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Согласно современным представлениям, основу интеллектуальных проблем при нейрологических
повреждениях мозга составляет активное забывание, регулируемое зависимыми от малых ГТФаз
Rac и Rho сигнальными каскадами ремоделирования актина. Ключевой фермент этих каскадов –
LIM-киназа 1 (LIMK1). Изменения экспрессии гена limk1 приводят к нейрокогнитивным патоло-
гиям. Для экспресс-скрининга и тестирования агентов целенаправленного терапевтического воз-
действия, изменяющих белок-белковые взаимодействия ГТФаз и компонентов сигнальных каскадов,
необходимо создание и валидация простых животных моделей. Такую возможность предоставляет
дрозофила, мутантные линии которой позволяют выявить узловые моменты пересечений биохими-
ческих и нервных сетей, сопровождающие активное забывание.
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ВВЕДЕНИЕ
Познание механизмов формирования памяти

является актуальной проблемой нейробиологии
уже несколько десятков лет. Однако только в по-
следние годы на первый план выходит стремление
понять, какую роль в становлении и сохранении
памяти играет активное забывание [85]. Возник-
новению новых представлений, отличающихся
от традиционных, во многом способствовало
изучение когнитивных функций у организмов с
простой нервной системой – нематоды, брюхо-
ногого моллюска аплизии, наземной улитки и
дрозофилы, поскольку сложность методик изу-
чения памяти млекопитающих не всегда обеспе-
чивает однозначность трактовки результатов.
Однако независимо от филогенетического уров-
ня организма наблюдается консервативный в
эволюции феномен: приобретение информа-
ции, или обучение, имеет своей противополож-
ностью забывание. Поэтому врожденное забы-
вание может быть “вызываемым по умолчанию”
состоянием мозга, которое постоянно приводит
к “стиранию памяти” – состоянием, конкуриру-
ющим с процессами консолидации памяти [41].

Эти процессы независимы и контролируются
разными сигнальными каскадами: обучение и
консолидация памяти – цАМФ-зависимым, ком-
понентами которого являются CREB, C/EBP; ак-
тивное забывание – каскадом ремоделирования
актина для структурных изменений нейронов и
синапсов: малая ГТФаза Rac1–LIMK1 (ключевой
фермент ремоделирования актина LIM-киназа 1)–
фосфорилируемый ею кофилин. У дрозофилы
Rac1 опосредует как минимум четыре типа актив-
ного забывания разных видов памяти, формируе-
мых при ольфакторном обучении с негативным
подкреплением: 1) забывание, внутренне прису-
щее мозгу; 2) забывание, индуцированное интер-
ференцией (приобретением новой информации)
или конкуренцией процессов, ведущих к воспро-
изведению памяти; 3) забывание следов памяти;
4) забывание, активируемое обучением на ранее
неподкрепляемый стимул.

Но поскольку сохранение памяти является ре-
зультатом обоих процессов – обучения и забыва-
ния – возникает конфликт традиционных и новых
представлений: как понять, что является причи-
ной когнитивной патологии – дефект обучения и
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консолидации или же дефектность активного
(врожденного) механизма забывания. Кроме то-
го, невозможность активировать Rac1-зависимое
забывание приводит к поведенческой ригидности
у мутантов по генам риска возникновения аутизма.
Изменение функций (активное или неактивное
состояние) LIMK1 или же кофилина вызывает
целый ряд нейропатологий, известных как “ин-
теллектуальные проблемы” (ИП). Накопленный
большой объем данных по моделированию ИП у
трансгенных животных и нокаутов у мышей от-
крывает новые возможности поиска и создания
пока еще отсутствующих средств фармакотера-
пии. Для скрининга и тестирования таких средств
модуляции активности сигнальных путей с транс-
ляцией применительно к человеку требуется созда-
ние и валидация животных моделей [138].

В обзоре рассмотрены строение и функции
LIM-киназы 1 как ключевого узла каскада ремо-
делирования актина, ее роль в функционирова-
нии нервной системы и реализации процессов
памяти.

LIMK1: СТРОЕНИЕ И ЛОКАЛИЗАЦИЯ

Регуляция динамики актинового цитоскелета
играет фундаментальную роль в изменении фор-
мы клетки, подвижности и миграции в ответ на
раздражители. К группе актин-связывающих бел-
ков относится семейство актин-деполимеризую-
щий фактор (ADF)/кофилины [7]. Активность
кофилина и ADF ингибируется путем фосфори-
лирования по серину-3 LIM киназами (семейство
LIMK включает LIMK1 и LIMK2) [132] и TES ки-
назами (семейство TESK включает TESK1 и
TESK2) [121]. Неактивные фосфорилированные
кофилин и ADF (P-кофилин/P-ADF) реактиви-
руются путем дефосфорилирования белковыми
фосфатазами семейства Slingshot (SSH, включает
SSH1, SSH2 и SSH3) [96], протеинфосфатазами 1
и 2А (PP1 и PP2A) и хронофинами (CIN) [56].

LIMK1 открыта в 1994 г. одновременно груп-
пами Мидзуно [91] и Бернарда [27], описана как
первая киназа, содержащая LIM домены. Семей-
ство LIM киназ было расширено на год позже с
открытием LIM киназы 2 (LIMK2), которая име-
ет на 51% сходную последовательность с LIMK1
[125]. LIMK1 и LIMK2 являются киназами с
двойственной специфичностью к серин/треони-
ну и тирозину [81]. LIMK1 и LIMK2 кодируются от-
дельными генами, расположенными у человека на
хромосомах 7q11.23 и 22q12.2 соответственно [97].

Ген limk1 высококонсервативен и обнаружен в
геноме различных организмов, таких как Anophe-
les gambia, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster,
Danio rerio, Gallus gallus, Mus musculus, Homo sapiens
и многих других [112, 117]. Кодирует нерецептор-
ную серин-треониновую протеинкиназу, ключе-

вой фермент ремоделирования актина [130]. Ген
limk1 человека состоит из 39593 п.н. и включает
17 экзонов. В геноме D. melanogaster ген limk1
(CG1848) локализован в Х-хромосоме в районе
11В. Протяженность гена limk1 составляет 7808 п.н.,
он включает в себя семь экзонов. Ген limk1 дрозо-
филы расположен в локусе agnostic, который об-
рамлен А/Т-богатыми областями, насыщенными
палиндромными последовательностями и корот-
кими нуклеотидными повторами [10]. Вышеука-
занные структурные особенности обеспечивают
данному локусу возможность как для спонтанных
перестроек, так и для инсерции мобильных эле-
ментов [45], в том числе и в разных природных
популяциях.

В состав белка LIMK1 входят два N-концевых
LIM-домена (LIM – аббревиатура от продуктов
генов, где эти домены были впервые обнаружены:
Lin-11, Isl-1 и Mec-3), каждый из которых содер-
жит два мотива цинковых пальцев; PDZ-домен
(PDZ – аббревиатура от названий трех белков:
PSD-95, DLG, ZO-1) и С-концевой киназный до-
мен, способный фосфорилировать серин и трео-
нин, а также тирозин из-за необычного строения
(мотив DLNSHN) субдомена VIB каталитическо-
го сайта [97]. Пролин/серин богатый район отде-
ляет домен PDZ от С-концевого киназного доме-
на [117]. Структура LIMK1 человека представлена
на рис. 1.

На первый взгляд, длинный неструктуриро-
ванный линкер между PDZ и С-концевым киназ-
ным доменом (около 70 остатков) указывает на
то, что N- и C-концы физически не взаимодей-
ствуют. Однако есть сообщения, демонстрирую-
щие это взаимодействие [63]. LIM-домены часто
встречаются в виде тандемов [21] и обеспечивают
белок-белковые взаимодействия [94]. Кроме то-
го, они способны связываться с С-концевым ки-
назным доменом, негативно регулируя киназную
активность [46, 94, 99]. PDZ-домен также участ-
вует в белок-белковых взаимодействиях и содер-
жит два обогащенных лейцином мотива ядерного
экспорта (nuclear export signals, NES), необходи-
мые для ядерно-цитоплазматического транспор-
та, при их мутационном повреждении происхо-
дит накопление LIMK1 в ядре [57]. Известно, что
домены PDZ объединяют комплексы динамиче-
ской передачи сигналов, как описано для PICK1
[49] и PSD-95 [101]. Белки, содержащие PDZ-до-
мен, являются ключевыми молекулами в органи-
зации постсинаптической области в нейромы-
шечных контактах [104]. С-концевой киназный
домен содержит мотив ядерной локализации –
NLS (nuclear localization signal), последователь-
ность для перемещения из цитоплазмы в ядро
[134]. За счет этого LIMK1 быстро меняет свою
локализацию в ответ на стрессорные воздействия.
Следует отметить, что актин также имеет два
NES-мотива и способен перемещаться из ядра в
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цитоплазму. Обратное движение осуществляется
за счет объединения актина с кофилином, у кото-
рого имеется NLS-мотив [126]. После этого сво-
бодный актин перемещается за счет NES-сигнала
в цитоплазму.

