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Мета. Скафолдний білок TKS4 є одним із 

ключових білків інвадоподій – спеціалізованих 

мембранних структур, які забезпечують інвазію 

та метастазування злоякісних клітин. TKS4 – 

білок-субстрат для тирозинової кінази SRC, 

який бере участь у формуванні вигинів мембра-

ни, впливає на продукцію клітиною активних 

форм кисню, взаємодіє з мембранними метало-

протеїназами, які спричиняють деградацію по-

заклітинного матриксу, але досі остаточно не 

з’ясована його роль в інвазивних структурах. 

Подальше вивчення молекулярних компонентів 

інвадоподій, а також специфічних взаємодій 

між ними дозволить краще зрозуміти механізми 

клітинної інвазії. Методи. Білок-білкові взає-

модії ідентифікували за допомогою in vitro пре-

ципітації білкових комплексів за допомогою 

GST-злитих білків та коімунопреципітації. Ре-

зультати. Ідентифіковані нові партнери TKS4 

– адаптерні білки ITSN1 і ITSN2. Визначено, що 

утворення комплексів між інтерсектинами та 

TKS4 забезпечують домени SH3A, SH3C та 

SH3E ITSN1 та ITSN2. Встановлено, що фосфо-

рилювання TKS4 за залишками тирозину не 

впливає на взаємодію з інтерсектинами. Виснов-

ки. Скафолдний білок TKS4 взаємодіє з адапте-

рними білками ITSN1 та ITSN2 in vitro. Утво-

рення білкового комплексу TKS4/ITSN1 підтве-

рджено in vivo в інвазивних клітинах лінії MDA-

MB-231. 

Ключові слова: TKS4, ITSN1, ITSN2, бі-

лок-білкові взаємодії. 

 

TKS4 – представник родини скафолдних 

білків TKS (TKS4 та TKS5), які є субстратами 

для тирозинової кінази SRC і важливі для фор-

мування інвадоподій та подосом [1–3]. Подосоми 

й інвадоподії – це спеціалізовані мембранні 

структури, що представлені в клітинах із фізіо-

логічною чи патологічною інвазивною поведін-

кою та локалізуються на вентральній поверхні 

клітини [4]. Вони забезпечують клітинно-

субстратну адгезію, викликають деградацію 

компонентів позаклітинного матриксу і таким 

чином забезпечують міграцію та інвазію клітин 

в навколишні тканини. Білки TKS4 та TKS5 

беруть участь у формуванні та функціонуванні 

інвадоподій, а їх нокдаун повністю блокує утво-

рення цих інвазивних структур [4]. 

TKS4 кодується геном SH3PXD2B (інші 

назви – FAD49, FTHS, HOFI, KIAA1295, TKS4, 

TSK4), розміщеним на 5 хромосомі людини. 

Найвищий рівень транскрипції гена спостеріга-

ється в зразках тканин та в клітинних лініях 

ембріонів, крім того, достатній для виявлення 

рівень транскрипції гена спостерігається в орга-

нах дорослих, а саме: в серці, селезінці, мозку, 

скелетних м’язах, нирках та печінці [3]. Скафо-

лдний білок TKS4 складається з одного PX-

домену та чотирьох SH3-доменів, а також має 

кілька пролін-збагачених послідовностей [1, 3]. 

Відомо, що кіназа SRC фосфорилює TKS4 за 25, 

373 та 508 залишками тирозину [3]. Фосфори-

лювання має значення для передачі клітинного 

сигналу та внутрішньоклітинної локалізації 

TKS4 [5]. Через SH3-домени TKS4 взаємодіє з 

більшістю своїх білків-партнерів, яких на сьо-

годні відомо дев’ять [6]. Подальший пошук пар-

тнерів TKS4 дозволить краще зрозуміти механі-

зми утворення інвадоподій. 

Процес формування інвадоподій та подо-

сом тісно пов’язаний із процесами ендо- та екзо-

цитозу. За допомогою ендоцитозу клітина регу-

лює склад її власної плазматичної мембрани у 

відповідь на зміни в навколишньому середови-

щі. Обидва представники родини інтерсектинів 

(ITSN), ITSN1 та ITSN2 беруть участь на різних 

етапах клатрин-опосередкованого ендоцитозу 

[7]. Окрім того, інтерсектини локалізуються в 

інвадоподіях та безпосередньо взаємодіють із 

ключовими компонентами цих структур – Cdc42, 

N-WASP та WIP [7, 8]. Отже, було вирішено 

перевірити взаємодію між TKS4 та білками ро-

дини інтерсектинів. 
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Матеріали і методи 

Плазмідні конструкції. У роботі були ви-

користані конструкції, які кодують  

GST-SH3(А-Е) ITSN1 та ITSN2, повнорозмірний 

ITSN1S-omni [8]. Конструкції, які кодують ди-

кий тип TKS4-flag та мутант за 25, 373 та 508 

залишками тирозину, що замінені на фенілала-

ніни TKS4(FFF)-flag, люб’язно надані Sara A. 

