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Исследования регуляторных факторов и биохимических свойств актинового цитоскелета успешно
проводятся на моделях in vitro или с использованием культуры клеток. Однако, как такие факторы
функционируют in vivo, создавая невероятное многообразие цитоскелетных структур в процессе
развития организма, остается до конца не понятым. Для полного понимания того, как формируют-
ся и функционируют цитоскелетные структуры, необходимо, во-первых, установить полный спи-
сок факторов, регулирующих сборку структуры, во-вторых, установить пространственно-времен-
ной механизм, с помощью которого координируется активность этих факторов, в-третьих, опреде-
лить, как эти регуляторы и подконтрольные им структуры влияют на динамику развития. В обзоре
рассмотрены инновационные методики, сделавшие дрозофилу мощным инструментом в изучении
этих вопросов.
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“… я бы, прежде всего, воспел дрозофилу,
сочинил бы нечто вроде оды этому насекомому…

Оду за ее откровенность. Или за ее болтливость.
Болтливый объект, который хорош тем,

что так плохо хранит тайны природы”.
Даниил Гранин “Зубр”

У дрозофилы, как модельного объекта, есть
очевидные преимущества: дешевая питательная
среда, быстрый цикл развития, высокий консер-
ватизм ее генов с генами млекопитающих при от-
сутствии избыточности их гомологов в геноме,
визуально доступные эмбрионы и сложное, но
легко контролируемое, развитие. Ученые исполь-
зовали эти преимущества для скрининга ключе-
вых генов, кодирующих цитоскелетные белки и
их регуляторы (Nusslein-Volhard, Wieschaus, 1980;
Schupbach, Wieschaus, 1989). В результате, в лабо-
раториях и мировых коллекционных центрах были
собраны коллекции мутантных дрозофил, доступ-
ные любому исследователю. Далее, используя вы-
сокопроизводительный метод РНК-интерферен-
ции в культивируемых клетках дрозофилы, было
идентифицировано много новых потенциальных
факторов, контролирующих формирование ци-
тоскелета (Rogers et al., 2003; Kiger et al., 2003). В

генетических экспериментах можно не только
идентифицировать конкретные гены, но и уста-
навливать их функциональные взаимодействия,
основываясь на принципе: мутации во взаимо-
действующих генах приводят к схожему мутант-
ному фенотипу. Например, схожие фенотипиче-
ские дефекты механосенсорных щетинок способ-
ствовали открытию генов forked и singed/фасцин,
кодирующих молекулы кросслинкеров (сшиваю-
щих белков) актина (Tilney, DeRosie, 2005).

Другие ключевые регуляторы актина были
идентифицированы при поиске генов, необходи-
мых для роста и созревания ооцита (Hudson,
Cooley, 2002). Ооцит созревает благодаря направ-
ленному течению цитоплазмы, обеспечивающе-
му транспорт цитоплазматических органелл, бел-
ков и мРНК от трофоцитов (питающих клеток) к
ооциту, через особые актин-содержащие цито-
плазматические мостики – кольцевые каналы
(рис. 1а). Помимо этого, трофическим клеткам
необходимы пучки актиновых филаментов, что-
бы удерживать ядра от закупорки ими кольцевых
каналов во время тока цитоплазмы. Поиск при-
чин нарушения созревания ооцита привели к
идентификации двух групп регуляторных белков
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цитоскелета: группы белков с пучкующим эф-
фектом, гомологов виллина и фасцина – Quail и
Singed – необходимых для организации актино-
вых филаментов в пучки, и группы сшивающих
(кросслинкерных) белков Filamin и Kelch – ком-
понентов кольцевых каналов (Hudson, Cooley,
2002). Эти данные стали первым шагом на пути к
разгадке того, как специфические группы бел-
ков-регуляторов могут координировать свою ра-
боту в процессе создания актин-содержащих
структур цитоскелета. Дополнительно, удалось
идентифицировать новые регуляторы F-актина,
которые появляются в группе клеток или ткани
только в определенный период времени, в мо-
мент перехода от одной стадии развития дрозо-
филы к другой.

