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Мета. Створення рекомбінантних конс-

трукцій pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-
USP1-domain-2, необхідних для вивчення особ-

ливостей доменної організації білка USP1, ви-

значення їх ролі у функціонуванні USP1 та вза-

ємодії із онкобілком Bcr-Abl. Методи. У дослі-

дженні використовувались стандартні методи 

молекулярного клонування, включаючи зокрема 

ПЛР, лігування, рестрикція, методи виділення та 

очищення ДНК. Результати. Були змодельовані 

та успішно отримані генетичні конструкції 

pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-USP1-
domain-2, що кодують ключові домени білка 

USP1. Висновки. Отримані генетичні конструк-

ції pECFP-C3-USP1-domain-1 та pECFP-C3-
USP1-domain-2, будуть використані для вивчен-

ня ролі доменів у функціонуванні білка USP1, 

його субклітинної локалізації та особливостей 

утворення білкового комплексу Bcr-Abl/USP1, 
що сприятиме кращому розумінню його ролі у 

клітинних процесах та розвитку нових терапев-

тичних підходів у лікуванні ХМЛ. 
Ключові слова: хронічна мієлоїдна лейке-

мія (ХМЛ), онкобілок Bcr-Abl, убіквітин-
специфічних протеаз (USPs), USP1, домени 

USP1. 
 
Хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ) це 

клональне мієлопроліферативне захворювання, 
що характеризується реципрокною транслокаці-

єю t(9;22), яка виникає у гемопоетичних стовбу-

рових клітинах [1]. Ця транслокація спричиняє 

злиття гена Абельсона (ABL1) з хромосоми 9q34 
та гена кластерної області точки розриву (BCR) 

на хромосомі 22q11.2, що призводить до утво-

рення так званої філадельфійської (Ph) хромо-

соми [2]. Молекулярним наслідком цієї трансло-

кації є формування злитого онкогену Bcr-Abl, 
який кодує конститутивно активну тирозинкіна-

зу. Аномальна конститутивна активність цієї 

тирозинкінази визначає патогенез ХМЛ [3].  
USP1 є членом родини убіквітин-

специфічних протеаз (USPs). UPSs беруть уч-

асть у багатьох ключових клітинних процесах, 

зокрема, відповіді на пошкодження ДНК, апоп-

тозі, передачі сигналів, стійкості до лікарських 

засобів [4]. Дисфункція UPSs асоціюється з роз-

витком ряду захворювань, включаючи онкопато-

логії. Відомо, що ракові клітини з високим рів-

нем білкового обміну є більш чутливими до 

інгібіторів протеосом та деубіквітиназ. Це підк-

реслює важливість UPSs у патогенезі та терапе-

втичному підході до лікування онкологічних 

захворювань [5]. Розробка та впровадження ін-

гібіторів UPSs відкриває нові можливості у лі-

куванні раку та інших захворювань, пов’язаних 

із порушеннями білкової деградації [4, 5]. USP1 
є одним із найкраще вивчених деубіквітинуючих 

ферментів (DUB). Відомо, що підвищена екс-

пресія USP1 спостерігається при різних видах 

раку, включаючи гліому, остеосаркому, лейке-

мію, рак шлунка, молочної залози, яєчників, 

простати та інші форми онкопатологій [6]. Це 

корелює з агресивністю пухлин і зниженими 

показниками виживаності пацієнтів [7]. USP1 
бере участь у регуляції ключових клітинних 

процесів, таких як: метаболізм, проліферація, 
апоптоз. Основна роль USP1 полягає у підтри-

манні балансу між убіквітуванням та деубіквіту-

ванням, що важливо для функціонування сигна-

льних мереж і клітинного гомеостазу. Порушен-

ня цього балансу сприяє онкогенезу. USP1 також 

модулює стабільність онкобілків і білків-
супресорів пухлин, що робить його важливим 

діагностичним маркером і перспективною тера-

певтичною мішенню для боротьби з раком [7].  
У результаті попередніх досліджень ми 

виявили новий білковий комплекс Bcr-Abl/USP1 
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та продемонстрували, що USP1 модулює рівень 
онкобілка в клітинах ХМЛ, що робить його ба-

гатообіцяючою терапевтичною мішенню для 

лікування ХМЛ [8]. Однак механізм, що лежить 

в основі взаємодії між онкобілком Bcr-Abl і деу-

біквітиназою USP1, залишається невідомим. У 

цій роботі ми змоделювати та створили генети-

чні конструкції з різними доменами USP1, що 

дозволить не лише встановити їхню роль у фун-

кціонуванні деубіквітинази, а й детально вивчи-

ти механізми утворення білкового комплексу 

Bcr-Abl/USP1, що є важливою умовою для ро-

зуміння патогенезу ХМЛ та розробки нової 

стратегії терапії захворювання. 
 
