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Drosophila Pnut protein belongs to the family 
of septins, conservative GTPases participating 
in cytokinesis and many more other fundamental 
cellular processes. Because of their filame tous 
appearance, membrane association and functions, 
septins are considered as the fourth component 
of the cytoskeleton, along with actin, microtubules and 
intermediate filame ts. However, septins are much less 
studied than the other cytoskeleton elements. We had 
previously demonstrated that deletion of the peanut 
(pnut) gene leads to mitotic abnormalities in somatic 
cells. The goal of this work was to study the role 
of pnut in Drosophila spermatogenesis. We designed 
a construct for pnut RNA interference allowing 
pnut expression to be suppressed ectopically. 
We analyzed the effect of pnut RNA interference 
on Drosophila spermatogenesis. The most sensitive 
to Pnut depletion were germ line cells at the earliest 
stages of spermatogenesis: the suppression of pnut 
expression at these stages leads to male sterility as 
a result of immotile sperm. Testes of those sterile 
males did not show any significa t meiotic defects; 
axonemes and mitochondria were normal. We also 
analyzed the effect of mutations in Pnut conservative 
domains on Drosophila spermatogenesis. Mutations 
in the GTPase domain resulted in cyst elongation 
defects. Deletions of the C-terminal domain led to 
abnormal testis morphology. Both GTPase domain 
and C-terminal domain mutant males were sterile and 
produced immotile sperm. To summarize, we showed 
that Pnut participates in spermiogenesis, that is, late 
stages of spermatogenesis, when major morphological 
changes in spermatocytes occur. 
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Белок Pnut дрозофилы принадлежит к семейству септинов – 
консервативных ГТФаз, участвующих в цитокинезе и других 
фундаментальных клеточных процессах. В связи с их способностью 
формировать комплексы, которые могут затем полимеризоваться 
в филаменты, а также на основе их взаимодействия с клеточной 
мембраной и выполняемыми функциями септины стали рас-
смат ри вать как четвертую составляющую цитоскелета наряду 
с актином, микротрубочками и промежуточными филаментами. 
Однако в отличие от других цитоскелетных компонентов септины 
изучены гораздо слабее. Ранее нами было показано, что удаление 
септина, кодируемого геном peanut (pnut), в соматических тканях 
приводит к аномалиям митоза. Задачей данной работы было 
выяснение роли pnut в сперматогенезе дрозофилы. Нами была 
получена плазмидная конструкция для РНК-интерференции 
pnut, позволяющая эктопически подавлять экспрессию данного 
гена. Был исследован сперматогенез при подавлении экспрессии 
гена pnut при помощи РНК-интерференции. Установлено, что 
чувствительными к РНК-интерференции гена pnut являются 
генеративные клетки на самых ранних этапах сперматогенеза: 
снижение уровня экспрессии данного гена в генеративных 
клетках семенников на этих стадиях приводило к стерильности 
самцов, причиной которой является неподвижность спермиев. 
При этом в семенниках таких стерильных самцов не обнаружено 
сколь-нибудь значимых нарушений мейоза и последующего 
морфогенеза, структура аксонемы и митохондрий спермиев 
нормальная. Также проанализирован сперматогенез у мутантов 
по различным доменам белка Pnut на фоне нуль-аллеля. Показано, 
что мутации в ГТФазном домене приводят к нарушениям 
элонгации цист. У мутантов с делецией С-концевого домена 
обнаруживаются нарушения в морфологии семенника. Для обоих 
классов мутантов также показаны неподвижность спермиев 
и стерильность самцов. Таким образом, выявлено участие Pnut 
в спермиогенезе – заключительных этапах сперматогенеза, 
на которых происходит изменение морфологии сперматоцитов. 
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Септины представляют собой группу консервативных 
ГТФ-связывающих белков, встречающихся у всех 
эукариот, за исключением высших растений (Cao et 

