прикріплення білків CTCF (CCCTC-binding factor). Якщо CTCF 

зв’язаний з відповідним мотивом в геномі, в цій точці відбувається зупинка 

когезину в процесі утворення петлі. Таким чином, петля по суті формується між 

Рис. 1.6. Структура білка SMC1A. а – у вигляді поліпептидного 

ланцюга, б– в нативній конформації 

а 

б 
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двома такими сайтами, де когезин було зупинено (121,122). Шарнірна ділянка 

SMC1A разом зі STAG є ключовими при взаємодії когезину з CTCF (123,124). 

1.3.3. Зв’язок SMC1A з захворюваннями людини. SMC1A часто 

надмірно експресується або мутує при кількох видах раку, включаючи 

колоректальний рак (116,117), гепатоцелюлярну карциному (118), рак молочної 

залози та саркому. Надмірна експресія або аберантне фосфорилювання SMC1A 

сприяє проліферації, міграції та агресивним фенотипам ракових клітин. При 

колоректальному раку надмірна експресія та мутація SMC1A призводять до 

хромосомної нестабільності та онкогенезу, тоді як пригнічення SMC1A, 

особливо в поєднанні з таргетною терапією, такою як бевацизумаб, є 

терапевтично перспективним (125). При гепатоцелюлярній карциномі та раку 

молочної залози фосфорильований SMC1A корелює з прогресуванням пухлини, 

вищим ступенем злоякісності та метастазуванням, а також пов'язаний з поганим 

прогнозом при саркомі (116,126–128). 

Ряд мутацій в гені SMC1A асоційовані з синдромом Корнелії де Ланге (129–

131). Цей синдром є домінантним спадковим захворюванням, що 

характеризується мультисистемними аномаліями, включаючи дисморфію 

обличчя, різними дефектами, аномаліями шлунково-кишкової, серцевої, 

сечостатевої та інших систем, затримкою росту та нейророзвитку (131–134). 

 

1.4. Білок HSPB1 

 

1.4.1. Ген HSPB1 та його експресія. Ген HSPB1 розміщений на 7 

хромосомі (7q11.23) та має 3 екзони (135). Кодує цей ген білок HSPB1 (відомий 

також як Hsp27), що належить до родини малих білків теплового шоку (Heat 

shock protein, Hsp). Загалом цей ген експресується у всіх клітинах та тканинах, з 

дещо вищим рівнем у стравоході та шкірі, зокрема в плоскому епітелії 

(10,135,136). 

У нормальних клітинах і тканинах HSPB1 зазвичай представлений на 

базальних рівнях і його рівень може підвищуватись у відповідь на клітинний 
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стрес, такий як оксидативне пошкодження або запалення, для захисту клітин від 

пошкодження та підтримки клітинної функції. Він бере участь у різних клітинних 

процесах, включаючи захист від оксидативного стресу, регуляцію апоптозу та 

підтримку гомеостазу білків (137–139) 

1.4.2. Структура білка HSPB1. Білок HSPB1 довжиною 205 а.з. Він має 

консервативну доменну структуру. Альфа-кристаліновий домен (Alpha-Crystallin 

Domain, ACD) - це центральний, структурний домен білка HSPB1, який є високо 

консервативним серед малих білків теплового шоку (sHSPs). Цей домен має 

імуноглобуліноподібну складку і є ключовим для димеризації та олігомеризації, 

що є необхідними для функціонування шаперона. ACD забезпечує утворення 

димерів через симетричне антипаралельне спарювання β-ланцюгів, формуючи 

розширений інтерфейс β-листків (140–142). 

N-термінальний регіон (N-terminal region, NTR) - має внутрішньо 

невпорядковану структуру та становить майже половину послідовності HSPB1. 

NTR є дуже динамічним, приймає гетерогенні конформації та бере участь у 

регуляторних взаємодіях з ACD. Специфічні мотиви в NTR взаємодіють з 

борозенками на ACD, модулюючи активність шаперону та збірку олігомеру 

(140,143–145). 

С-термінальний регіон (C-terminal region CTR) також є невпорядкованим та 

дуже динамічним. Він містить мотиви, що взаємодіють з ACD та сприяють 

стабільності олігомерів та взаємодії з білками, які обслуговує шаперон. CTR, як 

і NTR, еволюціонує швидше, ніж ACD, але містить консервативні мотиви, 

необхідні для функціонування (140,143). 

HSPB1 утворює олігомери, причому ACD є основним драйвером 

димеризації, а NTR/CTR опосередковує збірку вищого порядку та динамічні 

перебудови у відповідь на клітинний стрес (141,143,146). HSPB1 може 

формувати олігомерні структури до 800 кДа. При чому зміщення в сторону 

менших олігомерів відбувається за рахунок фосфорилювання білка по сериновим 

залишкам (147). 
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1.4.3. Роль HSPB1 у патології. Хоча HSPB1 експресується в багатьох 

нормальних тканинах, його експресія часто змінюється при захворюваннях. 

Наприклад, його експресія знижена в хондроцитах остеоартриту та склеротичних 

судинах, але підвищена у відповідь на гострий стрес або при деяких видах раку, 

де він може сприяти прогресуванню захворювання або стійкості до терапії (148–

151). 

Внутрішньоклітинний HSPB1 відіграє антиапоптичну роль, а також, в 

якості шаперона, захищає від агрегації неправильно сформовані білки. Такі 

ефекти можуть мати важливе значення у розвитку ряду патологій. Для ряду 

онкологічних захворювань гіперекспресія HSPB1 є навіть негативним 

прогностичним фактором (рак яєчника, простати та молочної залози) (152). 

Виявлені випадки, коли у пацієнтів з ХМЛ, нечутливих до традиційної терапії, 

було виявлено дуже активний фосфорильований HSPB1 (153). 

 

1.5. CRISPR-Cas як інструмент до нових видів терапій 

 

Система CRISPR-Cas – це адаптивні імунні механізми, що зустрічаються у 

бактерій та архей, що забезпечують захист від вторгнення генетичних елементів, 

таких як бактеріофаги. Система працює через три основні етапи: адаптація 

(інтеграція чужорідної ДНК як спейсерів у масив CRISPR), біогенез crRNA 

(формування на основі масиву CRISPR направляючих РНК) та інтерференція 

(цілеспрямоване знищення відповідних чужорідних нуклеїнових 

послідовностей) (154,155). Білки Cas, зокрема Cas9, Cas12 та Cas13, керуються 

молекулами РНК для розпізнавання та розщеплення специфічних 

послідовностей ДНК або РНК, причому розпізнавання мішені часто вимагає так 

званої послідовності PAM (protospacer adjacent motif) (154,156,157). 

Можливість штучно спрямовувати систему CRISPR-Cas здійснила 

революцію в редагуванні геному, діагностиці та регуляції генів. Cas9 та його 

варіанти широко використовуються для редагування генів у різних організмах, 

тоді як Cas12 та Cas13 дозволили швидке та чутливе виявлення нуклеїнових 
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кислот для діагностики, включаючи застосування для point-of-care рішень (158–

161). Окрім редагування, інструменти CRISPR-Cas були розроблені для регуляції 

транскрипції, епігенетичної модифікації та візуалізації нуклеїнових кислот (159–

161). Однак, залишаються і деякі проблеми в реальному застосуванні, наприклад, 

позамішеневі (off-target) ефекти, імунні реакції та потреба в ефективніших 

системах доставки (161,162). 

В даній роботі CRISPR-Cas система становила інтерес перш за все як 

інструмент редагування геному, зокрема завдяки потенційній можливості 

виправлення хромосомних транслокацій на прикладі філадельфійської 

хромосоми. Відомі приклади систем CRISPR-Cas, які були розроблені для 

цілеспрямованого впливу на ген злиття BCR-ABL1. Шляхом розробки 

направляючих РНК, які розпізнають унікальну область злиття, CRISPR/Cas9 

може вибірково порушувати онкогенний ген BCR-ABL1, зберігаючи при цьому 

нормальні гени BCR та ABL1, мінімізуючи негативні ефекти та зберігаючи 

здорові клітини (163–165). Прибирання BCR-ABL1, опосередкована 

CRISPR/Cas9, у клітинних лініях призводила до швидкого апоптозу та втрати 

онкогенного потенціалу, як in vitro, так і в ксенотрансплантованих моделях. 

Відредаговані клітини демонстрували підвищений апоптоз та знижений або 

відсутній ріст пухлини, що демонструє критичну залежність лейкемічних клітин 

від гена злиття BCR-ABL1 (164,166). Цікаво, що в мишачих моделях Ph’-

позитивної гострої лімфобластної лейкемії з мутацією T315I (резистентної до 

більшості інгібіторів тирозинкінази ABL1), націлення CRISPR/Cas9 на BCR-

ABL1 ефективно уповільнювало прогресування захворювання, що свідчить про 

перспективну користь застосування проти лікарсько-резистентної форм (164).  
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РОЗДІЛ 2 

 

 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Обладнання, використане в роботі 

 

Центрифуга з охолодженням Eppendorf Epp 5415R, конфокальний 

флуоресцентний мікроскоп Carl Zeiss LSM 510 Meta (Німеччина), конфокальний 

флуоресцентний мікроскоп Leica SP8 (Німеччина), Трансілюмінатор Vilber 

Lourmat (США), спектрофотометр Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

камера для горизонтального електрофорезу в агарозному гелі “Helicon” (Росія), 

джерело живлення для камери електрофорезу “Эльф-4” (“ДНК-технология”, 

Росія), шафа біологічної безпеки ІІ класу ESCO (Сінгапур), СО2 інкубатор Binder 

(Німеччина), ампліфікатор для ПЛР – Eppendorf Mastercycler Personal 5332 

(США). 

 

2.2. Розчини та реагенти, використані в роботі 

 

Для роботи з ДНК. Розчин для ресуспендування при лужному лізисі: 50 мM 

глюкози, 25 мM Tris-HCl (pH 8,0), 10 мM EDTA; розчин для лізису при лужному 

лізисі: 1% SDS, 0,2 M NaOH; розчин для нейтралізації при лужному лізисі: 3M 

ацетату калію, 14% льодяної оцтової кислоти; розчин p неіонними детергентами 

(NID): 5% сахарози, 50 мМ Tris pH 8,0, 30 мМ EDTA, 0,75M NH4Cl, 0,5% Triton 

X-100, 100 мкг/мл лізоциму, 25 мкг/мл РНКази А; розчин для селективної 

преципітації високомолекуляної РНК: 4,2 M СaCl2; розчин для селективної 

преципітації низькомолекулярної РНК: 20% PEG6000, 0,5M NaCl; 

Розчини для очищення ДНК на скловолоконних фільтрах. Адсорбційний 

розчин: 5M гуанідин тіоціанат, 50мM MES pH 5,5, 20мM EDTA pH 8,0, 0,5% 

Triton X-100, 5мM крезоловий червоний; розчин для промивання: 10мM Tris pH 
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7,5, 1мM EDTA, 100мM NaCl, 50% етанол; скловолоконні фільтри GF/C 

(Whatmann, Велика Британія). 

Буфер ТАЕ: 40мМ Tris основного, 20мМ оцтової кислоти, 1мМ EDTA. 

10-кратний реакційний буфер для ПЛР; 25 мМ розчин MgSO4; 2мM розчин 

dNTP: 2мM dATP, 2мM dCTP, 2мM dGTP, 2мM dTTP; 

Реакційний буфер для Т4 PNK: 70 мМ Tris-HCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ ATP, 

5 мМ DTT, pH 7,6; 

Реакційний буфер для Т4 ДНК лігази: 50 мМ Tris-HCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ 

ATP, 10 мМ DTT, pH 7,5. 

Для роботи з білками. Буфер для лізису: 50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 

10мМ імідазолу, pH 8,0, 1мМ PMSF, 100 мкг/мл лізоциму. Буфер для промивання: 

50мМ NaH2PO4, 300мМ NaCl, 20мМ імідазолу, pH 8,0. Буфер для елюції: 50мМ 

NaH2PO4, 300мМ NaCl, 250мМ імідазолу, рН 8,0. 

Буфер для елюції при очищенні білків з GST: 50мM Tris основного, 10мM 

глутатіон, рН 8,0. Буфер PBS: 150мМ NaCl, 2мМ KСl, 5,2 мМ Na2HPO4, 1,5мМ 

КH2PO4, рН 7,4. Буфер TBST 10 кратний: 9% NaCl, 0,1M Tris-HCl, 1% Tween 20. 

Розчин для блокування: 1% бичачого сироваткового альбуміну (BSA) (Sigma-

Aldrich, Німеччина) в PBS. 

Для роботи з культурами клітин та для мікроскопії. Trypsin-EDTA 

(Biowest, Південна Корея). Заключне середовище для мікроскопії: 10% Mowiol 4-

88 (Sigma-Aldrich, Німеччина), 2,5% DABCO (Sigma-Aldrich, Німеччина), 25% 

гліцерину, 100 мМ Tris-HCl pH 8,5. Розчин для фіксації клітин: 4% 

параформальдегід (Sigma-Aldrich, Німеччина) в PBS. Розчин для пермеабілізації 

клітин: 0,3 % Triton-X100 в PBS. 

 

2.3. Поживні середовища для вирощування бактерій 

 

Для загальних потреб вирощування різних штамів E. coli використовували 

рідке поживне середовище LB (Luria Broth): 1% Bacto Tryptone (Difco, США), 
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0,5% Екстракт дріжджів (Nofroxx, Німеччина), 1% NaCl. Тверде поживне 

середовище LB: 2% агар у LB. 

 

2.4. Поживні середовища для вирощування культур еукаріотичних 

клітин 

 

DMEM (Biowest, Південна Корея); DMEM повний: DMEM + 10% 

фетальної бичачої сироватки (Biowest, Південна Корея); DMEM без фенолового 

червоного для мікроскопії живих клітин з додаванням 20 мМ HEPES (Biowest, 

Південна Корея); RPMI (ThermoFisher Scientific, США); 1000-кратний розчин 

антибіотиків для додавання в середовище для клітин ссавців: 50000 од./мл 

пеніциліну, 100 мг/мл стрептоміцину; 

 

2.5. Використані ферменти та буфери для їх роботи 

 

Pfu-поімераза (ThermoFisher Scientific, USA), ендонуклеази рестрикції 

BamHI, BglII, XhoI та BbsI (ThermoFisher Scientific, USA), T4 ДНК-полімераза 

(ThermoFisher Scientific, USA), Т4 полінуклеотидкіназа (Promega, США). 

Реакційні буфери були від виробника ферментів. 

 

2.6. Антитіла та барвники, використані в роботі 

 

Первинні антитіла. Кролячі антитіла проти гемаглютиніну (аnti-HA, 

H6908, Sigma-Aldrich, США), кролячі антитіла проти глутатіон-S-трансферази 

(anti-GST, G7781, Sigma-Aldrich, США), моноклональні мишачі антитіла проти 

полігістидину (anti-His, H1029, Sigma-Aldrich, США), мишачі моноклональні 

антитіла проти FNBP1 (sc-515414, Santa Cruz Biotechnology, США), кролячі 

поліклональні антитіла проти BCR (PA5-17709, ThermoFisher Scientific, США). 

Вторинні антитіла. Протикролячі антитіла кон’юговані з пероксидазою 

хрону (A6154, Sigma-Aldrich, США), антимишачі антитіла кон’юговані з 
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пероксидазою хрону (AS003, ABclonal Technology, США), поліклональні 

антимишачі антитіла кон’юговані з DyLight™ 488 (SA234709, ThermoFisher 

Scientific, США), антикролячі антитіла з флуоресцентною міткою Alexa Fluor™ 

647 (A-21244, ThermoFisher Scientific, США). 

