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Убіквітин специфічна протеаза 1 (usp1) – потенційний партнер bcr-abl онкобілка: ...
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Мета. Результатом реципрокної транслокації між 9 та 22 хромосомами є гібридний он­
кобілок Bcr­Abl, який спричиняє розвиток хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ). За ре­
зультатами мас­спектрометричного аналізу білок USP1 був визначений як потенційний 
кандидат на взаємодію з онкобілком Bcr­Abl. Метою даної роботи був біоінформатич­
ний аналіз білка USP1, як потенційного партнера білка Bcr­Abl, та створення генетич­
них конструкцій, необхідних для визначення локалізації білка USP1 в клітині, перевірки 
білок­білкових взаємодій білка USP1 та деубіквітинування онкобілка Bcr­Abl. Методи. 
Біоінформатичний аналіз за допомогою веб­серверів Estimation of protein Expression 
and Solubility, NetPhos2.0 Server, Disphos and KinasePhos, ПЛР, лігування, рестрик­
ція, методи виділення та очищення ДНК. Результати. Передбачили загальний відсо­
ток розчинності білка USP1, який складає близько 68 %, консервативні та невпоряд­
ковані області білка USP,  його вторинну структуру. Спрогнозували Ser, Thr, Tyr сайти 
фосфорилювання білка USP1. Отримали генетичні конструкції pUC18­USP1, pECFP­
C3­USP1, pCMV­HA­USP1. Висновки. Розчинність білка у 68 % є хорошим прогнос­
тичним результатом для роботи з ним. Наявність сайтів фосфорилювання (Ser, Thr, Tyr) 
підтверджує можливість зміни активності білка USP1 за рахунок онкобілка Bcr­Abl. Ге­
нетична контрукція pECFP­C3­USP1 дає можливість визначити локалізацію білка USP1 
в еукаріотичній клітині. Вектор pCMV­HA­USP1 є базою для встановлення білок­білко­
вих взаємодій USP1 та Bcr­Abl, перевірки деубіквітинування онкобілка Bcr­Abl.

Ключові слова: хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ), філадельфійська хромосома, білок 
Bcr­Abl, білок USP1, деубіквітинування, фосфорилювання.

вñòуп. Õрон³чна ì³єлоїдна лейкеì³я (Õìë) – клональне захворювання з ха-
рактерною прол³ферац³єю гранулоцитарного паростка кровотворної сис-

теìи, у 95 % випадк³в захворювання супроводжується появою Ф³ладельф³й-
ської хроìосоìи (Ph+), яка є результатоì реципрокної транслокац³ї ì³ж 9 та 22 
хроìосоìою [1, 2]. Продуктоì даної ìутац³ї є г³бридний б³лок Bcr-Abl, який в³-
доìий у трьох форìах – p190, р210 ³ p230, асоц³йованих з гострою л³ìфоблас-
тичн³ю лейкеì³єю, хрон³чною ì³єлоїдною лейкеì³єю ³ в³дносно доброяк³сною 
нейроф³льною форìою ì³єлоїдної лейкеì³ї в³дпов³дно [2, 3]. îсновною в³дì³н-
н³стю даних форì є наявн³сть ðÍ ³ DH доìен³в у р210 та р230, роль яких на сьо-
годн³ достов³рно не в³доìа [4]. За попередн³ìи результатаìи ìас-спектроìе-
тричного анал³зу, який був проведений у в³дд³л³ ìолекулярної генетики Іìб³г, 



ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2014, том 12, № 2250

С. В. Антоненко, І. В. Кравчук, Д. С. Гур’янов, Г. Д. Телегєєв

було визначено 23 б³лки – потенц³йн³ кан-
дидати на взаєìод³ю ³з ðÍ доìеноì Bcr ча-
стини онкоб³лка Bcr-Abl [5]. îдниì ³з таких 
б³лк³в є уб³кв³тин специф³чна протеаза 1 
(USP1), б³лок цистеїнової групи протеаз 
(CA клану, родини C19) [6, 7], який деуб³к-
в³тинує б³лки в кл³тин³, чиì рятує їх в³д про-
теосоìної деградац³ї [8]. ген USP1 локал³-
зований у 1p31.3. б³лок USP1 кодується 
785 аì³нокислотаìи, з передбаченою ìо-
лекулярною ìасою 88,2 êäа, складається 
з трьох консервативних доìен³в, два з яких – 
це внутр³шньокл³тинн³ пептидази та до-
ìен – уб³кв³тин карбоксил-терì³нальна г³д-
ролаза [7, 9, 10]. Íаявн³сть NH2 сайту уб³к-
в³тинування на Bcr частин³ онкоб³лка 
Bcr-Abl св³дчить про уб³кв³тинування б³лка 
Bcr-Abl [11, 12, 13, 14]. ìи припускаєìо, 
що б³лок USP1 ìоже деуб³кв³тинувати б³-
лок Bcr-Abl, що призводить до його нако-
пичення в кл³тин³ та прогресування захво-
рювання. також ìи не виключаєìо й того, 
що завдяки к³назн³й активност³ Abl частини 
[15] онкоб³лок Bcr-Abl ìоже фосфорилю-
вати б³лок USP1, чиì зì³нювати його ак-
тивн³сть та викликати порушення б³лок-б³л-
кових взаєìод³й у кл³тин³. ó дан³й робот³ 
шляхоì б³о³нфорìатичного анал³зу ìи пе-
редбачили розчинн³сть б³лка USP1, оц³ни-
ли консервативн³ доìени, невпорядкован³ 
д³лянки, спрогнозували вторинну структу-
ру  б³лка USP1, передбачили його сайти 
фосфорилювання. створили  низку гене-
тичних конструкц³й, як³ слугують базою для 
експиреìентальної перев³рки б³лок-б³лко-
вої взаєìод³ї USP1 ³ Bcr-Abl та деуб³кв³ти-
нування онкоб³лка б³лкоì USP1.

Ìàòеð³àëè ³ меòодè
àнал³з розчинност³ б³лка USP1, визна-

чення його консервативних доìен³в, не-
впорядкованих д³лянок та передбачення 
вторинної структури б³лка було зд³йснено 
за допоìогою веб-сервера Estimation of 
protein Expression and Solubility. За допо-
ìогою веб-сервер³в NetPhos2.0 Server, 

Disphos та KinasePhos були визначен³ 
сайти фосфорилювання, розташован³ на 
б³лку USP1.

Посл³довн³сть гена USP1 аìпл³ф³кува-
ли за допоìогою прайìер³в USP1 fwd 
(AATTGCCTGGTGTCATACCTAGTG) та USP1 
rev (GAGAGACCAATAATATCCAGTAGC), в 
якост³ ìатриц³ використали генетичну кон-
струкц³ю ³з банку плазì³д в³дд³лу ìолеку-
лярної генетики Інституту ìолекулярної 
б³олог³ї ³ генетики ÍàÍó (pCMV-XL5-
USP1). П³дб³р прайìер³в проводили за до-
поìогою програìи PerlPrimer. êоìпонен-
ти Пëð в³дпов³дали уìоваì виробника 
(Thermo Scientific) для використання ви-
сокоспециф³чної Pfu пол³ìерази. äля ìо-
делювання генетичних конструкц³й засто-
сували програìу Serial Cloner 2.6.1. äля 
клонування аìпл³ф³кован³ посл³довност³ 
USP1 л³гували у вектор pUC18 по сайтах 
Sma1, посл³довн³сть USP1 вир³зали з но-
воствореної генетичної конструкц³ї 
pUC18-USP1 по сайтах KpN1 ³ Sal1 та 
cубклонували у вектор pсMV-HA, вектор 
для еукар³отичної експрес³ї б³лка, а також у 
еукар³отичний вектор pECFP-C3, який 
несе флюоресцентну ì³тку та дає ìож-
лив³сть визначити локал³зац³ю б³лка USP1 
у кл³тин³.