al., 2007). Биологическая функция септинов связана с их 
способностью образовывать друг с другом гетероолиго-
мерные комплексы, которые в свою очередь формируют 
длинные полимеры (филаменты) (Sirajuddin et al., 2007; 
McMurray et al., 2011). Септины участвуют в цитокинезе, 
установлении и поддержании внутриклеточной поляр-
ности, функционировании микротрубочкового и акти-
нового цитоскелета, клеточном движении, везикулярном 
транспорте, экзоцитозе, нейрогенезе и других процессах 
(Saarikangas, Barral, 2011; Mostowy, Cossart, 2012). Для 
септинов характерно наличие консервативного ГТФазного 
домена, который, как показывают последние исследова-
ния, играет важную роль в динамике септиновых структур 
внутри клетки (Sirajuddin et al., 2009; Zent, Wittinghofer, 
2014; Akhmetova et al., 2015). На С-конце септинов в боль-
шинстве случаев располагается биспиральный домен, от-
ветственный за белок-белковые взаимодействия. В связи с 
филаментной организацией и выполняемыми функциями 
в последние годы септины стали рассматривать как новый 
компонент цитоскелета (Mostowy, Cossart, 2012).

У дрозофилы известно пять представителей данного 
семейства, Pnut, Sep1, Sep2, Sep4 и Sep5. Ранее было 
показано, что септин, кодируемый геном peanut (pnut), 
участвует в цитокинезе соматических клеток (Neufeld, 
Rubin, 1994). Мы показали, что мутации по данному гену, 
помимо дефектов цитокинеза, также вызывают нарушения 
сегрегации хромосом, что приводит к аномалиям плоид-
ности в соматических клетках, однако пролиферация 
генеративных клеток у мутантов остается незатронутой 
(Ахметова, Федорова, 2011). В данной работе изучено 
влияние продукта гена pnut и его функциональных до-
менов на сперматогенез дрозофилы.

Материалы и методы
В работе использовали линию Drosophila melanogaster 
дикого типа Hikone AW из фонда сектора генетики клеточ-
ного цикла ИЦиГ СО РАН. Линия w;T4+/CyO;bam-Gal4/
VP16 была любезно предоставлена П.П. Лактионовым из 
ФГБУН Институт молекулярной и клеточной биологии СО 
РАН. Остальные линии были получены из стокового центра 
Блумингтон (Bloomington Drosophila Stock Center), США: 
№ 5687: pnutXP/T(2;3)SM6a-TM6B,Tb1 – нуль-аллель гена 

peanut;
№ 4414: y1w*;P{Act5C-GAL4}25FO1/CyO,y+ – повсемест-

ный драйвер Actin5C-GAL4; 
№ 5138: yw*;P{w[+mC]=tubP-GAL4}LL7/TM3,Sb1Ser1 – 

повсеместный драйвер tubulin-GAL4;
№ 4937: w1118;P{GAL4::VP16-nos.UTR}CG6325MVD1 – 

драйвер nanos-GAL4, специфический для генеративных 
клеток;

№ 13134: w1118;P{GT1}chif BG02820a/CyO – драйвер chif-
GAL4.
Линии, экспрессирующие полноразмерную копию гена 

pnut дикого типа, а также мутантные формы гена (табл. 1) 
были любезно предоставлены д-р Чесноковым (г. Бирмин-
гем, США) и описаны в статье Ахметовой с коллегами 
(Akhmetova et al., 2015). Все конструкты встроены под 

1,7 кб 5′ UTR pnut (предполагаемый  промотор) и содержат 
FLAG-эпитоп на 5′-конце. Наличие экспрессии Pnut было 
проверено для всех линий при помощи Вестерн-блота 
с использованием антител на Pnut и FLAG-эпитоп. 

Получение плазмидной конструкции и трансгенной 
линии мух для проведения РНК-интерференции гена pnut 
описано ранее (Ахметова и др., 2015).

Препараты для иммуногистохимического окрашива-
ния и электронно-микроскопического анализа готовили 
по Pertсeva et al. (2010). В работе использовали первич-
ные антитела: rabbit anti-Pnut (1 : 1000) (Huijbregts et al., 
2009); вторичные антитела: goat anti-rabbit Alexa 488 fluor 
(Molecular Probes®, США, 1 : 1000). Микроскопический 
анализ проводили в центре коллективного пользования 
микроскопического анализа биологических объектов 
ИЦиГ СО РАН на микроскопе Axioscope 2 plus (Zeiss). 
Ультраструктурный анализ проводили на микроскопе 
TEM Libra120 (Zeiss).