Courtneidge [3]. 

Експресія рекомбінантних GST-злитих бі-

лків у клітинах бактерій та приготування ліза-

тів. Рекомбінантні домени GST-SH3(А-Е) 

ITSN1 та ITSN2 були отримані з бактеріальних 

лізатів E. coli TOP10A, що були трансформовані 

відповідними конструкціями та індуковані за 

стандартним протоколом фірми «Amersham 

Biosciences».  

Антитіла. Моноклональні anti-flag-М2 та 

anti-omni D-8 (sc-7270) антитіла були придбані 

в компаніях «Sigma» та «Santa-Cruz 

Biotechnology» (США). Кон’юговані з перок-

сидазою хрону вторинні антитіла проти іму-

ноглобулінів миші були придбані в компанії 

«Promega» (США). 

Клітинні лінії та трансфекція. Клітини 

лінії MDA-MB-231 вирощували в модифікова-

ному Дульбекко середовищі Ігла (DMEM) з 

додаванням 10 % ембріональної сироватки 

теляти (FBS), 4,6 г/л глюкози, 10 мкг/мл пе-

ніциліну та 0.25 мкг/мл стрептоміцину за 

+37°С та вмісту 5 % СО2. Клітини були тимча-

сово трансфіковані за допомогою поліетилені-

міну (ПЕІ) виробництва «Sigma» (США), як 

зазначено в інструкції виробника, та культиву-

валися 24 год. 

GST pull-down та Вестерн-блот аналізи. 

Рекомбінантні GST-злиті SH3-домени були 

отримані з лізатів бактеріальних клітин 

Escherichia coli Top10A та афінно очищені за 

допомогою глутатіон-сефарози 4В (GE 

Healthcare) згідно з інструкцією виробника. Лі-

зати тимчасово 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 фенілме-

тилсульфонілфлуорид (PMSF) та коктейль інгі-

біторів протеаз («Roche»). Лізат еукаріотичних 

клітин центрифугували 10 хв за 12000 g за +4°C. 

Для преципітації використовували 5–10 мкг 

GST або GST-злитих доменів, які інкубували з 

30 мкл 50 % кульок глутатіон-сефарози 4В, по-

тім сорбент тричі промивали буфером для пре-

ципітації. До відмитої глутатіон-сефарози дода-

вали клітинний лізат та інкубували протягом 1 

год за +4°C. Сорбент інтенсивно промивали та 

кип’ятили десять хвилин у буфері Лемлі (500 

мМ Tris-HCl, 10 % гліцерин, 1,2 % ДСН, 

1,2 % β-меркаптоетанол, 0,1 % бромфеноло-

вий синій, pH6,8). Білки розділяли за допомо-

гою білкового електрофорезу в ДСН-ПААГ, 

після чого переносили на нітроцелюлозну мем-

брану («Bio-Rad»), блокуючи вільні від білків 

ділянки 5 % знежиреним молоком. Мембрану 

інкубували з первинними антитілами протягом 

1 год, після чого промивали та інкубували про-

тягом 40 хв із вторинними антитілами, 

кон’югованими з пероксидазою хрону. Імуноре-

активні ділянки детектували ECL (enhanced 

chemiluminescence) реагентом. Візуалізацію 

здійснювали на приладі Molecular Imager 

ChemiDoc™ XRS+ («Bio-Rad»). 

Імунопреципітація. Лізати культури еу-

каріотичних клітин розморожували за +4°С, 

центифугували 15 хв за 13000 об/хв. До ліза-

тів додавали 15 мкл 30 % суспензії поперед-

ньо відмитої A/G-агарози («Santa Cruz 

Biotechnology»), відповідні антитіла (2–

5 мкг) та інкубували 3 год за активного пере-

мішування за +4°С. Агарозу промивали тричі 

буфером для імунопреципітації, осаджували 

центрифугуванням 500 g протягом 3 хв. Елю-

цію білків проводили за допомогою буфера 

для нанесення Лемлі за +95°С протягом 

10 хв. Зразки зберігали за температури –

20°С. 

 

Результати та обговорення 

Результати преципітації з використанням 

GST-злитих білків показали, що TKS4 взаємо-

діє з білками родини інтерсектинів. Для аналізу 

взаємодії використовували рекомбінантні окре-

мі GST-злиті SH3-домени ITSN1 та ITSN2 або 

тандем із п’яти SH3(A-E)-доменів (SH3-бокс), з 

якими інкубували лізати клітин MDA-MB-231 

із надекспресованим TKS4, що містив flag-таг. 

У результаті експерименту було виявлено, що 

TKS4 взаємодіє з SH3A-, SH3С- та SH3Е-доме-

нами ITSN1 (рис. 1 А) та ITSN2 (рис. 1 Б). Вза-

ємодію TKS4 було показано як для широко 

розповсюдженої ізоформи SH3A-домена, так і 

для нейрон-специфічної ізоформи – SH3An, яка 

містить додаткові амінокислоти у результаті 

альтернативного сплайсингу 20 екзону 

(рис. 1 А). 