Во время генетического скрининга мутантов с
нарушением миграции бордюрных клеток (процесс
в оогенезе, используемый для изучения групповой
миграции клеток), в лаборатории Монтелля (Mon-
tell et al., 2012) был идентифицирован ген psidin, ко-
дирующий новый, F-актин-связывающий белок,
необходимый для нормальной скорости миграции
бордюрных клеток (рис. 1а). Оказалось, что у мле-
копитающих гомолог этого белка – C12orf30 – об-
ладает схожей функцией и необходим для коллек-
тивной миграции монослоя клеток MCF10A при
раневом повреждении (Kim et al., 2011).

Легкость, с которой можно использовать дро-
зофилу для открытия новых сигнальных путей и
механизмов, очевидна, однако ценность ее, как
инструмента в биомедицинских исследованиях,
зависит исключительно от возможности экстра-
поляции этих открытий на млекопитающих
(табл. 1). Невероятное количество работ постоян-
но демонстрирует то, как открытия, сделанные на
дрозофиле, значительно продвинули наше пони-
мание процессов развития человека, его физио-
логии и болезней (Wangler et al., 2015). Кроме са-
мих молекул цитоскелетных белков и их регуля-
торов консервативны также некоторые структуры
цитоскелета (Rohn et al., 2011). Например, пучки
F-актина, наблюдаемые у механосенсорных ще-
тинок и в кабель-подобных структурах у трофо-
цитов, имеют много общего с пучками актина
микроворсинок кишечного эпителия (щеточная
кайма) и стереоцилий (микроворсинок волоско-
вой клетки) внутреннего уха (DeRosier, Tilney,
2000). При этом формирование каждой структу-
ры зависит от согласованных действий, по край-
ней мере, двух актин-пучкующих белков, каждый
из которых эволюционно консервативен от мух
до человека. Стоит отметить, что эти же белки ис-
пользуются и для формирования особых клеточ-
ных структур. Например, для формирования ди-
намичных трехмерных актиновых конусов, кото-
рые отвечает за индивидуализацию (разделение)

сперматоцитов, исходно объединенных в 64-кле-
точную цисту, необходимы согласованные дей-
ствия высоко консервативных регуляторов как
разветвленного, так и линейного F-актина (Fabi-
an, Brill, 2012). Подобные примеры формирова-
ния различных структур одними и теми же регу-
ляторами организации цитоскелета говорят об их
эволюционной адаптивности и пластичности.
Также как и сходство механизмов регуляции фор-
мирования похожих структур в разных тканях у
разных организмов, участие одних и тех же регу-
ляторов в построении разных структур имеет не
меньшую ценность для клеточного биолога. Та-
ким образом, исследование формирования раз-
нообразных цитоскелетных структур может по-
полнить наши знания о молекулярных механиз-
мах, контролирующих функции цитоскелета.

ТЕХНИЧЕСКИЙ ПРОГРЕСС
В ИСПОЛЬЗОВАНИИ ДРОЗОФИЛЫ

Инструментарий для анализа молекулярных 
механизмов in vivo

Основные белки-регуляторы актинового ци-
тоскелета были изолированы с помощью генети-
ческих скринингов новых мутантов и анализу их
фенотипа. Тем не менее, для детального изучения
роли этих регуляторов в развитии были нужны
новые прогрессивные методики в области генно-
инженерных манипуляций с геномом дрозофилы
и по получению слитых (гибридных) белковых
молекул.