Барвники. DAPI (D9542, SigmaAldrich, США), пропідій йодид (P1304MP, 

Sigma Aldrich, США). 

 

2.7. Вектори та генетичні конструкції 

 

Генетичні констуркції pET32a-PH та pEGFP-PH було створено Д. 

Мірошниченко під час попередніх досліджень у відділ молекулярної генетики 

Інституту молекулярної біології та генетика НАН України (5).  

Генетична конструкція, що кодує повнорозмірний p230 BCR-ABL1 була 

люб’язно надана N. Heisterkamp (Children's Hospital of Los Angeles, USA). 

Конструкція FBP17-pmCherryC1, що містить послідовінсть, що кодує 

повнорозмірний FNBP1, був дарунком від Christien Merrifield (Addgene #27688) 

(167). 

Вектори для експресії в еукаріотичних клітинах pJ3H та pJ3H-FBP17, що 

кодує повнорозмірний FNBP1, були подаровані Pontus Aspenstrom, 

Каролінгський інститут, Швеція. 

Вектор pOTB7-Hsp27, що містив послідовність, що кодує HSPB1 (відомий 

також як Hsp27), був люб’язно наданий Анною Дубровською, Німеччина. 

Вектори рЕТ-28с-sumo, pET-42a та pGEX-4T-1 використовувались як 

базові вектори для створення генетичних конструкцій. 

 

2.8. Штами E. coli, що використовувались в роботі 

 

NEB Turbo. Даний штам використовувався для отримання плазмід в 

необхідних кількостях. Генотип: F' proA+B+ lacIq ∆lacZM15 fhuA2  ∆(lac-

proAB)  glnV galK16 galE15  R(zgb-210::Tn10)TetS  endA1 thi-1 ∆(hsdS-mcrB)5. 
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TOP10. Шрам походить від MC1061. Генотип: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) φ80 lacZΔM15Δ lacX74 recA1 araΔ139Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG 

Rosetta(DE3)pLysS. Цей штам походить від BL21. Важливою особливістю є 

наявність плазміди pLysSRARE, що кодує тРНК з рідкісними для прокаріот 

кодонами AUA, AGG, AGA, CUA, CCC та GGA. Плазміда має ген стійкості до 

хлорамфеніколу, а також кодує T7 лізоцим. Генотип: F- ompT hsdSB(rB
–, mB

–) gal 

dcm (DE3) pLysSRARE (CamR). 

ArcticExpress(DE3). Цей штам походить від BL21(DE3). Мета його 

створення це збільшення кількості розчинного рекомбінантного білка з 

правльною конформацією. Він адаптований для експресії та синтезу білка при 

низьких температурах. Для цього в цьому штамі присутні гени стійких до холоду 

шаперонінів Cpn10 та Cpn60 з психрофільної бактерії Oleispira antarctica. Ці 

шапероніни забезпечують фолдинг білків при +4–12°C. 

 

2.9. Культури еукаріотичних клітин 

 

293T. Модифікована версія лінії клітин HEK 293, яка в свою чергу була 

отримана з ембріональних клітин нирок людини. В клітинах цієї лінії присутній 

Т антиген SV40, що сприяє експресії векторів з SV40 промотором. Відзначається 

вищими рівнем трансфекції. Культура отримана з банку клітин відділу 

молекулярної генетики Інституту молекулярної біології і генетики НАН України. 

К562. Культура мієлобластних клітин, що походить кісткового мозку 

хворого на хронічну мієлоїдну лейкемію. В цих клітинах присутня перебудова 

BCR-ABL. Клітинна лінія була взята з банку клітин Інституту експериментальної 

патології, онкології та радіобіології ім. Р.Е. Кавецького НАН України. 

J774. Це клітинна лінія макрофагів, ізольована у 1968 році з асциту 

дорослої самки миші з саркомою ретикулярних клітин. Застосовується для 

вивчення зокрема процесів пов’язаних з фагоцитозом. Взято з банку клітинних 

ліній в Інституті молекулярної біології і генетики НАН України. 
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2.10. Отримання компетентних клітин E. coli та їх трансформація 

плазмідною ДНК 

 

Даний підхід для приготування хімічно компетентних клітин 

застосовували до всіх штамів E. сoli, які використовувались в цій роботі. 

Культуру клітин вирощували у 50 мл. середовища LB (за необхідності з 

відповідним антибіотиком) протягом 4 годин при +37°С до досягнення оптичної 

густини ОD600 = 0,6. Попередньо охолодивши культуру клітин на льоду протягом 

10 хвилин, її осаджували центрифугуванням 20 хвилин при 2000g з 

охолодженням до температури +4°С. Надосадову рідину зливали, а осад клітин 

обережно ресуспендували у 10 мл охолодженого розчину 0,1М CaCl2 та 

інкубували на льоду на 15 хвилин. Клітини центрифугували 20 хвилин при 2000g 

при +4°С. Супернатант видаляли, а осад клітин ресуспендували в 2 мл 

охолодженого розчину 0,1М CaCl2 з 15% гліцерину. Витримавши 20 хвилин на 

льоду, клітини розфасовували по мікропробірках по 100 мкл і зберігали при -80°С 

або використовувались одразу для трансформації. 

Аліквоту 100 мкл отриманих хімічно компетентних клітини E. coli 

розморожували на льоду протягом 10 хвилин, якщо вони зберігались при -80°С. 

Цей етап не був потрібен у випадку застосування щойно приготованих 

компетентних клітин. Плазмідна ДНК або лігазна суміш додавали до цих клітин 

з урахуванням того, щоб об’єм доданої ДНК не перевищував 10% об’єму 

суспензії клітин. Цю суміш інкувабали при +4°С на льоду протягом 30 хвилин. 

Після цього суміш ДНК з клітинами поміщали на водяну бану при +42°С на 90 

секунд, а далі одразу повертали на лід на 1 хвилину. Наступним кроком було 

додавання 1 мл поживного середовища LB без антибіотиків та інкубування при 

+37°С протягом 1 години з постійним помішуванням. Клітини концентрували 

осадженням за допомогою центрифуги при 5000g протягом 5 хвилин. Отримані 

клітин після ресуспендування у 100 мкл свіжого LB висівались суцільним 

газоном на чашки Петрі з твердим середовищем LB з доданим у відповідній 
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концентрації селективним антибіотиком. Висіяні чашки інкубувались у 

термостаті при +37°С протягом 18 годин. Окремі колонії бактерій 

використовувались для наступних етапів роботи. 

 

2.11. Загальні методи роботи з нуклеїновими кислотами 

 

2.11.1. Полімеразна ланцюгова реакція. Полімеразну ланцюгову реакцію 

здійснювали з використанням (Thermo Fisher Scientific , США). Типова реакційна 

суміш на 25 мкл складалась: 1 одиниці Pfu ДНК-полімерази; 2,5 мкл 10х буферу 

для Pfu, що містить MgSO4; 2,5 мкл 100мM dNTP (Thermo Fisher Scientific , 

США), 1,25 мкл 5мМ прямого та зворотнього праймерів та доводили до 25 мкл 

водою вільною від нуклеаз. Реакцію ПЛР проводили на приладі Eppendorf 5333 

MasterCycler Thermal Cycler (Eppendorf, Німеччина). 

Праймери та умови проведення реакції були різними для різних задач. 

Послідовності праймерів, які використовувались в процесі виконання цієї 

дисертаційної роботи, а також їх температури плавлення, які використовувались 

в програмах для ПЛР, представлені у таблиці 2.1.  

Таблиця 2.1. 

Список праймерів, що використовувались в роботі 

Послідовності праймерів, які використовували в 

роботі 

Температура 

гібридизації в ПЛР 

при створенні рЕТ28-С2 

C2E-F 5'-CGCAACGGCAAGAGTTACAC-3' 52°С 

C2E-R 5'-GATGTAGGGCACCTTGG-3' 52°С 

C2- F 5'- GAAGTCTACCAGGAACAAACCGGTGGATC

CATGGATGATGAGTCTCCGGGGCTC-3' 

52°С 

C2- R 5'- GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCG

AGTTACTCCCTGCTGTTGAACTTGAC-3' 

52°С 

при створенні рGEX-4T-FNBP1-N 

N-FNBP1-F 5’-СATGAGCTGGGGCACCGAG-3’ 59°C 

N-FNBP1-R 5’-GTGCGCTTCATTGGCTGAGTG-3’ 59°C 

GEX-F 5'-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3' 59°C 

при створенні рET-42-HSPB1 

H-f 5’-TATAGGATCCGAGTCAGCCAGCATGACC-3’ 55°C 

H-r 5’-TATAGAATTCTTACTTGGCGGCAGTCTC-3’ 55°C 
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Базова схема ПЛР полягала в 30 циклах, що складались з послідовних етапів 

при 94°С  протягом 40 секунд, при температурі гібридизації праймерів (таблиця 

2.1.) протягом 40 секунд та 72°C  протягом 90 секунд. Після проходження циклів 

додатково був етап елонгації при 72°C протягом 2 хвилин.  

2.11.2. Виділення плазмідної ДНК методом лужного лізису. Даний метод 

є адаптацією класичного методу лужного лізису (168,169). Бактерії E. сoli з 

необхідною плазмідою вирощували на твердому поживному середовищі LB з 

додаванням селективного антибіотика, що відповідав резистентності, яка 

забезпечується самою плазмідою. Одиничну колонію, отриману після 18 годин 

культивування при +37°С, інокулювали у 50 мл рідкого поживного середовища 

LB з тим самим антибіотиком у відповідній концентрації. Культуру вирощували 

при +37°С з постійним струшуванням протягом 18 годин. Вирощену культуру 

осаджували центрифугуванням при 2000g протягом 20 хвилин. Після видалення 

надосадової рідини до осаду клітин додавали 2 мл розчину для ресуспендування. 

Після ресуспендування осаду суспензію охолодували 10 хвилин при +4°С на 

льоду. Далі додавали подвійний об’єм розчину для ресуспендування (4 мл) 

розчину для лізису. Після обережного перемішування витримували 5-10 хвилин 

при кімнатній температурі. Наступним етапом була нейтралізація лужного 

середовища шляхом додавання розчину для нейтралізації у об’ємі 3 мл (0,75 

об’єму розчину для лізису). Обережно перемішували та витримували на льоду 10 

хвилин. Для осадження ДНК до відфільтрованого через фільтрувальний папір 

нейтралізованого розчину додавали 0,6 об’єму ізопропанолу. Після 

перемішування проводили центрифугування при 2000g протягом 20 хвилин. 

Отриманий осад промивали 70% етанолом, додаючи його  до осаду у об’ємі 0,1 

від об’єму ізопропанолу, після чого центрифугували при 2000g протягом 5 

хвилин. Прибравши зайву рідину, осади висушували при +37°С. Висушені осади 

розчиняли у дистильованій воді. 
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2.11.3. Виділення плазмідної ДНК з використанням неіонних 

детергентів. Для виділення невеликої кількості плазмід (до 5 мкг, мініпрепарат) 

використовували метод виділення за використанням неіонних детергентів (170). 

В 1-2 мл поживного середовища LB вирощували бактерії при +37°С при 

постійному струшуванні протягом 10-12 годин. Культуру центрифугували при 

10000g протягом 5 хвилин. Прибравши надосадову рідину, до осаду клітин 

додавали 500 мкл розчину із неіонними детергентами (NID) та інтенсивно 

перемішували. Утворена суспензія інкубувалась на водяній бані при +65°С 

протягом 10 хвилин. Наступним етапом було центрифугування при 16000g 

протягом 40 хвилин. Осад видаляли, а до надосадової рідини додавали 

ізопропанол, в об’ємі 1:1. Після цього центрифугували при 16000g протягом 20 

хвилин. Осад промивали  70% етанолу шляхом його додавання у об’ємі 1мл з 

наступним центрифугуванням при 16000g протягом 5 хвилин. Осад осушували 

при +37°С. Висушені осади розчиняли у дистильованій воді. 

2.11.4. Очищення плазмідних векторів. Після виділення плазмідна ДНК 

потребувала додаткового очищення, зокрема від РНК. Для цього застосовували 

метод з використанням CaCl2 та PEG6000/NaCl (171). До розчину з плазмідною 

ДНК додавали 1/2 об’єму 4,2М CaCl2 , змішували до утворення осаду. Проводили 

центрифугування при 10000g протягом 10 хвилин при кімнатній температурі. 

Супернатант відбирався та осаджувався 0,6 об’єму ізопрапанолу з наступним 

центрифугуванням при 16000g протягом 20 хвилин при кімнатній температурі. 

Осад промивали 70% етанолом та сушили при +37°С, а потім розчиняли у 

дистильованій воді. На наступному етапі осаджували низькомолекулярну ДНК 

шляхом додавання в співвідношенні 1:1 розчину 20% PEG6000, 500 мМ NaCl. 

Після перемішування, центрифугували при 16000g протягом 20 хвилин при 

кімнатній температурі. Осад промивався 70% етанолом. Осад висушували при 

+37°С та розчиняли у дистильованій воді. 
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2.11.5. Очищення ДНК на колонках з фільтрами із скловолокна. Для 

очищення ДНК, а також для її виділення за агарозного гелю застосовували метод 

з використанням хаотропної солі та колонок з скловолоконними фільтрами. До 

фрагменту гелю або розчину ДНК додавали потрійний об’єм адсорбційного 

буфера. Далі проводили інкубування в водяній бані +50°С протягом 10 хвилин 

або до повного розчинення фрагменту геля. Далі на колонку навантажену 7 

шарами фільтра GF/C (Whatmann) вносили по 350 мкл отриманої суміші. 

Колонки центрифугували у прийомних пробірках при 1000g протягом 5 хвилин. 

Рідину, що пройшла крізь фільтр видаляли. Далі відбувалась промивка колонки 

350 мкл розчину для промивання шляхом його внесення та настпного 

центрифугування при 8000g тривалістю 5 хвилин. Для елюції ДНК в колонки з 

фільтрами вносили 20 мкл дистильованої води, витримували при кімнатній 

температурі протягом 1 хвилини та центрифугували при 2000g 2 хвилини.  

2.11.5. Рестрикція ДНК. Загальний протокол розрізання ДНК за 

допомогою ендонуклеаз рестрикції базувався на рекомендаціях виробників 

ферментів. Для реакції брали 1 мкг ДНК та по 1,5 одиниці кожної обраної 

ендонуклеази. Ця суміш замішувалась у буфері від виробника ферментів, з 

урахуванням найбільш оптимального для даних ферментів. Сама реакція 

проводилась протягом 1 години при +37°С (+25°С для SmaI). Інактивували 

ферменти шляхом інкубації реакційної суміші при +65°С або +80°С в залежності 

від того, яка рестриктаза використовувалсь, і що рекомендував її виробник. 

Аналіз результатів рестрикції проводили за допомогою електрофорезу в 

агарозному гелі.  

2.11.6. Лігування фрагментів ДНК. З’єднання шляхом лігування 

плазмідного вектора з цільовою послідовністю-вставкою проводили відповідно 

до рекомендацій виробника ензиму. 