LIMK1 в клетке представлена несколькими
изоформами. У человека известно 4 изоформы –
полноразмерный белок (647 аминокислот, а.к.) и
сокращенные формы (613 и 633 а.к.), у которых
укорочен первый N-концевой LIM домен; а также
редкая нефункциональная изоформа длиной 305 а.к.
У дрозофилы известно 5 изоформ – A (1240 а.к.),
C (1257 а.к.), D (1052 а.к.), E (1235 а.к.), F (1043 а.к.).
Наиболее значимыми являются С и D, различаю-
щиеся по функциональной активности, C-изо-
форма – полноразмерный белок, укороченная
D-изоформа (отсутствуют LIM и PDZ-домены)
обладает более высокой киназной активностью,
поскольку LIM-домены ингибируют киназный
домен [94].

Экспрессия LIMK1 выявлена во всех тканях
как на эмбриональной стадии, так и у взрослых
особей, но преимущественно регистрируется в
нервных тканях [4, 19]. Нейроспецифический
фермент LIMK1 аккумулируется в области си-
напсов [50]. Также LIMK1 обнаружена в области
дорзальной сетчатки, в мезенхимальных клетках,
окружающих периферические нервы, в эпители-
ально-мезенхимальных клетках млекопитающих,
в клетках сердца с 10 дня развития, в клетках лег-
кого с 12 дня развития, особенно в областях ветв-
ления, и в клетках почек [76]. Конусы роста аксо-
нов и дендритов и перинуклеарные области пира-
мидных нейронов гиппокампа богаты LIMK1
[50]. У Apis meliphera LIMК1 выявлена в грибовид-
ных телах, антеннальной доле головного ганглия
и центральном комплексе [8]. У D. melanogaster
LIMК1 преимущественно выявляется в нодулях и
эллипсоидном теле центрального комплекса и в
зрительных долях головного мозга [18].

Субстратами LIMK1 являются три формы ко-
филинов: кофилин 1 (немышечный кофилин),
кофилин 2 (мышечный кофилин) и дестрин (ак-
тин-деполимеризирующий фактор). Их часто
обобщенно называют кофилином, хотя каждый
из трех белков может иметь различные биохимиче-
ские свойства, влияющие на регуляцию динамики
актина в определенных типах клеток. Основной
функцией белков данного семейства является ре-
гуляция структуры актинового цитоскелета клет-
ки, а также сборки и разборки актиновых фила-
ментов [7]. Также в качестве субстратов LIMK1
можно выделить ядерные транскрипционные
факторы CREВ (cAMP response element-binding
protein) и Nurr1 (Nuclear receptor related-1 protein)
[112]. Кроме того, был описан тримерный ком-
плекс между LIMK1 и Orb2 и Tob, вовлеченных в
формирование долгосрочной памяти (ДСП).
Orb2 дрозофилы связывает РНК и регулирует
трансляцию, Tоb индуцирует олигомеризацию
Orb2. Недавно показано, что LIMK1 фосфорили-
рует Tob, затем ассоциируется с ним для фосфо-
рилирования Orb2, приводя к его стабилизации и
олигомеризации. Описываемая олигомеризация
Orb2 играет важную роль в ДСП [71, 129].

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ LIMK1

Широкий спектр внеклеточных и внутрикле-
точных событий модулирует пластичность акти-
нового цитоскелета. LIMK1 находится на пересе-
чении нескольких сигнальных каскадов, сопрягая
их деятельность [35].

LIMK1 является частью сигнального каскада:
рецепторы–малые ГТФазы–актиновый цитоске-
лет (рис. 2). Семейство малых ГТФаз состоит из
двух подсемейств: Rac и Rho. Переходя из актив-
ного (ГТФ-связанного) в неактивное (ГДФ-свя-
занное) состояние, малые ГТФазы Rac подсемей-
ства контролируют широкий спектр клеточных
процессов, включая пролиферацию и дифферен-

Рис. 1. Схематическая структура LIMK1 человека и ее изоформ.

LIMK1 изоформа 1

Каталитический домен1 LIM LIM PDZ

N-конец C-конец

5

серин/треонинкиназы

LIMK1 изоформа 2

Каталитический домен1 LIM LIM PDZ

N-конец C-конец

серин/треонинкиназы

647

613

77 84 138 165 255 345 611

17 43 52 104 131 221 311 577
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цировку клеток, поэтому их мутационные нару-
шения способствуют онкогенезу. Члены Rho под-
семейства посредством переключения неактивного
(ГДФ-связанное) в активное (ГТФ-связанное)
состояние регулируют структуру актинового ци-
тоскелета, транскрипцию генов и пролиферацию.
Подобно многим другим киназам, фосфорилиро-
вание в районе петли активации киназного доме-
на LIMK1 приводит к ее активации. Этот процесс
начинается с активации NMDAR и AMPAR при
участии малых ГТФаз Rho подсемейства (ROCK1
и ROCK2) и Rac подсемейства (p21 activated kinases,
PAK1, PAK2 и PAK4), а также MRCKα (myotonic
dystrophy kinase-related Cdc42-binding kinase α)
посредством прямого фосфорилирования Thr508
[39, 46, 79, 89, 118].

LIMK1 играет центральную роль в регуляции
цитоскелета актина путем фосфорилирования
кофилина по серину-3, ослабляя его актин-свя-
зывающую, расщепляющую и деполимеризую-
щую активность [90, 128]. Поскольку ремодели-
рование цитоскелета играет жизненно важную
роль в жизни клетки, LIMK1 вовлечена в реализа-
цию многих физиологических процессов, вклю-
чая миграцию клеток, клеточный цикл, апоптоз и
дифференциацию нейронов.

Ремоделирование актинового цитоскелета
тесно связано с динамикой микротрубочек (МТ),
которые не только определяют внутриклеточную
локализацию органелл и их перемещение в цито-
плазме в процессе функционирования, но и явля-
ются компонентами сигнальной трансдукции [61].
Агенты, разрушающие МТ, стимулируют быст-
рую сборку актиновых филаментов и фокальную
адгезию. Именно LIMK1 координирует разборку
МТ и полимеризацию актиновых филаментов,
влияет на динамику МТ в интерфазных клетках и
организацию митотического веретена [99]. Инги-
бирование активности LIMK1 во время митоза
вызывает активацию кофилина и приводит к за-
держке перехода от метафазы к анафазе и непра-
вильному расположению веретена [82]. LIMK1
связывается с тубулином посредством PDZ доме-
на [57]. Динамика МТ регулируется двумя груп-
пами белков: стабилизирующие (microtubule-as-
sociated proteins MAPs, tau) и дестабилизирующие

(stathmin, SCG10 (superior cervical ganglia 10)).
Кроме прямого участия LIMK1 в реорганизации
МТ, возможно и опосредованное действие через
фосфорилирование этих белков. LIMK1 опосре-
дует стрессорную реакцию клетки, что выражается в
появлении стресс-фибрилл, деассоциации мик-
ротрубочек и изменении морфологии клетки [58].

У млекопитающих ход клеточного цикла
управляется формированием, активацией и
инактивацией серии циклин-циклин-зависимых
киназ (cyclin-cyclin-dependent kinase, cyclin-Cdk).
Активность cyclin-Cdk, в свою очередь, регулиру-
ется позитивно или негативно с помощью фосфо-
рилирования. При позитивной регуляции cyclin-
Cdk управляет продвижением клеточного цикла,
в то время как ингибиторные белки осуществляют
задержку клеточного цикла, присоединяясь к cy-
clin-Cdk комплексу. Ингибитор p57Kip2 подсо-
единяется к N-концу LIMK1 с двумя LIM-доме-
нами. Таким образом, p57Kip2 осуществляет од-
новременный контроль протекания клеточного
цикла и локализации LIMK1, то есть сопрягает
прохождение клеткой клеточного цикла с дина-
микой актинового цитоскелета [136].

Миграция клеток необходима для многочис-
ленных физиологических процессов, таких как
эмбриогенез, развитие нейронов, иммунный от-
вет и регенерация. Характеристика LIMK1 как
киназы, фосфорилирующей кофилин, указывает
на ее роль в осуществлении миграции клеток
[133]. Участие LIMK1 в реорганизации микротру-
бочек является еще одним способом ее вовлече-
ния в миграцию клеток [57]. Поскольку регуляция
клеточной миграции нарушена при раке, сбой та-
ковой регуляции, опосредованной LIMK1, может
приводить к онкогенезу [137]. Действительно,
многие ингибиторы активности LIMK1 изменя-
ют процессы миграции клеток [26].

LIMK1 принимает участие в регуляции внут-
риклеточного транспорта белков к аппарату
Гольджи, стимулируя реорганизацию актиновых
филаментов. Это показано для развивающихся
нейронов [105] и клеток почки [109].

Идентификация факторов транскрипции
CREB и Nurr1 в качестве субстратов LIMK1 поз-
воляет предположить участие LIMK1 в регуляции

Рис. 2. Сигнальный каскад с участием LIMK1.
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транскрипции. В случае CREB, который регули-
рует экспрессию цАМФ-зависимых генов, акти-
вация LIMK1 фактором роста фибробластов в
клетках-предшественниках гиппокампа приво-
дила к увеличению фосфорилирования CREB и
CREB-опосредованной промоторной активности
[135]. Анализ Nurr1-связывающихся белков из
CSM14.1 мезенцефалических нейронов выявил
фосфорилирование Nurr1 LIMK1, что приводило к
снижению транскрипционной активности [108].