Перев³рку на наявн³сть та ор³єнтац³ю 
вставки зд³йснено ìетодоì рестрикц³ї та 
Пëð. З ìетою перев³рки раìки зчитування 
та уникнення ìутац³й генетичн³ конструкц³ї 
були додатково просиквенован³.

Резуëüòàòè òà обãовоðеííя

б³о³íфоðмàòèчíèй àíàë³з б³ëкà 
Usp1
ðозчинн³сть б³лка є одн³єю з головних 

характеристик, що визначає ìожлив³сть 
роботи з ниì in vitro. За допогою веб-сер-
вера Estimation of protein Expression and 
Solubility ìи передбачили розчинн³ та не-
розчинн³ рег³они б³лка USP1 та встанови-
ли, що загальний в³дсоток розчинност³ б³л-
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Рèñ. 1. ðезультати анал³зу б³лка USP1 за допоìогою веб-сервера Estimation of protein Expression and Solubility: 
Motif – розташування розчинних (1) та нерозчинних (2) д³лянок б³лка USP1; Pfam – концервативний рег³он, визна-
чений за пр³ор³тетоì; SS – вторинна структура б³лка USP1, розташування β-сп³ралей (3) та α-лист³в (4); Disorder – 
невпорядкован³ област³ б³лка USP1

ка складає близько 68 %, що є хорошиì 
прогностичниì показникоì для подальшої 
роботи з ниì. За допоìогою функц³ї пошу-
ку PFAM-бази даних з hmmscan веб-сер-
вера Estimation of protein Expression and 
Solubility (http://mbs.cbrc.jp/ESPRESSO/
Submission.php) ìи спрогнозували кон-
сервативн³ д³лянки б³лка USP1, як³ станов-
лять близько 65 % та локал³зован³ в його 
центральн³й д³лянц³ в ìежах доìена уб³кв³-
тин карбоксил-терì³нальної г³дралази. За 
допоìогою функц³ї Disorder (POODLE-L) 
ìи виявили чотири невпорядкован³ област³ 
б³лка USP1, як³ в загальноìу зайìають 
близько 55 %, дв³ з яких локал³зован³ в цен-
тральн³й частин³ б³лка та дв³ – на його пери-
фер³ї. Íевпорядкован³ д³лянки б³лка є не-
обх³дниìи для розуì³ння проходження р³з-
них б³олог³чних процес³в, зокреìа таких, як 
кл³тинна сигнал³зац³я, транскрипц³я, регу-
ляц³я, трансляц³я, протеосоìна деграда-

ц³я б³лк³в [16]. Завдяки функц³ї SS 
(PSIPRED), PHD спрогнозовано вторинну 
структуру б³лка USP1, а саìе розташуван-
ня його β-сп³ралей та α-лист³в (див. рис. 1). 
ðезультати, отриìан³ за допоìогою б³о³н-
форìатичного анал³зу, є необх³дниìи для 
подальшого планування експериìент³в та 
³нтерпретац³ї отриìаних результат³в.

фоñфоðèëювàííя б³ëкà Usp1
З л³тературних джерел в³доìо, що на 

б³лков³ USP1 знаходиться cайт серин 313 
(S313), фосфорилювання якого здатне 
стиìулювати активн³сть деуб³кв³тинуючого 
б³лка [17, 18]. За допоìогою веб-сервер³в 
NetPhos2.0 Server, Disphos та KinasePhos 
на б³лков³ USP1 наì вдалося передбачити 
ще ряд сайт³в фосфорилювання за сери-
ноì (Ser), треон³ноì (Thr) ³ тирозиноì 
(Tyr). серед Ser найб³льшу здатн³сть до 
фосфорилювання ìають сайти: S16, S253, 
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Òàбë. 1. àнал³з сайт³в фосфорилювання б³лка USP1

