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Гены shaggy и aPKC Drosophila melanogaster кодируют высококонсервативные протеинкиназы GSK3
(Glycogen Syntase Kinase 3) и aPKC (Protein Kinase C), играющие ключевую роль во многих клеточ-
ных процессах. Ранее мы продемонстрировали, что изменение экспрессии гена shaggy в нейронах
влияет на продолжительность жизни. В настоящей статье показано, что изменение экспрессии гена
aPKC в нейронах также влияет на продолжительность жизни. Изменение экспрессии двух протеин-
киназ во всех нейронах самцов и самок и в мотонейронах самцов приводило к изменению продол-
жительности жизни, свидетельствующему об отсутствии влияния aPKC на GSK3 и возможном ин-
гибирующем действии GSK3 на aPKC. В то же время изменение экспрессии двух протеинкиназ в
мотонейронах самок приводило к изменению продолжительности жизни, свидетельствующему о
существовании пока неясного механизма взаимодействия между этими белками. Выяснение меха-
низмов взаимодействия между aPKC, GSK3 и другими их партнерами позволит углубить и расши-
рить наши представления о причинах долголетия и способах продления жизни.
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В современной биологии старения одним из
наиболее активно развивающихся направлений
является поиск ключевых факторов, приводящих
к сокращению продолжительности жизни и со-
путствующих возрастным изменениям. Выявление
наиболее эволюционно консервативных тригге-
ров старения создает базу для поиска потенциаль-
ных способов влияния на этот процесс и для вы-
яснения общебиологических закономерностей,
лежащих в основе ограниченной продолжитель-
ности жизни. В широко цитируемой работе [1]
были сформулированы основные фундаменталь-
ные механизмы старения: увеличение уровня ге-
номной нестабильности, уменьшение протеостаза,
сокращение длины теломер, нарушение эпигенети-
ческой регуляции, появление сенесцентных и ис-
тощение стволовых клеток, нарушение работы
митохондрий, усиление окислительного стресса,
ослабление пищевого баланса и ряд других фак-
торов. Существуют ли среди многообразных ме-

ханизмов старения такие, которые инициируют
развитие остальных? В ряде работ в качестве та-
кого базового механизма рассматривается нару-
шение протеостаза, приводящее к накоплению
агрегированных белков, неспособных корректно
выполнять свою изначальную функцию, и ассо-
циированное с возрастными изменениями, сред-
ней продолжительностью жизни и широким
спектром патологий [2].

Одним из наиболее устойчивых к протеолити-
ческому стрессу типов клеток являются стволо-
вые клетки, в которых выявлен повышенный уро-
вень деградации белков с нарушенной структурой
[3, 4]. Предполагается, что контроль протеостаза
связан сзависимым от возраста распределением
нарушенных белков между материнскими и до-
черними клетками в процессе асимметричного
деления стволовых клеток. Так, в старых стволо-
вых клетках нервной ткани млекопитающих
асимметрия в распределении поврежденных бел-

УДК 575.162+577.24

ОБЩАЯ
ГЕНЕТИКА



ГЕНЕТИКА  том 59  № 1  2023

ВЛИЯНИЕ ГЕНА aPKC, КОДИРУЮЩЕГО АТИПИЧНУЮ ПРОТЕИНКИНАЗУ C 27

ков нарушается, в результате чего в дочерней
клетке количество поврежденных белков увели-
чивается, нарушая ее функциональность [5].

Белки, контролирующие асимметричность
клеточного деления, высоко консервативны, по-
этому разумным является исследование взаимо-
связи между молекулярными механизмами, регу-
лирующими асимметричное деление клеток
нервной системы и процесс старения, на модель-
ных организмах с достаточно короткой продолжи-
тельностью жизни. К настоящему моменту одной
из наиболее изученных моделей асимметричного
деления является деление нейробластов плодо-
вой мушки Drosophila melanogaster [6]. В процессе
этого деления ось полярности определяется фор-
мированием и активностью комплекса, состоя-
щего из атипичной протеинкиназы С (aPKC), а
также белков Partitioning – defective 6 (Par-6) и Ba-
zooka (Baz, гомолог Par-3 млекопитающих) [7]. В
связи с изучением старения особый интерес
представляет aPKC, поскольку у человека проде-
монстрировано изменение уровня ее экспрессии,
ассоциированное с возрастом и развитием болез-
ни Альцгеймера [8]. Такая ассоциация может
быть обусловлена взаимодействием aPKC с про-
теинкиназой GSK3 [9]. Известно, что GSK3
участвует в работе различных метаболических пу-
тей, связанных с контролем продолжительности
жизни и целого спектра патологий, среди кото-
рых особенно выделяются нарушения работы
нервной системы [10, 11].

