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ВВЕДЕНИЕ
В эпителиальных клетках микрофиламенты (МФ, 
фибриллярный актин, или F-актин) вовлечены в ре-
гуляцию клеточных контактов, образование ламел-
лоподий и филоподий, модуляцию активности ион-
ных каналов и другие процессы [1, 2]. Актиновый 
цитоскелет прямо или опосредованно (при участии 
актинсвязывающих белков) связан с цитоплазмати-
ческими участками ионных каналов и регулирует их 
воротные свойства, встраивание, интернализацию 
и др. [3–11]. Показано прямое взаимодействие акти-
нового цитоскелета с эпителиальными натриевыми 

каналами (ENaC) [11–14], водными каналами аква-
порин 2 (AQP2) [15–17], каналами «муковисцидоза» 
(CFTR) [18–20] и др. Реорганизация актинового ци-
тоскелета влияет на активность ионных каналов [7, 
21–24]. Действие цитохалазина Д приводит к увели-
чению вероятности открытого состояния (P

o
) ENaC 

[10]. Предполагается, что именно короткие микро-
филаменты, а не глобулярный G-актин или длинные 
фибриллы F-актина, регулируют активность различ-
ных ионных каналов [5, 10, 25, 26].

Ионные каналы ENaC, относящиеся к суперсемей-
ству DEG/ENaC (дегенерины/эпителиальные натри-
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РЕФЕРАТ Эпителиальные натриевые каналы (ENaC) располагаются на апикальной мембране клеток раз-
личных эпителиев, в частности, в собирательных трубочках почки, где обеспечивают тонкую регуляцию ре-
абсорбции ионов натрия. Динамические перестройки актинового цитоскелета являются одним из основных 
механизмов регуляции активности ENaC. В этот процесс вовлечены актинсвязывающие белки кортактин 
и комплекс Arp2/3, которые уменьшают вероятность открытого состояния канала; однако до сих пор не-
известны конкретные звенья регуляции активности ENaC. Мы предположили, что одним из компонентов 
регуляции может быть адаптерный белок MIM (missing-in-metastasis), обладающий доменами связыва-
ния с PIP2-богатыми участками плазматической мембраны, микрофиламентами, GTP-азами Rac (домен 
IMD), а также кортактином (домен PRD) и G-актином (домен WH2). Вовлечение белка MIM в актин-за-
висимую регуляцию ENaC изучали с использованием метода локальной фиксации потенциала (patch-
clamp) в конфигурации whole-cell на модели временной трансфекции клеток линии CHO. Котрансфекция 
субъединиц ENaC с белком MIM или его мутантными формами привела к уменьшению плотности ENaC-
опосредованного тока. Временная трансфекция клеток разными формами белка MIM выявила важную 
роль доменов PRD и WH2 в индукции перестроек актинового цитоскелета. Результаты электрофизиоло-
гических исследований и окрашивание актинового цитоскелета дают основание предполагать, что белок 
MIM, вероятно, входит в состав мультибелкового комплекса, отвечающего за актин-зависимую регуляцию 
активности ENaC. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ENaC, MIM, кортактин, комплекс Arp2/3, актиновый цитоскелет.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ENaC – эпителиальный натриевый канал; mENaC – эпителиальный натриевый ка-
нал мыши; MIM (missing-in-metastasis) – адаптерный белок; mtss1 – ген, кодирующий белок MIM.
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евые каналы), экспрессируются в различных орга-
нах и тканях человека и животных (эпителии почки, 
легких, кишечника и др.) и обеспечивают направлен-
ный перенос ионов натрия от апикальной мембраны 
к базолатеральной. Отличительной чертой каналов 
суперсемейства DEG/ENaC является блокирование 
диуретиком амилоридом в наномолярной концен-
трации [27]. Согласно современным представлени-
ям, функциональный канал ENaC образован тремя 
субъединицами – α, β, γ в соотношении 1 : 1 : 1 [28, 
29]. В почке ENaC экспрессируется в эпителиальных 
клетках собирательных трубочек и опосредует ре-
гулируемую реабсорбцию ионов натрия, играя важ-
ную роль в поддержании водно-солевого гомеостаза 
и в регуляции давления крови [30, 31]. Обнаружена 
колокализация ENaC с актиновыми филаментами 
[14, 32] и актинсвязывающими белками (анкирин, 
спектрин и др. [33]). Показано взаимодействие ка-
нала с SH3-доменом α-спектрина за счет богатого 
пролином участка на С-конце α-субъединицы ENaC 
[25, 33, 34]. Существующая модель регуляции ENaC 
постоянно дополняется новыми данными – недавно 
было выявлено, что в доставке ENaC на апикальную 
мембрану клеток в собирательных трубочках поч-
ки участвует цитоскелетсвязывающий белок анки-
рин G [35]. Нами предложена модель, согласно ко-
торой кортактин (через комплекс Arp2/3) является 
связующим звеном между каналом и цитоскелетом 
клеток собирательных трубочек почки мыши [36]. 
Взаимодействие ENaC с цитоскелетом через адап-
терные белки играет важную функциональную роль 
в регуляции реабсорбции натрия в дистальном от-
деле нефрона. 