Використані веб-сервери

Сайти фосфорилювання
NetPhos2.0 Server Disphos KinasePhos

Cерин (Ser) 47 32 22
Треонін (Thr) 13 14 12
Тирозин (Tyr) 8 1 4

Рèñ. 2. Зведен³ результати розташування сайт³в фосфорилювання на б³лков³ USP1 за даниìи NetPhos2.0 Server, 
Disphos та KinasePhos веб-сервера:  – сайти фосфорилювання за сериноì (Ser);  – сайти фосфорилювання за 
треон³ноì (Thr);  – сайти фосфорилювання за тирозиноì (Tyr)

S257, S273, S331, S471, S472 (див. табл. 1). 
серед сайт³в Thr сл³д в³дì³тити: T33, T300, 
T307, T480, T774 сайти. äля Tyr — Y52, 
Y778 сайти. такиì чиноì, ìи припускаєìо, 
що фосфорилювання б³лка USP1 ìоже в³д-
бутися за трьоìа видаìи сайт³в: сериноì, 
сайти якого є найчисленн³шиìи (22–47), 
також за сайтаìи треон³ну (12–14) та ти-
розину (1–8) (рис. 2). öе п³дтверджує ìож-
лив³сть фосфорилювання б³лка USP1 он-
коб³лкоì Bcr-Abl ³ як насл³док порушення 
б³лок-б³лкових взаєìод³й у  кл³тин³ за раху-
нок зì³ни активност³ б³лка USP1.

Ñòвоðеííя ãеíеòèчíèх коíñòðукц³й 
pUC18-Usp1, pCMv-hA-Usp1  
òà pECfp-C3-Usp1
За допоìогою програìи PerlPrimer ìи 

п³д³брали прайìери USP1 fwd (AATTGCC 
TGGTGTCATACCTAGTG) та USP1 rev (GAG 
AGACCAATAATATCCAGTAGC), як³ дозво-

ляють аìпл³ф³кувати повноì³рну посл³дов-
н³сть гена USP1. генетичн³ конструкц³ї зìо-
делювали з використанняì програìи Seri-
al Cloner 2.6.1. За результатаìи Пëð ìи 
отриìали посл³довн³сть гена USP1 з оч³ку-
ваниìи для нього розì³раìи – 2343 п.н. 
(рис. 3). Íаì вдалося створити рекоìб³-
нантну конструкц³ю pUC18-USP1, що ì³-
стила посл³довн³сть гена USP1, на баз³ 
вектора pUC18. ìи провели субклонуван-
ня посл³довност³ гена USP1 ³ створили ге-
нетичн³ конструкц³ї для еукар³отичної екс-
прес³ї б³лка – pCMV-HA-USP1 ³ pECFP-C3-
USP1. П³дтвердженняì усп³шного 
клонування стали результати Пëð та рес-
трикц³ї. â³дсутн³сть ìутац³й та правиль-
н³сть раìки зчитування п³дтверджено 
сиквенуванняì.

Завдяки наявност³ флуоресцентної ì³т-
ки ECFP у вектор³ pECFPC-с3, плазì³да 
pECFP-C3-USP1 дає ìожлив³сть ³дентиф³-
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 а б
Рèñ. 3. а – аìпл³ф³кати ц³льових посл³довностей, результати Пëð: 1 – ìаркер ìолекулярної ìаси Gene Ruler; 2 – 
посл³довн³сть гена USP1 (2343 п.н.); б – рестрикц³йний анал³з отриìаних генетичних конструкц³й та результати 
Пëð: 1 – pCMV-HA-USP1 (EcorI); 2 – pECFP-C3-USP1 (EcorI); 3 – ìаркер ìолекулярної ìаси Gene Ruler; 4 – по-
сл³довн³сть гена USP1, як ìатриця для Пëð використана генетична конструкц³я pCMV-HA-USP1; 5 – посл³довн³сть 
гена USP1, як ìатриця для Пëð використана генетична конструкц³я pECFP-C3-USP1

кувати локал³зац³ю б³лка USP1 в кл³тин³. ë³-
тературн³ дан³ з цього приводу неодно-
значн³, а ³нколи ³ протилежн³. êр³ì того, 
особливо ц³кавиìи є дан³ про ì³сце локал³-
зац³ї б³лка USP1 в кл³тинах з генетичниìи 
порушенняìи, зокреìа такиìи, як Õìë.