В буфері для Т4 ДНК лігази готувалась суміш, яка включала 5 одиниць Т4 

ДНК лігази, додатково додавалась АТФ до концентрації 0,5 мМ, ДНК-вектор та 

ДНК-вставка вносились в молярному співвідношенні 1:3, щоб сумарна їх 

кількість становила 200 нг. Реакцію проводили протягом 18 годин при +16°С. 
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Інактивація реакції здійснювалась прогріванням до +75°С протягом 20 хвилин. 

Інактивовану лігазну суміш використовували для трансформації компетентних 

клітин E. coli. 

2.11.7. Незалежне від послідовності та лігування клонування. При 

створенні генетичної конструкції pET28-C2 з послідовністю, яка кодує домен C2 

білка BCR, застосовували метод незалежного від послідовності та лігування 

клонування (SLIC, sequence- and ligation-independent cloning) (172). Схема 

клонування представлена на рис. 2.1. ДНК-вставка отримували за допомогою 

двох раундного ПЛР. Другий райнд прводився з праймерами, які містять з 5’-

кінця ділянки, комплементарні до ділянки плазмідного вектора в місці 

запланованого вбудовування довжиною 20 нуклеотидів, інша частина 

послідовності праймерів була комплементрна до послідовності, що кодує С2. 

Вектор pET28 попередьно лінеаризували ресктрикцією за допомогою BamHI та 

XhoI ендонуклеаз. Підготовлені таким чином вектор та вставку використовували 

в реакційній суміші, де на 20 мкл загального об’єму були внесені: 50 нг ДНК-

Рис. 2.1. Схема створення рЕТ28-С2 
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вставки, з послідовністю, що кодуює С2; 50 нг лінеаризованого вектора рЕТ28; 

0,5 одиниці Т4 ДНК-полімерази (ThermoScientific, США); 2мкл буфера для Т4 

ДНК-полімерази (ThermoScientific, США). Ця суміш інкубувалсь при кімнатній 

температурі протягом 30 хвилин. За відсутність нуклеотидів в суміші Т4 ДНК-

полімераза проявляла лише 3’-екзонуклеазну активність, завдяки чому на даному 

етапі формувались довгі (20-30 нуклеотидів) одноланцюгові кінці як на вставці, 

так і на векторі. Після інкуабції в суміш вносили 2 мкл одного з чотирьох 

нуклеотидів в концентрації 10мМ для блокування екзонуклеазної активності. 

Реакційна суміш інкубувалась 30 хвилин при +37°С для того, щоб фрагменти 

згібридизувались між собою. 10 мкл суміші використовували для трансформації 

компетентних E. coli. 

2.11.8. Фосфорилювання фрагментів ДНК. До ДНК вносили 1 мкл 10мМ 

АТФ та 0,2 мкл Т4 полінуклеотид кінази (Promega, США), ретельно 

перемішували та інкубували протягом 30 хвилин за температури +37°С. 

Інактивацію ферменту проводили на водяній бані протягом 20 хвилин при +75°С. 

2.11.9. Дефосфорилювання фрагментів ДНК. До реакційної суміші, яка 

була отримана після реакції рестрикції плазмідних векторів, вносили 1 мкл 

FastAP (ThermoFisher Scientific, США) та інкубували протягом 30 хвилин при 

+37°С. Інактивацію проводили на водяній бані протягом 20 хвилин за 

температури +75°С. 

2.11.11. Golden Gate збірка. Спочатку проводили гібридизацію 

олігонуклеотидів. Формували реакційну суміш на 10 мкл, де були 1 мкл кoжнoгo 

з пaри oлiгoнуклeoтидiв, 1 мкл 10X буфeр T4 ДНК-лiгaзи, 0,5 мкл T4 

полінуклеотидкінази тa 6,5 мкл дистильованої води. Проводили інкуабцію 30 

хвилин зa тeмпeрaтури 37°С, oдрaзу пiсля цьoгo в тeмпeрaтурi 95°С протягом 5 

хвилин, пoтiм знижувaли тeмпeрaтуру дo 25°С та пoступoвo пo 10°С кoжнi 5 

хвилин. 

Для прoвeдeння Golden Gate збірки oтримaний рoзчин oлiгoнуклeoтидiв 

рoзвoдили у 10 разів. Наступним етапом було Для рeaкцiї зaмiшувaли нa 20 мкл 

сумiшi  нaступнi кoмпoнeнти: 2X буфeр для швидкoгo лiгувaння (7,5 мкл) , 
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рoзчин 20 мкг/мкл бичачого сироваткового альбуміну (0,15 мкл), BbsI (0,2 мкл, 2 

oдиницi), T4 ДНК-лiгaзa (0,5 мкл, 2,5 oдиницi), рoзвeдeнi гiбридизoвaнi 

oлiгoнуклeoтиди (1 мкл), вiдпoвiдний вeктoр кoнцeнтрaцiєю нe мeншe 25 

мкг/мкл (1 мкл) та дистильованою водою доводили дo кінцевого обʼєму 20 мкл. 

Пiсля чoгo сумiш витримувaли зa тeмпeрaтури 37°С протягом 2 гoдин, пiсля чoгo 

знижувaли тeмпeрaтуру дo 18°С тa витримувaли в цiй тeмпeрaтурi впрoдoвж 30 

хвилин. Для зупинки рeaкцiї сумiш пeрeмiщувaли в тeмпeрaтуру 80°С на 10 

хвилин. Пiсля зaвeршeння рeaкцiйну сумiш булo трaнсфoрмoвaнo в компетенті 

клiтини E. coli. 

 

2.12. Бактеріальна експресія 

 

Для отримання кожного з рекомбінантних білків, які необхідні були для 

досліджень міжмолекулярних взаємодій, окремо підбирались оптимальні умови 

для експресії. Важливим критерієм відбору умов було отримання достатньої для 

проведення наступних досліджень кількості білків у конформації наближеній до 

їх нативної. В підсумку для різних генетичних конструкцій умови відрізнялись 

по таким параметрам: штам E. coli, об’єм та склад поживного сердовища, 

температура та час інкубування, метод індукції експресії. 

Генетичну конструкцію pET28-C2 з послідовністю, яка кодує домен C2, 

трансформували у в хімічно компетентний штам E. coli ArcticExpress (DE3) 

(Agilent Technologies, США). Для індукції експресії використовували стратегію 

автоіндукції (74). Початкова культура вирощували в 4 мл середовища для росту 

ZYM-505 (74) протягом 18 годин при +30°C, інокулювали в 200 мл середовища 

для автоіндукції ZYM-5052 (74) та інкубували при +10°C при постійному 

перемішуванні зі швидкістю 220–250 об/хв, протягом 24 годин. 

Для генетичної конструкції pGEX-4T-FNBP1 використовували також 

автоіндукцію. Але бактеріями для експресії були Rosetta(DE3)pLysS, тому 

культивування було при +37°C, а після досягнення оптичної щільності культури 
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OD600=0,5 температуру знижували до +20°C. Кінцевий об’єм культури був 100 мл, 

час інкубації 18 годин. 

Для pET32a-PH, pGEX-4T-FNBP1-N, pET42-HSPB1 використовували штам 

Rosetta(DE3)pLysS. Вирощували в поживному середовищі LB (1% NaCl; 1% 

бактотриптон; 0,5% дріжджовий екстракт) при +37°C. Об’єм кінцевої культури 

був 100 мл. Коли культура досягала оптичної щільності OD600=0,5, проводили 

індукцію експресії 1 мМ IPTG та культивували ще 4 години. 

 

2.13. Методи роботи з білками 

 

2.13.1 Виділення та очищення білків з полігістидиновою міткою. Цей 

метод застосовували для очищення рекомбінантних білків, отиманих внаслідок 

бактеріальної експресії генетичних конструкцій pET28-C2 та pET32-PH. Ці 

рекомбінантні білки містили в якості мітки полігістидин. В основі очищення 

таких білків лежить афінна хроматографія, яка використовує зв’язування 

гістидинових залишків з Ni2+. 

Ці білки очищали в нативних умовах. Культури після індукції збирали 

центрифугуванням. Осади клітин суспендували в буфері для лізису (50мМ 

NaH2PO4 , 300мМ NaCl, 10мМ імідазол, pH 8,0, 1мМ PMSF, 100 мкг/мл лізоциму) 

та інкубували на льоду протягом 30 хвилин з подальшим ультразвуковим 

руйнуванням (цикл з 10 секунд обробки ультразвуком з подальшим 10 секундним 

періодом паузи, що повторюється 6 разів). Лізовані клітини центрифугували при 

16000g протягом 20 хвилин при +4°C. Очищений лізат завантажували на колонку, 

наповнену HIS-Select® Nickel Affinity Gel (Millipore, США) або Ni-NTA агарозою 

(Qiagen, Німеччина), і пропускали шляхом вільного проходження за рахунок сили 

тяжіння. Колонку промивали буфером для промивання (50мМ NaH2PO4, 300мМ 

NaCl, 20мМ імідазол, pH 8,0) в об’ємі, що дорівював 10 об’ємам колонки. Після 

цього проводили елюцію за допомогою буфера для елюції (50мМ NaH2PO4, 

300мМ NaCl, 250мМ імідазол, рН 8,0) в об’ємі, що дорівнював 3 об’ємам 

колонки. Аналіз ефективності очищення проводили за допомогою електрофорезу 
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в поліакриламідному гелі. Очищені білки використовували для подальших 

досліджень 

2.13.2. Виділення та очищення білків зв’язаних з глутатіон-S-

трансферазою. Цей метод застосовували для очищення рекомбінантних білків, 

отриманих внаслідок бактеріальної експресії генетичних конструкцій pGEX-4T-

FNBP1, pGEX-4T-FNBP1-N та pET42-HSPB1. Ці рекомбінантні білки містили в 

якості мітки глутатіон-S-трансферазу (glutathione S-transferase, GST). В основі 

очищення таких білків лежить афінна хроматографія, яка використовує 

зв’язування глутатіон-S-трансферази з глутатіоном. 

Культуру бактеріальних клітин після індукції збирали центрифугуванням. 

Ресуспендували осад клітин в охолодженому до +4°С PBS, що містив 1мМ PMSF 

та 100 мкг/мл лізоциму, в об’ємі рівному 1/25 від об’єму взятої культури клітин. 

Суспензію витирмували на льоду 30 хвилин. Лізат піддавали ультразвуковій 

дезінтеграції протягом 6 циклів (10-секундний імпульс після якого 10-секундний 

період паузи, всі цикли проводили на льоду). Лізат центрифугували при 16000g 

протягом 20 хвилин за +4°C. Супернатант відбирали для афінної хроматографії.  

Врівноважена глутатіон-сефароза 4B (SigmaAldrich, США) готувалась у 

тому ж буфері, який використовувався для лізису. Об’ємна частка самої 

глутатіон-сефарози 4B становила 50%. Цю суспенізію додавали з розрахунку 20 

мкл суспензії до кожних 2 мл розчинної фракції лізату. Отриману суміш 

інкубували 4 год при +4°C з постійним перемішуванням. Після цього суспензію 

осаджували протягом 3 хв при 1000g за +4°C. Супернатант видалявся, а осад 

(~100 мкл) промивали від незв’язаних білків тричі шляхом додавання 100 мкл 

PBS, перемішування протягом 10 хвилин та осадження протягом 3 хв при 500g 

за +4°C. Отримана суспензія використовувалась або для елюції цільового білка, 

або для GST-пулдауну. Для елюції до осаду додавали 100 мкл PBS та доводили 

до 300 мкл буфером для елюції (50мM Tris, 10мM глутатіон, рН 8,0). Осаджували 

при 4000g при +4°С протягом 1 хвилини. Переносили розчин у лід. Відбирали 

супернатант, залишаючи осад. Ресуспендували осад в 100 мкл буфера для елюції 

з глутатіоном. Інкубували з премішуванням при +4°С протягом 1 години. Потім 
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центрифугували при 500g протягом 5 хвилин. Відбирали верхню фракцію з 

очищеним білком. Аналіз ефективності очищення проводили за допомогою 

електрофорезу в поліакриламідному гелі. Очищені білки використовували для 

подальших досліджень. 

2.13.3. Електрофоретичне розділення білків у поліакриламідному гелі. 

Електрофоретичне розділення білків у денатуруючих умовах в присутності 

додецилсульфату натрію проводили на основі методу Лемлі (173). 

Поліакріламідний гель, в якому проводився елетрофорез білків, є результатом 

полімеризації акриламіду та бісакриламіду в співвідношенні 29:1. Він складався 

з двох частин: 5% гель для концентрування (рН 6,8) та гель для розділення (рН 

8,8), який міг бути різної концентрації в межах 8-12% для кращого розділення 

білків різних розмірів. Схеми приготування представлено в таблиці 2.2.  

Перед внесенням до зразків додавали буфер для нанесення з β-

меркаптоетанолом (200 мM Tris-HCl, pH 6,8, 400мМ β-меркаптоетанол, 4% SDS, 

0,01% бромфеноловий синій, 40% гліцерин). Після цього зразки поміщали у 

киплячу баню на 5 хвилин. Ця процедура робилась для забезпечення денатурації 

білків. Для оцінки розміру досліджуваних білків в одну із лунок вносили маркер 

молекулярних мас PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFischer 

Scientific, США). 

Електрофорез проводили у Tris-гліциновому буфері (25мМ Tris, рН 8,3, 

192мМ гліцин, 0,1% SDS) під напругою 120В під час проходження зразків через 

гель для концентрування та 150-170В коли зразки були гелі для розділення.  

Після закінчення електрофорезу білки візуалізували шляхом фарбування та 

фіксації гелю в розчині Кумасі R-250 (0.125% спиртового розчину Кумасі R-250, 

5% оцтова кислота). Після фарбування гелі відмивали в розчині 40% етанолу і 

3% оцтової кислоти. 

Також гельелектрофорез в поліакриламідному гелі провденеий за даною 

методикою міг бути початковим етапом перед Вестерн-блот аналізом. 
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Таблиця 2.2. 

Склад поліакриламідних гелів для концентрування та розділення 

Компоненти Кількість в мл 

5% 8% 10% 12% 

Дистильована вода 1,4  4,6  4,0  3,3  

30% розчин суміші 

акриламіду:бісакрилміду (29:1) 

0,33  2,7  3,3  4,0  

1М Tris, рН 6,8 (для 

концентрування) або 1М Tris, 

рН 8,8 (для розділення) 

0,25  2,5  2,5  2,5  

10% розчин SDS 0,02  0,1  0,1  0,1  

10% розчин персульфату 

амонію 

0,02  0,1  0,1  0,1  

TEMED 0,002  0,006  0,004  0,004  

 

2.13.4. Вестерн-блот аналіз. Після електрофоретичного розділення білків 

у поліакриламідному гелі здійснювали їх перенесення на нітроцелюлозну 

мембрану. Це відбувалось у буфері для переносу (192мМ гліцин, 25мМ Tris-HCl, 

20% метанол) в апараті для електропереносу (BioRad, США) при 250 мА 

протягом 1,5 години. 

Після елетроперенесення мембрана з білками блокувалась розчином 

бичачого сироваткового альбуміну (БСА) протягом 18 годин при +4°C. Потім 

блокована нітроцелюлозна мембрана інкубувалась протягом 1 год з розведеними 

первинними антитілами. Розведення проводили в TBST (50мM Tris pH7,5, 150мM 

NaCl, 0,05% Tween 20) відоповідно до рекомендацій виробника антитіл. Після 

інкубації з антитілами проводили відмивання від них у TBST тричі протягом 5 

хвилин. Наступною була інкубація протягом 1 години з вторинними антитілами, 

які кон’юговані з пероксидазою хрону. Мембрану відмивали від вторинних 

антитіл за тою ж схемою, що і після первинних. 

