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Мета. Для з’ясування ролі основних компонентів Дистрофін-глікопротеїнового комп-
лексу – дистрофіну (Dys) і дистроглікану (Dg) та їх модифікаторів – кальмодуліну (Cam) 
і капулету (Сapt) у нервовій системі Drosophila melanogaster, було здійснено функціо-
нальний нокаут генів, що кодують ці білки. Методи. Дорослих особин з функціональним 
порушенням вказаних генів перевіряли на локомоторну активність та тривалість життя. 
Результати і висновки. Встановлено, що нестача продуктів генів Dys, Dg, Cam, capt у 
нервовій тканині призводить до порушення локомоторної активності та зниження показ-
ників середньої тривалості життя мух.

Ключові слова: Drosophila melanogaster, дистрофін, дистроглікан, тривалість життя, 
локомоторна активність.

Вñòуп. Порушення орган³зац³ї ³ функц³онування дистроф³н-гл³копротеїнового 
коìплексу (ÄÃÊ) є причиною розвитку ì’язових дистроф³й – захворювань, 

як³ супроводжуються дегенерац³єю скелетних ì’яз³в, кард³оì³опат³єю [1]. ÄÃÊ 
забезпечує як ф³зичне, так ³ сигнальне зв’язування сарколеìи з актиновиì ци-
тоскелетоì кл³тини [2]. Äо складу коìплексу у ссавц³в входять дистроф³н, дис-
трогл³кан, утроф³н, дистробрев³ни, саркогл³кани, синтроф³ни, саркоспан. Ìу-
тац³ї в генах основних коìпонент³в ÄÃÊ – дистроф³ну та дистрогл³кану поруч з 
дегенерац³єю ì’яз³в ìожуть спричиняти зì³ни у функц³онуванн³ головного ìоз-
ку [2] внасл³док порушеної ф³з³олог³ї нейрон³в [3 – 5].

Â³доìо, що Drosophila melanogaster є хорошиì ìодельниì об’єктоì для 
вивчення багатьох захворювань людини, зокреìа ì³опат³й, оск³льки у дрозоф³-
ли присутн³ вс³ коìпоненти ÄÃÊ, проте з ìеншою р³зноìан³тн³стю ³зофорì [6]. 
Êр³ì того у дрозоф³ли проявляються фенотипи, под³бн³ до тих, як³ спостер³га-
ються при дистроф³ї людини [7, 8]. Функц³я ÄÃÊ у нервов³й тканин³ не є до к³нця 
з’ясованою, тоìу доц³льно вивчити роль як основних коìпонент³в цього коìп-
лексу, так ³ їх ìодиф³катор³в, виявлених попередньо [9, 10, 11], у ц³й тканин³.

Ìетою роботи було досл³дити вплив функц³онального нокауту ген³в Dys, Dg 
та Cam ³ capt у нервов³й тканин³ на рухову активн³сть та тривал³сть життя ³ìаго 
D. melanogaster.
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Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Ìатер³алоì досл³джень слугували л³н³ї 

D. melanogaster з конструктаìи для ³нак-
тивац³ї гена дистроф³ну (UAS-dsDystg4) та 
дистрогл³кану (UAS-dsDg30A), як³ були 
описан³ ран³ше [7, 12]. RNAi л³н³ї UAS-
CamRNAi (v28242) та UAS-captRNAi 
(v21995) були отриìан³ з Vienna drosophila 
stock center (VDRC), а драйверна л³н³я 
elavGal4;tubGal80/Cy (Bl#5145) та л³н³я 
дикого типу Oregon R – з Bloomington 
Drosophila Stock Center (BDRC).