РОЛЬ LIMK1 В НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ
Функционирование нервной системы тесно

связано с передачей сигнала через рецепторы
нервных клеток, сигнальная функция которых
также связана с малыми ГТФазами, являющими-
ся G-белками метаботропных рецепторов [119].
В синаптосомной фракции мозга ГТФаза Rho A
ассоциируется с глутаматными рецепторами в
плазматической мембране шипиков дендритов.
Активация ионотропных рецепторов, в частности
NMDAR, стимулирует транслокацию Rho A на
метаботропные глутаматные рецепторы, что вли-
яет на форму шипиков дендритов, а, следователь-
но, на синаптическую эффективность и процессы
формирования памяти [113]. С активностью глу-
таматных рецепторов, в частности NMDAR, свя-
заны не только Rho A ГТФаза, но и другие пред-
ставители Rho семейства. Активация Rac1 и
Cdc42 способствует полимеризации актина, уве-
личению сложности ветвления дендритов, стиму-
лирует формирование шипиков. Активность Rho
ГТФаз модифицируется факторами обмена гуа-
ниновых нуклеотидов и белков, активирующих
ГТФазы, изменяющих активность Rho мишени
[114].

LIMK1 играет важную роль в обеспечении та-
кого важного свойства нервной системы, как пла-
стичность – способность к адекватным пере-
стройкам функциональной организации мозга в
ответ на значимые изменения внешних и внутрен-
них факторов. Высокую степень пластичности
нервной системы обеспечивает реорганизация
актинового цитоскелета [7]. Цитоскелет нейро-
нов представлен преимущественно актиновыми
филаментами и микротрубочками. При этом важ-
но учитывать, что актин может находиться либо в
мономерной (G-актин), либо полимеризованной
(F-актин) форме. F-актиновые филаменты, со-
ставляющие основу актинового цитоскелета, могут
объединяться вместе или образовывать разветв-
ленную сеть, включающую также многочислен-
ные вспомогательные белки, контролирующие ее
динамику и механику. Динамическое равновесие
G-актин/F-актин крайне важно для обеспечения
подвижности конусов роста, разрастания нейри-
тов и наведения аксонов. В зрелых нейронах ак-
тин способствует формированию синапсов [38].

Ключевым регулятором динамики актина яв-
ляется кофилин. При низких концентрациях ко-

филин способствует разборке F-актина путем
увеличения диссоциации до мономерного G-ак-
тина. F-актин осуществляет контроль над изме-
нением морфологии шипиков. Инактивация ко-
филина способствует снижению обучения и вы-
зывает тяжелые поведенческие аномалии. LIMK1
способствует инактивации кофилина при долго-
временной потенциации. Следовательно, дефект
синтеза LIMK1 увеличивает активность кофили-
на, изменяет морфологию и плотность шипиков,
нарушая синаптическую пластичность [7, 32].
Избыточная экспрессия конститутивно неактив-
ной формы кофилина в культурах клеток гиппо-
кампа приводит к образованию более зрелых ши-
пиков и их повышенной плотности, тогда как
сверхэкспрессия конститутивно активной формы
кофилина индуцирует образование незрелых ши-
пиков [114]. Недавние исследования показали,
что снижение уровня LIMK1, кофилина-1, фос-
фокофилина и β-актина в мозге, а также образо-
вание актин-кофилиновых палочек коррелируют
с уменьшением ветвления дендритов, значитель-
ной потерей дендритных шипиков, нарушением
их морфологии в корковых нейронах головного
мозга мышей с церебральной малярией [116].

Велика роль динамики актинового цитоскеле-
та в функционировании рецепторов. Факторы
роста нейрегулины напрямую взаимодействуют с
LIMK1 и стимулируют ErbB (erythroblastic leuke-
mia viral oncogene homolog) рецепторы, влияя на
активность NMDAR через ремоделирование ак-
тинового цитоскелета [59]. F-актин является су-
щественным компонентом цитоскелета в постси-
наптической плотности (postsynaptic density, PSD)
глутаматергического синапса. Показана связь
PSD-95 с актиновыми фибриллами цитоскелета
[28]. Постсинаптическая плотность играет не
только структурную, но и регуляторную функ-
цию, облегчая кластеризацию и интернализацию
рецепторов. Так как ErbB и NMDA рецепторы ко-
локализуются в PSD, то ремоделирование акти-
нового цитоскелета, активированное одним из
рецепторов, сказывается на работе другого. Та-
ким образом, целостность актинового цитоскелета
обеспечивает функционирование NMDAR [59].
В свою очередь, активация NMDAR и AMPAR,
стимулируя ток кальция в клетку, также приводит
к деполимеризации F-актина, опосредованной
протеинкиназой С (PKС) [37].

Синаптическое перемещение рецепторов AMPA
(AMPAR) имеет решающее значение как для дол-
госрочной потенциации (long-term potentiation,
LTP), так и для долгосрочной депрессии (long-
term depression, LTD), т.е. усиления либо ослабле-
ния синаптической передачи между нейронами,
рассматриваемых как клеточные механизмы па-
мяти [80]. Было обнаружено, что кофилин опо-
средует динамику актина в постсинаптическом
транспорте AMPAR после индукции LTP [60]. Бо-
лее того, подвижность AMPAR требует активно-
сти кофилина во время угасания памяти, фосфо-
рилирование кофилина вызывает его нарушение
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[127]. Следовательно, оптимальная активность
кофилина важна для опосредования структурных
и функциональных изменений синаптической
пластичности.

Формирование нейритов, незрелых отростков,
возникающих из тела нейронной клетки, являет-
ся уникальным и важным этапом нейрогенеза.
Развитие и функции мозга в значительной степени
зависят от образования нейритов, для чего требу-
ется множество сигналов роста, рецепторных
стимулов и сложное взаимодействие между внут-
риклеточными и внеклеточными сигналами [95].

У развивающихся мышей, нокаутированных
по limk1, наблюдаются нарушения пролиферации
и миграции нейронов, а также апоптоза, что гово-
рит о вовлеченности LIMK1 в эти процессы и ее
важной роли в эмбриональном развитии мозга
[82]. LIMK1 также важна для Nogo-A сигнального
пути. Nogo-A является ингибитором роста аксо-
нов в ЦНС взрослых после травм и регулирует
прогрессирующее ограничение пластичности во
время развития. В ЦНС взрослого организма Nogo-A
в основном обнаруживается в олигодендроцитах
и миелине, но также присутствует в нейронах гип-
покампа и обонятельной системы. Nogo-66, инги-
биторный фрагмент Nogo-A, вовлечен в регуля-
цию кофилина в конусе роста и аксонах нейронов
за счет быстрой активации LIMK1, приводящей к
ингибированию кофилина [38]. Показано, что
расширение нейритов нейронов гиппокампа уси-
ливается экспрессией LIMK1 и подавляется бло-
кадой активации LIMK1 [73, 105, 135]. Эти наблю-
дения указывают на то, что LIMK1 стимулирует
удлинение нейритов посредством фосфорилиро-
вания кофилина. Напротив, сверхэкспрессия
LIMK1 в куриных DRG-нейронах подавляет по-
движность и растяжение конусов роста [48]. Это
позволяет предположить, что LIMK1 может дей-
ствовать как негативный регулятор роста нейри-
тов, ингибируя активность ADF/кофилина [47].

Одно из самых ранних исследований, выявля-
ющих участие LIMK1 в регуляции шипиков денд-
ритов, было проведено Менгом с коллегами в
2002 г. У взрослых нокаутированных по гену limk1
мышей наблюдаются нарушения морфологии
шипиков дендритов в пирамидных нейронах гип-
покампа – они длиннее и тоньше. В норме соот-
ношение диаметра головки к шейному отделу
шипиков дендритов больше двух, а у нокаутиро-
ванных по гену limk1 мышей – от 1 до 2. Уровень
фосфокофилина у таких мышей выше. В соответ-
ствии с этим, несмотря на одинаковую плотность
синапсов, постсинаптическое уплотнение у нока-
утированных мышей редуцировано, что приводит
к изменению структуры нейронов и LTP. На уров-
не поведения эти нарушения приводят к увеличе-
нию подвижности особей и редукции простран-
ственного обучения нокаутированных по гену
limk1 мышей [88]. Недавние исследования с ис-
пользованием нокдауна коротких РНК показали,
что LIMK1, а именно пальмитирование LIMK1

по цистеину 7/8, играет важную роль в ремодели-
ровании актина и образовании шипиков. Кроме
того, хроническое снижение уровня LIMK1 при-
водило к элиминации шипиков и снижению их
плотности приблизительно на 40% [54]. Анало-
гичные изменения шипиков наблюдаются у мы-
шей, нокаутированных по PAK1/3, вовлеченным
в регуляцию LIMK1 [65]. Кроме того, у PAK2 ге-
терозиготных мышей выявлено снижение плот-
ности шипиков на 30%, сопровождающееся паде-
нием уровня LIMK1 и нарушением полимериза-
ции актина в коре и гиппокампе [129]. Эти данные
свидетельствуют о том, что малые ГТФазы PAK во-
влечены в регуляцию дендритных шипиков через
LIMK1-зависимые механизмы. Другой активатор
LIMK1, ROCK2, также может регулировать денд-
ритные шипики через LIMK1 и кофилин. Мыши,
нокаутированные по гену ROCK2, демонстриро-
вали пониженную синаптическую плотность (на
30%), увеличенную длину шипиков (на 40%), свя-
занные с нарушением ремоделирования актина и
снижением фосфорилирования кофилина [142].
PAK/ROCK–LIMK1–кофилин сигнальный путь
может представлять собой ключевой механизм
регулирования дендритных шипиков.