Ранее мы выяснили, что сильное или умерен-
ное увеличение либо уменьшение экспрессии гена
shaggy (sgg), кодирующего протеинкиназу GSK3,
во всех нейронах уменьшает продолжительность
жизни дрозофилы. В то же время нарушение экс-
прессии sgg в различных нейронах может приво-
дить как к уменьшению, так и к увеличению про-
должительности жизни в зависимости от направ-
ления и степени изменения экспрессии, типа
нейронов и пола особей [12–14]. В настоящей
статье мы показали, что уменьшение экспрессии
гена aPKC, кодирующего протеинкиназу aPKC, в
нервной системе также повлияло на продолжи-
тельность жизни дрозофилы. Изменение экс-
прессии двух протеинкиназ во всех нейронах сам-
цов и самок и в мотонейронах самцов приводило
к изменению продолжительности жизни, свиде-
тельствующему об отсутствии влияния aPKC на
GSK3 и возможном ингибирующем действии
GSK3 на aPKC. В то же время изменение экспрес-
сии двух протеинкиназ в мотонейронах самок
приводило к изменению продолжительности жиз-
ни, свидетельствующему о существовании слож-
ного и пока неясного механизма взаимодействия
между исследуемыми протеинкиназами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Линии дрозофилы

Линии y[1]sc[*]v[1]; P{y[+t7.7]v[+t1.8]=
=TRiP.HMC06305}attP40 (трансген aPKC_НД1) и
y[1]sc[*]v[1]; P{y[+t7.7]v[+t1.8]=TRiP.HMS01689}attP40
(трансген aPKC_НД2) с трансгенами, локализо-
ванными во второй хромосоме, использовали для
нокдауна гена aPKC, приводящего к уменьшению
уровня экспрессии aPKC. Исходную линию без
трансгенов y[1]v[1]; P{y[+t7.7]=CaryP}attP40 (кон-
троль_aPKC) использовали в качестве контроль-
ной в отношении нокдауна гена aPKC (http://fly-
stocks.bio.indiana.edu/Browse/TRiPtb.htm).

Линию w[1118]; P{w[+mC]=UAS-sgg.B}MB5 (транс-
ген sggRB) с трансгеном, локализованным в третьей
хромосоме и кодирующим основной транскрипт
гена sgg, RB [15], использовали для сверхэкспрессии
гена sgg и увеличения уровня экспрессии GSK3. Ис-
ходную линию w[1118] (контроль_sgg) без трансге-
на использовали в качестве контрольной в отно-
шении сверхэкспрессии гена sgg [15].

Линии P{w+mW.hs=GawB}elavC155w[1118];
P{w+mC=UAS-Dcr-2.D}2 (драйвер Д1) и w*;
P{GawB}D42 (драйвер Д2) использовали для ин-
дукции экспрессии трансгенов во всех нейронах
и в мотонейронах соответственно.

Измерение продолжительности жизни
Девственных самцов и самок каждого геноти-

па собирали в течение дня и помещали в пробир-
ки с питательной средой (манная крупа, изюм,
сахар, дрожжи, агар-агар, нипагин, пропионовая
кислота), по пять мух каждого пола отдельно. Ко-
личество мертвых мух в пробирках регистрирова-
ли ежедневно; живых мух переносили на свежий
корм раз в неделю; все культуры вели при 25°C.
Выборка составила 50 особей на генотип/пол;
опыты были повторены дважды. Для оценки по-
лученных данных использовали стандартный ста-
тистический анализ продолжительности жизни
[16, 17]. Для оценки статистической значимости
различий между кривыми выживания использо-
вали критерий Манна–Уитни.

Иммуногистохимический анализ
Личинок третьей стадии препарировали в на-

трий-фосфатном буфере (PBS) и фиксировали в
4%-ном параформальдегиде (Sigma-Aldrich) при
комнатной температуре в течение 20 мин. Для
иммуноокрашивания препараты помещали в
блокирующий буфер (BlockPRO, Visual Protein
Biotechnology Corporation) на один час при ком-
натной температуре, инкубировали с первичными
антителами в течение ночи при 4°С, с вторичными
антителами в течение двух часов и помещали в сре-
ду для иммунофлуоресценции (VectaShield, Vector
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Labs). После каждой стадии обработки препараты
промывали в фосфатном буфере (3 × 15 мин). Были
использованы первичные антитела против Bruchpi-
lot (DSHB), белка, специфического для зон актив-
ных синаптических контактов [18], и пероксидазы
хрена (Jackson ImmunoResearch), белка, широко ис-
пользуемого в качестве маркера пресинаптиче-
ских мембран [19]. Нейромышечные связки были
проанализированы в четвертой мышце третьего и
четвертого сегментов брюшной полости пяти–
семи личинок на генотип/пол с помощью конфо-
кального лазерного сканирующего микроскопа
(Zeiss LSM 900) и программ ImageJ (http://rsb.in-
fo.nih.gov/ij/index.html) и LSM Image Browser (Zeiss).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для анализа взаимодействия между генами aPKC