В 2002 году был открыт адаптерный белок MIM 
(missing-in-metastasis, отсутствующий при метаста-
зировании), продукт гена mtss1 (metastasis suppres-
sor 1, супрессор метастазирования). Этот актинсвя-
зывающий белок, как изначально предполагалось 
[37], значим при метастазировании некоторых видов 
злокачественных новообразований. MIM обнаружен 
как транскрипт, отсутствующий в клеточной линии 
метастатического рака молочной железы (клеточ-
ная линия SKBR3) и клеточных линиях метастати-
ческой аденокарциномы предстательной железы 
(LNCaP и PC3) [37–39]. Предполагалось, что MIM 
может функционировать как супрессор метастази-
рования [37], однако однозначного мнения на этот 
счет не сложилось [40, 41]. Обнаружено, что повы-
шение экспрессии MIM коррелирует с некоторыми 
видами злокачественной трансформации, напри-
мер при меланоме и плоскоклеточном раке головы 
и шеи [42, 43]. Повышение экспрессии MIM корре-
лирует с прогрессированием гепатокарциномы [44]. 
MIM включает в себя несколько важных доменов, 

которые, по всей видимости, играют ключевую роль 
во взаимодействии с другими белками (см. рис. 1). 
Так, N-концевой домен IMD (IRSp53-MIM homol-
ogy domain) связывает актиновые филаменты, обо-
гащенные PIP

2
-участки мембраны, малые GTP-азы 

Rac и участвует в димеризации белка. Домен SRD 
(serine rich domain) содержит сайты фосфорилиро-
вания по тирозину; домен PRD (proline rich domain) 
связывается с кортактином и тирозинфосфатазой 
дельта; С-концевой домен WH2 (WASP homology do-
main 2) связывает G-актин. Предположительно, MIM 
вовлечен в регуляцию актинового цитоскелета по-
средством двух независимых актинсвязывающих до-
менов: IMD и WH2 [37, 39]. Показана колокализация 
MIM с кортактином, и вероятное их взаимодействие 
с помощью пролин-богатого домена белка (PRD) MIM 
[45]. MIM участвует в перестройках цитоскелета [38, 
45, 46] – повышенная экспрессия MIM сопровожда-
ется формированием актин-богатых протрузий, на-
подобие раффлов и микрошипиков [47]. В клетках 
эпителия почки мыши MIM колокализуется с ком-
плексом Arp2/3, где он может опосредовать сборку 
актиновых филаментов [48, 49]. Функционально ак-
тивный белок собирается, по-видимому, в гомодиме-
ры, и важную роль в этом процессе играет домен IMD 
[50]. MIM экспрессируется в почке эмбрионов мыши 
в области ветвящихся собирательных трубочек, ту-
бул и гломерул [51]. Значительная экспрессия MIM 
обнаружена в кортикальном слое почек новорож-
денных мышей, слабая – в мозговой области. Мыши 
с нарушением гена mtss1 (MIM-/-) рождались здоро-
выми, но к 5 месяцу жизни почки примерно полови-
ны животных содержали большие и многочисленные 
кисты, проявляя признаки аутосомно-доминантной 
поликистозной болезни почек [51]. MIM модулирует 
взаимодействие между цитоскелетом и плазмати-
ческой мембраной, способствуя поддержанию кле-
точных контактов в эпителии почки [52]. Учитывая 