Матеріали і методи 
Ампліфікація цільових послідовностей 

доменів гена USP1. Для ампліфікації кодуючих 

послідовностей доменів гена USP1 були підіб-

рані праймери, послідовності яких вказані в 

таблиці. Підбір праймерів проводили за допомо-

гою програми Serial Cloner 2.6.1. 
Матрицею для підбору праймерів та ПЛР 

слугувала генетична конструкція pECFP-C3-
USP1, що містить кДНК цільових послідовнос-

тей. ПЛР проводили за допомогою ПЛР-
ампліфікатора Eppendorf Master Cycler Personal 

(США). Компоненти ПЛР відповідали умовам 

виробника (Thermo Scientific) з використанням 

високоточної Pfu-полімерази. ПЛР проводили за 

наступних умов: початкову денатурацію ДНК – 
5 хв при 95°С. Денатурація ДНК – 30 с при 

95°С. Відпал праймерів – 30 с при 60°С. Елон-

лонгація тривала 1 хв при 72°С. Для напрацю-

вання ДНК в необхідній кількості стадії 2–4 
повторювали 29 разів. Кінцева елонгація прово-

дилась 5 хв при 72°С. Успішність ампліфікації 

оцінювали за допомогою електрофорезу в агаро-

зному гелі за стандартних умов. 
Виділення ампліфікованих фрагментів 

ДНК із агарозного геля. Виконали електрофоре-

тичне розділення нуклеїнових кислот в агароз-

ному гелі визначили розміри і розташування 

фрагментів ДНК та вирізали з гелю смужку, яка 

несе бажаний фрагмент. Гель з фрагментом ДНК 

зважували та додали трикратний об’єм (3Х) 

адсорбційного буфера. Інкубували 10 хв при 

50°С. Отриману суспензію вносили до колонки 

Whatman GF/C зі скловолоконними фільтрами з 

діаметром пор 1.2 𝜇m та центрифугували при 

8 000 g 2 хв. Отриманий осад промивали буфе-

рами та розчинили в потрібному об’ємі дисти-

льованої води. Виміряли концентрацію ДНК на 

спектрофотометрі. 
Отримання генетичних конструкцій. 

Створення генетичних конструкцій для експре-

сії цільових послідовностей та рестрикційний 

аналіз були змодельовані програмою Serial 

Cloner 2.6.1. Для клонування кодуючих послідо-

вностей доменів USP1 був використаний 

pECFP-C3, який у кількості 5 мкг обробляли 

однією одиницею по 0,3 мкл (3 U) відповідних 

рестриктаз. Ампліфіковану кодуючу послідов-

ність USP1-domain-1 інкубували з ендонуклеа-

зами BamH1 та Sal1. Після цього вставку USP1-
domain-1 лігували у вектор pECFP-C3, який по-

передньо був порізаний за сайтами рестрикції 

SalI та BglI. Для створення генетичної констру-

кції pECFP-C3-USP1-domain-2 вектор pECFP-C3 
обробили ендонуклеазами рестрикції BamHI та 

SalI. Ампліфіковану кодуючу послідовність 

USP1-domain-2 інкубували із ендонуклеазами 

BamHI та SalI. За допомогою інструменту 

Double Digest Calculator визначили оптимальні 

умови проведення реакції рестрикції та підібра-

ли буферні розчини. Рестрикційна суміш інку-

бувалась впродовж години при 37°C з подаль-

шою термоінактивацією при 80°C протягом 20 

хвилин. Для проведення лігування було взято 
молекулярне співвідношення вектора до вставки 

1:3. До складу реакційної суміші було внесено: 