Äля функц³онального нокаутування ге-
н³в Dys, Dg, Cam та capt саìок л³н³ї 
elavGal4;tubGal80/Cy схрещували з саì-
цяìи в³дпов³дних RNAi л³н³й. Äр³жджовий 
активатор транскрипц³ї Gal4 п³д проìото-
роì гена elav, який кодує нейрон-
специф³чний б³лок ELAV забезпечує екс-
прес³ю в³дпов³дного RNAi конструкту у не-
рвов³й систеì³. Б³лок Gal80, який у ìух 
даної л³н³ї експресується у вс³х кл³тинах (бо 
знаходиться п³д проìотороì гена tub), є 
³нг³б³тороì Gal4. Інг³бування транскрипц³ї 
зд³йснюється завдяки зв’язуванню Gal80 з 
30-ìа аì³нокислотаìи з Ñ-к³нця Gal4 [13]. 
Äля експериìент³в в³дбирали ìух з нокау-
тоì ген³в у нервов³й тканин³ (в³дпов³дно без 
³нг³б³тора Gal80). Ìухи, як³ ì³стили Gal80, 
використовувалися в якост³ контролю до 
кожного RNAi конструкту. Êр³ì того, конт-
ролеì слугували вих³дна л³н³я elavGal4; 
tubGal80/Cy та л³н³я дикого типу Oregon R.

Äля досл³дження тривалост³ життя 30–
45 ìух розсаджували в проб³рки (по 15 са-
ìок у кожну) з стандартниì поживниì се-
редовищеì [14]. Êультуру п³дтриìували в 
терìостат³ при теìператур³ 25°Ñ. П³драху-
нок живих ìух ³ пересадку на св³же пожив-
не середовище проводили раз в 2–3 дн³ 
без еф³ризац³ї. Äля п³дтвердження отри-
ìаних результат³в проводили 2 незалеж-
них експериìенти. Íа основ³ кривих вижи-
вання визначали середню тривал³сть жит-
тя (ÑÒЖ) ³ ìаксиìальну тривал³сть життя 
(ÌÒЖ). ÑÒЖ характеризували трьоìа по-

казникаìи: S75, S50, S25 – ³ндекс (в днях), 
на як³ залишалися живиìи 75 %, 50 % та 
25 % ìух в³дпов³дно. ÌÒЖ розраховували у 
днях, на як³ залишалися живиìи останн³ 
10 % коìах в³дпов³дних л³н³й. Ñтатистичну 
обробку проводили за допоìогою Ò-тесту 
пакету анал³зу даних Ms Excel.

Òест на рухову активн³сть та визначення 
³ндексу активност³ проводили зг³дно опи-
саної ìетодики [7]. Òестували ³ìаго 
12-денного в³ку. Äля цього поì³щали 12–
15 ìух в проб³рку, струшували їх на дно, 
п³сля чого їì надавали 30 с для подолання 
в³дстан³ довжиною 10 сì. Òод³ ìух, як³ 
усп³шно справилися ³з заданиì в³др³зкоì 
шляху, переносили в наступну проб³рку, 
знову струшували на дно ³ надавали їì 
ìожлив³сть подолати таку ж дистанц³ю за 
такий саìий час. Öю процедуру повторю-
вали 5 раз³в. Îсобин, як³ усп³шно долали 
шлях, п³драховували в кожн³й сер³ї досл³ду. 
За один експериìент тестували 30–40 ìух 
в³дпов³дного генотипу при к³ìн³тн³й теìпе-
ратур³. Òест на рухову активн³сть проводи-
ли дв³ч³. Індекс активност³ розраховували 
за форìулою: 

+ × + × + × + ×
=

×
1 2 3 4 5( ) ( 2) ( 3) ( 4) ( 5)

5
n n n n nCind n

,

де Cind – ³ндекс рухової активност³, nx – 
к³льк³сть ìух, що подолали дистанц³ю у в³д-
пов³дн³й проб³рц³, n – загальна к³льк³сть 
ìух на початку експериìенту.

Ðезультати пор³внювали статистично 
за допоìогою T-тесту пакету анал³зу даних 
Ms Excel.

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Íаìи та ³ншиìи автораìи було виявле-