Гомологичная рекомбинация у дрозофилы в
норме идет с низкой эффективностью, что явля-
лось препятствием для проведения направленно-
го мутагенеза и получения серий аллельных вари-
антов гена. Однако открытые возможности моди-
фицировать геном дрозофилы, сделали этот
организм совершенной системой для сайт-на-
правленного мутагенеза. Во-первых, была разра-
ботана сайт-специфическая интегративная си-
стема с использованием интегразы бактериофага
ΦC31, позволяющая исследователям направлено
встраивать трансгены в определенную область ге-
нома, свободную от хозяйских генов, не опасаясь
нарушений, к которым могла приводить случай-
ная инсерция конструкции. Это позволило полу-
чать серии аллелей, несущих делетированные или
модифицированные районы изучаемого гена,
сравнивать их влияние на развитие органов и тка-
ней. Подобным образом недавно был выполнен
структурно-функциональный анализ гена α-ка-
тенина дрозофилы (Desai et al., 2013). Во-вторых,
используя библиотеку бактериальных искус-
ственных хромосом (Bacterial Artificial Chromo-
somes – BACs), стало возможным модифициро-
вать геномные локусы дрозофилы в бактериях.
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Рис. 1. (а) – схема этапов развития и клеточных процессов дрозофилы, которые способствовали открытию механизмов фор-
мирования цитоскелетных структур in vivo. Структуры F-актина выделены красным цветом. Кольцевые каналы в развиваю-
щейся яйцевой камере и миграция бордюрных клеток служат важными моделями для исследования механизмов сборки
сложных F-актиновых структур и коллективной миграции клеток, соответственно. Контроль времени цитоплазматического
течения и формирования полярности ооцита осуществляется при участии F-актиновой сетки. Эмбриогенез дрозофилы яв-
ляется модельной системой для изучения процесса слияния миобластов, приводящего к формированию многоядерных мы-
шечных волокон. В частности, в этой системе исследуются “фокусы” F-актина и координирующая активность разных нук-
леаторов актина. Актомиозиновые кабели способствуют сортировке клеток на границе эмбрионального парасегмента, в
крыловом имагинальном диске личинки и в брюшном эпидермисе куколки (не показаны). Эти же структуры способствуют
движению эпителиальных пластов клеток во время эмбрионального дорсального закрытия. Механосенсорная щетинка
взрослого насекомого явилась удобной системой для идентификации генов, контролирующих формирование пучков F-ак-
тина – структур, подобных тем, которые были обнаружены в микроворсинках щеточной каймы и стереоцилиях волосковых
клеток. Таким образом, эти модели позволяют изучать in vivo сложный контроль активности цитоскелетных регуляторных
белков и способствуют пониманию подобных процессов во время формирования схожих структур у позвоночных животных
(табл. 1). (б) – инструментарий, с помощью которого можно управлять функцией генов в разных тканях и на разных стадиях
развития дрозофилы. Слева представлена система GAL4/UAS, которая состоит из дрожжевого транскрипционного актива-
тора GAL4 и изучаемого целевого гена, поставленного под контроль активирующей последовательности (UAS). В центре и
справа представлены системы FLP/FRT и MARCM, которые применяют для индукции митотических клонов. Обе системы
используют рекомбиназу FLP и целевые FRT-сайты (отмечены красным) для индукции клонов гомозиготных мутантных
клеток и клеток дикого типа у гетерозиготных особей, но отличаются маркировкой клонов. В системе FLP/FRT гетерозигот-
ные клетки маркированы одной копией GFP (зеленый фон). После рекомбинации одна из дочерних клеток получает две ко-
пии мутантного аллеля (желтая звезда) и ни одной копии GFP-маркера (зеленый овал). Поэтому зеленое свечение у нее от-
сутствует (белый фон). Другая дочерняя клетка получает два нормальных аллеля изучаемого гена и две копии GFP (темно-
зеленый фон). В системе MARCM все клетки содержат повсеместно экспрессируемый ген GAL4, UAS-GFP и одну копию
GAL4-ингибитора GAL80 (оранжевый овал). После рекомбинации одна дочерняя клетка получает две копии мутантного ал-
леля и ни одной копии GAL80, в результате чего идет индукция GFP и получается маркированный гомозиготный мутантный
клон клеток (темно-зеленый фон). Все остальные клетки не экспрессируют GFP из-за подавления экспрессии его активато-
ра (GAL4) белком GAL80. По: Rodal et al., 2015; с изменениями. (в) – примеры использования системы GAL4/UAS и
FLP/FRT. Слева: специфическая экспрессия репортерного гена UAS-GFP под контролем драйверной конструкции Tj-GAL4
в соматических клетках половой системы самки дрозофилы. Справа: мозаичная яйцевая камера в результате индукции ми-
тотических клонов в системе FRT/FLP. Клоны маркированы отсутствием свечения зеленого флуоресцентного белка (GFP–).
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миобластов
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Актомиозиновые кабели:

сортировка клеток на границе
парасегментов

Актомиозиновые кабели:
дорсальное закрытие

Миграция бордюрных клеток

Специфичный энхансер
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Стадия 12

Стадия 14
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Редактированные геномные области размером
120 т.п.н. можно затем встраивать обратно в ге-
ном дрозофилы, используя ΦC31-опосредован-
ное интеграцию. В-третьих, на дрозофиле разра-
ботан эффективный метод сайленсинга генов
in vivo. Этот метод основан на использовании
РНК-интерференции, часто сопровождаемой до-
полнительной экспрессией гена Dicer, повышаю-
щей ее эффективность (Mohr, Perrimon, 2012). На-
конец, объединение вышеперечисленных методик
с новыми технологиями, такими, как TALENs и
CRISPR, способствует развитию направленного
редактирования эндогенных локусов, делая из
дрозофилы еще более мощную систему для ана-
лиза функций белковых молекул (Liu et al., 2012;
Ren et al., 2013; Port et al., 2014).