и sgg, используя стандартные скрещивания с хро-
мосомами-балансерами, мы получили линии, в
геноме которых присутствовали первая хромосо-
ма w[1118]; вторая хромосома с одним из трансге-
нов, уменьшающих уровень экспрессии протеин-
киназы aPKC; и третья хромосома с трансгеном,
увеличивающим уровень экспрессии протеинкина-
зы GSK3, а также соответствующие контрольные
линии. Линии были названы контроль_aPKC+
+контроль_sgg, aPKC_НД1+контроль_sgg,
aPKC_НД2+контроль_sgg; aPKC_НД1+sggRB,
aPKC_НД2+sggRB в соответствии с обозначени-
ем трансгенов (см. раздел “Материалы и мето-
ды”). Во всех линиях подтвердили отсутствие
Wolbachia, симбионта дрозофилы, способного
повлиять на ее продолжительность жизни [20].

Для индукции экспрессии трансгенов во всех
нейронах или в мотонейронах самцов каждой из
полученных линий скрещивали с самками соот-
ветствующей линии-драйвера. У самцов и самок
всех генотипов была охарактеризована продол-
жительность жизни. Результаты двух повторных
опытов хорошо совпали между собой (табл. 1),
несмотря на небольшой объем каждого опыта,
что, видимо, объясняется сильно выраженным
влиянием уровня экспрессии aPKC и GSK3 на
исследуемый признак. Это позволило нам огра-
ничиться двумя повторностями и объединить их
для представления результатов.

Уменьшение количества aPKC во всех нейро-
нах снизило продолжительность жизни как сам-
цов, так и самок (среднюю продолжительность
жизни – на 68 и 35% в случае aPKC_НД1 и на 54 и
13% в случае aPKC_НД2; табл. 1, рис. 1). Этот эф-
фект существенно усилился в том случае, когда
уменьшение количества aPKC во всех нейронах
происходило на фоне увеличении количества
GSK3. Среди самцов с одним из вариантов нок-
дауна гена aPKC и сверхэкспрессией гена sgg вы-
жило всего несколько особей, продолжитель-
ность их жизни не превышала двух дней; кривая

выживания для этого случая не представлена
(табл. 1, рис. 1,а). Самцы с другим вариантом
нокдауна гена aPKC и сверхэкспрессией гена sgg
выживали лучше, но средняя продолжительность
их жизни не превышала трех дней (табл. 1, рис. 1,б).
Средняя продолжительность жизни самок в обо-
их случаях также была крайне низкой (4 ± 0.2 дня;
табл. 1, рис. 1,б, 1,г). Было показано, что GSK3
способна фосфорилировать aPKC и таким обра-
зом ингибировать ее [9]. Если это так, то у мух с нок-
дауном гена aPKC на фоне увеличения экспрессии
GSK3 должно было наблюдаться дальнейшее
уменьшение экспрессии aPKC и дальнейшее сни-
жение продолжительности жизни. Именно такой
эффект мы наблюдали в наших экспериментах,
что позволяет говорить о возможном ингибирую-
щем действии GSK3 на aPKC в нейронах в ходе
контроля продолжительности жизни. В то же время
дальнейшее снижение продолжительности жизни
могло быть и следствием независимого, аддитивно-
го влияния уменьшения активности aPKC и увели-
чения активности GSK3 в нейронах.

Действительно, в ранее проведенном исследо-
вании мы показали, что само по себе увеличение
экспрессии гена sgg, кодирующего GSK3, во всех
нейронах также приводило к очень существенно-
му снижению средней продолжительности жизни
самцов и самок, до 3 ± 0.1 и 7 ± 0.4 дней соответ-
ственно [13]. Средняя продолжительность жизни
самцов и самок с увеличенной экспрессией GSK3
во всех нейронах составила 4 и 9% от средней
продолжительности жизни соответствующего
контроля [13]. Результаты же, представленные в
настоящей статье, показали, что средняя продол-
жительность жизни самцов и самок с увеличен-
ной экспрессией GSK3 на фоне уменьшенной
экспрессии aPKC во всех нейронах составила в
среднем 12 и 8% от средней продолжительности
жизни соответствующего контроля. Известно,
что aPKC может фоcфорилировать и тем самым
ингибировать GSK3 [21]. В таком случае в наших
опытах у мух с увеличенной экспрессией GSK3 на
фоне нокдауна гена aPKC должно было наблю-
даться еще большее увеличение экспрессии
GSK3, а следовательно еще большее снижение
продолжительности жизни. Однако ни у самцов,
ни у самок такого не наблюдалось, влияние уве-
личения экспрессии GSK3 на продолжительно-
сти жизни было сходным в отсутствие и в присут-
ствии нокдауна гена aPKC. Тем не менее, по-
скольку продолжительность жизни была очень
низкой у мух всех генотипов с увеличенной экс-
прессией GSK3, сделать надежное заключение о
взаимодействии генов aPKC и GSK3 на основании
полученных данных было трудно.

