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1. Білок-білкові взаємодії РН домену та структурно-функціональні особливості С2 домену білка BCR при Ph’
позитивних лейкеміях

2. Protein-protein interactions of the PH domain and structural and functional features of the C2 domain of the
BCR protein in Ph’-positive leukemias.

Реферат:
1. Дисертаційна робота присвячена встановленню структурно-функціональних особливостей С2 домену BCR,
вивченню взаємодії РН домену BCR з білками FNBP1, SMC1A, HSPB1 та розробці системи CRISPR-Cas9,
направленої проти хромосомної перебудови t(9;22)(q34;q11). В рамках дослідження С2 домену BCR було
проведено біоінформатичне передбачення його вторинної та третинної структури, створено генетичну
конструкцію для бактеріальної експресії, успішно отримано його у вигляді рекомбінантного білка. Для цього
рекомбінантного С2 домену було валідовано структуру методом кругового дихроїзму, а також було виявлено
його специфічне зв’язування з вісьмома фосфоліпідами. Для встановлення взаємодії між FNBP1 та РН
доменом білка BCR проводили із застосуванням широкого спектру методів. Зокрема було вперше виявлено



взаємодію між PH доменом білка BCR та повнорозмірним завдяки їх коімунопреципітації після спільної
експресії в еукаріотичних клітинах, а також методом пулдаун в умовах in vitro. Методом far-вестерн-блот
аналізу підтвердили взаємодію саме з N-кінцевим фрагментом FNBP1. Вперше також була виявлена
колокалізація білка BCR та FNBP1 в клітинах макрофагів J774 під час фагоцитозу. За допомогою конфокальної
мікроскопії було виявлено колокалізацію білка структурної підтримки хромосом SMC1A та BCR. В процесі
виконання цієї роботи було створено генетичну конструкцію для бактеріальної експресії білка HSPB1.
Отриманий за допомогою цієї конструкції рекомбінантний білок може бути використаний для досліджень
його взаємодії з РН доменом білка BCR. Під час виконання роботи було створено генетичні конструкції, що
кодують в собі компоненти CRISPR-Cas9 системи націленої на хромосомну перебудову t(9;22)(q34;q11) в
клітинах К562.

2. The aim of this thesis 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 t(9;22)(q34;q11). 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 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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