Технологии для манипуляции временной
и тканеспецифической экспрессией генов

Многие мутации проявляют тканеспецифиче-
ский фенотип, или фенотип, зависимый от ста-

дии развития, который не проявляется в других

тканях, или в другое время. Особенно это касает-

ся мутаций генов-регуляторов цитоскелета. Ги-

бель мутантов по этим генам на эмбриональной

стадии препятствует исследованию их функции

на более поздних стадиях развития. Кроме того,

многие гены у дрозофилы проявляют материн-

ский эффект, когда их продукты (РНК или белки)

поступают в эмбрион из организма матери. В

этом случае манипулирование геномом эмбриона

(например, получение “ноль”-фенотипа) не при-

ведут к желаемой цели, поскольку материнская

экспрессия не позволит полностью убрать из ор-

ганизма потомка продукт исследуемого гена.

Чтобы это преодолеть, было разработано не-

сколько подходов, позволяющих манипулиро-

вать экспрессией генов и трансгенов с высокой

пространственно-временной специфичностью.

Один из них – широко используемая модульная

система GAL4-UAS, которая применяется для ин-

дукции ткане- и/или стадия-специфической экс-

прессии трансгенов (рис. 1б, Brand, Perrimon, 1993).

Таблица 1. Примеры цитоскелетных актиновых структур у Drosophila и их аналогов у млекопитающих

Процесс у Drosophila Актиновая структура
Соответствующая система 

млекопитающих
Ссылки

Слияние миобластов Подосома-подобные 

структуры

Слияние миобластов (Abmayr, Pavlath, 2012;

Kim et al., 2015)

Инвадоподии (Linder et al., 2011)

Подосомы (Schachtner et al., 2013)

Цитоплазматическое

течение в оогенезе

Актиновая сеть Позиционирование вере-

тена деления ооцита

(Hudson, Cooley, 2002; 

Pfender et al., 2011)

Быстрый транспорт

цитоплазмы трофоцитов

в ооцит

Кольцевые каналы Межклеточные мостики (Hudson, Cooley, 2002; 

Haglund et al., 2011)

Пучки F-актина Позиционирование ядра (Luxton et al., 2010)

Компартментализация Актомиозиновые

кабель-подобные

структуры

Сегментация заднего 

мозга

(Lye, Sanson, 2011)

Спинное смыкание Актомиозиновые

кабель-подобные

структуры

Заживление ран (Roper, 2013)

Механо-чувствительные 

щетинки

Пучки F-актина Щеточная кайма (Tilney, DeRosier, 2005)

Стереоцилия волосковой 

клетки

Миграция бордюрных

клеток

Группа мигрирующих

клеток

Миграция клеток нерв-

ного гребня

(Montell et al., 2012)

Раковые метастазы
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В этой системе дрожжевой активатор транскрип-
ции GAL4, поставленный под контроль эндоген-
ных энхансеров, управляет трансгенными кон-
струкциями, экспрессирующими изучаемый ген
под контролем последовательности UAS (Upstream
Activating Sequence for GAL4), являющейся мише-
нью белка GAL4 (рис. 1б). В настоящее время со-
зданы тысячи общедоступных GAL4-драйверных
и UAS-репортерных линий. Их использование де-
лает эксперименты по манипулированию генной
экспрессией более гибкими, при этом достаточно
просто скрестить между собой мух из этих двух
линий.