Чтобы преодолеть возникшее затруднение, мы
использовали два подхода. Первый подход за-
ключался в том, чтобы оценить влияние увели-
ченной экспрессии GSK3 на фоне нокдауна aPKC
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Таблица 1. Параметры, характеризующие продолжительность жизни самцов и самок с нокдауном гена aPKC

Тип клеток
(драйвер) Линии с трансгенами Пол Вариант 

опыта N

Средняя 
продолжительность 

жизни (ошибка 
средней), дни

Достоверность 
отличия

от контрольного 
генотипа, тест 

Манна–Уитни*

Все нейроны 
(Д1)

Контроль_aPKC+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 50 (2.4)

Опыт 2 50 61 (2.6)

Сумма 100 56 (1.9)

♀ Опыт 1 50 79 (2.6)

Опыт 2 50 77 (2.2)

Сумма 100 78 (1.7)

aPKC_НД1+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 17 (1.9) <0.0001

Опыт 2 50 19 (1.3) <0.0001

Сумма 100 18 (1.1) <0.0001

♀ Опыт 1 50 53 (2.3) <0.0001

Опыт 2 50 50 (1.8) <0.0001

Сумма 100 51 (1.5) <0.0001

aPKC_НД1+sggRB ♂ Опыт 1 1 2 –

Опыт 2 2 2 –

Сумма 3 2 0.0032

♀ Опыт 1 50 4 (2.4) <0.0001

Опыт 2 50 3 (1.4) <0.0001

Сумма 100 4 (1.2) <0.0001

aPKC_НД2+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 34 (2.6) <0.0001

Опыт 2 50 18 (1.8) <0.0001

Сумма 100 26 (1.8) <0.0001

♀ Опыт 1 50 70 (2.6) 0.0038

Опыт 2 50 66 (3.0) 0.0165

Сумма 100 68 (1.9) 0.0003

aPKC_НД2+sggRB ♂ Опыт 1 50 3 (0.2) <0.0001

Опыт 2 50 2 (0.1) <0.0001

Сумма 100 3 (0.1) <0.0001

♀ Опыт 1 50 4 (0.4) <0.0001

Опыт 2 50 4 (0.4) <0.0001

Сумма 100 4 (0.3) <0.0001



30

ГЕНЕТИКА  том 59  № 1  2023

ТРОСТНИКОВ и др.

* Продолжительность жизни сравнивали у гибридов от скрещивания между линиями-драйверами Д1 или Д2 и следующими
линиями с трансгенами: контроль_aPKC+контроль_sgg и aPKC_НД1+контроль_sgg; aPKC_НД1+контроль_sgg и
aPKC_НД1+sggRB; контроль_aPKC+контроль_sgg и aPKC_НД2+контроль_sgg; aPKC_НД2+контроль_sgg и
aPKC_НД2+sggRB. Описание генотипов см. разделы “Материалы и методы” и “Результаты”.

Мотоней-
роны (Д2)

Контроль_aPKC+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 73 (2.5)

Опыт 2 50 57 (2.6)

Сумма 100 65 (1.9)

♀ Опыт 1 50 76 (2.9)

Опыт 2 50 85 (1.9)

Сумма 100 81 (1.8)

aPKC_НД1+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 57 (1.7) <0.0001

Опыт 2 50 47 (2.4) <0.0001

Сумма 100 52 (1.6) <0.0001

♀ Опыт 1 50 70 (2.6) 0.0331

Опыт 2 50 77 (2.5) 0.0059

Сумма 100 74 (1.8) 0.0005

aPKC_НД1+sggRB ♂ Опыт 1 50 25 (1.3) <0.0001

Опыт 2 50 27 (1.3) <0.0001

Сумма 100 26 (0.9) <0.0001

♀ Опыт 1 50 60 (1.6) 0.0004

Опыт 2 50 66 (1.9) 0.0006

Сумма 100 63 (1.3) <0.0001

aPKC_НД2+контроль_sgg ♂ Опыт 1 50 54 (3.4) <0.0001

Опыт 2 50 35 (2.4) <0.0001

Сумма 100 45 (2.3) <0.0001

♀ Опыт 1 50 68 (1.9) 0.0014

Опыт 2 50 73 (2.6) <0.0001

Сумма 100 70 (1.6) <0.0001

aPKC_НД2+sggRB ♂ Опыт 1 50 32 (2.1) <0.0001

Опыт 2 50 22 (1.9) 0.0006

Сумма 100 27 (1.5) <0.0001

♀ Опыт 1 50 63 (1.8) 0.0388

Опыт 2 50 66 (2.8) 0.0827

Сумма 100 64 (1.7) 0.0093

Тип клеток
(драйвер) Линии с трансгенами Пол Вариант 

опыта N

Средняя 
продолжительность 

жизни (ошибка 
средней), дни

Достоверность 
отличия

от контрольного 
генотипа, тест 

Манна–Уитни*

Таблица 1. Окончание
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во всех нейронах не на продолжительность жизни, а
на свойства нервной системы, поскольку ранее мы
показали, что при увеличении уровня экспрессии
GSK3 во всех нейронах эти признаки меняются со-
гласованно [13].