N C

IMD

SRD PRD

WH2
1 254

242 363 612 730

731 748

Рис. 1. Доменная структура белка MIM мыши (ген 
mtss1, UniProt Q8R1S4). Домен IMD cвязывает акти-
новые филаменты, PIP

2
-богатые участки мембраны, 

малые GTP-азы Rac, участвует в димеризации бел-
ка. Домен SRD содержит сайты фосфорилирования 
по тирозину. Домен PRD связывается с кортактином 
и тирозинфосфатазой дельта. Домен WH2 связывает 
G-актин
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важную роль белка MIM в функционировании клеток 
эпителия почки, возникает вопрос об участии данного 
белка в регуляции активности ENaC. Задачей нашей 
работы было изучение вовлечения белка MIM в ак-
тин-зависимую регуляцию ENaC и расширение мо-
дели регуляции ENaC актинсвязывающими белками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии
В работе использована клеточная линия CHO 
(Chinese Hamster Ovary cells) – иммортализованная 
клеточная линия, полученная на основе эпителиаль-
ных клеток яичников китайского хомяка (CHO-K1, 
Американская коллекция клеточных культур). 
Клетки культивировали в чашках Петри в среде 
DMEM, содержащей 10% сыворотки крови плодов 
коровы и 80 мкг/мл гентамицина.

Временная трансфекция
В работе использованы плазмиды, кодирующие: 
α-, β-, γ-субъединицы mENaC [36, 53] и различные 
формы белка MIM мыши (предоставлены докто-
ром Lappalainen и доктором Zhao [45, 49, 54]). MIM 
full – полноценный белок; MIM PH – химерный бе-
лок, в котором инактивированный домен IMD конъ-
югирован с доменом PH (pleckstrin homology – домен, 
гомологичный плекстрину) фосфолипазы C дельта 
1 (PLCD1), с нарушением способности димеризо-
ваться; MIM ∆PRD – белок с делецией домена PRD 
(∆617–727), не взаимодействует с кортактином; MIM 
∆WH2 – белок с делецией домена WH2 (∆746–759), 
не полимеризующий G-актин; MIM/IMD-L – плаз-
мида кодирует только длинный вариант сплайсинга 
отдельного домена IMD, который не способен вза-
имодействовать с GTP-азами Rac (остальная часть 
белка отсутствует). Все MIM-плазмиды кодируют бе-
лок мыши, они основаны на векторе pEGFP-N5. Вся 
информация по созданию плазмид приведена в ра-
нее опубликованных статьях [49, 54]. Перестройки 
актинового цитоскелета анализировали с использо-
ванием временной трансфекции клеток различны-
ми плазмидами, кодирующими белок MIM и его му-
тантные формы, контролем служила трансфекция 
GFP. Для электрофизиологических экспериментов 
клетки высевали на покровные стекла 4 × 4 мм так, 
чтобы в день трансфекции плотность монослоя со-
ставляла 50–60%. За 24 ч до экспериментов проводи-
ли временную трансфекцию α-, β-, γ-субъединицами 
mENaC (соотношение 1 : 1 : 1) вместе с различными 
формами белка MIM. Весовое соотношение плазмид-
ной ДНК: α-mENaC – 0.33 мкг, β-mENaC – 0.33 мкг, 
γ-mENaC – 0.33 мкг (суммарно 1 мкг плазмид, ко-
дирующих mENaC), GFP в контроле – 1 мкг, MIM 

(любой вариант имел GFP-метку) – 1 мкг. Суммарно 
на одну временную трансфекцию – 2 мкг плазмидной 
ДНК. Все эксперименты проводили на клетках линии 
СНО с использованием трансфицирующего реагента 
PolyFect (Qiagen). Маркером успешной трансфекции 
в контроле служила плазмида, кодирующая GFP.