генетична конструкц³я pCMV-HA-USP1 
є базою для перев³рки б³лок-б³лкової взає-
ìод³ї USP1 та Bcr-Abl, а також ìоже стати 
ключовою у перев³рц³ деуб³кв³тинування 
Bcr-Abl. âажлив³сть таких досл³джень по-
лягає в тоìу, що п³дтвердження факту вза-
єìод³ї ðÍ-доìену г³бридного б³лка Bcr-Abl 
³з б³лкоì USP1 в³дкриє нов³ ìожливост³ в 
д³агностиц³ та л³куванн³ пухлинних захво-
рювань, зокреìа хрон³чної ì³єлоїдної лей-
кеì³ї (Õìë) та гострої л³ìфобластичної 
лейкеì³ї (гëë).

вèñíовкè
Шляхоì б³о³нфорìатичного анал³зу 

(веб-сервер Estimation of protein Expres-
sion and Solubility) передбачено загальний 
в³дсоток розчинност³ б³лка USP1, який 
складає близько 68 %, що є хорошиì про-
гностичниì результатоì для роботи з ниì. 
спрогнозували консервативн³ та невпо-

рядкован³ д³лянки б³лка USP1, його вто-
ринну структуру. Передбачили сайти фос-
форилювання серину, треон³ну та тирози-
ну на б³лков³ USP1, що св³дчить про 
ìожлив³сть зì³ни активност³ деуб³кв³тину-
ючого б³лка шляхоì його фосфорилюван-
ня онкоб³лкоì Bcr-Abl. îтриìали плазì³ду 
pECFP-C3-USP1, яка завдяки вбудован³й 
у вектор флуоресцентн³й ì³тц³ ECFP дає 
ìожлив³сть визначити локал³зац³ю б³лка 
USP1 в еукар³отичн³й кл³тин³. створили ге-
нетичну конструкц³ю pCMV-HA-USP1 для 
еукар³отичної експрес³ї б³лка USP1, що є 
необх³дниì для встановлення б³лок-б³лко-
вих взаєìод³й USP1 та Bcr-Abl, перев³рки 
деуб³кв³тинування онкоб³лка Bcr-Abl. 
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óбèêâèтèÍ сПåöèФè×åсêàЯ ПðîтåàЗà 1 
(USP1) – ПîтåÍöèàëüÍЫЙ ПàðтÍåð BCR-
ABL îÍêîбåëêà: бèîèÍФîðìàтè×åсêèЙ 
àÍàëèЗ è Пîëó×åÍèå ðåêîìбèÍàÍтÍЫÕ 
êîÍстðóêöèЙ

С.В. Антоненко, И.В. Кравчук, Д.С. Гурьянов, 
Г.Д. Телегеев

èнститут ìолекулярной биологии и генетики ÍàÍ 
óкраины 
óкраина, 03680, г. êиев, ул. àкадеìика Заболот-
ного, 150 
e-mail: s.antonenko999@yandex.ua

цеëü. ðезультатоì реципрокной транслока-
ции ìежду 9 и 22 хроìосоìаìи является гиб-
ридный онкобелок Bcr-Abl, который вызывает 
развитие хронической ìиелоидной лейкеìии 
(Õìë). По результатаì ìасс-спектроìетриче-
ского анализа белок USP1 был определен как 
потенциальный кандидат на взаиìодействие с 
онкобелкоì Bcr-Abl. öелью данной работы был 
биоинфорìатический анализ белка USP1, как 
потенциального партнера белка Bcr-Abl, и соз-
дание генетических конструкций, которые не-
обходиìы для определения локализации белка 
USP1, проверки белок-белковых взаиìодей-
ствий белка USP1 и Bcr-Abl и деубиквитиниро-
вания онкобелка Bcr-Abl. Ìеòоды. биоинфор-
ìатический анализ с поìощью веб-серверов 
Estimation of protein Expression and Solubility, 
NetPhos2.0 Server, Disphos and KinasePhos, 
Пöð, лигирование, рестрикция, ìетоды выде-
ления и очистки äÍê. Резуëüòàòы. спрогно-
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Убіквітин специфічна протеаза 1 (usp1) – потенційний партнер bcr-abl онкобілка: ...