Помимо постсинаптической, LIMK1 также
участвует и в пресинаптической регуляции. Мы-
ши, нокаутированные по гену limk1, продемон-
стрировали усиление синаптической депрессии в
ответ на интенсивную нейрональную активность
и увеличение частоты миниатюрных возбуждаю-
щих постсинаптических токов (mEPSC) [88].
В пользу этого предположения свидетельствует и
тот факт, что дефекты ROCK2 и PAK также влияли
на экзоцитоз синаптических везикул [23, 65, 87].

Ремоделирование актина с формированием
шипиков дендритов является характерной чертой
начальных этапов пластичности LTP на уровне
созревания синапсов и их ремоделирования [36,
135]. Таким образом, LIMK1 является ключевой
молекулой в обеспечении взаимосвязи актинового
и тубулинового цитоскелета в клетке и оказыва-
ется на перекрестке многих регуляторных путей
[57]. LIMK1 играет роль в долгосрочной потенци-
ации (LTP) и долгосрочной депрессии (LTD).
А эти формы синаптической пластичности явля-
ются ключевыми механизмами обучения и памя-
ти [29, 68].

РОЛЬ LIMK1 В ПРОЦЕССАХ ПАМЯТИ

С момента первоначального постулата
Сантьяго Рамона-и-Кахаля более 100 лет назад
считается, что память сохраняется за счет устой-
чивых изменений связей между нейронами [29,
44, 62, 67, 70]. Подход Хебба, связывавший в еди-
ной модели краткосрочную память, основанную
на реверберации в нейрональных ансамблях, с
долгосрочной памятью, основанной на синапти-
ческой пластичности в нейронах тех же ансам-
блей, оказался особенно востребованным [1]. Тем
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не менее период полураспада белков, ответствен-
ных за такие изменения, относительно короткий
[21]. Следовательно, считается, что эти модифи-
кации синаптической эффективности вызваны
долгосрочными функциональными и структур-
ными изменениями, влекущими за собой как об-
разование синапсов de novo, так и их созревание
[30]. Предполагается, что такая пластичность
опирается на дендритные шипики.

LIMK1, по-видимому, играет двойственную
роль в регуляции LTP: 1) регуляция ранней фазы
LTP посредством AMPAR и увеличения плотно-
сти шипиков, обусловленного реорганизацией
актина; 2) регуляция поздней фазы LTP посред-
ством синтеза белка de novo по CREB-зависимым
механизмам [25]. Примечательно, что эффект ак-
тин-деполимеризующих лекарственных средств,
таких как цитохалазин-D, усиливавших раннюю
фазу LTP у мышей дикого типа, был ослаблен у
нокаутированных по гену LIMK1 мышей [88].
В 2015 г. Тодоровский с соавторами показали
[120], что у нокаутированных по гену LIMK1 мы-
шей резко нарушена долгосрочная память (ДСП),
но не краткосрочная (КСП), и выявлены дефекты
поздней фазы LTP, необходимой именно для
формирования ДСП. Нарушения ДСП у таких
мышей могли компенсироваться фармакологиче-
ской коррекцией активности CREB [120]. CREB
как фактор транскрипции, регулирующий гены,
ответственные за пролиферацию, дифференци-
ровку и выживание клеток, имеет решающее зна-
чение для формирования ДСП.

Транскрипционный фактор CREB, присоеди-
няясь к консервативному CRE мотиву (cAMP-re-
sponsive element), действует на гены, чувствитель-
ные к стимуляции цАМФ. CREB, опосредуя сигна-
лы факторов роста, контролирует пролиферацию
и дифференцировку нервных клеток. CREB-за-
висимая индукция экспрессии генов необходима
для процессов обучения и памяти у позвоночных
и беспозвоночных [69]. При этом происходит
специфическое взаимодействие LIMK1 и CREB,
что приводит к стимулированию транскрипции
генов. LIMK1 фосфорилирует транскрипцион-
ный фактор CREB, тем самым вызывая актива-
цию CREB-зависимых промоторов генов, прини-
мающих участие в формировании ДСП, таких как
c-fos, zif/268, somatostatin и bdnf. Опосредованное
LIMK1 фосфорилирование CREB осуществляет-
ся через Rac/Cdc42 и PAK1 сигнальный каскад,
что модулирует работу множества сигнальных пу-
тей с участием PKC, Са2+/калмодулин-зависимой
CaMKII, Rac-зависимой p105 киназы, p90rsk и
Rsk2 [135]. Интересно, что поздняя, но не ранняя,
фаза LTP была нарушена у мышей, нокаутиро-
ванных по PAK3, при этом наблюдалось сниже-
ние фосфорилирования CREB без изменения
фосфорилирования кофилина [87]. Эти результа-
ты показывают, что PAK3-LIMK1-CREB сиг-
нальный путь играет роль в регуляции поздней
фазы LTP. Содержание pCREB в аксонах значимо

для преобразования экстраклеточных сигналов, и
pCREB можно рассматривать в качестве маркера
активности LIMK1 в нейритах, оценивая вклад
LIMK1 в обеспечение нейрональной пластичности.

Вовлеченность LIMK1 в обеспечение синап-
тической пластичности предполагает ее участие в
процессах памяти, что подтверждается многими
исследованиями. При изучении условной реак-
ции страха у мышей обнаружено, что ингибиро-
вание LIMK1, влекущее за собой деполимериза-
цию актиновых филаментов, вызывает наруше-
ние как консолидации, так и реконсолидации
памяти [84]. Медина с соавторами полагают [84],
что точная регуляция LIMK1 является ключевым
фактором повторной стабилизации долгосроч-
ных воспоминаний о страхе у мышей, а динамика
актина играет критическую роль в процессах уга-
сания памяти (путем нарушения или усиления
поведенческих реакций). Также введение инги-
битора LIMK1 в гиппокамп мешало приобрете-
нию, консолидации, извлечению и реконсолида-
ции воспоминаний о страхе, не влияя на угасание
памяти [78]. Экспрессия LIMK1 в возбуждающих
нейронах гиппокампа у трансгенных APP/PS1
мышей увеличивает фосфорилирование кофили-
на (т.е. снижает его активность), устраняет нару-
шения LTP и приводит к улучшению социальной
памяти [141]. У мышей, нокаутированных по
limk1, наблюдается усиленная реакция страха при
условном рефлексе страха и нарушение про-
странственного обучения [88]. Кроме того, у но-
каутированных по limk1 мышей нарушены долго-
временная пространственная память и память о
страхе [120], что согласуется с ролью LIMK1 в
поздней фазе LTP, как обсуждалось ранее. В дру-
гих формах памяти могут играть роль иные меха-
низмы, включая LTD и пластичность шипиков.

Косвенные доказательства, подтверждающие
участие LIMK1 в процессах памяти, получены в
исследованиях белков-регуляторов LIMK1. На-
рушения обучения и памяти были зарегистриро-
ваны у мышей, лишенных PAK1/2/3, ROCK2,
Rho GTPases и кофилина. Например, у мышей с
двойным нокаутом PAK1 и PAK3 наблюдали се-
рьезные нарушения памяти, обусловленной стра-
хом, связанные с изменениями LIMK1-кофили-
на [65]. Дефект экспрессии PAK3 в энторинальной
коре нарушал память социального распознавания
[74]. Фармакологическое ингибирование ROCK2
в латеральном миндалевидном теле перед трени-
ровкой значительно ухудшало ДСП при выработке
условного рефлекса страха [72]. Ингибирование
активности кофилина нарушало угасание памяти
о страхе у крыс [106, 107, 127].

Для детального понимания роли LIMK1 в реа-
лизации процессов обучения и памяти необходи-
мы животные модели, дающие возможность изу-
чения этих процессов одновременно в физиоло-
гическом и генетическом контексте. С этой точки
зрения уникальным инструментом в руках экспе-
риментатора является дрозофила, позволяющая
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осуществлять комплексные и в то же время ори-
гинальные исследования.