Визуализация актинового цитоскелета 
фиксированных клеток
Фиксацию и окрашивание трансфицированных кле-
ток линии CHO проводили по стандартному про-
токолу [36]. Клетки высевали на покровные стекла 
(12 × 12 мм), на следующий день промывали PBS, 
фиксировали в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе 3.7% формальдегидом. Далее клетки пер-
форировали 0.1% Triton X-100 (5 мин, комнатная 
температура), инкубировали в 2-мкМ растворе 
родамина-фаллоидина в течение 15 мин при 37°С 
(Sigma-Aldrich). Ядра окрашивали красителем 
Hoechst-33342 (5 мкг/мл, инкубация 5 мин, комнатная 
температура) и закрепляли на предметном стекле 
при помощи среды Vectashield (Vector Laboratories). 
После добавления каждого реагента (предварительно 
растворены в PBS) следовала промывка раствором 
PBS. Визуализацию осуществляли с помощью кон-
фокального микроскопа Nikon A-1R, объектив ×100, 
цифровое увеличение. Использовали лазеры с дли-
нами волн возбуждения 405 нм (Hoechst-33342, мак-
симум эмиссии 461 нм), 488 нм (GFP, максимум эмис-
сии 509 нм) и 561 нм (родамин-фаллоидин, максимум 
эмиссии 565 нм). Анализ и обработку изображений 
проводили в программном обеспечении ImageJ.

Электрофизиология
Интегральные токи регистрировали с помощью ме-
тода локальной фиксации потенциала (patch-clamp) 
в конфигурации whole-cell. Для определения мак-
симального значения ENaC-опосредованного ин-
тегрального тока эксперименты проводили в ус-
ловиях постоянного протока жидкости в камере 
(shear-stress); для определения минимального зна-
чения в конце эксперимента ENaC-опосредованный 
интегральный ток блокировали добавлением ами-
лорида (10 мкМ). В работе использовали усилитель 
Axopatch 200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
США), связанный посредством АЦП-ЦАП Digidata 
1440A с компьютером с установленным программ-
ным обеспечением pClamp 10.2 (Molecular Devices). 
Во время проведения экспериментов использовали 
фильтр Бесселя 1 кГц. Записи токов получены в ус-
ловиях фиксации напряжения с использованием 
ранее апробированного протокола [36] (схема пода-
чи потенциала в эксперименте показана на рис. 3В): 
поддерживаемый потенциал +40 мВ, далее линей-
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ное уменьшение с +60 мВ до -100 мВ (рамп, продол-
жительность 500 мс). Активность ENaC определяли 
как значение плотности тока (ток, нормализованный 
на электрическую емкость клетки) при потенциале 
-80 мВ. Для анализа использовали клетки со значе-
нием электрической емкости в интервале 6÷10 пФ 
(электрическую емкость клетки компенсировали 
перед экспериментом). В качестве отрицательно-
го контроля использовали котрансфекцию α-, β-, 
γ-ENaC и плазмиды, кодирующей GFP (основана 
на векторе pEGFP), по весовому соотношению плаз-
мидной ДНК (1 мкг (α-, β-, γ-mENaC) и 1 мкг GFP). 
Внутриклеточный раствор (в мМ): 120 CsCl, 5 NaCl, 
5 EGTA, 2 MgCl