Наступним етапом було візуалізація результатів за допомогоюо 

хемілюмінісценції. Для цього готували свіжий буфер ECL за допомогою 

змішування у співвідношенні 1:1 буферу А (100мМ Tris-НСl, рН8,5, 2,5мМ 

люмінол, 0,4мМ кумарова кислота) та буферу Б (100мМ Tris-НСl, рН8,5, 0,03% 

Н2О2). Виготовлений буфер ECL наносили на мембрану з білками та одразу 
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здійснювали реєстрацію сигналу хемілюмінісценції на  приладі Molecular Imager 

ChemiDoc XRS+ (BioRad, США). Зображення з результатами аналізували за 

допомогою програми ImageLab. 

2.13.5. GST-пулдаун. Метод полягає у перевірці взаємодії між білком, який 

містить GST мітку та іммобілізований на глутатіон-сефарозі 4B, та іншим 

очищеним протеїном без GST мітки. В якості негативного контролю зв’язування 

паралельно перевіряється зв’язування з GST міткою, яку отримують шляхом 

експресії порожнього вектора. 

До суспензії глутатіон-сефарози 4B, що містить білок інтересу, та до 

глутатіон-сефарози 4B з одним GST-фрагментом додавали рівні кількості 

очищеного іншого білка, зв’язування з яким досліджувалось. Суспензії 

інкубували за температури +4°C протягом ночі (18 годин) з постійним 

перемішуванням. Після інкубації суспензію центрифугували при 500g протягом 

1 хвилини при +4 °C, супернатант відбирали для аналізу. Осад тричі промивали 

в PBS, щоб усунути білки, що неспецифічно зв’язались. 

Після цього проводили елюцію білків, які залишились на глутатіон-

сефарозі 4B, шляхом додавання буферу для елюції з глутатіоном, що так само як 

при очищенні мічених GST білків. Інкубували з постійним перемішуванням 

протягом 3 годин при +4°C. Після цього суспензію осаджували 

центрифугуванням при 13000g протягом 10 хвилин при +4°C. Отриманий 

супернатант, що містив вивільнені білки, відбирали для наступного аналізу (174). 

Результати пулдауну досліджували за допомогою електрофорезу у 

поліакриламідному гелі, а також проводили вестерн-блот для ідентифікації 

білків. 

 

2.14. Круговий дихроїзм 

 

Очищений рекомбінантний білок діалізували проти буфера для 

експерименту з круговим дихроїзмом (10мМ KH2PO4 , 50мМ Na2SO4, pH 7,48). 

Концентрація білка становила 0,484 мг/мл (або 17,73 мікромоль/л). 
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Використовували спектрополяриметр J-810 (JASCO) з кварцовою кюветою 

діаметром 1 см. Сімдесят одна точка даних була зареєстрована при +37°C від 260 

до 190 нм з кроком даних 1 нм, інтервалом даних – 1 нм, швидкістю сканування 

– 100 нм/хв. З отриманого спектру віднімали еталонний спектр буфера. Виявлену 

еліптичність було перераховано як дельта епсилон. Ці дані були використані для 

аналізу на сервері BeStSel (175–179). 

 

2.15. Аналіз зв’язування з фосфоліпідами 

 

Для ідентифікації ліпідів, які можуть взаємодіяти з С2 доменом BCR, 

використовували мембранну смужку з нанесеними ліпідами PIP Strip Р-6001, 

(Echelon Biosciences). Ця мембранна смужка містила різні ліпіди: 

лізофосфатидна кислота (LPA), лізофосфохолін (LPC), фосфатидилінозитол (PI), 

фосфатидилінозитол 3-фосфат (PI(3)P), фосфатидилінозитол 4-фосфат (PI(4)P), 

фосфатидилінозитол 5-фосфат (PI(5)P), фосфатидилетаноламін (PE), 

фосфатидилхолін (PC), сфінгозин 1-фосфат (S1P), фосфатидилінозитол 3,4-

біфосфат (PI(3,4)P2), фосфатидилінозитол 3,5-біфосфат (PI(3,5)P2), 

фосфатидилінозитол 4,5-біфосфат (PI(4,5)P2), фосфатидилінозитол 3,4,5-

трифосфат (PI(3,4,5)P3), фосфатидна кислота (PA), фосфатидилсерин (PS). 

Експеримент проводився згідно з протоколом виробника. Першим кроком було 

блокування в PBS-T (0,1% (об./об.) Tween 20) з 3% бичачим сироватковим 

альбуміном протягом 1 години при кімнатній температурі з легким 

перемішуванням. Потім смужку інкубували з 0,5 мкг /мл очищеного домену C2 у 

тому ж буфері протягом 1 години при кімнатній температурі з обережним 

перемішуванням. Після триразового промивання PBS-T смужку інкубували з 

розведенням 1:400 анти- полігістидинових антитіл (Sigma Aldrich, MAB3844) у 

PBS-T протягом 1 години при кімнатній температурі. Потім стадію промивання 

повторювали тричі. Інкубацію з вторинними кон’югованими з пероксидазою 

хрону козячими антимишачими вторинними антитілами (Abclonal) , розведеними 

1:5000 у буфері PBS-T, додавали до мембрани та інкубували 1 годину при 
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температурі навколишнього середовища на платформі для перемішування. За 

цим слідувала стадія промивання в умовах, описаних вище. Мембранну смужку 

інкубували протягом 1 хвилини з 1 мл буфера з підвищеною хемілюмінесценцією 

(ECL) (100мМ Tris pH 8,8, 2,5мМ люмінол, 0,4мМ кумарова кислота та 0,02% 

H2O2 ) і сигнал хемілюмінесценції детектували за допомогою системи Chemidoc 

(BioRad, США). 

 

2.16. Культивування еукаріотичних клітин 

 

Клітини 293Т та J774 вирощували в середовищі DMEM (ThermoFisher 

Scientific, США), з додаванням 10% ембріональної сироватки великої рогатої 

худоби (FBS), пеніциліну (50 од/мл) та стрептоміцину (100 мкг/мл). Для 

вирощування клітин К562 використовували середовище RPMI 1640 (Sigma, 

США) з додаванням 10% ембріональної сироватки великої рогатої худоби (Sigma, 

США) пеніциліну (50 од/мл) та стрептоміцину (100 мкг/мл). Всі клітинні лінії 

культивували в атмосфері 5% СО2 зі зволоженням при температурі +37°С. При 

досягненні клітинами 70% конфлюентності їх пересівали у розведені 1 до 10. 

У випадку суспензійної культури К562 клітини центрифугували при 1000 

обертів/хвилину протягом 2 хвилин. Після видалення надосаду осаджені клітини 

ресуспендували свіжим середовищем RPMI 1640 та переносили в новий 

стерильний посуд. 

Оскільки клітини 293T та J774 є адгезивними та прикріпляються до дна 

посуду, то їх пересівання вимагало етапу відкріплення від поверхні. Для цього 

спочатку клітини промивались PBS заздалегідь прогрітим на +37°С. Власне 

відкріплення полягало у інкубації клітин з Trypsin-EDTA протягом 2 хвилин при 

+37°С. Після клітин обережно змивались свіжим середовищем DMEM з 

сироваткою та переносились в новий посуд. 

 

2.17. Трансфекція еукаріотичних клітин 
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В експерименті з котрансфекцією pJ3H-FNBP1 з pEGFP-PH клітин 293Т 

використовували реагент TurboFect Transfection Reagent (ThermoFisher Scientific, 

США). Відповідно до протоколу виробника, для одної лунки 6-лункового 

планшета, де площа лунки складала 9,5 см2, брали 2 мкг сумарної ДНК розчиняли 

в 400 мкл в средовищі DMEM без сироватки. Після струшування реагент для 

трансфекції додавали в об’ємі 6 мкл до розчину з ДНК. Суміш одразу інтенсивно 

перемішувалась, а потім витримувалась при кімнатній температурі протягом 20 

хвилин. Після цього суміш для трансфекції рівномірно розподілялась по дну 

лунки. Після цього зверху на розподілену суміш висівали клітини. Далі 

проводили типове інкубування клітин при +37°С в атмосфері 5% СО2 зі 

зволоженням. Ефективність трансфекції оцінювали після 24-48 годин 

вирощування. 

 

2.18. Приготування лізатів еукаріотичних клітин 

 

Еукаріотичні клітини промивали PBS та додавали лізис буфер NP40 

(150мМ NaCl, 1,0% Triton X100, 50мМ Tris-HCl рН 8,0, 1мМ PMSF, 2мМ NaVO3) 

та витримували протягом 20 хвилин на льоду. Після цього клітини 

центрифугували 15 хвилин при 12000 обертів/хвилину за температури +4°С. 

Надосад відбирали у чисту охолоджену мікропробірку. Отриманий лізат 

використовували для наступних досліджень. 

 

2.19. Коімунопреципітація 

 

Коімунопроцепітацію проводили з лізатом клітин 293Т, які були 

попередьно трансфіковані pJ3H-FNBP1 з pEGFP-PH, або pJ3H з pEGFP-PH. 

Використовували сефарозу G (Sigma-Aldrich, США), яку заздалегідь 

врівноважували лізис буфером NP40 (150мМ NaCl, 1,0% Triton X100, 50мМ Tris-

HCl рН 8,0, 1мМ PMSF, 2мМ NaVO3). Після цього її інкубували протягом 3 годин 

з 2-3 мкл з антитілами anti-HA (Sigma-Aldrich, США) при постійному 
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перемішуванні при +4°С. Після цього додавали лізати клітин та інкубували знову 

протягом 3 годин при постійному перемішуванні при +4°С. Після цього 

суспензію центрифугували протягом 2  хвилин при 3000 обертів/хвилину при 

+4°С та промивали буфером NP40 з повторним центрифугуванням. До зразків 

додавали буфер для нанесення, готували для електрофорезу в поліакриламідному 

гелі з наступним вестерн-блот аналізом. 

 

2.20. Конфокальна мікроскопія 

 

Клітини відбирали шляхом центрифугування 2 хвилини при 2000g. 

Надосад видаляли, а клітини промивали буфером PBS (140мМ NaCl, 2,7мМ KCl, 

10мМ Na2HPO4, 1.8 мМ KH2PO4) та фіксували за допомогою 4% розчину 

формальдегіду з 0,2% Triton X-100 в буфері при кімнатній температурі протягом 

20 хвилин. Після чого три рази відмивали PBS шляхом додавання та 

центрифугування протягом 2 хвилин при 2000g та протягом 1 години блокували 

клітини за допомогою розчину бичачого сироваткового альбуміну. Після цього 

клітини протягом 1 години почергово інкубували з відповідними первинними та 

вторинними антитілами у визначеному виробником розведенні та промивали три 

рази буфером PBS шляхом центрифугування 2 хвилини при 2000g. Ядра клітин 

фарбували за допомогою DAPI (ThermoFisher Scientific, США) протягом 2 

хвилин. Препарат на скельцях полімеризували з використанням CitiFluor™ AF1, 

Mounting Medium (Science Services, Німеччина). Мікропрепарати вивчали за 

допомогою лазерного скануючого конфокального мікроскопу Zeiss LSM 510 

Meta (Німеччина), з масляним об’єктивом 100х1.25 N.A та програмою «LSM 

Browser», або лазерного скануючого конфокального мікроскопу Leica SP8 

(Німеччина) з використанням масляним об’єктивом 90° з апертурою 1,3. 

Аналіз колокалізації білків здійснювали за допомогою програмного 

забезпечення Fiji ImageJ, плагіна JACoP з урахуванням коефіцієнта кореляції 

Пірсона та коефіцієнта колокалізації Мандерса. 
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2.21. Біоінформатичні інструменти використані в роботі 

 

Аналіз білків. За відсутності публічно доступних експериментальних даних 

щодо структури білків та їх окремих доменів виникала необхідність у її 

передбаченні на основі відомої амінокислотної послідовності. Вторинну 

структуру білків передбачали за допомогою Psipred 4.0 та S4pred. Для третинної 

структури використовували DMPfold 2.0. Властивості зв’язування з металами 

оцінювались за допомогою DMPmetal. Усі ці інструменти доступні на PSIPRED 

Workbench (https://bioinf.cs.ucl.ac.uk) (180–183). Третинні структури 

візуалізовувались та аналізувались за допомогою веб-застосунку iCn3D Structure 

Viewer 3.40.2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d). Аналіз даних 

кругового дихроїзму проводився на сервері BeStSel v1.3.230210 

(https://bestsel.elte.hu/)(175–179). 

Аналіз сайтів фосфорилювання. Для аналізу сайтів фосфорилювання білків 

застосовували бази PhosphoSitePlus (184,185), Phospho.ELM (186,187), а також 

Group-based Prediction System (GPS) 6.0, що є ресурсом для передбачення сайтів 

фосфорилювання для окремих кіназ (188,189). Аналіз здійснювався на основі 

амінокислотних послідовностей білків, що були наявні в базі UniProt: FNBP1 

(Q96RU3-1), SMC1A (Q14683), HSPB1 (P04792). 

Аналіз даних секвенування наступного покоління. Для встановлення 

вихідної послідовності ділянки розриву в геномі клітин К562 брали дані 

геномного секвенування наступного покоління, доступні в публічній базі даних 

(ENCFF462TFC). Для аналізу використовували SAMtools (190), BWA (191,192), 

Breakdancer (193). Для візуалізації використовували Integrative Genomics Viewer 

(IGV) версії 2.19.4 (194–196). 
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РОЗДІЛ 3  

 

РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

3.1. Вивчення структурно-функціональних особливостей С2 домену 

 

Для вивчення С2 домену білка BCR проводили моделювання вторинної та 

третинної структури, щоб попередньо оцінити його структурні особливості. Далі 

створювалась генетична конструкція для бактеріальної експресії, на основі якої 

отримувався рекомбінантний білок, що відповідав С2 домену білка BCR. 

Структуру отриманого білка валідували методом кругового дихроїзму. Для С2 

доменів інших білків відомо їх специфічне зв’язування з фосфоліпідами, що 

дозволяє рекрутувати білки, що їх містять, до конкретних мембранних структур 

клітини. В даній роботі досліджували чи взаємодіє отриманий рекомбінантний 

С2 домен з фосфоліпідами. 

3.1.1. Моделювання вторинної та третинної структури С2 домену білка 

BCR. Оскільки вторинна та третинна структура цього домена не є визначеною, 

то нами було проведено їх передбачення за допомогою ряду біоінформатичних 

інструментів (Psipred 4.0, S4pred, DMPfold 2.0). Ці передбачення робились на 

основі амінокислотної послідовності білка BCR. Отримані результати були 

додатково співставлені із передбаченням третинної структури від AlphaFold. 

Візуальне резюме результатів прогнозу вторинної структури, представлене 

на рисунку 3.1. На поліпептидній послідовності BCR межі С2 домена у різних 

публічних базах даних визначені по-різному. Станом на січень 2025 року в базі 

UniProt домен C2 визначається як послідовність амінокислот в позиціях від 893 

до 1020, тоді як ресурси NCBI описують його як діапазон від 913 до 1033 а.з.. 
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Тому одним з завдань було визначитись з тим, яку версію С2 домена взяти 

за основу для створення рекомбінантного С2. Очевидно, що раціональним 

підґрунтям для цього була відповідність передбачених структур цих версій 

характерним структурам відомих С2 доменів. Інструменти Psipred і S4pred 

показали, що амінокислотна послідовність, заснована на версії анотації NCBI, з 

більшою ймовірністю дає структуру типову для доменів C2. Вісім надійних бета-

ланцюгів, довжина яких перевищує три амінокислоти, було передбачено для 

цього варіанту домена C2. Натомість для UniProt версії C2 число передбачених 

бета-ланцюгів було менше восьми (у передбаченні S4pred), а довжина деяких цих 

ланцюгів становила три і менше амінокислот (у передбаченнях Psipred і S4pred). 