Нами впервые у дрозофилы создана мутацион-
ная модель нейрокогнитивной патологии (геном-
ного заболевания синдрома Вильямса–Бойрена),
зависимой от экспрессии гена LIMK1 – мутант
agnosticts3 (agnts3) [16]. Специфическое свойство
ДНК-последовательности agnts3 – вставка транс-
позона семейства Tc1/mariner наряду с A/T-бога-
той инсерцией 28 п.н. в 1 интроне гена для
LIMK1, что влияет на распределение нуклеосом и
связывание транскрипционных факторов. Об-
щий уровень экспрессии микроРНК, так же, как
и уровень микроРНК-биомаркеров нейрологиче-
ских заболеваний человека, резко снижен у agnts3,
что, вероятно, обусловливает множественные
физиологические проявления мутации, в том
числе нарушения когнитивных процессов – обу-
чения и памяти. Новая стратегия терапии нейро-
психических болезней человека подразумевает
контроль 3D архитектуры хроматина ядра нерв-
ных клеток, так как каждый пациент имеет свой
структурный вариант последовательности ДНК с
инсерциями и делециями (INDELS). Эти райо-
ны несут транспозоны семейства Tc1/mariner,
что вызывает изменение сайтов связывания
микро-РНК, маркеров болезней Паркинсона,
Альцгеймера, Хантингтона и делеционно-ду-
пликационных синдромов со множественными,
в том числе когнитивными, проявлениями. В ли-
ниях природных популяций Canton-S (CS), Berlin,
Oregon-R (OrR) и мутантной линии agnts3 по ре-
зультатам секвенирования выявлен полимор-
физм по гену limk1, локус agnostic (Х-хромосома,
11B). Для каждой линии характерно специфичное
распределение однонуклеотидных замен, корот-
ких инсерций и делеций (рис. 3) [111]. Ген обрам-
лен протяженными АТ-богатыми повторами, по-
этому, возможно, именно негомологичным крос-
синговером обусловлен высокий полиморфизм

спонтанных и мутантных аллелей этого гена [10].
По-видимому, локус agnts3 осуществляет трансре-
гуляцию пространственной организации ядра, тем
самым влияя на количественные признаки (поведе-
ние) [86].

Обнаруженный полиморфизм имеет своим
следствием когнитивные дисфункции, выявляе-
мые в парадигме условно-рефлекторного подав-
ления ухаживания (УРПУ). При ухаживании самца
за нерецептивной оплодотворенной самкой про-
исходит сочетание двух безусловных стимулов –
привлекающего (стимулирующего ухаживание) и
аверсивного (подавляющего ухаживание) феро-
монов. В результате привлекающий феромон ста-
новится аверсивным условным стимулом – сиг-
налом предъявления аверсивного раздражителя,
и его исходная привлекательность снижается [2].
Преимуществом метода УРПУ по сравнению с
распространенным методом ольфакторного обу-
чения с негативным подкреплением [123] являет-
ся его естественность и физиологичность. Кроме
того, УРПУ позволяет проводить индивидуаль-
ное обучение. Данный тест позволяет фиксиро-
вать особенности как краткосрочной и средне-
срочной, так и долгосрочной памяти. При этом
мутационное повреждение гена limk1 у agnts3 на-
рушает все типы памяти [5, 6, 10, 11, 14, 15].

Наличие нескольких изоформ LIMK1 предпо-
лагает, что они могут быть по-разному использо-
ваны для реализации различных стратегий пове-
дения. Содержание D-изоформы у линии дикого
типа Berlin двукратно превышает ее уровень у ли-
нии дикого типа Canton-S. Для линии Berlin также
свойственно уникальное 5-кратное увеличение
соотношения D/C изоформ. Наоборот, для ли-
нии дикого типа Oregon-R характерно 5-кратное
уменьшение соотношения D/C изоформ относи-
тельно Canton-S. И только мутант agnts3 проявляет
повышенное содержание обеих изоформ в 2.5 ра-
за, хотя их соотношение сопоставимо с таковым у

Рис. 3. Структура гена limk1 Drosophila melanogaster. Положения экзонов и интронов приведены в соответствии с дан-
ными FlyBase (http://flybase.org/), ex – экзон, i – интрон, ins – инсерция. Границы доменов белка и мутантные ами-
нокислотные остатки показаны для изоформы LIMK1 C, у. е. Сайты связывания двух транскрипционных факторов:
TBP (TATA-binding protein) и M1 (Forkhead M1) показаны синими прямоугольниками [111].
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Canton-S. Выявляемое изменение соотношения
изоформ LIMK1 в мозгу самцов Berlin и Oregon-R,
возможно, является результатом изменений аль-
тернативного сплайсинга гена limk1, причиной
которого служат точковые мутации, а также ин-
серции и делеции у этих линий. Рис. 4 иллюстри-
рует, что не только у мутантов agnts3, но и у самцов
линии Oregon-R драматически нарушены процессы
обучения и формирования среднесрочной 3-ча-
совой памяти, что может быть обусловлено рез-
ким 5-кратным уменьшением относительно Can-
ton-S соотношения D/C изоформ LIMK1 [6].

Процесс формирования памяти можно услов-
но подразделить на ряд периодов. Несмотря на
то, что изначально классификация этапов фор-
мирования памяти была основана на результатах,
полученных на дрозофиле при классическом пав-
ловском ассоциативном обучении [122], на совре-
менном этапе эта классификация приобрела уни-
версальный характер вне зависимости от объекта
и методических способов анализа обучения и па-
мяти [43]. Первым этапом представляется немед-
ленная память, фиксирующая нововоспринятую
информацию – обучение. Вторым – краткосроч-
ная память, сохраняющаяся в течение 3–7 мин
после обучения. Третий этап определяет средне-
срочная память – от 30 мин до 3 ч. Четвертым яв-
ляется долгосрочная память, сохраняющаяся бо-
лее 3–6 ч – до 9 сут. Таким образом, каждый из
предшествующих этапов является необходимым
условием формирования последующих [123]. В то
же время формирование краткосрочной и долго-
срочной памяти может осуществляться парал-
лельными путями [103]. Известно, что 30 мин тре-
нировки самца с оплодотворенной самкой доста-
точно для формирования среднесрочной памяти,
а 5 ч – для выработки долгосрочной [83]. При 5-

часовом режиме тренировки мутантная линия
agnts3 оказалась способной к обучению, однако
через 2 и 8 суток индекс обучения (ИО) резко
снижался (рис. 5). Полученные результаты свиде-
тельствуют в пользу того, что у agnts3 нарушены
процессы как формирования, так и сохранения
долгосрочной памяти. У линии Oregon-R наруше-
на краткосрочная и среднесрочная память, но
долгосрочная соответствует уровню дикого типа.
Базовый более низкий уровень мРНК LIMK1 у
самцов Oregon-R по сравнению с таковым у Can-
ton-S, по-видимому, приводит к недостатку синтеза
белка, сопровождаемого дисбалансом LIMK1-за-
висимых сигнальных каскадов и неспособностью
самцов к обучению после 30 мин тренировки.
При тренировке в течение 5 ч осуществляется
синтез необходимого количества мРНК LIMK1 у
линии Oregon-R, что делает возможным обучение
и формирование долгосрочной памяти. У Berlin
показана дефектность ДСП [5]. Тут необходимо
напомнить о дисбалансе D/C изоформ LIMK1 в
пользу D-изоформы у данной линии. Выявлен
интригующий парадокс – 5-кратное уменьшение
соотношения D/C изоформ LIMK1 относительно
Canton-S (линия Oregon-R) приводит к наруше-
нию краткосрочной и среднесрочной памяти, а
5-кратное увеличение соотношения D/C изо-
форм (линия Berlin) – к нарушению долгосроч-
ной памяти. Это позволяет предположить раз-
личную роль изоформ LIMK1 в реализации раз-
ных видов памяти и по-новому взглянуть на
участие LIMK1 в формировании долгосрочной
памяти.

Регистрация поведения при УРПУ позволяет
вычислять индекс обучения не только на основе
учета всех элементов неполового (двигательная
активность, прининг, отдых) и полового поведе-

Рис. 4. Динамика сохранения условно-рефлекторного подавления ухаживания при тестировании среднесрочной па-
мяти у линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3. По оси абсцисс: время после завершения тренировки, мин; по оси ор-
динат: ИО – индекс обучения, у.е. & – ИО достоверно ниже, чем у линии дикого типа Canton-S в аналогичных усло-
виях (двусторонний тест рандомизации, p < 0.05).
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ния (ориентация/преследование, вибрация кры-
лом – брачная песня, лизание, попытка копуля-
ции), но и анализировать записанные этограммы
поведения отдельно для каждого параметра. Если
вычислить ИО с учетом какого-либо одного эле-
мента полового поведения, то можно определить,
за счет чего возникают дефекты обучения и памя-
ти. Оказалось, что основной вклад в общее подав-
ление ухаживания вносит подавление ориента-
ции/преследования. По данному параметру самцы
Oregon-R и agnts3 оказались неспособны к обуче-
нию – сразу после тренировки выработки услов-
но-рефлекторного подавления ухаживания не
происходило. Через 3 ч после тренировки индекс
обучения сохранялся на том же уровне и также
статистически значимо отличался от ИО у Can-
ton-S. На рис. 6 видно, что дефекты обучения и
памяти у линий Oregon-R и agnts3 обусловлены на-
рушениями ориентации/преследования [15]. Это
вполне согласуется с выявленным у мышей, но-
каутированных по гену limk1, нарушением про-
странственного обучения за счет физиологиче-
ских и морфологических дисфункций гиппокампа
[88]. Первые проявляются в нарушениях синап-
тической пластичности – длительной потенциа-
ции, вызываемой дефектностью NMDA-рецепторов,
вторые – в изменениях морфологии шипиков
дендритов пирамидных клеток гиппокампа, что
указывает на непосредственную вовлеченность
LIMK1, ключевого фермента ремоделирования
актина, определяющего морфологию шипиков.
Более того, следует вспомнить, что нарушение
зрительно-пространственного ориентирования
является одним из проявлений синдрома Ви-
льямса – Бойрена, возникающего в результате де-
леции в районе 7q11.23, включающей ген limk1.