Результаты

Анализ нарушений сперматогенеза  
при эктопическом подавлении экспрессии гена pnut
Гомозиготы, несущие нуль-аллель по гену pnut, гибнут на 
стадии куколки, поэтому для изучения функции этого гена 
в сперматогенезе нами ранее была создана плазмидная 
конструкция pUASP-pnut_RNAi для проведения РНК-
интерференции гена pnut и получены соответствующие 
трансгенные линии дрозофилы (Ахметова и др., 2015). Для 
анализа экспрессии гена pnut в норме и при подавлении 
экспрессии данного гена при помощи созданной нами 
РНК-интерференционной плазмиды использовали метод 
вестерн-блоттинга с  применением антител на белок Pnut, 
а также антител на β-тубулин для контроля загрузки. На 
рис. 1 показано, что при запуске при помощи повсеместно-
го драйвера tubulin-Gal4 РНК-интерференция pnut приво-
дила к снижению количества продукта гена в семенниках, 
тогда как количество контрольного белка (β-тубулин) 
оставалось неизменным. Таким образом, созданная нами 
плазмидная конструкция является функциональной. 

Был проведен цитологический и морфологический 
анализ сперматогенеза дрозофилы в норме и при пода-
влении экспрессии, запускаемой повсеместными драй-
верами Actin5C-GAL4, tubulin-GAL4, а также специфич-
ными для генеративных клеток драйверами nanos-GAL4 
и bam-GAL4. При подавлении экспрессии драйверами 
Actin5С-GAL4, tubulin-GAL4 и nanos-GAL4, экспресси-
рующимися на всех стадиях сперматогенеза, включая 
самые ранние, наблюдали идентичный эффект: примерно 
в 60 % семенных пузырьков сперматозоиды были не-
подвижны (табл. 2). Подавление экспрессии на стадии 
предмейотических сперматоцитов, когда происходит 
основное запасание РНК для спермиогенеза (драйверы 
bam-GAL4, chif-GAL4), не приводило к нарушению под-
вижности спермиев. Таким образом, чувствительными 
к РНК-интерференции гена pnut являются генеративные 
клетки на самых ранних этапах сперматогенеза, однако 
эффект снижения экспрессии pnut проявляется на поздних 
стадиях, в ходе спермиогенеза, выражаясь в неподвиж-
ности спермиев. 
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Fig. 1. Test of pnut expression level in pnut RNA interference.  
Western blots of testis extracts are shown. The Pnut protein was detected 
with anti-Pnut antibodies (Huijbregts et al., 2009). Antibodies against 
β-tubulin (E7, DSHB) were used as a loading control.
Lanes: 1, control: tubulin-GAl4/Sb; 2, pUASP-W-pnut_RNAi/tubulin-GAl4;  
3, control: pUASP-W-pnut_RNAi/Sb; 4, pUASP-W-pnut_RNAi/tubulin-GAl4. 

Цитологические аномалии сперматогенеза при прове-
дении РНК-интерфереции pnut встречались с низкой ча-
стотой и не могли быть причиной стерильности спермиев. 
Чтобы выяснить причины неподвижности спермиев при 
эктопическом подавлении экспрессии гена pnut, был про-
веден электронно-микроскопический анализ семенников, 
выделенных из стерильных самцов. Для подвижности 
сперматозоида наиболее важны аксонема, митохондрии 
и базальное тело. Мы показали, что структура аксоне-
мы и митохондрий у мутантов не отличалась от нормы. 
Однако структура базального тела у мутантов и дикого 
типа отличалась. Базальное тело представляет собой 
модифицированную центриоль, которая располагается 
в основании аксонемы и необходима для ее сборки. В ходе 
элонгации сперматиды вокруг базального тела в виде во-
ротничка формируется электронно-плотная структура, 
называемая центриолярным придатком (centriolar adjunct). 
Он напоминает перицентриолярный материал центросом, 
однако функции этой структуры до сих пор не выяснены. 
На рис. 2 видно, что центриолярный придаток у мутантов 
имеет больше лопастей (похож на фейерверк), причем 
его реструктуризация к более поздним стадиям развития 
сперматиды (в норме он постепенно принимает округлую 
форму и вакуолизируется) запаздывает. На стадиях спер-
миогенеза, когда ядро имеет вытянутую форму, у мутантов 
по гену pnut центриолярный придаток продолжает быть 
вытянутым (рис. 2, б). 

