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Мета. WIRE — скафолдний білок, який регулює перебудови актинового цитоскелету та 
утворення актин-збагачених мембранних виростів, відповідальних за інвазію та міграцію. 
ITSN1 та ITSN2 — представники родини інтерсектинів, які приймають учать як в реорганіза-
ції актинового цитоскелету, так і в інших процесах, таких як ендо-/ензоцитоз, передача клі-
тинного сигналу та інших. Оскільки ці білки приймають участь в однакових процесах, ми пе-
ревірили їх взаємодію між собою. Методи. Білок-білкові взаємодії ідентифікували за допомогою 
методу GST Pull-down. Результати. Ми дослідили, що SH3-домени ITSN1 та ITSN2 взаємоді-
ють з WIRE, та виявили що WIRE при цьому знаходиться в комплексі з ендогенним актином. 
Висновки. ITSN1 та ITSN2 взаємодіють з WIRE, який знаходиться в комплексі з ендогенним 
актином. 
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Вступ. Реорганізація актинового цитоскелету необхідна для нормального функціонування 
клітини, а його дерегуляція призводить до різних патологій. Регульоване збирання та роз-
бирання актинових філаментів є важливим для багатьох клітинних процесів, таких як внут-
рішньоклітинний везикулярний транспорт, ендоцитоз, патогенні інфекції, міграція та інвазія 
клітин (Dominguez and Holmes, 2011). Ключовими регуляторами цього процесу є різні білки, 
зокрема такі, як WASP, його повсюдно виражений варіант N-WASP, Arp2/3 комплекс, верп-
роліни WIP, CR16 та WIRE та інші.  

Родина скафолдних білків верпролінів, яка включає в себе WIP, CR16 та WIRE, залу-
чені в реорганізацію актинового цитоскелету через Cdc42/N-WASP/Arp2/3 сигнальний 
шлях. Всі вони мають подібну доменну організацію: два WH2 (WASP Homology 2) домена 
на N-кінці, які опосередковують взаємодію з актином, і багата пролінами послідовність 
(PRM), яка взаємодіє з SH3-доменами білків-партнерів верпролінів. Окремо в PRM виділя-
ють домен зв’язування для WASP та N-WASP (WBD), який знаходиться на С-кінці, оскільки 
ці білки вважаються основними партнерами для представників цієї родини. WIP і WIRE 
експресуються повсюдно, а експресія CR16 переважно відбувається в мозку і яєчках 
(Aspenström, 2002; Ho et al., 2001; Kato et al., 2002; Sasahara et al., 2002; Weiler et al., 1996). 

WIRE є одним з малодосліджених представників верпролінів. Через взаємодію з N-
WASP він веде перехресне зв’язування філаментів актину та бере участь у ендоцитозі 
тромбоцитарного рецептора фактора росту бета (PDGFβ) в ендотеліальних клітинах аорти 
свиней (Kato and Takenawa, 2005; Aspenstrom, 2004). 

Як WIP, так і WIRE функціонують разом з N-WASP в інвадоподіях — актин збагачених 
виростах мембрани з позаклітинною активністю деградації матриксу, які присутні в ракових 
інвазивних клітинах. Було продемонстровано, що взаємодія WIP з N-WASP є суттєвою для 
збирання інвадоподій, тоді як WIRE регулює активацію N-WASP у їх дозріванні (Yamaguchi 
et al., 2005; García et al., 2016). 
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У комплексі з мембранодеформуючим адап-
тером IRSp53 WIRE індукує утворення філоподій 
в клітинах миші (Misra 2010).  

Інша родина білків, що бере участь в N-
WASP-залежній полімеризації актину, в яку залу-
чений Arp2/3-комплекс, є родина інтерсектинів 
(ITSN). Вона включає ITSN1 і ITSN2, обидва з 
яких широко експресуються в тканинах ссавців і 
мають дві основні ізоформи, коротку та довгу, що 
утворюються в результаті альтернативного 
сплайсингу. Коротка форма ITSN-S містить два 
EH (Eps15 homology) домена, надспіралізований 
домен (CCR) і п’ять SH3 (Src homology 3) доменів. 
Довга форма ITSN-L додатково включає DH (Dbl 
homology l), PH (plekstrin homology) і C2 домени на 
С-кінці (Sengar et al., 1999; Pucharcos et al., 2001). 
Інтерсектини слугують молекулярними каркасами 
для білок-білкових взаємодій під час процесів в 
яких вони задіяні, таких як клатрин-опосе-
редкований ендоцитоз і перебудови актинового 
цитоскелету (Tsyba et al., 2011; O’Bryan, 2010). 
Крім того, ITSN-L функціонує як фактор обміну 
гуанін-нуклеотидів для малої ГТФази Cdc42, яка 
відіграє істотну роль в перебудовах актинового 
цитоскелету. Інтерсектини взаємодіють з N-
WASP, ефектором Cdc42, активація якого приз-
водить до збирання актину через Arp2/3 комплекс 
(Hussain et al., 2001; McGavin et al., 2001; Rossman 
et al., 2005; Klein et al., 2009). ITSN1 або ITSN2 
також утворюють комплекс з CdGAP, інгібітором 
Cdc42 і було показано, що зв’язування ITSN1 
Cdc42 інгібує активність CdGAP (Jenna et al., 2002; 
Novokhatska et al., 2013). Нещодавно ми проде-
монстрували, що ITSN1 та ITSN2 взаємодіють з 
білками WIP та CR16, що призводить до збіль-
шення полімеризації актина та утворення актин-
збагачених клітинних виростів, таких як інвадопо-
дії та філоподії (Gryaznova et al., 2015; Kropyvko et 
al., 2017). Тому ми вирішили перевірити взаємо-
дію останнього представника верпролінів WIRE з 
родиною інтерсектинів. 