200 ng плазмідної ДНК, 600 ng USP1-domain-1 
та USP1-domain-2 відповідно, 5 U T4-ДНК-
лігази (Thermo Scientific), 0,5 мМ АТФ, однокра-

тний (1Х) лігазний буфер. Реакцію проводили 

впродовж 24 годин при 20°C з наступною 20-
хвилинною інактивацією при 75°C, додаванням 

ферменту-кілера EcoRI до суміші, де це необхі-

дно, інкубацією 30 хвилин при 37°C з наступ-

ною 20-хвилинною інактивацією при 65°C. Для 

проведення контролю була проведена та сама 

реакція лігування, але без вставки доменів у 

вектор.  
Трансформація. Лігазну суміш трансфор-

мували у компетентні клітини E. coli TOP10 
висівали на чашки з LB агаром з 100 мкг/мл 

канаміцину та інкубували при 37°C протягом 

доби. Отримані колонії висівали в рідке середо-

вище LB з 100 мкг/мл канаміцину та нарощува-

ли протягом 18 годин. Плазміди з рідкого сере-

довища виділяли методом лізису неіонними 

детергентами. 
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Таблиця. Праймери використані для ампліфікації цільових послідовностей гена USP1 
Цільові послідовності гена USP1 Праймери 
USP1- domainain-1: Fwd – GACGAGCTGTACAAGTACTCAG 

Rev – attagtcgacATGACTGGTGTTCCTTGGATAAT 
USP1- domainain-2: Fwd – gagtcgaccGAAGTTAAACCCATAAACAAAGGTG 

Rev – TCAGTTATCTAGATCCGGTGGA 
 
Виділення плазмід методом лізису неі-

онними детергентами (NID). Культуру клітин 

центрифугували протягом при 7 000 g протягом 

1 хв. Надосад видаляли, а до осаду, який стано-

вили бактеріальні клітини додавали неіонний 
детергент (ND), ретельно перемішували за до-

помогою вортекс та залишали на 5 хв. на водя-

ній бані з температурою +65°С. Отриману су-

спензію процентрифугували 40 хв при 13 000 g 
до утворення щільного бактеріального осаду. 

Видалили бактеріальний осад. До супернатанту 

додали 600 мкл ізопропанолу та процентрифу-

гували 20 хв при 13 000 g при кімнатній темпе-

ратурі. Супернатант видаляли та промивали за 

допомогою 1 мл 70 % етанолу впродовж 5 хв 

при 13 000 g. Після видалення етанолу осад 

сушили при кімнатній температурі та розчиняли 

в потрібному об’ємі дистильованої води. 
Рестрикційний аналіз генетичних кон-

струкцій pECFP-C3-USP1- domain-1 та 

pECFP-C3-USP1-domain-2. Перевірку на наяв-

ність вставки у векторі було виконано методом 
аналітичного розрізання ендонуклеазами ре-

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

донуклеаз рестрикції Sal1 та Pst1. Генетичну 

конструкцію pECFP-C3-USP1 domain-2 вивчали 

за допомогою – EcoR1. 
 
Результати та обговорення 
За результатами ПЛР реакції ми отримали 

цільові послідовності двох доменів гена USP1, з 

очікуваними для них розмірами. Розмір USP1-
domain-1 становить 874 п.н., а USP1-domain-2 – 
1251 п.н. За допомогою реакції лігування ми 

створили генетичні конструкції pECFP-C3-
USP1-domain-1 (рис. 1) та pECFP-C3-USP1-
domain-2 (рис. 2).  

 
 

Рис. 1. Схема будови генетичної конструкції pECFP-C3-USP1- domain-1. 
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Рис. 2. Схема будови генетичної конструкції pECFP-C3-USP1- domain-2. 
 
Генетичні конструкції pECFP-C3-USP1-

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

пішно ідентифіковані шляхом картування за 

відповідними сайтами рестрикції. Так, після 

розрізання виділених плазмід pECFP-C3-USP1-
domain-1 та pECFP-C3-USP1-domain-2, які, міс-

тили вставки цільових генів, ми виявили фраг-

менти різних розмірів методом електрофорезу. 

Для pECFP-C3-USP1-domain-1 ці фрагменти 

становили: 5 п.н., 215 п.н., 5381 п.н., а для 

pECFP-C3-USP1-domain-2 1081 п.н, 4897 п.н. 