Экспрессия белка GAL4 может подавляться
температурочувствительным дрожжевым белком
GAL80ts. Учитывая это в своих экспериментах,
можно контролировать временную экспрессию
желаемого продукта (McGuire et al., 2003). Кроме
того, дополнительно были разработаны модуль-
ные системы, обеспечивающие одновременное
манипулирование экспрессией UAS-трансгена в
разных тканях у одного организма (Venken et al.,
2011). Система GAL4/UAS также позволяет прово-
дить тканеспецифическое РНКи-опосредован-
ное подавление экспрессии гена (генетический
нокдаун). Для этого нужно под контроль последо-
вательности UAS подставить фрагмент, формирую-
щий РНК-шпильку, комплементарную транскрип-
там исследуемого гена. В помощь этим экспери-
ментам были созданы общедоступные коллекции
линий дрозофил, несущих конструкции, способ-
ные под контролем UAS генерировать различные
РНК-шпильки (Dietzl et al., 2007; Ni et al., 2011).
Конструкции UAS-РНКи способны подавлять
как материнскую экспрессию гена, так и зиготи-
ческую (Sopko et al., 2014). Этими же методами
можно проводить направленные скрининги по
выявлению регуляторов конкретных онтогенети-
ческих процессов или структур цитоскелета. На-
пример, используя драйверную линию, специфи-
чески экспрессирующую GAL4 в механосенсорных
щетинках в сочетании с UAS-управляемой доми-
нантно-негативной конструкцией, был идентифи-
цирован новый регулятор актинового кросслинкер-
ного белка Singed/фасцина – Rab35. Оказалось, что
функция Rab35 рекрутировать фасцин является
консервативной, поскольку обнаруживается у этого
белка при формировании филоподий в фибробла-
стах линии NIH 3T3 (Zhang et al., 2009).

Другим широко используемым подходом яв-
ляется метод получения гомозиготных мутантных
клонов при помощи FLP-опосредованной ре-
комбинации (рис. 1б). Рекомбиназа FLP (флипа-
за) специфически узнает сайты FRT и с высокой
частотой индуцирует по ним рекомбинацию
ДНК. Если у дрозофил, гетерозиготных по ле-
тальной мутации, индуцировать митотическую

рекомбинацию по сайтам FRT, локализованным

возле центромары, то можно получить гомози-

готные по летальной мутации клоны клеток внут-

ри гетерозиготной (фенотипически нормальной)

ткани (Xu, Rubin, 1993). При дальнейшей модер-

низации этого метода была создана система

MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible Cell

Marker), которая заключается в комбинировании

систем FLP/FRT и GAL4/UAS (Lee, Luo, 2001). В

чем ее преимущества? Во-первых, система

MARCM позволила значительно улучшить при-

жизненную визуализацию мутантных клеток, что

особенно ценно при исследовании цитоскелета

во время роста и ветвления аксонов (Ng et al.,

2002). Во-вторых, система MARCM позволила

исследователям комбинировать клональный ана-

лиз мутаций с потерей функции с индуцибель-

ным UAS-РНКи-опосредованным подавлением

экспрессии гена. Также FLP-опосредовательная

рекомбинация позволила получать клоны мутант-

ных герминативных клеток в яичниках, что спо-

собствовало преодолению материнского эффек-

та через формирование мутантных ооцитов (а,

следовательно, и эмбрионов) без белка или РНК

материнского происхождения (Chou et al., 1993).

Наконец, в последнее время стали доступны

методы тонкой манипуляции функцией белка в

живом организме мухи. Эти методы используют

для фотоактивации белка, в которых нативный

белок сшит с фоточувствительным ингибитор-

ным доменом растительного белка фототропина,

например, paRac1 (Wang et al., 2010), или фотоде-

градации изучаемого тетрациклин-меченого бел-

ка (хромофор-ассоциированная световая инак-

тивация, CALI) (Marek, Davis, 2002). Наконец,

можно точно контролировать концентрацию ис-

следуемого GFP-меченого белка с помощью ин-

дуцибельной экспрессии антител против GFP, к

которым пришит убиквитин, запускающий меха-

низм убиквитин-опосредованной протеолитиче-

ской белковой деградации (Caussinus et al., 2012).

Таким образом, исследования на дрозофиле мож-

но проводить, располагая целым рядом инстру-

ментов, позволяющих манипулировать функци-

ей гена в организме через управление его экс-

прессией в разных тканях и на разных стадиях

развития.

Микроскопия: взаимодействия молекул,
клеток и тканей

Улучшение качества микроскопов и разработ-

ка флуоресцентных зондов для выявления кле-

точных структур сделали возможным визуализи-

ровать динамичные морфогенетические процес-

сы на клеточном и молекулярном уровне (рис. 2).
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Благодаря тому, что диаметр эмбриона дрозо-

филы около 200 мкм, а длина примерно 500 мкм,

его можно эффективно анализировать с помо-

щью конфокальной микроскопии. Конфокаль-

ная микроскопия, таким образом, стала рабочей

лошадкой в исследованиях на дрозофиле. В про-

шлом исследователи использовали в микроско-

пии только фиксированные образцы, но развитие

новых модальностей в этой области, доступность

получения однофотонных и мультифотонных кон-

фокальных снимков и разнообразие флуоресцент-

ных белков сместили акцент на получение изоб-

ражений в живых клетках (Winter, Shroff, 2014).