Матеріали і методи 

Експресія рекомбінантних GST-злитих біл-
ків в клітинах бактерій та приготування ліза-
тів. Рекомбінантні домени ITSN1 та ITSN2 SH3A-
E були отримані з бактеріальних лізатів E. coli 
XL1-blu

tet
, що були трансформовані відповідними 

конструкціями та індуковані за стандартним про-
токолом фірми «Amersham Biosciences».  

Антитіла. Моноклональні anti-Myc (9Е10, 
sc-40) («Santa Cruz Biotechnology», США), anti-β-
actin («Sigma», США), anti-GST («GE Healthcare 
Life Sciences», США). Вторинні антитіла, 

кон’юговані з пероксидазою хрону anti-mouse та 
anti-rabbit («Promega», США).   

Клітинні лінії та трансфекція. Клітини лінії 
293 були культивовані у стандартному ростовому 
середовищі (DMEM), яке було доповнене 10 % 
бичачим сироватковим альбуміном, 50 од/мл пе-
ніциліном та 100 мг/мл стрептоміцином. Клітини 
були транзієнтно трансфіковані за допомогою ПЕІ 
(поліетиленімін) («Sigma», США), як зазначено в 
інструкції виробника, та культивувалися 24 год. 

GST pull-down та Western blot аналізи. Ре-
комбінантні GST-злиті SH3-домени були отримані 
з лізатів бактеріальних клітин Escherichia coli 
Top10A та афінно очищені за допомогою глутаті-
он-Сефарози 4В (GE Healthcare) згідно інструкції 
виробника. Лізати транзієнтно трансфікованих 
клітин MDA-MB-231 були отримані екстракцією в 
буфері, що містив 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM 
NaCl, 1 % Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 1 mM феніл-
метилсульфонілфлуорид (PMSF) та коктейль 
інгібіторів протеаз («Roche»). Лізат еукаріотичних 
клітин центрифугували 10 хв при 12 000 g при 
+4 °C. Для Pull-down експериментів 5–10 мкг GST 
або GST-злитих доменів кон’югували з 30 мкг 
50 % кульок глутатіон-Сефарози 4В та інкубували 
з клітинним лізатом протягом 1 год при +4 °C. 
Кульки екстенсивно промивали та кип’ятили у 
буфері Леммлі. Білки розділяли за допомогою 
ДСН-ПААГ, після чого переносили на нітроцелю-
лозну мембрану («Bio-Rad»), блокуючи вільні від 
білків ділянки 5% знежиреним молоком. Мембра-
ни інкубували з первинними антитілами протягом 
1 год, після чого промивали та інкубували з вто-
ринними видоспецифічними антитілами, 
кон’югованими з пероксидазою хрону протягом 40 
хв. Імунореактивні ділянки детектували ECL 
(enhanced chemiluminescence) реагентом. Візуалі-
зацію здійснювали на приладі Molecular Imager 
ChemiDoc™ XRS+ («Bio-Rad»). 

Коімунопреципітація білкових комплек-
сів. Лізати культури еукаріотичних клітин ро-
зморожували при +4 °С, центифугували 15 хв 
при 13000 об/хв. До лізатів додавали 15 мкл 
30 % суспензії попередньо відмитої A/G-
агарози (Santa Cruz Biotechnology), відповідні 
антитіла (2–5 мкг) та інкубували 3 год при 
активному перемішуванні при +4 °С. Агарозу 
промивали тричі буфером для імунопреципі-
тації, осаджували центрифугуванням 500 g 
протягом 3 хв. Елюцію білків проводили за 
допомогою буферу для нанесення Лемлі при 
+95 °С протягом 10 хв. Зразки зберігали при 
температурі –20 °С. 
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Результати та обговорення 

Раніше за допомогою двогібридної дріжджо-
вої системи було показано взаємодію WIRE з 
ITSN2 (Wong et al., 2012). Оскільки ITSN1 і ITSN2 
взаємодіють з двома іншими членами родини 
верпролінів, CR16 та WIP (Gryaznova et al., 2015; 
Kropyvko et al., 2017), ми вирішили також досліди-
ти їх взаємодію з WIRE. За допомогою GST pull-
down з GST-SH3 доменами ITSN1 і ITSN2 ми ви-
явили, що тільки SH3A та SH3E домени ITSN1 
опосередковували взаємодію з WIRE. Обидва 
сплайс-варіанти SH3A-домену (повсюдно експре-
сований та нейрон-специфічний) ITSN1 однаково 
взаємодіяли з WIRE (рис. 1А). У випадку ITSN2 
взаємодія з WIRE відбувалася через SH3A, SH3C 
та SH3E домени (рис. 1Б). 