но експрес³ю дистроф³ну та дистрогл³кану 
у ìозку та перифер³йн³й нервов³й систеì³ 
дрозоф³ли [7, 11, 15–19]. Показано, що у 
личинок дрозоф³ли Dys (³зофорìа DLP2) 
та Dg експресуються у глутаìатерг³чних 
нейроì’язових з’єднаннях постсинаптич-
но (тобто у ì’язах), зд³йснюючи ретро-
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градний (спряìований назад) контроль 
вив³льнення нейроìед³атора з пресинапсу 
[15, 17]. Âиявлено також, що у личинок ³зо-
форìа Dys – Dp186 є важливою у функц³о-
нуванн³ центрального синапсу ì³ж ìото-
нейронаìи та їхн³ìи пресинаптичниìи хо-
л³нерг³чниìи ³нтернейронаìи. Ðедукц³я 
ц³єї ³зофорìи веде до посиленого зб³ль-
шення вив³льнення нейроìед³атора у в³д-
пов³дь на певний стиìул [18]. Ó личинок 
зниження експрес³єї Dys ³ Dg як в нейро-
нах, так ³ в гл³ї порушує ì³грац³ю аксон³в 
фоторецептор³в, тобто Dys ³ Dg є важливи-
ìи у цих двох типах кл³тин для норìальної 
ì³грац³ї нейрон³в [7], под³бно до ссавц³в 
[20].

Ó попередн³й робот³ ìи виявили екс-
прес³ю Dg навколо ìотонейрон³в, а Dys – у 
нейронах дорослих ìух [11]. Законоì³р-

ìутац³ї в яких впливали на прояв фенотипу 
у ìутант³в за генаìи Dys та/або Dg у цих 
процесах [11]. Ñеред них були гени Cam 
(продуктоì є Ca-зв’зувальний б³лок) та 
capt (продуктоì є б³лок, зад³яний у поля-
ризац³ї/деполяризац³ї цитоскелету) [11]. 
Ðоботаìи ³нших автор³в показано, що Cam 
в³д³грає важливу роль в керуванн³ конус³в 
наростання нейрон³в та видовженн³ аксо-
н³в [21], а Capt необх³дний для п³дтриìан-
ня гоìеостазу дентрит³в нейрон³в [22].

Äля з’ясування, наск³льки важливиìи є 
продукти ген³в Dys, Dg, Cam та capt у 
функц³онуванн³ нервової систеìи та як 
впливає їх нестача на життєздатн³сть осо-
бин, ìи побудували крив³ виживання та 
проанал³зували параìетри тривалост³ 
життя (рис.1, табл.1) у ìух з³ зниженою 
експрес³єю в³дпов³дних ген³в. 

Рèñ. 1. Êрив³ виживання осо-
бин л³н³ї дикого типу Or-
egon R та драйверної л³н³ї 
elavGal4;tubGal80 (А), а також 
ìух з³ зниженою експрес³єю 
ген³в Dys (Б), Dg (В), capt (Г), 
Cam (Д) у нервов³й систеì³ ра-
зоì з в³дпов³дниìи контроля-
ìи. E– показник середньої три-
валост³ життя S50 (день, на який 
залишились живиìи 50 % ìух). 

* – ³ìов³рн³сть p≤0,05, ** – ³ìо-
в³рн³сть p≤0,01 – статистично 
достов³рна р³зниця ì³ж експе-
риìентоì ³ в³дпов³дниì контр-
олеì

н³сть такої експрес³ї св³д-
чила про те, що ÄÃÊ є 
важливиì у розвитку 
нервової систеìи. Êр³ì 
того, досл³джуючи ì³гра-
ц³ю фоторецепторних ак-
сон³в у личинок дрозоф³-
ли та елонгац³ю оìатид³й 
у ³ìаго, ìи провели скри-
н³нг ìодиф³катор³в ÄÃÊ 
та виявили дек³лька  ген³в, 
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Òàбëèця 1. Òривал³сть життя особин з функц³ональниì нокаутоì ген³в Dys, Dg, capt та Cam у нерво-
в³й систеì³

Гібридні лінії
СТЖ, (дні)

МТЖ (дні),
M ± mS75,

M ± m
S50,

M ± m
S25,

M ± m
Oregon

elavGal4; tubGal80
UAS-dsDystg4; elavGal4; tubGal80

UAS-dsDystg4; elavGal4
UAS-dsDg30A; elavGal4; tubGal80

UAS-dsDg30A; elavGal4
UAS-captRNAi; elavGal4; tubGal80

UAS-captRNAi; elavGal4
UAS-CamRNAi; elavGal4; tubGal80

UAS-CamRNAi; elavGal4

35,6 ± 4,1
27,9 ± 2,6
 27,4 ± 6,4
20,0 ± 7,3
18,2 ± 0,9
 10,4 ± 4,6
43,0 ± 5,7
17,1 ± 1,7*