(рис. 3). Правильність рамки зчитування підт-

верджено шляхом секвенування.  
Вивчення структурної будови гена та білка 

USP1 є ключовим фактором для розуміння його 

функцій, властивостей, можливості взаємодії із 

онкобілком Bcr-Abl та впливом на патогенез 

ХМЛ. Білок USP1 кодується 785 амінокислота-

ми з передбаченою молекулярною масою 88,2 

кДа [9]. Структурна організація білка USP1 

складається з декількох функціональних частин. 
Основний каталітичний домен USP1 включає: 

C90 – каталітичний залишок C-боксу, H593 і 

D751 – залишки His-боксу [5]. Ці каталітичні 

залишки утворюють ферментативне ядро актив-

ності DUB. Також каталітичний домен USP1 

містить додаткові вставки, які моделюють його 

активність і регуляцію. Перша вставка (L1) ко-

дується 618 п.н, складається з 206 амінокислот 

та локалізується в межах 227–433 амінокислот-

них залишків. L1 посилює активність USP1 

шляхом зв’язування з ДНК і алостеричної акти-

вації при взаємодії з кофактором UAF1, а також 

бере участь у фосфорилюванні, містить NLS та 

деградуючий мотив. Друга вставка (L2) закодо-

вана в гені USP1 426 п.н та складається з 142 

амінокислот що охоплюють залишки 602–744. 
L2 містить сайт авторозщеплення, який регулює 

функцію USP1 [10]. Третя найменша вставка L3 

розташована між 465–483 амінокислотними 

залишками. Вважається, що інсерції L1 і L3 

разом здатні викликати аутоінгібування, яке 

може бути скасовано шляхом зв’язування з ко-

фактором UAF1. Спільна делеція L1 і L3 приз-

водить до гіперактивації USP1, тоді як видален-

ня вставки L2 або L3 не впливає на його ферме-

нтативну активність [11]. Скоординована взає-

модія між цими вставками, зокрема L1 і L3, ке-

рує автоінгібуванням і активацією USP1, при 

цьому мутації в цих областях впливають на фе-

рментативну активність. Ці три домени назива-

ють каталітичною тріадою USP1, вони є осно-

вою для його деубіквітинуючої активності [5]. 
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Рис. 3. Електрофореграма, скринінг цільових рекомбінантів: 1 – вектор pECFP-C3, результати рестрик-

ційного картування за сайтами Sal1, Pst1; 2 –  результати реакції лігування кодуючої послідовності домена 1 

гена USP1 у плазмідний вектор pECFP-C3, результати рестрикційного картування pECFP-C3- USP1 за сайтами 

Sal1, Pst1; 3 – вектор pECFP-C3, результати рестрикційного картування за сайтами EcoR1; 4 – результати реакції 

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

ного картування pECFP-C3- USP1 за сайтами EcoR1. М – маркер молекулярних мас GeneRuler 1 kb DNA Ladder 

(Thermo Scientific). 
 

У ході експерименту була створена гене-

тична конструкція USP1-domain-1, яка має ці-

льову послідовність фрагменту гена USP1, що 

кодує 294 амінокислотних залишків. Конструк-

ція USP1-domain-2 несе кодуючу послідовність 

домену 2, що має 379 амінокислотних залишки. 
Структурний склад USP1-domain-1 включає два 

сайти ядерної локалізації, сигнал ядерного екс-

порту, вставку L1, деградуючий мотив, а також 

ділянку, відповідальну за взаємодію з UAF1. У 

свою чергу, USP1-domain-2 містить два сайти 

His-боксу (H593 і D751), сайт автокаталітичного 

розщеплення G670/G671, вставку L2 та аналогі-

чну ділянку, що забезпечує взаємодію з UAF1. 
USP1 має ключову роль у регуляції різно-