Это убедительно свидетельствует об эффективно-
сти использования простых модельных систем,
позволяющих анализировать вклад определен-
ных генов в становление когнитивного профиля
при нейрологических заболеваниях.

Воздействие на живой организм различных
внешних факторов может приводить к изменени-
ям жизнедеятельности клетки. Если те или иные
факторы среды (температура, электромагнитное
излучение, химические вещества и др.) выходят за
пределы физиологической нормы, то возникает со-
стояние физиологического стресса, характеризу-
ющееся модификацией метаболизма и функцио-
нирования генома. При этом в клетке происходят
как неспецифические изменения, так и специфи-
ческие реакции на каждое конкретное воздей-
ствие [9]. В условиях стресса поддержание баланса
компонентов внутриклеточных путей сигнальной
трансдукции в нейронах необходимо для обеспе-
чения как врожденных – поведения ухаживания
и звукопродукции, так и приобретенных форм
поведения, включая обучение и формирование
памяти. Способность клетки после стрессорных
воздействий возвращаться к исходному состоя-
нию обеспечивается функционированием защит-
ных систем, хорошо изученных на примере теп-
лового шока. Одним из первых клеточных ответов
на стресс является синтез высококонсервативных
белков теплового шока (БТШ) [33]. Синаптиче-
ская пластичность при реализации поведения
обеспечивается в том числе ремоделированием
актина в нейронах. Основным регулятором ремо-
делирования актина является LIMK1. БТШ, в
частности БТШ70, также участвуют в организа-
ции цитоскелета. БТШ70 конститутивно связы-
вается с актином и, возможно, играет роль шапе-

Рис. 5. Динамика сохранения условно-рефлекторного подавления ухаживания при тестировании долгосрочной памя-
ти у линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3. По оси абсцисс: время после завершения тренировки, сут; по оси орди-
нат: ИО – индекс обучения, у.е. # – ИО в отсроченном тесте достоверно ниже, чем в тесте сразу после тренировки;
& – ИО достоверно ниже, чем у линии дикого типа Canton-S в аналогичных условиях (двусторонний тест рандомиза-
ции, р < 0.05).

100

80

60

40

20

–20

0

#& #&
#&

ИО, у.е.

Canton-S Berlin Oregon-R agnts3

0 сут 2 сут 8 сут



46

УСПЕХИ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ НАУК  том 54  № 4  2023

НИКИТИНА и др.

рона при сборке микротрубочек [58]. БТШ90 не-
обходим для поддержания стабильности LIMK1,
вызывая димеризацию и трансфосфорилирова-
ние фермента [75]. При действии теплового шока
наблюдается перемещение комплекса LIMK1–
кофилин–актин в ядро. Возможно, именно это
служит одной из причин избирательного запуска
транскрипции и, следовательно, изменения
функционирования генома, что в конечном итоге
приводит к восстановлению способности к обу-
чению и формированию памяти. Таким образом,
функционирование системы БТШ тесно связано
с работой LIMK1 и необходимо для обеспечения
нейрональной пластичности.

По имевшимся ранее представлениям, тепло-
вой шок как стрессорный фактор оказывает на
живые объекты только негативное воздействие, в
том числе путем модификации продуктов мутант-
ных аллелей [12]. Однако детальное изучение
БТШ и установление их шаперонной функции
привело к переосмыслению роли теплового шо-
ка. Выяснилось, что система синтеза БТШ пред-
ставляет собой основу внутриклеточной адаптации и
устойчивости к неблагоприятным воздействиям.
Наши данные подтверждают это положение. На-
ми показано восстановление способности к обу-
чению и формированию памяти под действием
теплового шока у мутанта agnts3 (рис. 7) [11, 14].
Примечательно, что этот мутант является темпе-
ратурочувствительным [110]. Возможно, именно
температурочувствительность agnts3 при 29°С
предрасполагает к восстановлению способности
к обучению после действия теплового шока 37°С,
что коррелирует с исчезновением амилоидопо-

добных включений [10]. Таким образом, инициа-
ция синтеза БТШ через активацию системы ком-
пенсации клетки и всего организма на стресс
обеспечивает способность организма не только
переносить экстремальные воздействия [92], но и
изменять врожденные формы поведения, а также
восстанавливать функционирование процессов,
лежащих в основе обучения и памяти.

В этой связи встает закономерный вопрос –
приводит ли действие других экстремальных воз-
действий к восстановлению обучения и памяти у
мутанта agnts3? Для ответа на этот вопрос нами
было исследовано влияние ослабления магнит-
ного поля Земли на способность к обучению и
формированию среднесрочной памяти у D. mela-
nogaster. Согласно нашим данным, ослабление
магнитного поля, как и тепловой шок, восстанав-
ливает у agnts3 способность к обучению и форми-
рованию памяти (рис. 7) [13]. Таким образом,
стрессорные воздействия оказываются необходи-
мыми и достаточными для восстановления спо-
собности к обучению и формированию памяти
мутанта agnts3. Известно, что при стрессорном
воздействии кофилин становится гиперактив-
ным [93], то есть после стресса активность LIMK1
снижается. Напомним, что у мутанта agnts3 содер-
жание LIMK1 в 2.5 раза превышает таковое у Can-
ton-S. По-видимому, именно это служит причи-
ной восстановления способности к обучению у
мутантов agnts3.

В настоящее время экспериментально доказа-
но наличие общих механизмов, лежащих в основе
формирования адаптивных процессов – стрес-
сорной реакции и обучения. В частности, выявлена

Рис. 6. Дефекты ориентации и преследования при нарушениях обучения и памяти у линий Canton-S, Berlin, Oregon-R
и agnts3. По оси абсцисс: время после завершения тренировки, мин; по оси ординат: ИО – индекс обучения, у.е. * –
ИО достоверно ниже, чем у линии дикого типа Canton-S в аналогичных условиях (двусторонний тест рандомизации,
р < 0.05).
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роль белка теплового шока БТШ70 в формирова-
нии памяти, помимо его важной роли в фолдинге
и деградации белков. В экспериментах с исполь-
зованием различного числа копий гена hsp70 у
самцов дрозофилы показано, что для обучения и
формирования краткосрочной и долгосрочной
памяти в парадигме УРПУ необходим низкий
конститутивный уровень БТШ70 [139]. Прове-
денные транскриптомные исследования подтвер-
дили, что самцы, различающиеся по числу копий
hsp70, демонстрируют дифференциальную экс-
прессию нескольких групп генов, вовлеченных в
спаривание, участвующих в формировании и
консолидации памяти, включая цАМФ-каскад
передачи сигналов. Показано, что транскрипци-
онный фактор, который индуцирует экспрессию
hsp70 и других генов теплового шока, играет цен-
тральную роль в синаптической пластичности и
консолидации памяти [139]. Все это приводит к
выводу о совместном эволюционировании меха-
низмов стрессорной реакции и формирования
памяти.

LIMK1 И ЗАБЫВАНИЕ

Одной из наиболее фундаментальных задач
современной нейронауки является познание то-
го, как мозг участвует в приобретении, хранении
и воспроизведении различных форм памяти [17].
Недавние пионерские исследования на дрозофи-
ле способствовали смещению и пересмотру фоку-
са внимания: акцент теперь делается не на приоб-
ретении памяти, т.е. обучении и консолидации, а
на непосредственном вычленении звеньев моле-

кулярной и клеточной биологии активного забы-
вания. Новый взгляд блистательно отражен в об-
зоре выдающегося нейрогенетика Рона Дэвиса и
его коллеги Жонга [41]. Дэвис одним из первых
стал изучать влияние мутаций дрозофилы, нару-
шающих цАМФ-сигнальный каскад, на способ-
ность к обучению и сохранению памяти при клас-
сическом павловском оборонительном обучении
на ольфакторный раздражитель [40]. Если ранее
мы говорили о путеводной нити Ариадны, то сей-
час, перестраивая свои представления о “когни-
тивных дефектах”, уместно вспомнить о весах в
руках Фемиды, на чашах которых балансируют
“обучение и консолидация” и “забывание”, “не-
обходимое и достаточное двуединство” для дол-
говременного, зачастую пожизненного, сохране-
ния памяти. По Дэвису, биологические процессы
в большинстве своем реализуются при действии
биохимических путей, специально предназна-
ченных для синтеза или деградации. Примеры та-
ких противодействующих процессов: митоз для
порождения новых клеток и программируемая
клеточная смерть, синтез и деградация белков,
фосфорилирование и дефосфорилирование. Сле-
дуя этой логике, наряду с путями, ведущими к
приобретению памяти, должны существовать пу-
ти ее стирания. Та же логика применима и к го-
меостазу биологических систем. Эти факты слу-
жат основой для признания того, что забывание -
это активный процесс, осуществляемый с вовле-
чением иных биологических путей, нежели те,
что задействованы при приобретении и консоли-
дации памяти. То есть “внутреннее” (intrinsic) за-
бывание – это механизм гомеостаза для возвра-