Известно, что GSK3 и aPKC влияют на различ-
ные свойства нейронов [19, 22–24]. В частности,
ранее мы показали, что увеличение уровня экс-
прессии GSK3 во всех нейронах приводит к до-
стоверному уменьшению количества зон актив-

ных синаптических контактов в нейромышечных
связках самок [13]. Синаптическая активность
является одним из интегральных показателей ра-
боты нервной системы, а нейромышечные связки
личинок дрозофилы часто используются в каче-
стве модельной системы для изучения функции
синапсов [25]. Поэтому чтобы оценить, как взаи-
модействуют GSK3 и aPKC в процессе контроля
свойств нервной системы, мы измерили количество
зон активных синаптических контактов у самок,

Рис. 1. Влияние нокдауна гена aPKC, вызванного трансгенами во всех нейронах, на продолжительность жизни самцов
(а, б) и самок (в, г). Продолжительность жизни сравнивали у гибридов от скрещивания между линиями-драйверами
Д1 или Д2 и линиями с трансгенами. Описание генотипов см. разделы “Материалы и методы” и “Результаты”.
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полученных от скрещивания между самцами линий
aPKC_НД1+контроль_sgg или aPKC_НД1+sggRB
и самками линии-драйвера, индуцирующего экс-
прессию трансгенов во всех нейронах. Как и при
изучении продолжительности жизни, получен-
ные результаты о влиянии GSK3 на активность
синапсов в присутствии нокдауна гена aPKC были
сопоставлены с ранее полученными данными о та-
ком влиянии в отсутствие нокдауна гена aPKC [13].

Увеличение экспрессии гена sgg, кодирующего
GSK3, во всех нейронах приводило к достоверно-
му снижению количества зон активных синапти-
ческих контактов у самок, со 158 ± 4.2 до 89 ± 3.0
[13]. Количество зон активных синаптических
контактов у самок с увеличенной экспрессией
GSK3 во всех нейронах составило, таким обра-
зом, 58% от контрольного. Количество зон актив-
ных синаптических контактов у самок с увели-
ченной экспрессией GSK3 на фоне уменьшенной
экспрессии aPKC во всех нейронах также снижа-
лось со 117 ± 9 до 66 ± 11 (рис. 2) и составило 55%
от контрольного. Если aPKC является ингибито-
ром GSK3 [21], то в наших опытах у особей с уве-
личенной экспрессией GSK3 на фоне нокдауна
гена aPKC должно было наблюдаться еще боль-
шее увеличение активности GSK3, а следователь-
но еще большее снижение активности синапсов.
Однако этого не произошло, и у самок с увели-
ченной экспрессией GSK3 во всех нейронах ак-
тивность синапсов уменьшилась одинаково в от-
сутствие и в присутствии нокдауна гена aPKC.
Этот результат хорошо соответствует описанному
выше характеру влияния увеличенной экспрес-
сии GSK3 в отсутствие и в присутствии нокдауна
гена aPKC на продолжительность жизни. Таким
образом, исследование взаимодействия aPKC и
GSK3 в нейронах указывает на то, что aPKC не
влияет на эффекты GSK3 в отношении активно-
сти синапсов и продолжительности жизни. Полу-
ченные результаты нельзя также объяснить адди-
тивным действием измененной экспрессии двух
протеинкиназ.

Второй подход заключался в том, что мы инду-
цировали экспрессию трансгенов в мотонейронах,
поскольку ранее было показано, что увеличение
экспрессии гена sgg в этих клетках снижает про-
должительность жизни, но не так сильно, как уве-
личение экспрессии гена sgg во всех нейронах [13].
Оказалось, что уменьшение количества aPKC в мо-
тонейронах снизило продолжительность жизни
как самцов, так и самок, но менее значительно,
чем в случае уменьшения количества aPKC во
всех нейронах (на 20 и 9% в случае aPKC_НД1 и
на 31 и 14% в случае aPKC_НД2; табл. 1, рис. 3).
Этот эффект усилился в том случае, когда умень-
шение количества aPKC в мотонейронах проис-
ходило на фоне увеличения количества GSK3
(табл. 1, рис. 3). Увеличение экспрессии GSK3 в
мотонейронах само по себе также приводило к

снижению средней продолжительности жизни
самцов и самок [13]. Учитывая эти факты, можно
заключить, что закономерности влияния нокдауна
aPKC на продолжительность жизни в отсутствие
и в присутствии изменений в уровне экспрессии
GSK3 в мотонейронах и во всех нейронах совпали.