Изучение роли функциональных доменов Pnut
РНК-интерференция подавляет экспрессию гена, но не 
позволяет получить данные  о функциональных доменах 
продукта данного гена. Для выявления  вклада различных 
доменов Pnut использовали мутантов по консервативным 
мотивам и участкам белка (рис. 3). В работе исследовали 
одиночную мутацию в консервативном мотиве G4 ГТ Фаз-
ного домена белка Pnut(G4), а также тройной мутант 
Pnut(G1, G3, G4), при этом консервативные аминокислоты 
были заменены на аланины. Кроме того, анализировали 
делеционные формы белка Pnut, Pnut(1–427) и Pnut(1–
460), с нарушенным С-концевым доменом. 

Ранее было показано, что экспрессия трансгена 
FLAG-pnutWT, несущего копию гена pnut дикого типа, 
восстанавливает жизнеспособность нуль-аллеля pnutXP, 
летального в третьем личиночном возрасте. Введение 
трансгенов FLAG-pnut(1–427) или FLAG-pnut(1–460), 
содержащих делецию С-концевого участка белка, а также 
трансгенных копий гена pnut, (FLAG-pnut(G4) и FLAG-
pnut(G1, G3, G4)), мутантных по ГТФазному домену, не 

спасало делецию pnutXP до стадии имаго (Akhmetova et al., 
2015). Описанные эксперименты по спасению фенотипа 
летальной мутации pnutXP проводили непосредственно 
после первой балансировки только что полученных 
трансгенных встроек, и спасения для мутантных форм 
Pnut обнаружено не было. Были получены трансгенные 
линии вида pnutXP/ Cy;FLAG-pnut. Через несколько по-
колений, в результате стабилизации генетического фона, 
в полученных линиях, которые в первоначальном экспе-
рименте (Akhmetova et al., 2015) не удалось спасти, стало 
появляться незначительное количество мух, доживающих 
до стадии поздней куколки и даже имаго, но с сильно 
ослабленной жизнеспособностью. Это позволило нам из-
учить эффект данных мутаций на процесс сперматогенеза 
дрозофилы.

С использованием антител на Pnut была исследована 
локализация белка Pnut в мутантных семенниках. В нор-
ме, а также при спасении нуль-аллеля pnutXP трансгеном 
дикого ти па FLAG-pnutWT Pnut локализуется кортикально, 
формируя пунктирный паттерн (рис. 4, а). Обе укорочен-
ные формы Pnut с делецией С-концевого домена имели 
тенденцию формировать «агрегаты», которые не обна-
руживали характерного паттерна локализации, как пока-
зано на примере FLAG-pnut(1–427) (рис. 4, б). Мутации 
в ГТФаз ном домене Pnut также нарушали правильную 
локализацию белка, при этом специфиче ская пунктирная 
мембранная окраска отсутствовала и обнаруживалась диф-
фузная окраска по всей цито плазме клеток семенников 
(рис. 4, в, а также Akhmetova et al., 2015). Таким образом, 
можно заключить, что как С-концевой, так и ГТФазный 

Table 1. Transgenic Drosophila strains used in this study

Strain Description

FLAG-pnutWT Full-length Pnut (amino acids 1–539)

FLAG-pnut(1–427) Truncated Pnut (amino acids 1–427)

FLAG-pnut(1–460) Truncated Pnut (amino acids 1–460)

FLAG-pnut(G4) Pnut with a mutation in the G4 motif of the GTPase domain

FLAG-pnut(G1, G3, G4) Pnut with mutations in the G1, G3 и G4 motifs of the GTPase domain
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доме ны важны для правильной локализа ции белка in vivo 
в семенниках дрозофилы. 