Версія NCBI домену C2 була взята як основа, але була розширена з позиції 913 

Рис.  3.1. Передбачення вторинної структури C2 домена білка BCR 
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до позиції 903. Це зроблено для того, щоб отримати потенційно довший перший 

бета-ланцюг, який був би розрізаний без цієї корекції. Остаточна послідовність, 

яку ми обрали для вивчення домена C2 білка BCR, була 903-1037 а.з. 

Для цієї остаточної версії послідовності C2 було повторено передбачення 

як вторинної, так і третинної структури. Для передбачення третинної структури 

використовували DMPfold 2.0 (181). Цей інструмент створює .pdb-файл 

передбаченої структури. Результат порівнювався з вибраною областю (903-

1037aa) з передбачення повної структури білка BCR з бази даних структури білка 

AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P11274) (178,179). Загалом ці дві 

методики показали структуру, близьку до типових доменів C2 (рис. 3.1 та рис. 3.2 

). Для доменів C2 інших білків було описано два типи можливих топологій на 

основі їх різниці в перестановці бета-ланцюгів (68,197,198). Згідно з 

передбаченнями третинної структури, C2 домен BCR може належати до II типу 

топології (рис. 3.2.). Експериментальне підтвердження третинної структури С2 

домена BCR потребує подальших досліджень. 

Рис 3.2. Передбачення третинної структури C2 домена BCR білка. 

а – схематичне відображення топології С2 доменів II типу, б – структура 

передбачена за допомогою DMPfold, в – структура передбачена 

AlphaFold 

а б в 
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Послідовність білка BCR з 903-1037 а.з. була обрана як та, що відповідає 

С2 домену. Тому на наступних етапах роботи над отриманням ізольованого С2 

домена в рекомбінантній формі саме вона була взята за основу. 

3.1.2. Створення генетичної конструкції pET28-С2. В якості базового 

вектора для бактеріальної експресії було обрано pET-28c-sumo. Він був 

лінеаризований рестрикцією ендонуклеазами рестрикції BamHI та XhoI 

(ThermoFisher Scientific, США) згідно з протоколом виробника. Рестрикційні 

фрагменти розділяли за допомогою електрофорезу в агарозному гелі. З гелю 

вирізали та виділяли фрагмент, що відповідав за розміром очікуваному 5533 п.н. 

Вставку, що містила послідовність, яка кодує С2 домен, створювали 

наступним чином. Проводили два раунди ПЛР. Перший раунд проводили з 

зовнішніми праймерами (C2E-F 5'-CGCAACGGCAAGAGTTACAC-3' та C2E-R 

5'-GATGTAGGGCACCTTGG-3'), які дозволяли ампліфікувати дещо ширшу 

ділянку, ніж була запланована для вставляння в вектор. В якості матриці на цьому 

етапі використовували генетичну конструкцію, що кодує повнорозмірний p230 

BCR-ABL1 була люб’язно надана N. Heisterkamp (Children's Hospital of Los 

Angeles, USA). Було отримано продукт ПЛР, який відповідав очікуваному 

розміру 696 п.н. (рис. 3.3.а). 

Рис 3.3. Створення рЕТ28-С2. а – результат 1 раунду ПЛР, б – 

результат 2 раунду ПЛР, в – рестрикційний аналіз векторів, що містять 

вставку, г – результат ПЛР аналізу на наявність вставки 

а б 
в 

г 
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Отриманий амплікон використовували як матричну ДНК для другого 

раунду ПЛР. Праймерами були: 

C2- F 5'- GAAGTCTACCAGGAACAAACCGGTGGATCCATGGATGATGA

GTCTCCGGGGCTC-3'; 

C2- R 5'-  GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTACTCCCTGC

TGTTGAACTTGAC-3'. 

Ці праймери включали дві частини: комплементарну послідовності, що 

кодує С2, а також специфічні для плазмідного вектора pET-28с-sumo 

послідовності. Кінцевий розмір амплікону становив 472 п.н. (рис. 3.3.б) Розміри 

продуктів ПЛР контролювали електрофорезом в агарозному гелі. 

На наступному етапі змішані між собою вектор та вставка за допомогою Т4 

ДНК-полімерази об’єднували між собою методом незалежного від послідовності 

та лігування клонування (172). Отриманий продукт використовували для 

трансформації бактерій. З отриманих клонів виділяли малі кількості плазмідної 

ДНК та аналізували на наявність вектора з необхідною вставкою. Перевірку 

здійснювали рестрикцією за BamHI та XhoI (рис. 3.3.в), а також за допомогою 

ПЛР з праймерами C2- F  і C2- R  (рис. 3.3.г). В підсумку вдалось отримати 

генетичну конструкцію рЕТ-28-С2, яку використовували для наступного етапу. 

3.1.3. Отримання очищеного рекомбінантного С2 домену білка BCR. 

Для створеної генетичної конструкції pET28-C2 після підбору умов для експресії 

було обрано штамі E. coli ArcticExpress (DE3). Цей штам пристосований для 

експресії при низьких температурах (+10°C). Використовували автоіндукцію для 

ініціації синтезу білка. Кінцевий об’єм культури, в якій відбувався біосинтез 

рекомбінантного протеїну був 200 мл. 

Виділення білка проводили в нативних умовах. Завдяки вектору 

рекомбінантний С2 мав шість гістидинів на своєму N-кінці. Тому очищення 

проводили шляхом афінної хроматографії з використанням колонки з HIS-

Select® Nickel Affinity Gel (Millipore, США). 
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Очікуваний білок, який представляв собою комбінацію домену C2 і 

частини, кодованої вектором, мав довжину 238 амінокислот і мав молекулярну 

масу 27292,67 (розраховано на https://web.expasy.org/compute_pi/). Концентрацію 

та чистоту білка визначали за допомогою лінеаризованого аналізу Бредфорда 

(199) та електрофорезу в поліакриламідному гелі (рис. 3.4.). Молекулярна маса 

виділеного білка відповідала очікуваній у ~27 кДа. 

3.1.4. Результати кругового дихроїзму рекомбінантного С2 домену 

білка BCR. Спектри кругового дихроїзму (КД) у представленні дельта-епсилон 

(рис. 3.5.) аналізували на сервері BeStSel (175–179). Оцінений вміст вторинної 

структури показав 40,9% антипаралельних бета-ланцюгів (лівозакручених – 

2,2%, релаксованих – 21,8%, правозакручених – 17%). Структури альфа-спіралі 

оцінені як 0%, повороти – 14,2%, інші структури – 44,9%. 

Рис 3.4. Очищений рекомбінантний С2 домен білка BCR. 1-5 – стадії 

елюції, М – маркер молекулярної ваги PageRuler  Unstained Protein 

Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA). 
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На основі спектру кругового дихроїзму сервер BeStSel передбачив клас, 

архітектуру та топологію білка (на основі класифікації CATH, 

https://www.cathdb.info/). Результати показали, що білок належить до класу 

Mainly Beta (має кодування 2) з 99,4%, до архітектури Sandwich (позначається як 

2.60) з 83,0% і до топології Immunoglobulin-like (кодується як 2.60.40) з 70,1%. У 

класифікації CATH домени C2 належать до гомологічної надродини 2.60.40.150, 

яка є підмножиною визначеного вище класу, архітектури та топології (200). Отже, 

отримані дані спектра кругового дихроїзму свідчать про те, що рекомбінантний 

білок мав вміст вторинної структури, подібний до того, що можна очікувати від 

домена C2. 

3.1.5. Взаємодія рекомбінантного С2 домену білка BCR з 

фосфоліпідами. Завдяки інкубуванню рекомбінантного домена C2 білка BCR 

разом з мембраною, що містила різні фосфоліпіди, було виявлено його здатність 

зв’язувати деякі з них (рис. 3.6). 

Серед ліпідів, які взаємодіяли з доменом С2, були: фосфатидилінозитол-3-

фосфат (PI(3)P), фосфатидилінозитол-4-фосфат (PI(4)P), фосфатидилінозитол-5-

фосфат (PI(5)P), фосфатидилінозитол-3,4-біфосфат (PI(3,4)P2), 

фосфатидилінозитол-3,5-біфосфат (PI(3,5)P2), фосфатидилінозитол-4,5-біфосфат 

Рис 3.5. Спектр кругового дихроїзму рекомбінантнтого С2 домена 

білка BCR 
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(PI(4,5)P2), фосфатидилінозитол-3,4,5-трифосфат (PI(3,4,5)P3) і 

фосфатидилсерин (PS).  

Різні мембранні структури клітини мають в своєму складі різні 

фосфоліпіди. Тому С2 домени часто за рахунок специфічності зв’язування з 

певними фосфоліпідами можуть приводити до прикріплення білків до 

конкретних місць в клітинах. І розуміння з якими саме ліпідами взаємодіє С2 

домен може вказати на можливу локалізацію білка, що має в своєму складі такий 

домен. 

Для багатьох С2 доменів також показана взаємодія з іонами кальцію, що 

може регулювати зв’язування з фосфоліпідами. Часто кальцій при цьому є 

Рис 3.6. Зв’язування фосфоліпідів рекомбінантнтого С2 домена білка 

BCR. LPA - лізофосфатидна кислота, LPC – ліпофосфохолін, PI – 

фосфатидилінозитол, PI(3)P - фосфатидилінозитол-3-фосфат, PI(4)P – 

фосфатидилінозитол-4-фосфат, PI(5)P - фосфатидилінозитол-5-фосфат, PE 

- фосфатидилетаноламін, PC - фосфотидилхолін, S1P - сфінгозин-1-

фосфат, PI(3,4)P2 – фосфатидилінозитол-3,4-біфосфат, PI(3,5)P2 

фосфатидилінозитол-3,5-біфосфат, PI(4,5)P2 – фосфатидилінозитол-4,5-

біфосфат, PI(3,4,5)P3 – фосфатидилінозитол-3,4,5-трифосфат, PA - 

фосфатидна кислота, PS - фосфатидилсерин. Жирним шрифтом відмічені 

фосфоліпіди, які взаємодіяли з С2 доменом 
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посередником зв’язування за рахунок електростатичних взаємодій. Проте відомі 

і С2 домени, що є кальцій-незалежними. Проведені в цій роботі дослідження 

зв’язування з ліпідами не дають відповідь щодо ролі кальцію, оскільки 

спеціально іони Ca2+ не додавались у буфер, що використовувався, проте не 

вживали і додаткових заходів, щоб прибрати можливу контамінацію іонами Ca2+. 

Для добре вивчених доменів C2 зв’язування Ca2+ часто пов’язане з петлями 

між бета-ланцюгами (рис. 3.2.а, позначені L1, L2, L3). На основі передбачень 

вторинної та третинної структур ми можемо приблизно оцінити послідовності 

амінокислот, які припадають на ці петлі. Завдяки прогнозуванню зв’язування 

іонів металів за допомогою DMPmetal було виявлено можливе зв’язування 

металу в полярному Asn 928 (P-значення: 0,16) і негативно зарядженому Glu 978 

(P-значення: 0,10). Ці залишки розташовані в передбачених петлях. Водночас у 

аналізуючи саму послідовність можна виявити позитивно заряджені залишки 

(Lys 924, Lys 979, Lys 983, 983, Lys 985, Lys 988, Arg 996) і кілька негативно 

заряджених (Glu 989, Asp 990, Glu 992, Asp 995). З цього аналізу послідовності 

ми не можемо з упевненістю зробити висновки щодо зв’язування кальцію та 

механізму зв’язування ліпідів. Для цього необхідні додаткові експериментальні 

підтвердження. 
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3.2. Білок-білкова взаємодія між BCR та FNBP1 

 

Для встановлення взаємодії білка FNBP1 з РН доменом білка BCR 

застосовувались різні методи. Додатково вивчали колокалізацію FNBP1 та BCR. 

3.2.1. Коімунопреципітація РН домену білка BCR з повнорозмірним 

FNBP1 у клітинах 293T. Клітини 293Т були трансфіковані pJ3H-FNBP1 та 

pEGFP-PH, а також порожнім pJ3H та pEGFP-PH. Клітини лізували та додавали 

до сефарози G, яка заздалегідь була насичена антитілами проти гемаглютиніну 

anti-HA. Ці антитіла зв’язували білки, які були продуктами векторів pJ3H-FNBP1 

та порожнього pJ3H. Разом з білком FNBP1, який експресувався в клітинах з 

міткою НА, на сефарозі коімунопреципітували ті білки, які були здатні 

взаємодіяти з ним. Вестерн-блот аналіз з антитілами проти GFP дозволив 

ідентифікувати досліджуваний нами РН домен серед білків, які зв’язувались 

білком FNBP1 за даних умов (рис. 3.7.). Таким чином було показано взаємодію 

між повнорозмірним білком FNBP1 та РН доменом білка BCR. 

 

Рис. 3.7. Коімунопреципітація РН домену BCR разом з 

повнорозмірним FNBP1 в клітинах 293Т 



85 

 

3.2.2. Створення генетичної конструкції pGEX-4T-FNBP1. Генетична 

конструкція для бактеріальної експресії повнорозмірного FNBP1 створювалась 

на основі вектора pGEX-4T-1. Джерелом послідовності, яка кодує білок FNBP1, 

виступав вектор FBP17-pmCherryC1, що був дарунком від Christien Merrifield 

(Addgene #27688) (167). Цю послідовність вирізали за допомогою ендонуклеаз 

рестрикції BglII та EcoRI. Цей ДНК-фрагмент мав розмір 1850 п.н. Вектор 

pGEX4T-1 лінеаризували рестрикцією за допомогою BamHI та EcoRI. 

Лінеаризований вектор лігували з вирізаною послідовністю, яка кодує 

повнорозмірний FNBP1. Лігазна суміш використовувалась для трансформації 

хімічно компетентних клітин E. coli штаму TOP10. Аналіз та відбір клонів 

бактерій, що містили генетичну конструкцію з цільовою вставкою, проводився за 

допомогою рестрикції виділених з них плазмід. Використовували рестрикцію 

ендонуклеазою HindIII, внаслідок чого у випадку правильної генетичної 

конструкції мав утворюватись один фрагмент розміром ~6800 п.н. (рис. 3.8.). 

Коректна конструкція була використана для бактеріальної експресії. 

Рис 3.8. Рестрикційний аналіз результатів створення pGEX-4T-

FNBP1. 1-6 – плазмідна ДНК, виділена з різних клонів, М – маркер 1 kb 

DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, США). Виявлена правильна 

конструкція в 1 



86 

 

3.2.3. Виявлення взаємодії повнорозмірного FNBP1 з РН доменом BCR 

за допомогою GST-пулдауну. Принцип методу GST-пуладун можна описати 

таким чином. Для того щоб дослідити чи взаємоідють два білки між собою, один 

з них іммобілізується на глутатіон-сефарозу 4B за рахунок наявності GST мітки. 