42,0 ± 7,5
22,7 ± 8,4

50,3 ± 4,3
43,6 ± 0,6
52,2 ± 2,7
30,6 ± 0,8**

39,4 ± 7,1
33,4 ± 0,4
56,2 ± 1,5
31,5 ± 7,5*

 55,0 ± 5,5
37,2 ± 3,2*

61,6 ± 0,1
55,5 ± 0,9
61,5 ± 2,2
58,4 ± 2,5
46,4 ± 3,6
47,0 ± 0,9

49,6 ± 17,3
39,2 ± 6,9
 61,5 ± 3,0
52,8 ± 4,1

67,4 ± 0,9
60,1 ± 1,2
64,4 ± 2,5
63,1 ± 2,5
58,2 ± 2,1
55,8 ± 4,2
 67,1 ± 1,4
50,1 ± 2,1**

 64,6 ± 3,0
 57,9 ± 2,9

 * – ³ìов³рн³сть p≤0,05 – статистично достов³рна р³зниця ì³ж експериìентоì ³ в³дпов³дниì контролеì; ** – ³ìов³р-
н³сть p≤0,01.

Як контроль використали ìух, як³ ì³с-
тили ³нг³б³тор транскрипц³йного активато-
ра Gal4 – Gal80, а також л³н³ю дикого типу 
Oregon R та вих³дну драйверну л³н³ю. Âаж-
ливою особлив³стю норìального стар³ння 
дрозоф³ли є наявн³сть плато на крив³й ви-
живання, яке характеризує пер³од актив-
ної життєздатност³. Зак³нчення плато ³ пе-
регин кривої св³дчать про ³нтенсивне в³д-
ìирання особин [23]. Ó контрольних л³н³й 
Oregon R, elavGal4;tubGal80, ìух, як³ ì³с-
тили в³дпов³дн³ RNAi конструкти та Gal80 
на кривих виживання є ч³тке плато, чого не 
спостер³гали у ìух з функц³ональниì но-
каутоì ген³в. Íе ìали такого плато лише 
крив³ виживання особин з³ зниженою екс-
прес³єю Dg (генотип UAS-dsDg30RNAi; 
elavGal4), разоì з тиì не ìали такої ха-
рак теристики ³ особини в³дпов³дного 
контролю UAS-dsDg30RNAi; elavGal4; 
tubGal80, ìожливо, в силу генетичного 
навантаження, яке несуть ц³ ìухи. Ìи по-
р³вняли досл³дн³ г³бридн³ л³н³ї з в³дпов³д-
ниìи контроляìи за параìетраìи серед-
ньої ³ ìаксиìальної тривалост³ життя 
(табл. 1).

Показник ÑÒЖ S50 у особин з функц³о-
нальниì нокаутоì ген³в Dys, capt ³ Cam у 
нервов³й систеì³ становив 30,6 ± 0,8, 31,5 

± 7,5 та 37,2 ± 3,2 дн³в, в³дпов³дно (рис.1, 
табл.1), у той час як у особин в³дпов³дних 
контрол³в цей показник був у ìежах 52,2 ± 
2,7 – 56,2 ± 1,5 дн³в. Щодо ìаксиìальної 
тривалост³ життя, то вона, як у особин з 
нокаутоì ген³в, так ³ у контрольних л³н³й, 
становила 55,8±4,2 – 67,4±0,9 дн³в. Ëише 
у г³бридної л³н³ї UAS-captRNAi;elavGal4 
ÌÒЖ була достов³рно нижчою (50,1±2,1 
дн³в) за в³дпов³дний контроль UAS-captR-
NAi; elavGal4; tubGal80 (67,1±1,4 дн³в) 
(табл. 1). 