Генетические тесты на стерильность показали, что 
самцы pnutXP, экспрессирующие трансгены с С-концевой 
делецией FLAG-pnut(1–427), а также ГТФазный мутант 
FLAG-pnut(G1, G3, G4) имели аналогичный фенотип 
неподвижных спермиев, как и при проведении РНК-
интерференции pnut (табл. 2). Нарушения цитокинеза 
в мейозе наблюдались с невысокой частотой в обеих ли-
ниях. Однако ни в одном случае эти нарушения не были 
критичны и не могли приводить к стерильности.

В сперматогенезе делеционных мутантов pnutXP;FLAG-
pnut(1–427), а также FLAG-pnut(1–460), помимо непод-

вижных спермиев, ярким нарушением была форма се-
менников, которые в 70–80 % случаев были недоразвиты 
и выглядели как личиночные, при этом они не контакти-
ровали с семенными пузырьками (рис. 5). Однако в этих 
шаро- и грибообразных семенниках шли все процессы, 
характерные для сперматогенеза: генеративные клетки 
делились, вступали в мейоз, после чего начинался спер-
миогенез, завершающийся образованием нормальных на 
вид сперматозоидов, которые никуда затем не двигались. 
Подвижность этих сперматозоидов оценить не удалось, 
так как для анализа подвижности используется сперма из 
семенного пузырька, а в случае мутантов он часто был 
пустым из-за отсутствия контакта с остальной частью 

Fig. 2. Electron microscopic examination (EM) of spermatid basal body. 
(a) EM of wild type spermatid sections. BB, basal body; A, axoneme; N, nucleus. 1, 2, section longitudinal to the nucleus (N), slightly at a tangent to axoneme 
(2 shows the enlarged dashed area of 1); 3, section at a tangent to axoneme; 4, section longitudinal to the axoneme, spermatid stage is earlier than in 1–3. 
Centriolar adjunct surrounding the basal body is rounded, with vacuoles inside. As the spermatid differentiates, the centriolar adjunct becomes more rounded. 
(b) EM of nanos-GAL4/pnut-RNAi spermatids. 1–3, sections longitudinal to the axoneme; 4, section transverse to the axoneme; 5, section at a tangent to 
axoneme. The centriolar adjunct is highly elongated, uneven, and surrounded by numerous fragments (indicated with arrows). Scale bar 1 µm.

Table 2. Test of sperm motility at 24 °С 

Genotype Total males 
analyzed

Sperm

motile immotile partially motile, comments

nanos-GAL4/pnut-RNAi 46 17 5 24; one seminal vesicle with motile sperm, one with 
immotile sperm

bam-GAL4/pnut-RNAi 13 10 1 2; one seminal vesicle with motile sperm, one with 
immotile sperm

chif-GAL4/pnut-RNAi 10 8 1 1; one seminal vesicle with motile sperm, one with 
immotile sperm

Actin5C-GAL4/pnut-RNAi 30 12 – 8; one seminal vesicle with motile sperm, one with 
immotile sperm
10; partially motile sperm

tubulin-GAL4/pnut-RNAi 22 8 2 12; one seminal vesicle with motile sperm, one with 
immotile sperm

pnutXP;FLAG-pnut(1–427) 24 4 7 13; test impossible, as seminal vesicles do not contact 
with testes

pnutXP;FLAG-pnut(G1, G3, G4) 9 2 7 0

a
1 2

3

4

N

ABB

1 2

5

3

4

A

BB

N

b
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Fig. 4. Mutations in Pnut functional domains affect protein localization in vivo: (a) Cortical 
Pnut localization in wild type testes stained with antibodies against Pnut. (b) Abnormal Pnut 
protein localization and distribution in mutants with a C-terminal deletion in Pnut (pnutXP; FLAG-
pnut(1–427). (c) Diffuse nut localization in GTPase domain mutants (pnutXP; FLAG-pnut(G4)). Green 
coloration shows Pnut; blue, DAPI. Scale bar 10 µm.

a b c

Fig. 5. Spermatogenesis aberrations in Pnut C-terminal deletion mutants: (a) Wild-type imago 
testes. (b) Testes of pnutXP;FLAG-pnut(1–427)mutant imago males have a round shape and do not 
contact with seminal vesicles. 
Arrows: (1) mitotic divisions of germ line cells; (2) meiosis; (3) spermiogenesis, ending in spermatozoon 
formation. DNA is stained with DAPI. Scale bar 100 µm.