Таким образом, изменение продолжительно-
сти жизни, вызванное нарушением экспрессии
исследуемых протеинкиназ и во всех нейронах, и
отдельно в мотонейронах, соответствовало как
гипотезе обингибирующем действии GSK3 на aPKC,
так и гипотезе об их независимом, аддитивном
влиянии на исследуемый признак. Влияние
GSK3 на aPKC и совместное действие двух проте-
инкиназ на продолжительность жизни было оди-
наковым у самцов и самок.

Средняя продолжительность жизни самцов и
самок с увеличенной экспрессией GSK3 в мото-
нейронах составила 65 и 75% от средней продол-
жительности жизни соответствующего контроля
[13]; средняя же продолжительность жизни сам-
цов и самок с увеличенной экспрессией GSK3 на
фоне уменьшенной экспрессии aPKC в мотоней-
ронах составила 55 и 88% от средней продолжи-
тельности жизни соответствующего контроля.
Таким образом, увеличение экспрессии GSK3 на
фоне нокдауна гена aPKC в мотонейронах самцов
привело к усилению отрицательного влияния на
продолжительность жизни. Этот результат соот-
ветствует как гипотезе о том, что aPKC является
ингибитором GSK3, так и гипотезе об аддитивно-
сти эффектов двух протеинкиназ. У самок со сни-
женной экспрессией aPKC в мотонейронах на-
блюдалось определенное смягчение отрицатель-
ного влияния увеличенной экспрессии GSK3 на
продолжительность жизни. Такой результат не-
возможно объяснить независимым, аддитивным
действием двух исследуемых протеинкиназ. Сле-
довательно, можно говорить о том, что влияние
уровня экспрессии GSK3 в мотонейронах на про-
должительность жизни самок зависит от aPKC.
Однако такой результат предполагает существо-
вание какого-то сложного, возможно непрямого
взаимодействия между двумя белками.

Обобщая полученные результаты, можно ска-
зать, что изменение продолжительности жизни,
вызванное нарушением экспрессии исследуемых
протеинкиназ во всех нейронах самцов и самок и
отдельно в мотонейронах самцов, с наибольшей
вероятностью соответствовало гипотезе об инги-
бирующем действии GSK3 на aPKC и отсутствии
влияния aPKC на GSK3. В то же время характер
изменения продолжительности жизни, возника-
ющего в результате измененной экспрессии
aPKC и GSK3 в мотонейронах самок, предпола-
гает существование пока неизвестных механиз-
мов взаимодействия между исследуемыми проте-
инкиназами.
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Рис. 2. Влияние нокдауна гена aPKC во всех нейронах на активность синапсов у самок. Число зон активных синапти-
ческих контактов сравнивали у гибридов от скрещивания между линией-драйвером Д1 и линиями с трансгенами.
Описание генотипов см. разделы “Материалы и методы” и “Результаты”. Препарат нейромышечных связок личинок
окрашивали антителами к пероксидазе хрена, маркеру пресинаптических мембран, и белку Bruchpilot, специфичному
для зон активных синаптических контактов, белые точки (а). Достоверность отличия от контрольного генотипа,
t-тест: P < 0.001 (б).
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ОБСУЖДЕНИЕ

В ранее проведенных пилотных эксперимен-
тах мы показали, что снижение уровня экспрес-
сии гена aPKC в мотонейронах приводит к умень-
шению продолжительности жизни самцов [14]. В
настоящей статье представлены результаты более
детального изучения роли нейрональной экспрес-
сии aPKC в контроле продолжительности жизни,
которые подтвердили и существенно расширили

имевшиеся данные. Как и ожидалось, уменьше-
ние экспрессии aPKC во всех нейронах оказало
большее влияние на продолжительность жизни,
чем уменьшение экспрессии протеинкиназы в
мотонейронах. И в том, и в другом случае степень
уменьшения продолжительности жизни зависела
от пола – у самцов эффект был более сильным,
чем у самок. Зависимость эффекта от пола не раз
была отмечена в наших работах, в том числе при
изменении уровня экспрессии GSK3 [13, 14], и в

Рис. 3. Влияние нокдауна гена aPKC в мотонейронах на продолжительность жизни самцов (а, б) и самок (в, г). Про-
должительность жизни сравнивали у гибридов от скрещивания между линиями-драйверами Д1 или Д2 и линиями с
трансгенами. Описание генотипов см. разделы “Материалы и методы” и “Результаты”. 
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работах других ученых [26], однако причины та-
кого диморфизма пока остаются неясными.