Îдниì ³з фенотипових прояв³в, якиì 
характеризуються ìухи з³ зниженою екс-
прес³єю ген³в Dys та Dg, є порушення локо-
ìоторної активност³ [7]. Âажливо, що до 
зниження такої активност³ призводила не-
гативна регуляц³я б³лк³в дистроф³ну та дис-
трогл³кану як у вс³х тканинах, так ³, зокреìа, 
у ì’язах [7, 24]. Зниження ³ндексу актив-
ност³ на 50 % автори спостер³гали на 10–
12 день життя дорослих особин. Ìи вир³-
шили з’ясувати, як буде впливати на локо-
ìоторну здатн³сть ìух нестача Dys та Dg у 
нервов³й тканин³. Ñправд³, особини 
12-денного в³ку показали низький ³ндекс 
рухової активност³, який становив 
0,08±0,003 для ìух з функц³ональниì но-
каутоì гена Dys та 0,01±0,002 з нокаутоì 
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гена Dg. Індекси рухової активност³ особин 
контрол³в були достов³рно вищиìи ³ скла-
дали 0,334±0,067 та 0,29±0,067, в³дпов³д-
но (рис. 2). Ðан³ше вчениìи було виявлено 
важлив³сть ì’язевих Dys та Dg у функц³о-
нуванн³ нейроì’язових з’єднань [15, 17]. 
Щодо нервової тканини, то було встанов-
лено, що одна з ³зофорì дистроф³ну 
(Dp186) в³д³грає важливу роль у функц³о-
нуванн³ центрального синапсу у личинок 
[18], проте роль Dg у цьоìу з’єднанн³ авто-
раìи не досл³джувалася. Íе з’ясованою 
залишилася роль як дистроф³ну, так ³ дис-
трогл³кану в центральноìу синапс³ у до-
рослих особин. Íев³доìиì був також вплив 
³нактивац³ї ген³в Dys та Dg у нервов³й сис-
теì³ на рухову активн³сть ³ìаго. Зг³дно з 
нашиìи результатаìи Dg, як ³ Dys, ìабуть, 
є необх³дниì у центральноìу синапс³ до-
рослих особин, оск³льки зниження експре-
с³ї цього б³лка у нервов³й систеì³ ìоже 
бути одн³єю з причин порушення повед³н-
кових реакц³й, ³ в нашоìу конкретноìу ви-
падку – зниження локоìоторної активност³ 
ìух (рис.2). 

Рèñ. 2. Ëокоìоторна активн³сть особин з³ зниженою 
експрес³єю ген³в Dys, Dg, capt та Cam у нервов³й сис-
теì³. 
** – ³ìов³рн³сть p≤0,01, *** – ³ìов³рн³сть p≤0,001 – 
статистично висока достов³рна р³зниця ì³ж експери-
ìентоì ³ в³дпов³дниì контролеì

Îск³льки попередньо ìи встановили 
важливе значення кальìодул³ну ³ капулету 
для ì³грац³ї аксон³в фоторецептор³в у оц³ 
дрозоф³ли, а також взаєìод³ю ген³в Сam ³ 
capt з генаìи Dys ³ Dg у даноìу процес³ 
[11], надал³ ìи вир³шили перев³рити, чи 
буде впливати на локоìоторну активн³сть 
нокаут ген³в Сam ³ capt у нервов³й тканин³ 
под³бно, як ³ у випадку з генаìи Dys та Dg. 
Îтриìан³ результати засв³дчили, що ìухи 
з³ зниженою експрес³єю ген³в Cam та capt 
ìають нижчий ³ндекс рухової активност³ 
пор³вняно з в³дпов³дниìи контроляìи 
(рис.2). 

Â³доìо, що гени capt ³ Cam залучен³ в 
регуляц³ю динаì³ки актину [25–28]. Попе-
редньо наìи виявлен³ порушення у розта-
шуванн³ актину у Dg ìутант³в [11]. Îтриìа-
н³ результати св³дчили про важлив³сть ÄÃÊ 
у передач³ сигнал³в, як³ викликають пере-
будову цитоскелету у нейронах ³ повертан-
ня актину в конусах наростання, що є важ-
ливиì процесоì для ì³грац³ї нейрон³в. Â³-
доìо, що п³д час ìетаìорфозу багато 
личинкових структур, включаючи ì’язи, 
дегенерують, а доросл³ структури знову 
розвиваються з ³ìаг³нальних диск³в. Âпро-
довж розвитку лялечки ìотонейрони поки-
дають дегенерован³ ì’язи личинки ³ 
ì³грують, створюючи зв’язки до наново 
сфорìованих дорослих ì’язових кл³тин 
[29]. Âласне порушення ì³грац³ї нейрон³в 
та їх функц³онування, ìоже бути одн³єю з 
причин зниження рухової активност³ та се-
реднього показника тривалост³ життя S50 у 
досл³джуваних ³ìаго. Щодо показника 
ìаксиìальної тривалост³ життя, то, оче-
видно, функц³онування Dys та Dg у нерво-
в³й систеì³ не є наст³льки життєвоважли-
виì, як у ì’язев³й тканин³ та у деяких ³нших 
тканинах, що було показано автораìи ра-
н³ше [7, 24].