семенника. В сперматогенезе этих 
мутантов встречаются также наруше-
ния цитокинеза, но они не являются 
существенными и значимыми для 
фертильности. 

В сперматогенезе у тройного 
ГТФазного мутанта pnutXP;FLAG-
pnut(G1, G3, G4) также проявляются 
нарушения цитокинеза, однако они 
не критичны. Самые значительные 
нарушения происходили на пост-
мейо тических стадиях во время элон-
гации сперматид. У мутантов часто 
была нарушена элонгация и/или 
поляриза ция цист, что приводило 
к формированию цист с хаотично 
разбросанными ядрами. 

Обсуждение
Запуская РНК-интерференцию гена 
pnut с помощью драйвера nanos-
GAL4, специфичного к клеткам 
заро дышевого пути, мы обнаружили 
высокий процент стерильных самцов. 
Цитологический анализ спермато-
генеза показал, что при снижении 
уровня экспрессии pnut около 60 % 
спермиев были неподвижны. При 
использовании других драйверов 
было также выявлено, что чувстви-
тельными к РНК-интерференции 
гена pnut являются генеративные 
клетки на ранних этапах спермато-
генеза, возможно, затронуты первые 
митотические деления. Однако эф-
фект снижения экспрессии гена pnut 
проявля ется гораздо позже, в спер-
миогенезе, и выражается в неподвиж-
ности спермиев.

Аналогичные исследования про-
водились на млекопитающих. Было 
показано, что у млекопитающих 
белки SEPT4 и SEPT7 (гомолог Pnut) 
необходимы для формирования осо-
бой кольцеподобной мембранной 
структуры – аннулуса, которая раз-
деляет хвост на различающиеся ком-
партменты. У нокаутных по SEPT4 
мышей наблюдались аномальное 
формирование или отсутствие анну-
луса, нарушение ультраструктурной 
организации митохондрий, приводя-
щие к неподвижности спермиев и сте-
рильности (Kissel et al., 2005; Lhuillier 
et al., 2009). Однако в сперматозоидах 
дрозофилы структуры, подобной ан-
нулусу, не наблюдается. Более того, 
мы обнаружили, что при подавлении 
экспрессии pnut у дрозофилы ультра-
структура митохондрий и аксонемы 

N-terminal domain GTPase domain Coiled-coil domain

G1 G3 G4

GxxGxGKST

DxxG

xKxD

Pnut mutants

PnutWT(1–539 a/к)

Pnut(К155А)

Pnut(D206A)

Pnut(К288А)

Pnut(К155А, D206A, К288А)

Pnut(1–460)

Pnut(1–427)

Fig. 3. The domain structure of the Pnut protein. 
Left: schematic representation of the Pnut domain structure. Right: mutations in conservative domains. 
Conservative amino acids in the G1, G3, and G4 motifs of the GTPase domain (shown in bold) are 
replaced by alanine residues. Mutants used in this study are underlined.
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(основных компонентов, отвечающих за подвижность 
спермиев) оставалась интактной. Помимо митохондрий 
и аксонемы, в обеспечении подвижности сперматозоида 
принимает участие базальное тело, которое представля-
ет собой модифицированную центриоль. После мейоза 
каждая гаплоидная сперматида содержит одно базальное 
тело с короткой аксонемой. По мере продвижения к ядру 
оно ассоциирует с плазматическими микротрубочками 
(МТ). После ассоциации с мембраной ядра базальное тело 
служит МТ-организующим центром, участвуя в сборке 
как аксонемы хвоста сперматозоида, так и перинуклеар-
ных МТ. Правильный докинг и сохранение ассоциации 
базального тела с ядерной оболочкой критичны для 
формирования подвижной спермы у дрозофилы. В ходе 
дифференциации сперматиды, когда базальное тело уже 
достигло ядра, оно на некоторое время становится окру-
женным электронно-плотной структурой, называемой 
центриолярным придатком (centriolar adjunct), которая 
напоминает перицентриолярный материал центросом. 
Центриолярный придаток представляет собой очень 
динамичную структуру, которая по мере удлинения ядра 
сокращается и принимает форму круглого воротничка, 
а затем исчезает. Мы обнаружили, что центриолярный 
придаток в семенниках самцов с РНК-интерференцией 
гена pnut имеет дефекты в морфологии, кроме того, за-
паздывает его реструктуризация к более поздним стадиям 
сперматогенеза. Как дефекты в этой структуре связаны 
с неподвижностью спермы, пока не ясно. Возможно, что 
наблюдаемые нами дефекты в центриолярном придатке на 
самом деле отражают аномалии базального тела, которое 
непосредственно принимает участие в обеспечении под-
вижности сперматозоида. 