 

Рис. 1. Перевірка взаємодії SH3-доменів ITSN1 (А) та ITSN2 
(Б) з WIRE. КЛ — клітинний лізат. ВБ — вестерн блот 

Попередні дослідження показали, що WIRE 
також може взаємодіяти з актиновим цитоскеле-
том шляхом зв’язування G-актину через його V-
домен і F-актин через центральну частину PRM 
(Kato and Takenawa, 2005). 

У цьому дослідженні з використанням GST 
pull-down аналізу ми показали, що SH3-домени як 
ITSN1, так і ITSN2 преципітували ендогенний ак-
тин у присутності надекспресованого WIRE в клі-
тинах 293 (рис. 1А, Б)., тоді як у її відсутності 
WIRE такої преципітації не спостерігалося (рис. 2). 
Ці результати вказують на те, що WIRE є важли-
вим для зв’язку між актином і SH3-доменами 
ITSN1 і ITSN2, що узгоджується з нашими попе-

редніми дослідженнями для CR16 та ITSN1 
(Kropyvko et al., 2017).  

 

Рис. 2. Перевірка взаємодії SH3-доменів ITSN1 (А) та ITSN2 
(Б) з ендогенним β-актином. КЛ — клітинний лізат. ВБ — 
вестерн блот 

Висновки 

Отримані результати демонструють, що ро-
дини інтерсектинів та верпролінів спільно прий-
мають участь в регуляції перебудов актинового 
цитоскелету, які необхідні для утворення інвадо-
подій, що в свою чергу може мати вплив на роз-
виток різних інвазивних видів раку. 
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THE INTERACTION OF VERPROLIN WIRE 
WITH THE ADAPTER PROTEINS 
FAMILY INTERSECTIN 

S. V. Kropyvko, A. V. Rynditch 
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Natl. Acad. Sci. of Ukraine, 
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Aim. WIRE is a scafold protein that regulates actin 

cytoskeleton rearrangements and the formation of actin 
enriched membrane processes responsible for invasion 
and migration. ITSN1 and ITSN2 are representatives of 
the family of intersectins who participate in the 
reorganization of the actin cytoskeleton, as well as in 
other processes, such as endo/enzocytosis, cellular 
signal transduction, etc. As these proteins participate in 
the same processes, we checked their interaction with 
each other. Methods. Protein-protein interactions were 
identified using the GST pull-down method. Results. We 

showed that the SH3 domains of ITSN1 and ITSN2 
interact with WIRE, and found that while WIRE is in a 
complex with endogenous actin. Conclusions. ITSN1 

and ITSN2 interact with WIRE, which is located in a 
complex with endogenous actin. 

Keywords: WIRE, ITSN1 and ITSN2, actin. 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВЕРПРОЛИНА WIRE
С СЕМЕЙСТВОМ АДАПТЕРНЫХ БЕЛКОВ
ИНТЕРСЕКТИНОВ
С. В. Кропивко, А. В. Рындич

Институт молекулярной биологии
и генетики НАН Украины,
Украина, 03143, г.
Киев, ул. Академика Заболотного, 150
e-mail: s.v.kropyvko@imbg.org.ua

Цель. WIRE — скафолдный белок, который регули-
рует  перестройки  актинового  цитоскелета  и  образо-
вание   актин   обогащённых   мембранных   выростов,
ответственных   за   инвазию   и   миграцию.   ITSN1   и
ITSN2    представители    семейства    интерсектинов,
которые   принимают   участие   как   в   реорганизации
актинового  цитоскелета,  так  и  в  других  процессах,
таких  как  эндо-/энзоцитоз,  передача  клеточного  сиг-
нала и др. Поскольку эти белки принимают участие в
одинаковых процессах, мы проверили их взаимодей-
ствие  между  собой. Методы.  Белок-белковые  взаи-

модействия  идентифицировали  при  помощи  метода
GST  Pull-down. Результаты. Мы показали, что SH3-

домены  ITSN1  и  ITSN2  взаимодействуют  с WIRE,  и
выявили что при этом WIRE находится в комплексе з
эндогенным  актином. Выводы.  ITSN1  и  ITSN2  взаи-
модействуют  с  WIRE,  который  находится  в  комплек-
се з эндогенным актином.

Ключевые слова: WIRE, ITSN1 и ITSN2, актин.