Рис. 7. Влияние теплового шока (ТШ) и ослабления магнитного поля (ОМП) Земли на обучение и среднесрочную па-
мять у линий Canton-S и agnts3. По оси абсцисс: время после завершения тренировки, мин; по оси ординат: ИО – ин-
декс обучения, у.е. * – ИО после воздействия ТШ достоверно отличается от интактного контроля; # – ИО после воз-
действия ОМП достоверно отличается от интактного контроля; & – ИО достоверно ниже, чем у линии дикого типа
Canton-S в аналогичных условиях (двусторонний тест рандомизации, р < 0.05).
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щения мозга к его исходному состоянию. В ан-
глийской терминологии забывание – это passive
forgetting (пассивное забывание; происходит само
по себе с ходом времени), interference-based for-
getting (забывание, обусловленное интерферен-
цией; ему способствует конкуренция со вновь
возникающими стимулами при обучении), moti-
vated forgetting (забывание, мотивированное же-
ланием забыть неприятный предшествующий
опыт) и retrieval-induced forgetting (забывание, ко-
гда извлечение некого аспекта памяти подавляет
иные ее аспекты).

Хороший пример необходимости и ценности
забывания, стирания памяти – две линии дрозо-
филы, rovers и sitters. Rovers, в отличие от аллель-
ного варианта мутации sitters, не сидят на месте и
очень активно исследуют окружающую среду в
поисках пищи (личинки). Мухи rovers демонстри-
руют очень прочное забывание типа reversal learning,
тогда так у мух sitters оно подавлено [102]. Более
высокий уровень забывания у rovers может отра-
жать повышенную способность обновлять па-
мять для применения более гибких стратегий по-
иска еды. Это породило предположение, что
адаптивное забывание может быть свойством
(в генетической терминологии – признаком)
креативных индивидов, позволяющим быстро
переключаться с воплощения безуспешных идей
на более успешные [51].

Для формирования ассоциативной памяти у
дрозофилы используют несколько парадигм.
Наиболее широко применяют метод классиче-
ского павловского обучения с негативным под-
креплением электрошоком, или аверсивное оль-
факторное обучение (АОО). С использованием
данного метода были открыты гены, ответствен-
ные за формирование различных типов памяти,
гомологичные генам млекопитающих [123], а также
показана ключевая роль в процессах активного
забывания такого компонента актин-ремодели-
рующего каскада, как Rac1 [42, 115]. Данный бе-
лок также участвует в активном забывании у мле-
копитающих [77], что указывает на эволюцион-
ную консервативность механизма и возможность
экстраполировать на человека данные, получен-
ные на дрозофиле. При этом за стирание различ-
ных видов памяти отвечают разные сигнальные
белки [53, 140].

Rac1 является одним из активаторов LIMK1,
ингибирующей кофилин. Активация кофилина
препятствует стиранию памяти [34] не только за
счет участия в ремоделировании актина, но и по-
тому, что комплекс АДФ (аденозиндифос-
фат)/кофилин является функциональным узлом
клеточной биологии, регулятором клеточного го-
меостаза, сенсор-стрессорных воздействий [60].
Среди таких воздействий и тепловой шок, и окис-
лительный стресс, и гипоксия, и изменения соле-
вого содержания, и засуха, воздействующие на
различных представителей живого мира [64]. Та-
ким образом, актин-деполимеризующий каскад

напрямую задействован в активном забывании у
дрозофилы при ольфакторном обучении с под-
креплением электрошоком. Важность же роли
компонентов этого каскада в становлении интел-
лектуальных проблем при различных нейропато-
логиях обозначена в недавнем исследовании о
том, что активность LIMK1/2 в медиальной пре-
фронтальной коре мышей ответственна за разви-
тие непредсказуемого мягкого хронического
стресса, обездвиживания и социальных пораже-
ний, ведущих к таким интеллектуальным пробле-
мам, как депрессия [52].

Напомним, что Rac1-зависимое забывание яв-
ляется эволюционно консервативным, присут-
ствуя как у беспозвоночных, так и у позвоночных,
что позволяет сопоставлять данные, полученные
на разных видах. Так, у аплизии обучение с лег-
ким напоминанием восстанавливает ДСП при
сенситизации [98]. Кроме того, уровень актива-
ции Rac1, регулируя полимеризацию актина,
влияет на распространение конусов роста ламе-
лоподий развивающихся нейронов и определяет
размер и форму синаптических шипиков взрос-
лых нейронов. Поэтому он влияет на забывание,
зависимое от нейрогенеза (neurogenesis-based for-
getting). Это основано на данных о том, что в тече-
ние жизни млекопитающих к зубчатой извилине
гиппокампа (dentate gyrus) постоянно добавляют-
ся новые нейроны с интенсивностью, модулируе-
мой стимулами от окружающей среды [20]. Нейро-
генез ремоделирует нервные сети гиппокампа, что
служит механизмом стирания следов памяти [55].

Наряду с этим и у моллюсков, и у млекопитаю-
щих важную роль в процессах обучения, консо-
лидации и сохранения памяти играют атипичные
протеинкиназы PKCζ, PKMζ и PKCι/λ. Доста-
точно сложные белок-белковые взаимодействия
с участием PKMζ, ее ингибиторного белка ZIP,
эндоцитоза AMPA GluA2 рецепторов из мембра-
ны синапса обеспечивают процессы активного
(intrinsic) забывания. Необычные механизмы
транскрипционного и трансляционного контроля
действия атипичных протеинкиназ и их участия в
эпигенетических изменениях (ацетилирование
гистонов и метилирование ДНК) наилучшим об-
разом описаны в работах П.М. Балабана [24, 31,
132]. Важно понимать, какие именно ключевые
гены могут быть мишенями для изменения фено-
типа организма – “норма” или “болезнь”, а также
мишенями для поиска средств терапии для воз-
вращения из состояния “болезнь” к состоянию
“норма”. Действительно, многие нейрологиче-
ские дефекты мозга нарушают когнитивные
функции, вызывая интеллектуальные проблемы
расстройств аутического спектра, болезнь Альц-
геймера и др. [66]. И хотя при каждом отдельном
расстройстве наблюдается уникальная картина
патофизиологии, однако же общим связующим
звеном всех заболеваний является структура си-
напсов и их функция [100]. Согласно новейшим
представлениям, это связующее звено – активное
забывание.
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До настоящего времени активное забывание у
дрозофилы исследовали с использованием мето-
да классического павловского обучения с нега-
тивным подкреплением электрошоком. Вместе с
тем остается неизвестной роль актин-ремодели-
рующего каскада в активном забывании при
иных типах обучения у мух. Важнейшим из них
является уже упомянутый выше метод условно-
рефлекторного подавления ухаживания.

Таковые исследования, направленные на по-
знание феномена активного забывания в пара-
дигме УРПУ, впервые проведены нами у уже опи-
санных выше линий дикого типа и температуро-
чувствительного мутанта agnts3 с полиморфизмом
по гену limk1. Поскольку интенсивность процессов
забывания определяется динамикой (скоростью)
изменения индекса обучения на протяжении те-
стируемого периода времени, был проведен ана-
лиз динамики краткосрочной и среднесрочной
памяти в парадигме УРПУ у самцов линий дрозо-
филы, полиморфных по гену limk1, через 15, 30,
60 мин и 24 ч после 30-минутной тренировки
(рис. 8) [3]. Обнаружено, что у CS ИО снижается
через сутки в интактном контроле в 2 раза, а после
стрессирующего воздействия ТШ – в 11 раз. Та-
ким образом, забывание проявляется только че-
рез сутки после обучения.

У линии Berlin, для которой определенная на-
ми последовательность ДНК для LIMK1 наибо-
лее соответствует приведенной во FlyBase, на-
блюдаются достаточно существенные отличия от
CS во временной динамике ИО: через 15 мин,
60 мин и 24 ч в 2.5–2.6 раза ниже. При этом ТШ
устраняет отличия ИО от CS. Напомним, что у
Berlin ранее были показаны нарушения сохране-
ния ДСП [5]. Возможно, именно интенсивность
забывания является в данном случае причиной
этого дефекта. У линии Oregon-R ИО последова-
тельно снижался с увеличением интервала време-
ни после тренировки, достигая драматического
23-кратного падения через 24 ч. ТШ устраняет от-
личия ИО от CS только через 60 мин и 24 ч. Таким
образом, можно говорить о том, что эта линия не-
способна как к обучению, так и формированию
КСП и ССП, что согласуется с ранними исследо-
ваниями [5]. Мутационное повреждение гена
limk1 у agnts3 также нарушает способность к обуче-
нию и формированию КСП и ССП. Динамика
ИО мутанта в сравнении с CS такова: в нормаль-
ных условиях он имеет самые низкие показатели – в
23 и 24.5 раза хуже через 0 и 15 мин после трени-
ровки, в 14 раз хуже через 30 мин, в 6 и 10 раз со-
ответственно через 60 мин и 24 ч. Парадоксально,
но факт – действие ТШ снимает эти фантастиче-
ские отличия, восстанавливая присущую в норме
CS динамику ИО, что и делает agnts3 наиболее
адекватной моделью для изучения процессов за-
бывания. Объяснением этому служит то, что одна
из форм забывания – забывание, индуцирован-
ное интерференцией (приобретением новой ин-

формации) или конкуренцией процессов, веду-
щих к воспроизведению памяти.