В настоящей работе были использованы две
разные линии дрозофилы, вызывающие нокдаун
гена aPKC в результате РНК-интерференции. На
качественном уровне влияние нокдауна aPKC,
вызванного трансгенами, находящимися в разных
линиях, на продолжительность жизни оказалось
одинаковым. Это важно, поскольку сделанные в
работе выводы основаны на двух независимых ва-
риантах опытов. Однако на количественном уров-
не эффекты двух разных трансгенов различались.
Такие отличия могут быть связаны с тем, что
трансгены влияют на разные транскрипты гена
aPKC: aPKC_НД1 – на все 12 аннотированных тран-
скриптов (https://flybase.org/reports/FBal0323907.ht-
ml), а aPKC_НД2 – только на транскрипты RG и
RJ (https://flybase.org/reports/FBal0278807.html).
Эта характеристика трансгенов хорошо соответ-
ствует тому факту, что индукция aPKC_НД1 во
всех нейронах снизила продолжительность жиз-
ни сильнее, чем индукция aPKC_НД2. Однако
индукция aPKC_НД1 в мотонейронах вызвала
меньший эффект, чем индукция aPKC_НД2.
Этот факт можно объяснить, если предположить,
что в мотонейронах наиболее важна экспрессия
именно RG и/или RJ, а aPKC_НД2 нарушает ее
сильнее, чем aPKC_НД1, поскольку малые ин-
терферирующие РНК в первом случае расходуют-
ся только на эти два транскрипта, а во втором – на
все 12. Конечно, это объяснение является меха-
нистическим и нуждается в экспериментальной
проверке. В целом о функциях разных тран-
скриптов гена aPKC у дрозофилы практически
ничего не известно, и для выяснения роли каждо-
го из них нужны дальнейшие исследования.

Наиболее интересным нам представлялся во-
прос о том, взаимодействуют ли между собой ге-
ны/белки aPKC/aPKC и sgg/GSK3 в ходе контро-
ля продолжительности жизни. Роль sgg/GSK3 в
контроле продолжительности жизни была по-
дробно исследована нами ранее [12–14]. Взаимо-
действие между aPKC и GSK3 также было экспе-
риментально продемонстрировано в ряде работ.
Так, было убедительно показано, что у дрозофи-
лы GSK3 способна фосфорилировать aPKC, что
может приводить к ее протеасомной деградации
и, таким образом, ингибированию в ходе асим-
метричного деления эмбриональных нейробла-
стов [9] и клеток эмбрионального эпителия [27].
Мы предположили, что такое же взаимодействие
между двумя протеинкиназами может играть роль
и в контроле продолжительности жизни, участие
в котором каждой из них мы уже показали. Дей-
ствительно, генетические эксперименты, описан-
ные в настоящей статье, указывают на ингибирую-

щее действие GSK3 на aPKC и в этом случае. В ходе
контроля асимметричного деления клеток и кле-
точной полярности GSK3 взаимодействует с
aPKC, находящейся в комплексе Par6–Baz–aPKC.
Связано ли совместное влияние GSK3 и aPKC на
продолжительность жизни с этим комплексом
остается пока неясным.

В ряде опубликованных работ можно найти ука-
зания на то, что aPKC, в свою очередь, также спо-
собна фосфорилировать аминокислотные остатки,
определяющие уровень активности GSK3, и таким
образом ингибировать ее [21]. Кроме того, оказа-
лось, что комплекс Par6–aPKC регулирует гибель
и/или пролиферацию клеток: нарушение экс-
прессии Par6 подавляет aPKC и повышает актив-
ность ее мишени, GSK3, приводя к усилению
апоптоза [28]. Наши генетические эксперимен-
ты, однако, не выявили ингибирующего действия
aPKC на GSK3 в ходе контроля продолжительно-
сти жизни. Возможно, участие aPKC и GSK3 в
контроле продолжительности жизни не связано с
их взаимодействием с Par6–aPKC-комплексом.
Стоит отметить также, что наши эксперименты
позволяют оценить взаимодействие aPKC и
GSK3 не в норме, а в условиях подавления/усиле-
ния экспрессии кодирующих их генов. Нельзя
исключить, что в этом случае характер взаимо-
действия двух белков может отличаться от нор-
мального. Правда, и в упомянутых выше работах
других авторов взаимодействие белков было про-
анализировано у особей с измененным уровнем
их экспрессии.