Після чого через цю сефарозу пропускаєть інших досліджуваний білок, який GST 

мітки не має, а тому зв’язатись з сефарозою самостійно не здатен. Якщо 

взаємодія між білками є то другий білок також іммобілізується на сефарозі за 

рахунок цієї білок-білкової взаємодії. В нашому дослідженні проводили 

виявлення взаємодії між повнорозмірним FNBP1 та рекомбінантним РН доменом 

білка BCR. 

Зі створеною конструкцією pGEX-4T-FNBP1 проводили бактеріальну 

експресію в E. coli штаму Rosetta(DE3)pLysS. Автоіндукція використовувалась 

для ініціювання синтезу рекомбінантного білка в бактеріях. Оскільки даний 

рекомбінантний білок містив додатково глутатіон-S-трансферазу, то для його 

очищення використовували глутатіон-сефарозу 4B. Очищений та зв’язаний з 

глутатіон-сефарозою 4B  білок FNBP1 застосовували безпосередньо для 

пулдауну. Таким самим способом за допомогою порожнього вектора pGEX-4T-1 

отримували глутатіон-сефарозу 4B, на якій розміщений білок, який відповідав 

одній GST мітці. Його використовували для перевірки відсутності зв’язування 

між рекомбінантним РН та GST-фрагментом. Рекобінантий РН домен 

отримували шляхом експресії pET32a-PH в Rosetta(DE3)pLysS. Оскільки даний 

білок містив полігістидинову мітку, його очищали за допомогою афінної 

хроматографії з носієм Ni2+. 

Очищений рекомбінантний РН інкубували з глутатіон-сефарозою 4B, на 

якій був присутній повнорозмірний FNBP1, а також в якості контролю з 

сефарозою, яка містила чистий GST білок. Результати пулдауну аналізували за 

допомогою вестерн-блоту (рис. 3.9). За допомогою антитіл проти гістидину 

виявлено наявність РН домену у результатах пулдауну з FNBP1 та відсутність РН 
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домену у результатах пулдауну з GST. Таким чином було встановлено, що РН 

домен білка BCR прямо взаємодіє з повнорозмірним FNBP1 та не взаємодіє з GST 

міткою. 

3.2.4. Створення генетичної конструкції pGEX-4T-FNBP1-N. Для 

виявлення чи взаємодіє PH домен білка BCR з N-кінцевою частиною FNBP1 було 

необхідно створити генетичну конструкцію, яка включала в себе ділянку, що 

кодує відповідну ділянку білка. Були підібрані праймери N-FNBP1-F 5’-

СATGAGCTGGGGCACCGAG-3’ та N-FNBP1-R 5’-

GTGCGCTTCATTGGCTGAGTG-3’, які дозволяли отримати фрагмент 

нуклеотидної послідовності, яка кодувала перші 293 амінокислоти білка FNBP1. 

Проводили ПЛР з цими праймерами, де в якості матриці виступав вектор FBP17-

pmCherryC1 (Addgene #27688) (167). 

 

Рис. 3.9. Вестерн-блот аналіз результатів GST-пулдауну 

рекомбінантного PH домена BCR, міченого гістидином, з FNBP1, міченого 

GST. 1 – фракція елюції His-міченого PH домену BCR; 2 – загальний лізат 

Rosetta(DE3)pLysS, в яких була експресія рекомбінантного GST-FNBP1; 3 – 

результат пулдауну РН з білком GST, зв’язаним з глутатіон-сефарозою 4B 

(негативний контроль); 4 – результат пулдауну РН з GST-FNBP1, зв’язаним 

з з глутатіон-сефарозою 4B; M – маркер молекулярної ваги 
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Було отримано ампліфікат, що відповідав очікуваному розміру 882 п.н. (рис. 

3.10.А) Його використали в якості ДНК-вставки, яку додатково фосфорилювали 

по 5’-кінцям. В якості вектора використовували pGEX-4T-1, який лінеаризували 

рестриктазою SmaI (рис. 3.10.Б) та додатково дефосфорилювали по 5’-кінцям. 

Вектор та вставку лігували, а лігазну суміш використовували для трансформації 

клітин E.coli штаму XL-10 Gold. Відбір клонів з потрібною генетичною 

конструкцією проводили за допомогою ПЛР з вищезгаданими праймерами N-

FNBP1-F та N-FNBP1-R, за допомогою яких виявляли специфічну цільову 

послідовність у векторі розміром 882 п.н. (рис. 3.10.В). Оскільки при даному 

підході можливе було утворення конструкцій з оберненою орієнтацією вставки, 

то паралельно проводили ПЛР, де використовувався праймер GEX-F 5'-

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3', комплементарний до послідовності 

вектора. У випадку наявності у конструкції цільової вставки в правильній 

орієнтації ПЛР з праймерами GEX-F та N-FNBP1-R давали ампліфікат розміром 

960 п.н. (рис. 3.10.В). 

Рис 3.10. Створення pGEX-4T-FNBP1-N. а – ПЛР-продукт, що 

відповідав цільовій послідовності, що кодує N-кінець білка FNBP1, б – 

результат рестрикції pGEX-4T-1 за SmaI, в – ПЛР аналіз на наявність 

вставки у створеній генетичній конструкції. Умовні позначення: М -

маркер O’GeneRuler DNA Ladder Mix (ThermoFishe Scientific, США), К – 

контроль ПЛР реакції 

а б в 



89 

 

3.2.5. Встановлення взаємодії між N-кінцевим фрагментом FNBP1 та 

PH доменом білка BCR. Рекомбінантний РН домен білка BCR отримували 

шляхом бактеріальної експресії pET-34a-PH в штамі Rosetta(DE3)pLysS. Для 

очищення використовували Ni-NTA агарозу (Qiagen, Німеччина), оскільки цей 

білок мав полігістидинову мітку. Очищений білок мав очікувану молекулярну 

масу близьку до 47 кДа (рис. 3.11). 

Створений вектор pGEX-4T-FNBP1-N експресували в клітинах 

Rosetta(DE3)pLysS. З них потім виділяли та очищали N-кінцеву частину білка 

FNBP1. Цей рекомбінантний білок мав GST ділянку, що дозволяло очистити цей 

білок за допомогою глутатіон-сефарози 4В. Молекулярна маса білка становила 

63кДа (рис. 3.11). Також в якості негативного контролю експресували за тих 

самих умов порожній вектор pGEX-4T-1, для отримання білка який складався 

тільки з GST фрагмента, що має молекулярну масу близько 26 кДа. 

Для вивчення взаємодії між РН доменом BCR та N-кінцевою ділянки білка 

FNBP1 використали far-вестерн аналіз. Цей метод відбувається як стандартний 

Вестерн-аналіз, де білок інтересу після гельелектрофорезу переноситься на 

нітроцелюлозну мембрану, але замість інкубування з антитілами, що мають 

Рис. 3.11. Електрофореграма очищених рекомбінантних білків, які 

відповідають N-кнцевогому фрагменту FNBP1 (63 кДа) та РН домену BCR 

(47 кДа). F-E1-3 - стадії елюції FNBP1-N, P-E1-4 - - стадії елюції PH домену. 

М – маркер молекулярної ваги PageRuler  Unstained Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific, USA). 
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розпізнавати цей білок, інкубують з іншим білком, взаємодію з яким досліджують. 

Детектування наявного комплексу між білками проводять антитілами до другого 

білка, з яким інкубували. Відповідно, до цього методу всі виділені білки 

піддавали електрофорезу в поліакриламідному гелі з наступним переносом на 

нітроцелюлозну мембрану. Цю мембрану інкубували з рекомбінантним РН 

доменом, а потім з мишиними антитілами anti-His проти полігістидину, який був 

присутній лише у РН домену. Вторинні антимишачі антитіла дозволили проявити 

результат. 

Сигнал був присутній в тій зоні мембрани, де в якості контролю роботи 

антитіл був перенесений рекомбінантиний РН домен (~47кДа). Окрім того було 

виявлено сигнал в зоні, де знаходився рекомбінантний N-кінцевий фрагмент 

FNBP1 (~63кДа), оскільки цей білок не мав полігістидинової мітки, то це 

свідчило що з ним зв’язався РН домен, з яким інкубували мембрану (рис. 3.12.). 

Відсутність сигналу в зоні, де був присутній білок, що складався лише з GST (~26 

кДа) вказувала, що GST сам по собі не зв’язував РН домену. Таким чином було 

підтверджено взаємодію між РН доменом BCR та N-кінцевим фрагментом 

FNBP1, який містив перші 293 а. з., зокрема F-BAR домен. 

Рис. 3.12. Результати far-вестерн аналізу. Наявність сигналу в районі 

63 кДа вказує на те, що N-фрагмент FNBP1 зв’язав РН домен BCR. Сигнал 

в зоні 47 кДа – контроль антитіл anti-His. Відсутність сигналу в GST-

контролі свідчить про те, що виявлене зв’язування не за рахунок GST 
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3.2.6. Колокалізація FNBP1 з білком BCR в процесі фагоцитозу. Після 

виявлення зв’язування між частинами білків BCR та FNBP1 наступним логічним 

кроком було дослідити функціональні наслідки цієї взаємодії. Оскільки білок 

FNBP1 відіграє важливу роль у вигинанні мембран, наприклад, при фагоцитозі, 

було доречним вивчити можливу колокалізацію досліджуваних білків в процесі 

формування фагосоми. Для цього використовували культуру макрофагів J774. 

Для індукції фагоцитозу до них додавали вбиті і попередньо пофарбовані 

пропідій йодидом клітини дріжджів. Це дозволяло отримати чітку картину 

утворених достатньо великих фагосом з дріжджовими клітинами всередині, які 

були зручними для мікроскопічного спостереження. Макрофаги на стадії 

сформованих фагосом фіксували та за допомогою антитіл специфічних до BCR 

та FNBP1 аналізували колокалізацію цих білків. 

За допомогою імунофлуоресцентного аналізу з подальшою конфокальною 

мікроскопією було продемонстровано, що FNBP1 локалізується в області 

поглинання клітин дріжджів під час фагоцитозу. Точки колокалізації між BCR та 

FNBP1 були виявлені у фагосомах клітин J774 шляхом накладання двох 

зображень (рис. 3.13). Було встановлено, що коефіцієнт кореляції Пірсона для 

колокалізації між білками BCR і FNBP1 у клітинах J774 становить 0,75 ± 0,05 (n 

= 4). Частка BCR, що перекривається з FNBP1 (коефіцієнт Мандерса M1), 

дорівнює 0,70 ± 0,03 (n = 4), а частка FNBP1, що перекривається з BCR 

(коефіцієнт Мандерса M2), становить 0,63 ± 0,16 (n = 4), що свідчить про високий 

рівень колокалізації білків BCR і FNBP1. 
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Рис. 3.13. Колокалізація білків BCR та FNBP1 під час фагоцитозу в 

клітинах J774. Імунофлуоресцентний аналіз із використанням антитіл до 

BCR (червоний колір) та FNBP1 (зелений колір), накладання сигналів 

локалізації білків (жовтий колір). Клітини дріжджів були забарвлені 

пропідій йодидом (фіолетовий колір). Для візуалізації ядер використовували 

флуоресцентний барвник DAPI (синій колір) 

FNBP1 
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3.2.4. Аналіз сайтів фосфорилювання білка FNBP1. Оскільки BCR є 

серин-треонін-кіназою, а ABL1 – тирозин-кіназою, то потрібно було оцінити 

потенційну роль цих кіназних активностей на функціонування FNBP1. Всього в 

базах даних PhosphoSitePlus та Phospho.ELM була виявлена інформація про 

сумарно 25 сайтів фосфорилювання (Y234, Y287, T288, T294, S296, S299, S301, 

S303, S347, S349, S359, S386, S392, S453, S497, Y500, S502, T507, S517, S521, 

Y522, T523, T537, Y578, Y600). Серед них було 6 тирозинових, 5 треонінових та 

14 серинових залишків. Ці всі дані базуються на отриманих експериментально в 

протеомних дослідженнях з використанням мас-спектрометрії та не дають 

прямої вказівки на кінази, що відповідальні за фосфорилювання даних сайтів. 

Взагалі дані щодо регуляції функції білка FNBP1 за допомогою фосфорилювання 

на даний момент відсутні. 

Завдяки інструменту Group-based Prediction System (GPS) 6.0 було 

передбачено 2 можливі сайти фосфорилювання BCR (S296, S349) та 3 сайти для 

фосфорилювання ABL1 (Y67, Y287, Y500) (рис. 3.14.). 

 

 

Результати, викладені у підрозділі, опубліковано в наступних роботах: 

 

Kravchuk IV. Role of PH and C2 domains of Bcr protein in development of Ph-

positive leukemias. Materials of the 5th Conference of IMBG Young Scientists, 

dedicated to O. O. Bogomolets 130th Anniversary (24–25 May 2011). Biopolym Cell. 

2011;27(4):318. 

Тютюнникова АП, Кравчук ІВ, Малюта ОВ, Дибков МВ, Малюта СС, 

Телегєєв ГД. Роль Bcr та асоційованих із ним білків у розвитку 

мієлопроліферативних захворювань. Fakt Eksp Evolucii Org. 2011;11:536–40. 

Рис. 3.14. Схема розміщення передбачених сайтів фосфорилювання 

білка FNBP1 кіназами BCR (S296, S349) та ABL1(Y67, Y287, Y500) 
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3.3. Взаємозв’зок між SMC1A та BCR 

 

3.3.1. Колокалізація SMC1A з білком BCR. Клітини К562 досліджували 

на предмет колокалізації білків BCR та SMC1A. Це робили за допомогою 

специфічних антитіл. Отримані за допомогою конфокального мікроскопа 

зображення використовували для аналізу колокалізації. Отримані зображення 

містили інформацію щодо інтенсивності флюоресценції з різних каналів детекції 

(зелений, червоний, синій) на 16-ти зрізах препарату у вертикальній площині. 

Червоний канал відповідав флуоресценції антитіл проти BCR. Особливістю 

клітин К562 є те, що вони походять від людини з ХМЛ та мають перебудову BCR-

ABL1. Тому антитіла проти BCR детектували не тільки нормальний BCR, а і 

гібридний BCR-ABL1 білок. Зелений канал відповідав флуоресцентному сигналу 

отриманому від антитіл проти SMC1A. Крім цього для візуалізації ДНК в ядрах 

використовували DAPI, що давав флуоресцентний сигнал на синьому каналі. 

За допомогою програмного забезпечення ImageJ Fiji з плагіном JACoP v2.0 

зображення розділяли за різні канали та досліджували на предмет накладання 

сигналів з цих каналів. Це накладання вивчали для різних зрізів отриманих під 

час мікроскопіювання тих самих клітин. Зрізи, на яких виявляли можливе 

накладення флуоресцентних сигналів аналізували за рядом критеріїв. Завдяки 

загаданій програмі розраховували коефіцієнт Пірсона, для оцінки кореляції між 

сигналами, отриманими з червоного (BCR, BCR-ABL1) та зеленого каналу 

(SMC1A). Також вираховувались коефіцієнти Мандерса для кожного із каналів, 

які вказують на те, наскільки частка пікселів з одного каналу перекривається з 

пікселями другого каналу і навпаки. Ці показники дозволяли оцінювати рівень 

колокалізації одного білка відносно іншого.  

На рисунках 3.15 та 3.16 представлені характерні зображення, отримані з 

червоного, зеленого, синього каналів та результат їх накладання, які були 

отримані на зрізах під умовними порядковими номерами 7 та 11, відповідно. На 

цих зрізах були помічені візуальні ознаки колокалізації. Зрізи відповідали 
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зображенням з різної глибини сканування конфокального мікроскопа у напрямку 

від найближчого зрізу до найглибшого відносно покривного скла.  