Прижизненная визуализация процессов, уже изу-

ченных на фиксированных образцах, позволила

выявить новые морфогенетические механизмы,

например такие, как: пульсирующее сокращение

клеток, приводящее к сокращению ткани и дви-

жению эпителиального пласта в эмбриогенезе

(Martin et al., 2009; Solon et al., 2009; Rauzi et al.,

2010; He et al., 2010), поляризованная миграция и

полный оборот эпителиального пласта (Haigo,

Bilder, 2011) и динамика формирования синапсов

(Schmid et al., 2008). Множество флуорофоров с

различными длинами волн, используемых для по-

лучения многоканальных изображений, позволило

сопоставлять формообразование и динамические

события в клетке со специфическими структурами

цитоскелета (Kremers et al., 2011). Так, в режиме ре-

ального времени было показано, что клеточные пе-

регруппировки, которые способствуют элонгации

эмбриона и удлинению зародышевой полоски, со-

провождаются полярным распределением внутри

клетки миозиновых моторных белков и белков сты-

ковых контактов (адгерентных связей) (Симонова,

Бурдина, 2009; Bertet et al., 2004; Blankenship et al.,

2006; Simoes et al., 2010; Rauzi et al., 2010). Приме-

нение других нововведений, таких как фото-ак-

тивируемые и фото-обратимые флуорофоры

(Фотоактивируемые GFP (PA-GFP), mEOS, Den-

dra и Dronpa) позволили проанализировать дина-

мику распределения белков адгерентных связей

во время эпителиальной элонгации и белков

плазматических мембран во время ранних деле-

ний дробления (Cavey et al., 2008; Mavrakis et al.,

2009). Сочетание генетических методов и прижиз-

ненных съемок у дрозофилы продвинули понима-

ние роли актинового цитоскелета в таких процес-

сах, как цитокинез и миграция клеток, ранее изуча-

емых в культивируемых клетках. Изучая поведение

клеток эпителия во время деления с использовани-

ем широкого спектра флуоресцентных белков, бы-

ло показано, что цитокинез это не просто процесс,

управляемый исключительно цитокинетическим

контрактильным кольцом, а сложная последова-

тельность событий, во время которых идет фор-

мирование трех разных актин-содержащих струк-

Рис. 2. Разрешающая способность методов биовизуализации.

1 нм 1 мкм 1 мм 1 см 10 см10 мкм 100 мкм10 нм 100 нм
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тур (Founounou et al., 2013; Guillot, Lecuit, 2013;
Herszterg et al., 2013).

Еще одним ярким примером скоординирован-
ного поведения клеток является групповая мигра-
ция бордюрных клеток (рис. 1а). В этой системе ди-
намика движения группы клеток в значительной
степени определяется ведущей (лидирующей) клет-
кой. Создание биосенсоров, работа которых осно-
вывается на явлении Ферстеровского переноса
энергии (Förster resonance energy transfer, FRET),
способствовало выявлению определенных собы-
тий, происходящих в живых клетках. Используя
эту биосенсорную стратегию, было показано, что
лидирующие клетки по сравнению с остальными
демонстрируют более высокие уровни активно-
сти Rac. Пространственно-временная манипуля-
ция Rac-активностью с использованием фотоак-
тивируемых конструкций подтвердили, что для
поляризации всего кластера бордюрных клеток
достаточно, чтобы Rac был активен в одной клет-
ке (Wang et al., 2010). Для того чтобы понять, ка-
ким образом поляризация кластера бордюрных
клеток координируется среди других клеток, окру-
жающих кластер, использовали специфические ге-
нетические манипуляции в системе GAL4/UAS. В
результате было показано, что эта координация
осуществляется по механизму формирования петли
обратной связи между Rac и E-кадгериновой ад-
гезией пограничных клеток мигрирующего кла-
стера и окружающих их трофоцитов (Ramel et al.,
2013; Cai et al., 2014).