зировали общий процент раствориìости белка 
USP1, который составляет около 68 %, консер-
вативные и неупорядоченные области белка 
USP1, вторичную структуру. Предусìотрели 
Ser, Thr, Tyr сайты фосфорелирования бел-
ка USP1. Получили генетические конструкция 
pUC18-USP1, pECFP-C3-USP1, pCMV-HA-
USP1. выводы. ðаствориìость белка в 68 % 
является хорошиì прогностическиì результа-
тоì для работы с ниì. Íаличие сайтов фосфо-
релирования (Ser, Thr, Tyr) подтверждает во-
зìожность изìенения активности белка USP1 
за счет онкобелка Bcr-Abl. генетическая кон-
трукция pECFP-C3-USP1 дает возìожность 
определить локализацию белка USP1 в эука-
риотической клетке. âектор pCMV-HA-USP1 
является базой для установления белок-бел-
ковых взаиìодействий USP1 и Bcr-Abl, про-
верки деубиквитинирования онкобелка Bcr-
Abl.

Ключевые слова: хроническая ìиелоидная 
лейкеìия (Õìë), филадельфийская хроìосо-
ìа, белок Bcr-Abl, белок USP1, деубиквитини-
рование, фосфорелирование.

UBIQUITIN SPECIFIC PROTEASES 1 (USP1) – 
POTENTIAL PARTNER OF BCR-ABL ON-
COPROTEIN: BIOIFORMATIC ANALYSIS AND 
RECOMBINANT CONSTRUCTS CREATION

S.V. Antonenko, I.V. Kravchuk, D.S. Gurianov, 
G.D. Telegeev 

Institute of Molecular Biology and Genetics of NAS 
of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kyiv, Akad. Zabolotnogo str., 150 
e-mail: s.antonenko999@yandex.ua

Aims. The result of translocation between 
chromosomes 9 and 22 is Bcr-Ab oncoprotein 

which causes the development of chronic 
myeloid leukemia (CML). According to 
preliminary research with the use of mass-
spectrometry USP1 protein was identified 
as potential candidate for interaction with 
Bcr-Abl oncoprotein. The aim of this work is 
bioinformatic analysis of USP1 protein as a 
potential partner of Bcr-Abl; development of 
plasmid constructs for studying of protein-
protein interactions between USP1 and Bcr-
Abl proteins, Bcr-Abl deubiquitination and 
USP1 localization. Methods. Bioinformatic 
analysis (using programs Estimation of protein 
Expression and Solubility, NetPhos2.0 Server, 
Disphos and KinasePhos), PCR, ligation, 
restriction, isolation and purification of DNA. 
Results. The total percentage of protein 
solubility of USP1 was determined that consisted 
about 68%.  Conserved and disordered region 
were identified, secondary structure of protein 
was predicted. We found that phosphorylation 
of USP1 protein may occur at Ser, Thr, Tyr 
residues. We got the genetic structures pUC18-
USP, pECFP-C3-USP1 and pCMV-HA-USP1. 
Conclusions. The 68 % solubility of the protein 
is a good prediction of outcome for further 
experiments. Availability of phosphorylation 
sites (Ser, Thr, Tyr) may confirm the hypothesis 
of activation of USP1 by Bcr-Abl. pECFP-C3-
USP1 construct will be used for detection of 
USP1 in mammalian cells. Moreover, pCMV-HA-
USP1 construct was developed for detection of 
protein-protein interactions between USP1 and 
Bcr-Abl and for estimation of deubiquitination 
state of Bcr-Abl oncoprotein.

Keywords: chronic myeloid leukemia (CML), 
Bcr-Abl protein, USP1 protein, deubiquitination 
phosphorylation.