Існування білкового комплексу між TKS4 

та ITSN1 in vivo було підтверджено коімунопре-
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ципітацією з лізатів клітин лінії MDA-MB-231 з 

надексресованими TKS4-flag та ITSN1S-omni. 

За допомогою антитіл проти omni було преципі-

товано TKS4-flag (рис. 2). Мишачі імуноглобу-

ліни IgG було використано в якості негативного 

контролю. 

Відомо, що TKS4 підлягає фосфорилю-

ванню поширеним онкогеном – тирозин кіназою 

SRC. Кіназа SRC фосфорилює TKS4 за 25, 373 

та 508 залишками тирозину, фосфорилювання за 

цими залишками тирозинів важливе для утво-

рення інвадоподій [3]. Ми перевірили, чи впли-

ває відсутність фосфорилювання TKS4 за цими 

залишками тирозину на його взаємодію з ITSN1 

та ITSN2. Для цього провели преципітацію 

окремих GST-злитих SH3-доменів ITSN1 та 

ITSN2 з мутантною формою TKS4 за всіма 

трьома залишками тирозинів, які фосфорилю-

ються TKS4(FFF)-flag. Отримані результати 

свідчать, що TKS4(FFF), як і TKS4, взаємодіє з 

SH3A-, SH3С- та SH3Е-доменами ITSN1 та 

ITSN2 (рис. 3). Таким чином, фосфорилювання 

за залишками тирозину у складі TKS4 не впли-

ває на взаємодію з інтерсектинами. 

Виявлені взаємодії між TKS4 та інтерсек-

тинами, які важливі для процесів екзоцитозу та 

ендоцитозу, дозволяють припустити можливу 

участь TKS4 у транспортуванні везикул до 

місць утворення інвадоподій. 

 

 
Рис. 1. Вестерн-блот аналіз результатів преципітації SH3-доменів ITSN1 (А) та ITSN2 (Б) з надекспресо-

ваним TKS4-flag. ЗКЛ – загальний клітинний лізат, ВБ – Вестерн-блот. 

 

 

 
Рис. 2. Вестерн-блот аналіз білкового комплексу TKS4/ITSN1. Для коімунопреципітації було використано 

лізати лінії MDA-MB-231, що містили ITSN1-omni та TKS4-flag. ЗКЛ – загальний клітинний лізат, ВБ – Вес-

терн-блот, ІП – імунопреципітація. 
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Рис. 3. Вестерн-блот аналіз взаємодії SH3-доменів ITSN1 (А) та ITSN2 (Б) з надекспресованим 

TKS4(FFF)-flag. ЗКЛ – загальний клітинний лізат, ВБ – Вестерн-блот. 

 

 

Висновки 

Отже, у результаті проведеної роботи ви-

явлені нові взаємодії скафолдного білка TKS4 з 

родиною інтерсектинів (ITSN1 та ITSN2). Ви-

значено, що утворення комплексів між інтерсек-

тинами та TKS4 забезпечують домени SH3A, 

SH3C та SH3E ITSN1 і ITSN2. Доведено за до-

помогою мутанта TKS4(FFF), що фосфорилю-

вання за залишками тирозину у складі TKS4 не 

впливає на його взаємодію з ITSN1 та ITSN2. 
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INTERACTIONS OF INVADOPODIA SCAFFOLD PROTEIN TKS4 WITH INTERSECTIN FAMILY 

PROTEINS 

Aim. TKS4 is one of the key proteins of invadopodies, specialized membrane structures that provide invasiveness and 

metastatic potential of malignant cells. This protein is a substrate for the tyrosine kinase SRC, which is involved in the 

formation of the membrane bends, affects cellular production of active forms of oxygen, interacts with membrane 

metallоproteinases causing degradation of the extracellular matrix, but its role in invasive structures has not yet been 

fully understood. Further study of molecular components of invadopodies and their specific interactions provides better 

understanding of mechanisms of cellular invasion. Methods. Protein-protein interactions were identified by in vitro 

precipitation of protein complexes using GST-fused proteins and co-immunoprecipitation. Results. Adapter proteins 

ITSN1 and ITSN2 are new partners of TKS4. Interactions between intersectins and TKS4 are mediated by the SH3A, 

SH3C and SH3E domains of ITSN1 or ITSN2. TKS4 phosphorylation on tyrosine residues does not affect interactions 

between TKS4 and intersectins. Conclusions. In this study, we have showed that TKS4 interacts with endocytic adaptor 

proteins of the intersectin family, ITSN1 and ITSN2. We have also demonstrated that TKS4 and ITSN1 can form a 

complex in invasive MDA-MB-231 breast cancer cell line. 

Keywords: TKS4, ITSN1, ITSN2, protein-protein interactions. 