В дополнение к конфокальной микроскопии,
исследования на дрозофиле можно проводить с
помощью новых методов микроскопии, расши-
ряющей границы разрешения обычных оптиче-
ских микроскопов (рис. 2). Недавно для анализа
процесса резорбции микроворсинок эмбрио-
нального эпителия применили метод флуорес-
центной микроскопии полного внутреннего отра-
жения (total internal reflection fluorescence microsco-
py – TIRFM) (Fabrowski et al., 2013), который
позволяет детектировать флуоресцентные объекты
в пограничном слое толщиной ~100 нм с разреше-
нием до 10 нм (т.н. флуоресцентная наноскопия).
Для изучения структур цитоскелета в стыковых
контактах, а также крупных рибонуклеопротеин-
содержащих органелл, транспортируемых по
“рельсам” цитоскелета в эмбрион, использовали
методы сверхвысокого разрешения на основе тех-
нологии структурированного освещения (SIM),
позволяющей улучшить пространственное разре-
шение по сравнению с обычными световыми
микроскопами примерно до 115 нм (Roper, 2012;
Weil et al., 2012).

Применение новых технологий флуоресцент-
ной микроскопии сверхвысокого разрешения,
таких как STORM (STochastic Optical Reconstruction

Microscopy – микроскопия стохастической опти-
ческой реконструкции) или STED (STimulated
Emission Depletion microscopy – микроскопия исто-
щения стимулированной эмиссии) позволяет
ученым связать события, происходящие на моле-
кулярном уровне с поведением клеток и тканей
во время морфогенеза. И, наконец, появление
микроскопии выборочного освещения плоско-
стей (SPIM) и микроскопии светового листа с
дискретным освещением (lattice-light-sheet micros-
copy) помогает увеличить масштаб изображения,
позволяя с достаточным разрешением рассматри-
вать и регистрировать перемещения одной био-
молекулы, увидеть процессы, происходящие
внутри клетки, проследить поведение отдельных
клеток в окружающем матриксе, а также взаимо-
действие клеток в многоклеточных системах
(Keller et al., 2010; Rebollo et al., 2014; Chen et al.,
2014). Это очень щадящие по отношению к клетке
методы съемки прижизненных образцов, по-
скольку освещается только та область, которая
фотографируется, при этом минимизируются
фототоксичность и обесцвечивание. К тому же
данная методика обеспечивает оптическое разре-
шение за счет освещения только тех областей, ко-
торые находятся строго в фокусе, поскольку вне-
фокусное освещение, как правило, приводит к
размытости изображения. Подобные достижения
в области анализа и моделирования живого изоб-
ражения позволили исследователям накопить
данные и функционально связать взаимодей-
ствия между сигнальными молекулами, которые
устанавливают полярность, действуя на субкле-
точном уровне, и механическими силами, кото-
рые контролируют динамику морфогенеза, дей-
ствуя на тканевом уровне (Aigouy et al., 2010;
Bosveld et al., 2012).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Низкая стоимость содержания дрозофилы и
возможность использовать ее в исследованиях
инновационными методами позволяют прово-
дить как широкомасштабные, так и направлен-
ные скрининги новых генов, описывать сигналь-
ные пути, контролирующие формирование и
функционирование цитоскелета. Используя но-
вые молекулярно-генетические методы, можно
вносить нужные изменения в конкретные гены, а
также детально анализировать их функции точно в
определенной ткани и в нужный период развития.
И, наконец, достижения в области визуализации и
количественного анализа делают из дрозофилы
уникальный инструмент, как для понимания функ-
ций отдельных регуляторов цитоскелета, так и для
оценки эффекта, который они производят на клет-
ки и ткани.
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Drosophila as a Model System Used for Searching the Genes, Signaling Pathways,
and Mechanisms Controlling Cytoskeleton Formation
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1Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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The regulatory factors and biochemical properties of the actin cytoskeleton are widely studied in in vitro mod-
els and cell cultures. However, it is still unclear how these factors work in vivo and create an incredible variety
of cytoskeleton structures during the organism’s development. Firstly, for the full understanding of formation
and functioning of cytoskeleton structures, we need to determine all factors that regulate the structure com-
position. Secondly, we need to investigate the spatial and temporal mechanisms that provide the coordination
of these factors and their activity. Thirdly, we need to know how the regulating factors and structures con-
trolled by them are involved in the development dynamics. This review discusses the innovation methods that
made drosophila a valuable tool for the investigation of these issues.

Keywords: Drosophila, actin, cytoskeleton
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