2
, 2 Mg-АТР, 40 HEPES/Tрис; pH 

7.4. Внеклеточный раствор (в мМ): 140 LiCl, 2 MgCl
2
, 

10 HEPES/Tрис, pH 7.4.
Статистическая обработка результатов
Все результаты представлены в виде среднее ± стан-
дартная ошибка среднего. Для анализа использова-
ли непарный тест Стьюдента, рассчитанный в про-
граммном обеспечении Microcal Origin 6.1 (Microcal 
Software). Различия с p < 0.05 считали статистически 
значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние различных мутантных форм белка MIM 
на структуру актинового цитоскелета 
Нами изучено влияние белка MIM (доменная струк-
тура представлена на рис. 1) на организацию актино-
вого цитоскелета и активность ENaC. Действие белка 
MIM и его мутантов на актиновый цитоскелет ана-
лизировали на фиксированных клетках линии CHO, 
окрашенных родамином-фаллоидином. Структура 
актинового цитоскелета в клетках, трансфициро-
ванных полноценным белком MIM (рис. 2, MIM full), 
изменялась по сравнению с контрольной трансфек-
цией GFP (рис. 2, GFP) – наблюдалось утолщение 
пучков актиновых филаментов в примембранной об-
ласти, индуцировалось образование выступов кле-
точной мембраны (микрошипиков). Трансфекция 
химерным белком (рис. 2, MIM PH) привела к схо-
жим изменениям структуры актинового цитоскелета, 
в то время как трансфекция белком с делецией про-
лин-богатого домена (не взаимодействующего с кор-
тактином; рис. 2, MIM ΔPRD) или белком с делецией 
домена WH2 (не способен полимеризовать G-актин; 
рис. 2, MIM ΔWH2) не вызвала подобных изменений. 
Трансфекция длинного варианта сплайсинга отдель-
ного домена IMD белка MIM (не способен взаимо-
действовать с GTP-азами Rac; рис. 2, MIM/IMD-L) 
приводила к неравномерному распределению ак-
тинового цитоскелета в сравнении с трансфекцией 
полноценным белком. Наши результаты согласу-

ются с данными, полученными на клеточной линии 
фибробластов 3T3 [38], где трансфекция MIM-GFP 
приводила к появлению аномальных червеобраз-
ных (worm-like) актиновых структур и уменьше-

GFP MIM full MIM PH

MIM ΔPRD MIM ΔWH2 MIM/IMD-L

Рис. 2. Организация актинового цитоскелета после 
трансфекции различными мутантными формами 
белка MIM. Изображения актинового цитоскелета, 
полученные с помощью конфокального микроскопа 
(представлены типичные микрофотографии из трех 
независимых экспериментов): фиксированные клетки 
линии CHO после временной трансфекции плазмида-
ми, кодирующими разные формы белка MIM (каждая 
плазмида построена на векторе pEGFP). GFP	–	кон-
трольная трансфекция; MIM full – полноценный белок; 
MIM PH – химерный белок, инактивированный домен 
IMD конъюгирован с доменом PH PLCD1, нарушена 
способность димеризоваться; MIM ∆PRD – белок 
с делецией домена PRD (∆617–727), не взаимодей-
ствует с кортактином; MIM ∆WH2 – белок с делецией 
домена WH2 (∆746–759), не полимеризует G-актин; 
MIM/IMD-L – длинный вариант сплайсинга отдельно-
го домена IMD (остальная часть белка отсутствует), 
не способен взаимодействовать с GTP-азами Rac. 
I – Канал эмиссии родамина-фаллоидина (красный). 
II – увеличенные изображения выбранных участков: 
сверху – флуоресценция родамина-фаллоидина, 
снизу – совмещенное изображение. III – совмещенное 
изображение эмиссии GFP (зеленый), родамина-фал-
лоидина (красный) и Hoechst-33342 (краситель нуклеи-
новых кислот, синий)
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нию стресс-фибрилл. Сходные перестройки акти-
нового цитоскелета наблюдали после трансфекции 
MIM/IMD-L (длинный вариант отдельного домена 
IMD) при изучении домена IMD в клетках линии 
U2OS [49]. Высказано предположение, что это проис-
ходит вследствие искривления плазматической мем-
браны. Таким образом, выявленные в нашем исследо-
вании перестройки актинового цитоскелета связаны 
с доменами PRD и WH2 белка MIM. В связи с тем, 
что своим пролин-богатым доменом PRD MIM вза-
имодействует с кортактином, можно предположить, 
что белок MIM модулирует кортактин-зависимую 
и Arp2/3-опосредованную полимеризацию актина 
[52], важную для реализации различных клеточных 
функций, в том числе для образования клеточных 
выростов [49]. 