Для 7-го зрізу коефіцієнт кореляції Пірсона становив r=0,417, коефіцієнти 

Мандерса становили M1=0,335 (червоний канал), M2=0,206 (зелений канал). Такі 

результати розрахунків вказували на те, що хоча візуально виявлялась наявність 

колокалізації в певній ділянці клітини, ця колокалізація є статистично не 

достовірною, оскільки коефіцієнт Пірсона був менше 0,5. 

Проте для  11-го зрізу коефіцієнт кореляції Пірсона становив r=0.703, а 

коефіцієнти Мандерса становили M1=0,493 та M2=0,199 для червоного і 

зеленого каналів відповідно. Таким чином статистичний аналіз зображень з 

зеленого та червоного каналів давав достовірний результат колокалізації. 

Показники коефіцієнтів Мандерса вказували на те, що близько 50% білка BCR 

Рис. 3.15. Вивчення можливої колокалізації білків BCR та/або  BCR-

ABL1  з білком SMC1A в клітинах К562 (зріз 7). Імунофлуоресцентний аналіз 

із використанням антитіл до BCR (червоний колір) та SMC1A (зелений 

колір). Для візуалізації ядер використовували флуоресцентний барвник 

DAPI (синій колір). Стрілкою позначена ділянка візуальної колокалізації 
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та/або BCR-ABL1 колокалізувалось з білком SMC1A. В той же час частка SMC1A, 

який колокалізувалась з BCR та/або BCR-ABL1 була близько 20%. 

3.3.2. Аналіз сайтів фосфорилювання SMC1A. В базах даних 

PhosphoSitePlus та Phospho.ELM була наявна інформація про сумарно 46 сайтів 

фосфорилювання (T28, S85, Y105, Y117, T152, S161, Y168, T182, Y186, S289, 

S318, Y326, S358, S360, T366, Y441, Y511, Y530, Y575, Y600, Y611, T644, S653, 

S657, S703, Y714, S715, S717, S735, T841, T946, S951, S956, S957, S962, S964, 

S966, S970, S971, Y973, T1005, S1033, T1041, S1129, T1217, T1221). Вони були 

представлені 13 тирозиновими, 11 треоніновими та 22 сериновими 

амінокислотними залишками. 

 

Рис. 3.16. Вивчення можливої колокалізації білків BCR та/або  BCR-

ABL1  з білком SMC1A в клітинах К562 (зріз 11). Імунофлуоресцентний 

аналіз із використанням антитіл до BCR (червоний колір) та SMC1A 

(зелений колір). Для візуалізації ядер використовували флуоресцентний 

барвник DAPI (синій колір). Стрілкою позначена ділянка візуальної 

колокалізації 
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Більшість з цих сайтів виявлені лише експериментально з використанням 

мас-спектрометрії під час дослідження протеомів. Проте для сайтів S358, S360, 

S951, S957, S966 також було показано, що вони є мішенями для фосфорилювання 

білком АТМ. Це фосфорилювання було важливим для пригнічення транскрипції 

та реплікації ДНК у випадку дволанцюгових розривів та загалом сприяло 

відновленню після дії іонізуючого випромінювання (201). 

Передбачення можливих сайтів фосфорилювання для BCR та ABL1 за 

допомогою GPS 6.0 виявило лише 3 потенційні сайти для фосфорилювання 

ABL1 кіназою (Y511, Y600, Y1085) (рис. 3.17.). Необхідні подальші дослідження 

для того, щоб експериментльано виявити таке фосфорилювання та з’ясувати його 

функціональну роль для SMC1A.  

 

 

Результати, викладені у підрозділі, опубліковано в наступних роботах: 

 

Kravchuk IV, Gurianov DS, Telegeev GD. Colocalization of SMC1 with BCR 

protein in K562 cells: a step to understanding of molecular effects of BCR-ABL. In: 

22nd International Chromosome Conference Anstruct Book. p. 1663. 

  

Рис. 3.17. Схема розміщення передбачених сайтів фосфорилювання 

білка SMC1A кіназою ABL1 
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3.4. Перші етапи вивчення взаємодії між HSPB1 та BCR  

 

3.4.1. Створення генетичної конструкції pET-42-HSPB1 та її експресія. 

Для створення контрукції, яка б дозволяла отримати рекомбінантний 

повномірний білок HSPB1, було взято вектор рЕТ-42а, що кодує GST та 

полігістидинові мітки. За допомогою ПЛР з праймерами специфічними до 

послідовності, яка кодує HSPB1, H-f 5’-

TATAGGATCCGAGTCAGCCAGCATGACC-3’ та H-r 5’-

TATAGAATTCTTACTTGGCGGCAGTCTC-3’. Ці праймери також містили сайти 

для ендонуклеаз рестрикції: BamHI - на прямому та EcoRI – на зворотньому, 

відповідно. В якості вихідної матриці була використана генетична конструкція 

рОТВ7-Hsp27, з вбудованою кДНК повнорозмірного HSPB1. Отримали 

ампліфікат, що відповідав очікуваному розміру близько 650 п.н. (рис. 3.18.а). 

ПЛР-продукт та вектор рЕТ-42а розрізали ендонуклеазами рестрикції 

BamHI та EcoRI та проводили лігування. Лігазну суміш трансформували в E.coli 

штаму XL-10 Gold. З отриманих клонів виділяли плазмідну ДНК та виявляли 

потрібну генетичну конструкцію за допомогою праймерів H-f та H-r (рис. 3.18.б).  

Рис. 3.18. Створення pET-42-HSPB1. а – ПЛР-продукт, що відповідав 

цільовій послідовності, що кодує HSPB1, б – ПЛР аналіз на наявність 

вставки у створеній генетичній конструкції.; в – бактеріальна експресія 

pET-42-HSPB1. Умовні позначення: П1,П2 – ампліфікати із 

послідовністю, яка кодує HSPB1, 1-7 – отримані клони, М – ДНК маркер 

O’GeneRuler DNA Ladder Mix (ThermoFisher Scientific, США), І- до 

індукції, І+ після індукції, Л – просвітлений лізат, МБ – білковий маркер 

а б в 



100 

 

Отриману генетичну конструкцію pET-42-HSPB1 експресували в штамі 

Rosetta(DE3)pLysS. Було отримано видиму смугу синтезованого рекомбінантного 

білка очікуваного розміру близько 55 кДа (рис. 3.18.в). Проте для даного білка ще 

необхідна оптимізація умов експресії та очищення на глутатіон-сефарозі 4В. 

Лише коли буде отримано очищений у достатній кількості можна буде 

продовжити дослідження взаємодії з РН доменом BCR. 

3.4.2. Аналіз сайтів фосфорилювання HSPB1. Для білка HSPB1 в базах 

даних PhosphoSitePlus та Phospho.ELM була виявлено інформацію про 30 сайтів 

фосфорилювання (S9, S15, Y23, S26, Y54, S65, Y73, S74, S78, S82, S83, S86, T91, 

S98, T113, T121, Y133, S135, T139, Y142, T143, T162, T164, T174, S176, T180, 

T184, S187, S199, T202). Серед них 5 становили тирозинові, 11 - треонінові та 14 

- серинові залишки. 

Для деяких з цих сайтів існує достатньо експериментальних даних щодо їх 

ролі у функціонуванні HSPB1. Основні відомі сайти фосфорилювання HSPB1 — 

це серини 15, 78 і 82. Фосфорилювання цих залишків регулює олігомеризацію 

HSPB1, тобто його здатність формувати великі мультимерні комплекси. У 

нефосфорильованому стані HSPB1 існує у вигляді великих олігомерів, тоді як 

фосфорилювання по серинах 15, 78 і 82 призводить до дисоціації цих олігомерів 

на менші комплекси (202). Крім того, фосфорилювання цих серинових залишків 

впливає на інші клітинні функції HSPB1, зокрема на архітектуру цитоскелету, 

клітинну міграцію, виживання клітин, диференціацію, стабілізацію мРНК і 

навіть участь у прогресуванні пухлин (203). 

GPS 6.0 застосовували для передбачення потенційних сайтів 

фосфорилювання в послідовності білка HSPB1. Для серин/треонінкінази BCR 

було передбачено 1 можливий сайт в положенні S199. В свою чергу для тирозин-

кінази ABL1 було передбачено потенційні 2 сайти (Y54 та Y142) (рис. 3.19.). 
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Необхідні подальші дослідження для того, щоб експериментльано виявити таке 

фосфорилювання та з’ясувати його функціональну роль для SMC1A.  

 

Результати, викладені у підрозділі, опубліковано в наступних роботах: 

 

Малюта ОВ, Кравчук ІВ, Тютюнникова АП, Лисецька ТЮ, Дибков МВ, 

Телегєєв ГД. Структурно-функціональна роль доменів РН і С2 білка Bcr/Abl в 

розвитку Ph-позитивних лейкемій. In: Сучасні проблеми експериментальної та 

клінічної онкології. Київ; 2010. p. 115–6. 

Antonenko SV, Kravchuk IV, Gurianov DS, Telegeev GD. Білки-партнери PH 

домену протеїна BCR-ABL: створення генетичних конструкцій для виявлення 
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Рис. 3.19. Схема розміщення передбачених сайтів фосфорилювання 

білка HSPB1 кіназами BCR (S199) та ABL1(Y54, Y142) 
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3.5. Створення конструкції CRISPR-Cas9 націленої на точку розриву 

хромосомної транслокації 

 

Особливістю регіону злиття генів при хромосомній транслокації є те, що 

він лежить у інтронній області. Тому сама послідовність може бути унікальною 

для лейкемічних клітин конкретного хворого і відрізнятись від такої у іншого 

хворого, навіть якщо на рівні мРНК та білка BCR-ABL1 все буде однаковим. 

Оскільки систему CRISPR-Cas9 потрібно було спрямовувати на саме ці регіони 

злиття на рівні геному, то важливим для вибору мішені було знання 

безпосередньої послідовності в цій інтронній області у лейкемічних клітинах, на 

яких планувалось застосовувати цю технологію. 

Моделлю, на якій було вирішено тестувати CRISPR-Cas9, були обрані 

культура клітини К562, що мають перебудову BCR-ABL1. Тому використовували 

дані геномного секвенування наступного покоління отримані з К562 для 

встановлення потрібної нуклеотидної послідовності злиття генів. Готового 

рішення для такого аналізу не існувало, то використовували комбінацію різних 

Рис. 3.20. Нуклеотидна послідовність злиття генів BCR та ABL1 в 

геномі клітин К562 з підібраними олігонуклотидами 
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програмних інструментів для роботи з даними секвенування наступного 

покоління. Завдяки аналізу було встановлену первинну нуклеотидну 

послідовність проти якої відбувався дизайн олігонуклеотидів, які 

використовували для створення генетичних конструкцій для випробування 

CRISPR-Cas9 на обраних клітинах К562 (рис. 3.20). Такі конструкції були 

успішно створені, що перевіряли за допомогою ПЛР.  

 

Результати, викладені у підрозділі, опубліковано в наступних роботах: 

 

Zimina OV, Kravchuk IV, Telegeev GD. CRISPR-Cas9 as promising technology 

to revert chromosome translocation in K562. FEBS3+ Meeting – XIth Parnas 

Conference – Young Scientists Forum “Biochemistry and Molecular Biology for 

Innovative Medicine.” The Ukrainian Biochemical Journal. 2018;90(Special 

Issue):193. 
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РОЗДІЛ 4. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ 

РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

Ця робота в більшості своїй була присвячена дослідженням С2 та РН 

доменів білка BCR. Знання про їх структуру та функцію мають не лише 

фундаментальне значення для розуміння ролі білка BCR в житті клітин, але вони 

також дозволяють розширити уявлення про злоякісний зсув молекулярних 

процесів, який спричинений появою аномального BCR-ABL1. Співставлення 

деталізованої картини норми та патології є хорошим підґрунтям для виявлення 

перспективних точок для розробки нових таргетних терапій, спрямованих проти 

онкогематологічних захворювань, опосередкованих перебудовою BCR-ABL1. З 

огляду на відомий феномен розвитку резистентності ракових клітин до 

застосовуваних видів лікування, процес пошуку нових мішеней залишається 

завжди актуальним. Робота над створенням конструкцій на основі CRISPR-Cas 

системи націлених на точку розриву в BCR-ABL1 були першими кроками 

дослідити можливість та потенціал розвитку альтернативного підходу до 

лікування через корегування хромосомної транслокації. 

Тривимірна структура С2 домена білка BCR на даний момент не є 

встановленою експериментально. Тому кінцевим завданням цієї частини роботи 

було отримання рекомбінантного С2 домена, що дозволив би дослідити його 

структурно-функціональні властивості. На шляху до цього нами було спочатку 

проведено передбачення вторинної та третинної структур на основі відомої 

амінокислотної послідовності. Базуючись на цих передбаченнях, межі С2 домена 

були визначені з 903 до 1037 а.з. білка BCR. Такий діапазон дещо відрізнявся від 

запропонованих у відомих базах даних UniProt та NCBI. Згідно з даними 

експериментально підтверджених структур доменів C2 з інших білків, для цих 

доменів характерним є формування бета-сендвічу, зібраного з двох 

чотириланцюгових бета-листків (93–95). Результати передбачення структури для 

вибраного відрізку послідовності давали найбільш відповідну для С2 доменів 

структуру. Серед відомих структур доменів C2 інших білків вирізняють два типи 
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можливих топологій на основі варіанті укладки бета-ланцюгів (68,197,198). 

Згідно з передбаченнями третинної структури, C2 домен BCR може належати до 

II типу топології (рис. 3.2.). На основі визначеної послідовності було успішно 

створено генетичну конструкцію для бактеріальної експресії рЕТ-28-С2. Дана 

конструкція дозволила отримати рекомбінантний білок, що відповідав С2 білка 

BCR.  

Очищений рекомбінантний С2 домен досліджували за допомогою методу 

кругового дихроїзму, щоб експериментально оцінити відповідність вторинної 

структури білка очікуваним. Отримані дані спектра кругового дихроїзму свідчать 

про те, що рекомбінантний білок мав вміст вторинної структури, подібний до 

того, що можна очікувати від домена C2. Зокрема було виявлено домінування 

антипаралельних бета-ланцюгів у вторинній структурі. На основі спектру на 

сервері BeStSel (78–82) було ідентифіковано, що за класифікацією САТН 

рекомбінантний С2 належить до типу топології Immunoglobulin-like (2.60.40), до 

якого належить і суперсімейство С2 доменів (2.60.40.150) (97). Таким чином 

отриманий рекомбінантний С2 цілком може мати характерну структуру та може 

бути використаний для подальших досліджень. 

Можливість зв’язування ліпідів є однією з найбільш помітних 

особливостей багатьох доменів С2. Ця властивість помітно впливає на 

функціонування білків, що мають в своєму складі С2 домен, адже він може 

направляти весь білок до конкретних мембранних структур клітин. Оскільки 

розподіл ліпідів у різних мембранах клітини є дуже різноманітним та 

асиметричним, то специфічність зв’язування С2 домена забезпечує унікальну 

клітинну локалізацію всього білка. Цей опосередкований С2 доменом рекрутинг 

білка до специфічних мембран клітини може в деяких випадках може бути Ca2+-

залежним. Тому функціонування білка з С2 доменом в визначеному клітинному 

компартменті може регулюватись кальіцієвим сигналінгом. Проте відомі також 

приклади С2 доменів, які зв'язують ліпіди без іонів Ca2+ як посередника (94). 