манітних клітинних процесів, зокрема, бере 

участь у підтриманні генетичної стабільності, 

репарація ДНК, контролює подвоєння центро-

сом, забезпеченні балансу між процесами убі-

квітування і деубіквітування білків. Порушення 

у функціонування деубіквітинази USP1 може 

бути однією із причин розвитку та прогресуван-

ня злоякісних новоутворень [10]. Попередні 

наші дослідження виявили взаємодію USP1 із 

онкобілком Bcr-Abl у клітинах ХМЛ. Зокрема 

показано, що USP1 взаємодіє з Bcr-Abl через дві 

свої ізоформи, тоді як третя ізоформа до взаємо-

дії не залучена. Також було встановлено здат-

ність впливати на рівень онкобілка Bcr-Abl шля-

хом інгібування рівня деубіквітинуючої актив-

ності USP1, що створює передумови для розро-

бки нової стратегії терапії захворювання [8], яка 

буде не чутлива до мутаційної активності кіназ-

ного домену та завдяки високій селективності 

сприятиме протеолізу онкобілка у клітинах 

ХМЛ.  
Розуміння функціональних особливостей 

доменної організації білка USP1 має важливе 

значення для визначення їх ролі у локалізації 

білка, його каталітичній активності та розумінні 

механізмів утворення білкового комплексу Bcr-
Abl/USP1, який на сьогодні детально не вивче-

ний. Ми вважаємо, що в результаті утворення 

даного білкового комплексу відбувається деубі-

квітинування онкобілка Bcr-Abl за рахунок ка-

талітичної активності USP1, що порушує проте-

оліз Bcr-Abl, призводить до його накопичення та 

прогресування захворювання. Таким чином, 

з’ясування механізмів білкової взаємодії Bcr-Abl 
і USP1 відкриває нові можливості для моделю-

вання рівня онкобілка за допомогою протеосом-

ної системи деградації та розробки альтернати-

вної стратегії терапії ХМЛ. 
 
Висновки 
У результаті проведеного дослідження бу-

ло змодельовано та успішно створено генетичні 

конструкції pECFP-C3-USP1-domain-1 та 
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pECFP-C3-USP1-domain-2, які кодують ключові 

домени деубіквітинази USP1. Отриманні векто-

ри будуть використані для вивчення функціона-

льних особливостей доменів білка USP1, їх ролі 

у локалізації білка та взаємодії із онкобілком 

Bcr-Abl. Ми вважаємо, що одним із головних 

наслідків утворення білкового комплексу Bcr-
Abl/USP1 є порушення процесу убіквітинування 

онкобілка за рахунок деубіквітинуючої активно-

сті USP1, що призводить до його накопичення в 

клітині та прогресування захворювання. Таким 

чином, зв’язування механізмів білкової взаємодії 

Bcr-Abl і USP1 є важливим для розуміння пато-

генезу захворювання та розробки нової стратегії 

терапії ХМЛ, яка сприятиме селективному зни-

женню рівню онкобілка шляхом інгібування 

деубіквітинуючої активності USP1. 
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GENERATION OF RECOMBINANT CONSTRUCTS pECFP-C3-USP1-DOMAIN-1 AND pECFP-C3-USP1-
DOMAIN-2 AS KEY TOOLS FOR STUDYING THE DOMAIN ORGANIZATION OF USP1 AND ITS 
INTERACTION WITH THE ONCOPROTEIN BCR-ABL 
Aim. The aim of this study is to generate recombinant constructs pECFP-C3-USP1-domain-1 and pECFP-C3-USP1-
domain-2, essential for investigating the domain organization of the USP1 protein, determining their role in USP1 
function, and analyzing their interaction with the oncoprotein Bcr-Abl. Methods. Standard molecular cloning techniques 
were employed, including polymerase chain reaction (PCR), ligation, restriction enzyme digestion, as well as DNA 
extraction and purification methods. Results. The genetic constructs pECFP-C3-USP1-domain-1 and pECFP-C3-USP1-
domain-2, encoding key domains of the USP1 protein, were successfully designed and obtained. Conclusions. The 
generated genetic constructs pECFP-C3-USP1-domain-1 and pECFP-C3-USP1-domain-2 will be utilized to study the 
role of these domains in USP1 function, its subcellular localization, and the formation of the Bcr-Abl/USP1 protein 
complex. These findings will contribute to a better understanding of the role of USP1 in cellular processes and facilitate 
the development of novel therapeutic approaches for the treatment of chronic myeloid leukemia (CML). 
Keywords: chronic myeloid leukemia (CML), Bcr-Abl oncoprotein, ubiquitin-specific proteases (USPs), USP1, USP1 
domains. 