Влияние белка MIM на опосредованный ENaC 
интегральный ток
Динамические перестройки актинового цитоскелета 
являются одним из механизмов регуляции актив-
ности ENaC [14, 32]. Согласно данным, полученным 
нами на клеточной линии эпителия почки мыши, 
в регуляцию ENaC вовлечены актинсвязывающие 
белки кортактин и комплекс Arp2/3 [36]. Экспрессия 
белка MIM обнаружена в отделе почки, где экспрес-
сируется ENaC, и установлена его колокализация 
с кортактином и белками, образующими комплекс 
Arp2/3 [45, 52]. В электрофизиологических экспе-
риментах получены следующие значения плотности 
интегрального ENaC-опосредованного тока (пА/пФ): 

в контроле – 271.2 ± 18.3, после котрансфекции 
с MIM full – 69.6 ± 11.9, с MIM PH – 48.9 ± 7.8, с MIM 
ΔPRD – 178.0 ± 19.3, с MIM ΔWH2 – 146.0 ± 19.4, 
с MIM/IMD-L – 82.7 ± 19.8. Суммарный график 
и примеры записей токов представлены на рис. 3А,Б. 
Как представлено на рис. 3А, ENaC-опосредованный 
ток был значительно ниже, когда субъединицы ка-
нала были трансфицированы совместно с MIM full. 
Кроме того, мы показали, что все протестированные 
нами мутанты значительно снижали активность ка-
нала по сравнению с контролем, в котором канал экс-
прессировался без белков MIM. Однако мутантные 
формы MIM (ΔPRD и ΔWH2) оказывали самое сла-
бое влияние на плотность интегрального тока. Таким 
образом, мы можем предположить, что белок MIM 
(вместе с актинсвязывающими белками кортактином 
и комплексом Arp2/3) вовлечен в актин-опосредо-
ванную регуляцию ENaC. На основании полученных 
данных выдвинута гипотеза (рис. 4), согласно кото-
рой многофункциональный адаптерный белок MIM 
участвует в цитоскелет-опосредованной регуляции 
ENaC.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Давление крови в организме прямо зависит от гоме-
остаза ионов натрия (Na+); контроль этого процесса 
осуществляют почки за счет реабсорбции Na+ и воды 
при помощи различных ионных каналов и транс-
портеров, в том числе эпителиальных натриевых 
каналов (ENaC), в альдостерон-чувствительном дис-
тальном отделе нефрона. Снижение вероятности от-

Рис. 3. Влияние различных мутант-
ных форм белка MIM на плотность 
интегрального амилорид-чувстви-
тельного натриевого тока. Клетки 
линии CHO котрансфицированы 
тремя субъединицами mENaC вме-
сте с GFP (контроль) либо mENaC 
вместе с различными формами 
белка MIM. А – суммирующая 
гистограмма плотностей тока, 
полученных в электрофизиологи-
ческих экспериментах с использо-
ванием метода локальной фикса-
ции потенциала в конфигурации 
whole-cell (n – число независимых 
экспериментов; * – p < 0.05). 
Б – записи типичных ENaC-
опосредованных интегральных 
токов (ENaC – амплитуда тока, А – 
добавление амилорида в концен-
трации 10 мкМ). В – схема подачи 
потенциала в эксперименте
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крытого состояния
 
ENaC, как показано ранее [36], 

может происходить вследствие кортактин-зависи-
мой и Arp2/3-опосредованной реорганизации акти-
нового цитоскелета, однако точный механизм регу-
ляции активности ENaC актиновым цитоскелетом 
и адаптерными белками до конца не изучен. Новым 
участником многокомпонентной модели регуляции 
ENaC, возможно, является адаптерный белок MIM. 
С использованием метода локальной фиксации по-

тенциала удалось определить, что MIM участвует 
в цитоскелет-опосредованной регуляции активности 
ENaC, и показать важную роль доменов PRD и WH2. 
Полученные изображения актинового цитоскелета 
подтверждают участие белка MIM в процессах ор-
ганизации актинового цитоскелета. Таким образом, 
активность ENaC регулируется перестройками ак-
тинового цитоскелета при участии сложноорганизо-
ванного мультибелкового комплекса, который может 
включать в себя помимо кортактина и комплекса 
Arp2/3 также MIM (рис. 4). Изучение тонкой регу-
ляции работы этого комплекса важно для понимания 
молекулярных механизмов, которые могут лежать 
в основе многих патофизиологических состояний. 
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Рис. 4. Предложенная схема актин-зависимой регуля-
ции ENaC с участием актинсвязывающих белков MIM, 
кортактина и белков, входящих в комплекс Arp2/3
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