Мы показали, что уменьшение уровня экс-
прессии aPKC в нервной системе приводит к
уменьшению продолжительности жизни, но пока
неясно, каким может быть эффект увеличения
уровня экспрессии aPKC. Известны гены (напри-
мер, кодирующие белки, участвующие в детокси-
фикации активных форм кислорода), увеличение
экспрессии которых приводит к увеличению про-
должительности жизни (https://genomics.senes-
cence.info/genes/index.html). Кажется наиболее
вероятным, однако, что любое сильное наруше-
ние экспрессии генов, кодирующих такие много-
функциональные белки как aPKC и GSK3, должно
приводить к многочисленным сбоям в работе
клеток и уменьшению продолжительности жиз-
ни. В то же время можно ожидать, что небольшие
изменения экспрессии этих генов могут быть свя-
заны с тонкой перенастройкой работы клеток и
увеличением продолжительности жизни, Так, ра-
нее мы показали, что небольшое снижение актив-
ности GSK3 в дофаминэргических нейронах свя-
зано с увеличением продолжительности жизни
самок [14]. Можно предположить, что увеличение
уровня экспрессии aPKC в дофаминэргических
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нейронах самок приведет к частичному ингиби-
рованию активности GSK3 и вследствие этого к
увеличению продолжительности жизни. Экспе-
риментальная проверка этого предположения
позволит лучше понять, влияет ли aPKC на GSK3
в процессе контроля продолжительности жизни.

Регуляция механизмов клеточной полярности
является одним из наиболее охарактеризованных
процессов, в которых взаимодействуют GSK3 и
aPKC, в том числе фосфорилируя общие мише-
ни, такие как белок Par-1. На локализацию белка
Par-1, вовлеченного в определение полярности
клеточных компонентов Baz и Par-6 в эпители-
альных клетках и ооцитах плодовой мушки, влияет
фосфорилирование протеинкиназой aPKC [29];
одновременно с этим Par-1 является непосред-
ственной мишенью фосфорилирования GSK3
[30]. Par-1 претендует на роль связующего звена
между GSK3 и aPKC и в других молекулярных
процессах, таких как Wnt-каскад [31]. В процессе
регуляции работы ассоциированных с микротру-
бочками белков (MAP) одной из мишеней фос-
форилирования киназами Par-1 и GSK3 является
белок Tau [32, 33]. Стоит отметить, что белок Таu
является одной из перспективных мишеней в
изучении молекулярных основ ассоциированных
со старением заболеваний нервной системы.

В настоящее время сведения о взаимодействии
aPKC и GSK3 носят достаточно ограниченный
характер и касаются их совместной работы лишь
в ходе регуляции отдельных процессов. Тем не
менее даже имеющиеся факты свидетельствуют о
том, что взаимодействие между aPKC и GSK3 мо-
жет быть достаточно сложным и неоднозначным.
Наши генетические эксперименты также свиде-
тельствуют о том, что в мотонейронах самок, напри-
мер, взаимодействие между aPKC и GSK3 может
быть достаточно сложным. Исследование влия-
ния уровня экспрессии aPKC и GSK3 в мотоней-
ронах самок на продолжительность жизни пред-
ставляется особенно интересным, поскольку ра-
нее мы показали, что небольшое увеличение
активности GSK3 в них приводит к увеличению
продолжительности жизни [14]. Выяснение меха-
низмов взаимодействия между aPKC, GSK3 и
другими их партнерами позволит углубить и рас-
ширить наши представления о причинах долголе-
тия и способах продления жизни.

Мы выражаем глубокую признательность
Центру культур Drosophila (Блюмингтон, США,
https://bdsc.indiana.edu/index.html) за многолет-
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выполнена с использованием оборудования Цен-
тра коллективного пользования научным обору-
дованием НИЦ “Курчатовский институт” – ИМГ.

Работа была поддержана грантом РФФИ
№ 19-34-80042-мол_эв_а и Государственным за-
данием НИЦ “Курчатовский институт” – ИМГ,
регистрационный № 121030200227.
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The Effect of the aPKC Gene Encoding Atypical Protein Kinase C on the Lifespan 
of Drosophila melanogaster Depends on the Expression Level of Protein Kinase GSK3

M. V. Trostnikova, *, E. R. Veselkinaa, Y. A. Andreeva,
A. Y. Khryachkovaa, N. V. Roshinaa, b, and E. G. Pasyukovaa

aInstitute of Molecular Genetics of the National Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
bVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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Drosophila melanogaster shaggy and aPKC genes encode highly conserved GSK3 (Glycogen Syntase Kinase 3)
and aPKC (Protein Kinase C) proteinkinases that play key roles in many cellular processes. We previously
demonstrated that changes in shaggy expression in neurons affect lifespan. In this article we show that chang-
ing the expression of the aPKC gene in neurons also affects lifespan. Changing the expression of the two pro-
tein kinases in all male or female neurons and in male motoneurons led to changes in lifespan, indicating that
aPKC has no effect on GSK3 and GSK3 has a possible inhibitory effect on aPKC. At the same time, changes
in the expression of two protein kinases in female motoneurons led to changes in lifespan, indicating the ex-
istence of a still unclear mechanism of interaction between these proteins. The elucidation of the mechanisms
of interaction between aPKC, GSK3 and their other partners will deepen and expand our understanding of
the causes of longevity and the ways to extend life.

Keywords: lifespan, nervous system, protein kinase aPKC, protein kinase GSK3, Drosophila melanogaster.
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