Отриманий рекомбінантний С2 домен білка BCR використали для 

виявлення можливого зв’язування з фосфоліпідами. Білок інкубували з 
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мембраною, на яку були нанесені різні фосфоліпіди, після чого детектували 

взаємодії антитілами специфічними до рекомбінантного білка. Всього було 

виявлено взаємодію С2 домена з вісьмома різними фосфоліпідами: 

фосфатидилінозитол-3-фосфатом (PI(3)P), фосфатидилінозитол-4-фосфатом 

(PI(4)P), фосфатидилінозитол-5-фосфатом (PI(5)P), фосфатидилінозитол-3,4-

біфосфатом (PI(3,4)P2), фосфатидилінозитол-3,5-біфосфатом (PI(3,5)P2), 

фосфатидилінозитол-4,5-біфосфатом (PI(4,5)P2), фосфатидилінозитол-3,4,5-

трифосфатом (PI(3,4,5)P3) і фосфатидилсерином (PS). 

Специфічне зв’язування з фосфоліпідами може бути ключем до розуміння 

локалізації та функціонування як білка BCR, так і його химерної форми BCR-

ABL1. Як було вже зазначено, фосфоліпіди розподілені з чіткою характерною 

асиметрією між різними мембранними органелами клітини. PI(3)P в основному 

міститься в ранніх ендосомах (204,205). PI(4)P широко поширений в апараті 

Гольджі та плазматичній мембрані (205,206). PI(5)P можна знайти в багатьох 

відділах клітини, включаючи плазматичну мембрану, ядро, ендолізосомальну 

систему та апарат Гольджі (204,207). Загалом усі виявлені фосфатидилінозитоли 

відіграють важливу роль в організації багатьох клітинних процесів, включаючи 

транспортування везикул, організацію цитоскелета, ендоцитоз і фагоцитоз 

(204,206–208). Фосфатидилсерин знаходиться головним чином на внутрішній 

стороні плазматичної мембрани за нормальних умов, але переміщується на 

зовнішню, коли відбувається активація апоптозу. Він також бере участь у 

процесах передачі клітинних сигналів (204,209,210). 

Слід зазначити, що білок BCR також включає домен PH, який, як було 

продемонстровано, зв’язує PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P (5). Можна очікувати, що домени 

PH і C2 можуть синергійно посилювати зв’язування ліпідів цілого білка і, як 

наслідок, його залучення до певних мембранних структур. В свою чергу у 

гібридних варіантах білка BCR-ABL1 відсутність або наявність доменів PH і C2 

змінює клітинну локалізацію цих білків порівняно з нормальним BCR. Отримані 

дані можуть лягти в основу для майбутнього з’ясування функцій BCR. 

Наприклад, в даній роботі виявлена спільна локалізація BCR з FNBP1 на 
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фагосомах. Цілком імовірно, що первинний рекрутинг BCR до фагосом може 

бути частково пов’язаний зі зв’язуванням характерних для даної структури 

фосфоліпідів. А після релокації BCR можливі інші події, наприклад, білок-

білкові взаємодії та фосфорилювання за рахунок кіназної активності. Відомо, що 

PI(4,5)P2, який як тут було показано може взаємодіяти з С2 доменом, є важливим 

детермінантом при фагоцитозі (204,208,211). Зростання рівнів цього фосфоліпіду 

в мембрані впливає на цілий ряд процесів необхідних для формування фагосоми, 

наприклад підвищує полімеризації актину в основі фагоцитної чаші (212). 

Недостача PI(4,5)P2 знижує фагоцитарну ефективність (204,213). 

Фосфоліпіди, які ми ідентифікували як такі, що взаємодіють з доменом C2 

BCR, є аніонними ліпідами. Механізм спорідненості до цих ліпідів може бути 

заснований на електростатичній взаємодії з негативно зарядженими 

фосфатидильними групами. Для багатьох С2 доменів іони Ca2+ з їх позитивним 

зарядом виступають в ролі посередників у зв’язуванні з фосфоліпідами. 

Дослідження, проведене в даній роботі, не надає жодних переконливих 

аргументів щодо можливого впливу Ca2+ на виявлене зв’язування фосфоліпідів. 

Іони кальцію не додавались навмисно до використаних буферів, але в той же час 

не було вжито спеціальних заходів для усунення можливого незначного 

забруднення Ca2+. Додатковий аналіз амінокислотних послідовностей C2 домена 

також не дозволив дати однозначної відповіді щодо залежності цього домену від 

іонів кальцію. В буль-якому випадку остаточне рішення повинно ґрунтуватися на 

майбутніх експериментальних перевірках. 

Іншим важливим аспектом цієї дисертаційної роботи було вивчення білок-

білкових взаємодій між РН доменом BCR та білками FNBP1, SMC1A та HSPB1. 

Завдяки спільній експресії FNBP1 та РН домена BCR в еукаріотичних 

клітинах 293Т було виявлено їх коімунопреципітацію. Важливо розуміти, що цей 

метод не дозволяє стверджувати, що мала місце безпосередня взаємодія між 

досліджуваними білками адже вони знаходяться в присутності багатьох інших 

білків клітини. Тому виявлена коімнуопреципітація цілком могла відбутись за 

посередництва будь-якого додаткового білка, який не детектувався в даних 
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експериментах, а тому міг залишитись непоміченим. Таким чином, цей результат 

може вказувати на можливу взаємодію у складі білкових комплексів. 

Для того, щоб продемонструвати безпосередню взаємодію між FNBP1 та 

РН доменом було вирішено провести дослідження взаємодії в умовах in vitro. Для 

цього було успішно створено генетичну конструкцію для бактеріальної експресії 

та на її основі отримано рекомбінантний повнорозмірний FNBP1. З цим білком 

методом пулдауну було підтверджено вже безпосередню взаємодію між FNBP1 

та РН доменом BCR. Для ідентифікації тої частини FNBP1, яка може бути 

відповідальною за таку взаємодію, додатково було створено генетичну 

конструкцію, яка кодувала лише N-кінцевий регіон цього білка. Очищений 

рекомбінанатний фрагмент білка FNBP1 взаємодіяв з РН доменом BCR, що було 

підтверджено методом far-Вестерн блот аналізу. Фрагмент FNBP1, що 

використовувався, містив перші 293 амінокислотні залишки від повної 

поліпептидної послідовності. Ця частина включала у своєму складі F-BAR 

домен, що може відчувати зміни напруги клітинної мембрани в реальному часі, а 

також сприяє формуванню вигнутих мембранних структур . Отже було виявлено, 

що відповідальний за цю взаємодію з боку FNBP1 саме його N-термінальний 

кінець. 

Для того, щоб доповнити дані щодо зв’язку між FNBP1 та BCR важливо 

було оцінити також цю взаємодію в контексті клітини, зокрема на прикладі 

процесів, в яких FNBP1 відіграє важливу роль. Одним з таких процесів є 

фагоцитоз, де білок FNBP1 необхідний для формування фагоцитарних чаш, які 

являють собою багаті на актин мембранні структури, що поглинають сторонні 

частинки. Для цього використовували культуру макрофагів J774, до яких 

додавали клітини вбитих дріжджів, що служили об’єктом для фагоцитозу. У 

клітинах, у яких відбувалось захоплення клітин дріжджів та формування фагосом, 

виявляли спільну колокалізацію білків BCR та FNBP1. Слід відзначити, що 

використані J774 є мишиними макрофагами, а тому співлокалізація була 

продемонстрована для мишачих білків BCR та FNBP1. Співпадіння між 

амінокислотними послідовностями людських FNBP1 і BCR та послідовностями 
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їх мишачих аналогів становить 94%. Тобто ці білки є достатньо консервативними. 

Зокрема антитіла, які використовувались, були однаково специфічними як для 

людських, так і мишачих білків. А тому хоч і не можна остаточно стверджувати, 

що виявлена нами колокалізація має місце в людських макрофагах, але тим не 

менше вона є достатньо імовірною. В майбутньому апробований тут підхід може 

бути використаний і для людських макрофагів. 

Слід також відмітити, що важливим характерним фосфоліпідом, який 

представлений у мембрані фагосом є фосфатидилінозитол 4,5-біфосфат 

(PI(4,5)P2), з яким взаємодіє F-BAR домен білка FNBP1 (94). Сам з частиною 

білка, яка містить F-BAR домен, як було показано в цій роботі взаємодіє РН 

домен BCR. Додатково слід згадати, що також в цій роботі було показано, що з 

даним фосфоліпідом взаємодіє і С2 домен BCR. Таким чином ці отримані 

результати взаємодоповнюють одне одного. 

Нами було біоінформатично передбачено наявність у білку FNBP1 двох 

можливих сайтів фосфорилювання BCR (S296, S349). Це може вказувати 

напрямок можливого пошуку механізмів впливу нормального BCR на FNBP1. 

Крім цього було виявлено три сайти для фосфорилювання ABL1 (Y67, Y287, 

Y500). А це вже може свідчити про можливі точки впливу для гібридного BCR-

ABL1, за рахунок наявності ABL1. Причому це можливо лише для тих варіантів 

BCR-ABL1, які мають у своєму складі PH домен, за допомогою якого 

відбувається білок-білкова взаємодія, а це довгі варіанти р210 та р230. Для 

останнього з цих двох варіантів також можливе більш сильне рекрутування BCR-

ABL1 до мембрани фагосоми за рахунок наявного С2 домена, який відсутній у 

інших формах химрених онкобілків. 

Попередні дослідження нашого відділу вже встановлювали взаємодію РН 

домену BCR з SMC1А методом пулдауну (5). В продовження цієї роботи нами 

було проведено дослідження колокалізації SMC1A та BCR в клітинах хронічної 

мієлоїдної лейкемії К562. Оскільки в цих клітинах присутній також і BCR-ABL1, 

то антитіла, які використовувались, детектували одночасно і нормальний BCR, і 

гібирдний BCR-ABL1, не відрізнядючи один від одного. Загалом було виявлено 
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окремі регіони в клітині, для яких достовірно реєструвалась співлокалізація 

досліджуваних білків. Цікавим було б в майбутніх дослідженнях окремо 

розвинути питання щодо колокалізації цих білків на різних стадіях поділу 

клітини, що може потенційно впливати на зустріч цих білків. В цій роботі для 

послідовності SMC1A були біоінформатично передбачені лише 3 сайти для 

фосфорилювання ABL1. Тому, можливо, взаємодія саме довгих варіантів BCR-

ABL1 за посередництва РН домена може через фосфорилювання тирозинів 

SMC1A якимось чином впливати на його функцію. 

Для дослідження взаємодії РН домена BCR з білком HSPB1 було створено 

генетичну конструкцію для бактеріальної експресії. Було отримано біосинтез 

білка в клітинах E.coli штаму Rosetta(DE3)pLysS, проте необхідне подальша 

оптимізація експресії та очистки білка. Цікаво, що білок HSPB1 може 

олігомеризуватись в клітині, якщо він не є фосфорильований, що свідчить про 

важливу роль цієї модифікації в його функціонуванні. Тому нами було проведено 

аналіз потенційних сайтів фосфорилювання. Для серин-треонін-кінази BCR було 

передбачено 1 можливий сайт в положенні S199. В свою чергу для тирозин-

кінази ABL1 було передбачено потенційні 2 сайти (Y54 та Y142). 

Розроблено схему аналізу для підбору мішеней для системи CRISPR-Cas9, 

що націлена на місце розриву хромосомної транслокації. Цей підхід був 

застосований для підбору та створення конструкції проти точки розриву BCR-

ABL1 в геномі клітин К562. В майбутньому передбачається випробування 

створених контрукції на цій культурі ХМЛ клітин. Цей підхід є перспективним 

як для вивчення фундаментальних процесів онкогенезу спричиненого 

філадельфійською хромосомою, так і для можливих експериментів щодо 

розробки нових потенційних підходів подолання Ph’-позитивних лейкемій.  
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ВИСНОВКИ 

 

Вивчення структурно-функціональних особливостей С2 домену та білок-

білкових взаємодій РН домена білка BCR дозволяє наблизитись до розуміння 

процесів, які відбуваються в клітинах при Ph’-позитивних лейкеміях, а також 

потенційно можуть дозволити виявити нові мішені для терапії. У роботі було 

отримано рекомбінантний С2 домен, який дозволяє вивчати його структуру та 

функції. Було встановлено взаємодію РН домену білка BCR з FNBP1 та показано 

колокалізацію з FNBP1 та SMC1A. Створено генетичні конструкції для 

бактеріальної експресії білка HSPB1 та для CRISPR-Cas9 системи націленої на 

хромосомні перебудови, ці конструкції можуть бути використані для майбутніх 

досліджень. 

1. Біоінформатичне прогнозування вторинної та третинної структури домену 

С2 білка BCR показало, що домен C2 BCR відповідає відомим C2 доменам 

інших білків, а саме є бета-сендвічем з топологією типу II. 

2. Створено генетичну конструкцію для бактеріальної експресії, за 

допомогою якої отримано очищений рекомбінантний С2 домен білка BCR. 

Дані щодо кругового дихроїзму рекомбінантного домену C2 білка BCR 

підтвердили очікувану вторинну структуру з переважанням бета-складок. 

3. Виявлено зв’язування рекомбінантного домену C2 з вісьмома різними 

фосфоліпідами. Роль іонів кальцію у цьому процесі потребує подальших 

досліджень. 

4. Було встановлено, що РН домен білка BCR коімунопреципітує з білком 

FNBP1 в умовах спільної їх експресії в еукаріотичних клітинах 293Т. 

5. Створено генетичні конструкції для бактеріальної експресії, що кодують 

повнорозмірний білок FNBP1 та його N-кінцевий фрагмент. Завдяки цим 

конструкціям було отримано відповідні рекомбінантні білки та 

встановлено безпосередню взаємодію повнорозмірного FNBP1 та N-

кінцевого фрагменту FNBP1 з РН доменом білка BCR в умовах in vitro. 
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6. Встановлено колокалізацію мишиних BCR та FNBP1 у клітинах 

макрофагів J774 в процесі фагоцитозу, що вказує на можливу спільну роль 

в цьому процесі. 

7. Виявлено колокалізацію білка SMC1A з білком BCR в культурі клітин 

хронічної мієлоїдної лейкемії К562. 

8. Створено генетичну конструкцію pET-42-HSPB1, завдяки якій було 

отримано рекомбінантний білок  HSPB1, що дозволить провести з 

майбутньому дослідження щодо його взаємодії з РН доменом BCR. 

9. За допомогою біоінформатичного аналізу здійснено передбачення 

можливих сайтів фосфорилювання серин/треонінкіназою BCR для 

досліджуваних білків. Для FNBP1 таких сайтів визначено 2, а також  для 

HSPB1 – 1. Також були передбачені сайти потенційного фосфорилювання 

тирозинкіназою ABL1 у досліджуваних білках. Для FNBP1 таких сайтів 

виявлено 3, для SMC1A – 3, для HSPB1 – 2. Ці дані дозволять в наступних 

дослідженнях вивчати можливу роль кіназних активностей BCR-ABL1 у 

регуляції функції цих білків. 

10.  Розроблено загальний підхід, на основі якого успішно створено генетичну 

конструкцію для застосування системи CRISPR-Cas9 проти точки розриву 

хромосомної транслокації t(9;22) в клітинах К562. 
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