Îдночасне зниження показник³в локо-
ìоторної активност³ та S50 у ìух з функц³о-
нальниì нокаутоì ген³в Cam та capt у ней-
ронах ще раз п³дтверджує очевидну важ-
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лив³сть функц³онування продукт³в цих ген³в 
у одноìу/одних сигнальних шляхах з Dys 
та Dg.

Вèñíовкè
Зд³йснено функц³ональний нокаут ген³в 

Dys, Dg, Сam та capt ³ показано, що неста-
ча продукт³в цих ген³в у нервов³й тканин³ 
призводить до зниження життєздатност³, 
показник³в середньої тривалост³ життя та 
³ндексу локоìоторної активност³ ³ìаго 
Drosophila melanogaster.
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ÂËÈЯÍÈÅ ФÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÃÎ ÍÎÊÀÓÒÀ 
ÃÅÍÎÂ DYS, DG, CAM, CAPT Â ÍÅÐÂÍÎЙ 
ÒÊÀÍÈ ÍÀ ËÎÊÎÌÎÒÎÐÍÓЮ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ È 
ЖÈЗÍÅÑПÎÑÎБÍÎÑÒÜ DROSOPHILA MELA-
NOGASTER

В.М.Ришко, Я.И.Черник

Ëьвовский национальный университет иìени 
Èвана Франко 
Óкраина, 79005, г. Ëьвов, ул. Ãрушевского, 4 
e-mail: valentyna.rishko@gmail.com

Цåëü. Äля изучения роли главных коìпонен-
тов Äистрофин-гликопротеинового коìплек-
са дистрофина (Dys) и дистрогликана (Dg), 
а также их ìодификаторов – кальìодули-
на (Cam) и капулета (Ñapt) в нервной систе-
ìе Drosophila melanogaster, было осущест-
влено функциональный нокаут генов, кодиру-
ющих эти белки. Ìåòоды. Âзрослых особей 
с функциональныì нарушениеì указаних ге-
нов исследовали на локоìоторную активность 
и продолжительность жизни. Рåзуëüòàòы è 
выводы. Óстановлено, что нехватка продуктов 
генов Dys, Dg, Cam, capt в нервной ткани при-
водит к нарушенияì локоìоторной активности 
и снижению показателей средней продолжи-
тельности жизни ìух.

Кëючåвыå ñëова: Drosophila melanogaster, 
дистрофин, дистрогликан, продолжительность 
жизни, локоìоторноя активность.

INFLUENCE OF FUNCTIONAL KNOCKOUT OF 
GENES DYS, DG, CAM, CAPT IN NERVOUS 
TISSUE ON LOCOMOTOR ACTIVITY AND 
LIFESPAN OF DROSOPHILA MELANOGASTER

V.M. Rishko, YA.I. Chernyk

Ivan Franko National University of L’viv  
Ukraine, 79005, Lviv, Grushevskogo str., 4  
e-mail: valentyna.rishko@gmail.com

Aim. To elucidate the role of the main Dystro-
phin-Glycoprotein complex components – Dys-
trophin (Dys), Dystroglycan (Dg) and their mod-
ifiers – Calmodulin (Cam) and Capulet (capt) in 
nervous system of Drosophila melanogaster, 
the functional knockout of the genes encoding 
these proteins was performed. Methods. Adult 
flies with functional defects of these genes were 
tested for locomotor activity and lifespan. Re-
sults and conclusions. It was found that lack of 
products encoded by genes Dys, Dg, Cam, capt 
in nervous system lead to changes in locomotor 
activity and decrease of average lifespan index-
es of flies.

Key words: Drosophila melanogaster, Dystro-
phin, Dystroglycan, lifespan, locomotor activity.