Как и при анализе забывания в парадигме обу-
чения с негативным подкреплением электрошо-
ком [115], для оценки активности процессов за-
бывания в парадигме УРПУ необходимо учиты-
вать скорость снижения ИО на некотором
временном интервале X после тренировки. Если у
двух линий дрозофилы (1 и 2) ИО непосредственно
после тренировки одинаковы, можно говорить о
том, что обе линии обучаются одинаково хорошо.
В данном случае это линии Canton-S и Berlin. Если
при этом кривая ИО для линии 1 на интервале Х
лежит ниже кривой ИО для линии 2, можно за-
ключить, что угасание памяти у линии 1 происхо-
дит быстрее, т.е. процесс активного забывания
выражен сильнее. Таким образом, интенсивность
процессов забывания определяется не абсолют-
ными величинами ИО в каждый момент времени,
а динамикой (скоростью) его изменения. При
этом, если у линии 1 ИО в начале и в конце пери-
ода Х выше, чем у линии 2, а углы наклона кривых
одинаковы, можно заключить, что линия 2 обуча-
ется хуже, но активность процесса забывания у
нее не отличается от таковой у линии 1. В нашем
случае кривая ИО Berlin лежит ниже, чем для CS,
начиная с 15 мин после обучения. Драматическое
угасание памяти (активное забывание) очевидно
для Oregon-R и agnts3, однако их изначальный ИО
многократно ниже, чем у Canton-S (соответствен-
но в 4 и 23 раза). Вместе с тем, стрессирующее
воздействие ТШ интенсифицирует забывание у
CS и, наоборот, восстанавливает обучение и па-
мять у agnts3, что является косвенным подтвер-
ждением роли факторов стрессорного ответа в
формировании памяти и забывании.

Полученные нами данные, безотносительно к
тому, насколько у каждой линии изменена актив-
ность LIMK1 и последовательности кодирующе-
го ее гена, служат призывом к критическому
осмыслению приводимых в литературе результа-
тов об обучении/забывании. Следует учитывать,
что 1) большинство маркеров и балансерных ли-
ний у дрозофилы получены на генетическом фо-
не линии Oregon-R; 2) высоко оправдано исполь-
зование в качестве контрольной линии Berlin;
3) линия Canton-S не всегда сопоставима в пове-
денческих экспериментах с линией Berlin, но в
данном случае заслуживает пристального внима-
ния, так как температуро-чувствительная мута-
ция agnts3 была индуцирована этилметансульфо-
натом (ЭМС) в линии Canton-S, то есть имела и
имеет генетический фон CS. Также важно пом-
нить, что упомянутые линии дикого типа широко
используются в генетических исследованиях,
поддерживаются в различных лабораториях по
всему миру на протяжении многих десятилетий и
могут накапливать различные мутации и/или
подвергаться дрейфу генов, в результате чего мо-
гут отличаться по признакам, анализируемым в
данной работе. Поэтому сравнения показателей
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обучения/забывания высоко оправданы именно в
этом случае.

В этом контексте настоящее исследование,
предпринятое с целью изучения влияния поли-
морфизма гена limk1 на активное забывание у
самцов дрозофилы в парадигме УРПУ, является
первым и необходимым шагом для выяснения то-
го, как сказывается на процессах забывания из-
менение активности ключевого элемента каскада
ремоделирования актина LIMK1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Формирование памяти и забывание являются
основой поведенческой пластичности. Пассив-
ное забывание представляет собой процесс не-
специфического угасания следов памяти, обу-
словленное случайными, стохастическими про-
цессами в нервной системе. Активное забывание
получило следующее определение: “механизм
или серия механизмов удаления ненужных вос-
поминаний” [41]. Выделают несколько механиз-
мов активного забывания: 1. Забывание, основан-
ное на интерференции, при котором старая и но-
воприобретенная энграммы памяти конкурируют
между собой. 2. Мотивированное забывание, при

котором специфически удаляется некоторая не-
гативная информация. 3. Забывание, индуцируе-
мое воспоминанием, при котором имеет место
антагонизм между воспроизведением различных
энграмм памяти. 4. Забывание, обусловленное
внутренними механизмами. Последнее, предпо-
ложительно, индуцируется при обучении парал-
лельно с формированием памяти, конкурируя с
процессами ее консолидации и сохранения. Ко-
нечный эффект зависит от баланса сигнальных
стимулов, регулирующих запоминание и забыва-
ние, и активности внутриклеточных сигнальных
каскадов, индуцируемых этими стимулами.

Важнейшую роль в реализации процессов
обучения, забывания и формирования памяти
играет сигнальный каскад ремоделирования ак-
тина, ключевым ферментом которого выступает
LIMK1. LIMK1 представляет собой одно из узло-
вых пересечений биохимических и нервных се-
тей, сопровождающих активное забывание. По-
иск и всестороннее изучение таких важных пере-
крестков сигнальных путей необходимы для
целенаправленного терапевтического воздей-
ствия в случае заболеваний, характеризующихся
когнитивными нарушениями. Но какова страте-
гия поиска средств терапии? Коррекция интел-

Рис. 8. Динамика сохранения условно-рефлекторного подавления ухаживания при тестировании краткосрочной и
среднесрочной памяти у самцов линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3 Drosophila melanogaster. По оси абсцисс: время
после завершения тренировки, мин; по оси ординат: ИО – индекс обучения, у.е. * – ИО достоверно отличается от ну-
ля; # – ИО достоверно отличается от 24 ч; & – ИО достоверно отличается от линии дикого типа Canton-S в аналогич-
ных условиях; $ – ИО достоверно отличается от интактного контроля (двусторонний тест рандомизации, р < 0.05).
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лектуальных проблем в настоящее время сводит-
ся к оптимизации среды пациента и использова-
нию персонифицированных схем обучения,
фармакотерапия практически отсутствует. Одна-
ко в тех случаях, когда в результате каких-либо
мутаций наблюдается повышенная или пониженная
активность Rac- или Rho-зависимых сигнальных
путей, возможно эту активность отрицательно
либо положительно ремодулировать. Например,
за счет использования каких-либо агентов, малых
молекул или пептидов, изменяющих белок-бел-
ковые взаимодействия (ББВ) ГТФаз и компонен-
тов сигнальных каскадов. Предлагаемая Замбони
с соавторами схема для поиска таких агентов та-
кова: структурная информация об участниках
ББВ, применение новейших компьютерных ме-
тодов молекулярного (белкового) докинга и
скрининга агентов in silico [138]. Основанный на
ББВ дизайн малых молекул и пептидов может
обеспечить: 1) тканеспецифичность, 2) специ-
фичность для определенной ГТФазы или компо-
нента сигнального пути, 3) мягкую регуляцию для
повышения пониженной, или снижения повы-
шенной активности.

Для скрининга и тестирования агентов фарма-
котерапии с трансляцией применительно к чело-
веку требуется создание и валидация животных
моделей, в качестве которых можно использовать
не только млекопитающих, но и беспозвоночных.
Наличие гомологичных генов болезней человека,
высокоорганизованной нервной системы, обес-
печивающей реализацию всех базовых форм ко-
гнитивной активности, высокая скорость иссле-
дований на дрозофиле служат неоспоримыми
преимуществами для использования ее в качестве
объекта предварительного экспериментального
тестирования терапевтических средств. Именно в
русле “от генетики и физиологии к терапевтиче-
ским возможностям” лежит использование мута-
ционной модели дрозофилы для нейрокогнитив-
ной патологии, зависимой от экспрессии гена
limk1, ключевого фермента ремоделирования ак-
тина. Эти исследования открывают широкие пер-
спективы для сопряжения физиологических (ре-
моделирование шипиков, рост нейритов, перенос
внутриклеточных компонентов, изменение пост-
синаптической плотности) и генетических про-
цессов (механизм транскрипции, факторы ремо-
делирования хроматина).
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Abstract—According to modern ideas, the basis of intellectual problems in neurological brain damage is ac-
tive forgetting, regulated by Rac and Rho small GTPases-dependent signal stages of actin remodeling. The
key enzyme of these cascades is LIM kinase 1 (LIMK1). Changes in limk1 gene expression lead to neurocog-
nitive pathologies. Rapid screening and testing of targeted therapeutic agents modifying protein-protein inter-
actions of GTPases and components of signaling cascades requires the development and validation of simple an-
imal models. Such an opportunity is provided by Drosophila, the mutant strains of which allow you to identify
the nodal moments of intersection of biochemical and neural networks, accompanying active forgetting.
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