Интересным фенотипом обладают мутанты с С-кон-
цевой делецией Pnut. Семенники у таких самцов недо-
развиты и имеют шаро- или грибообразную форму, 
напоминая личиночные семенники, и при этом не кон-
тактируют с семенными пузырьками. В литературе есть 
много сведений о взаимодействии соматических клеток 
ниши с генеративными, подробно изучено распределение 
морфогенов и слоев в генитальных дисках, но нет ничего о 
том, как эти составные части семенника состыковываются 
в позднем эмбриогенезе или на стадии ранней личинки. 
Скорее всего, для этого нужны клеточные контакты и сиг-
нальные молекулы. Мы полагаем, что в данных процессах 
могут участвовать белки кадгерины. С-концевой домен 
Pnut содержит биспиральный участок, вовлеченный во 
взаимодействие с другими белками, поэтому нарушение 
локализации Pnut может приводить к неправильной ло-
кализации белков-партнеров данного септина. Поскольку 
Pnut в клетках семенников располагается кортикально, 
белками-партнерами могут быть различные компоненты 
клеточных контактов, а также рецепторы.

У мутантов по ГТФазному домену Pnut нарушена 
поляризация цисты. Изначально циста, состоящая из 
64 круглых гаплоидных сперматид, не поляризована. 
Однако к ранним стадиям элонгации кольцевые каналы 
группируются возле актин-богатых областей корти-
кальной мембраны на дистальном (растущем) конце 
элонгирующих сперматид, т. е. происходит поляризация 
цисты. Мы полагаем, что Pnut участвует в поляризации 
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цист в сперматогенезе за счет изменения уровня фосфо-
липидов. Микроскопические исследования в реальном 
времени сперматид, культивируемых in vitro, показали, что 
для правильной своевременной поляризации требуется 
нормальный уровень фосфолипида фосфатидилинози-
тол 4,5-дифосфата (PIP2) на плазматической мембране 
(Fabian et al., 2010). Снижение мембран-связанного PIP2 
за счет экспрессии белка SigD, являющегося фосфатазой 
PIP2, приводило к значительным дефектам поляризации 
цист. Для большинства септинов было показано взаимо-
действие с фосфолипидами мембран (Casamayor, Snyder, 
2003). Также было показано, что септиновый комплекс 
человека SEPT2-SEPT6-SEPT7 способен модифицировать 
морфологию гигантских липосом, содержащих фосфои-
нозитиды (Tanaka-Takiguchi et al., 2009). Предложенную 
нами гипотезу подтверждает тот факт, что у мутанта по 
ГТФазному домену Pnut отсутствуют специфические пун-
ктирные структуры в кортикальной области. Возможно, 
такие мутантные формы белка не способны взаимодей-
ствовать с мембраной и, как следствие, не могут участво-
вать в процессах модификации уровня фосфолипидов.

Таким образом, показано участие Pnut в спермиогене-
зе – заключительных этапах сперматогенеза, на которых 
происходит изменение морфологии сперматоцитов. 
Характерной особенностью мутантов по Pnut является 
стерильность, вызванная неподвижностью спермы. На 
основе данных электронной микроскопии мы полагаем, 
что у мутантов нарушено функционирование базального 
тела. Другие аномалии сперматогенеза, обнаруженные 
у мутантов по консервативным доменам Pnut, указывают 
на многофункциональность белка в процессах сперматоге-
неза, в частности на его участие в клеточном сигналинге, 
а также в поляризации цист. 
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