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імені Василя Стефаника, МОН України, Івано-Франківськ, 2020. 

 

 Дисертаційна робота присвячена комплексному фізіолого-біохімічному 

вивченню ролі сигнальних шляхів у стовбурових клітин кишківника (СКК) та їх 

недиференційованих похідних ентеробластах (ЕБ), що проявляється у змінах 

фізіологічного стану, біохімічних показників та транскрипційній регуляції 

багатьох генів.  

 За допомогою генетичних схрещувань з використання двокомпонентної 

системи Gal4-UAS отримано експериментальні мухи з інгібуванням або 

активацією сигнальних шляхів TOR (target of rapamycin), IS (insulin signaling) та 

надекспресією транскрипційного фактору Мус у СКК та ЕБ. Шляхом селекції 

на основі зовнішніх ознак відібирали самок певних генотипів, у яких і 

визначали фізіологічні та біохімічні параметри. 

Фізіологічними методами визначали тривалість життя, споживання їжі, 

репродуктивну активність, стійкість до оксидативного стресу, голодування та 

нестачі поживних речовин. Показано, що як інгібування, так і активація 

сигнальних шляхів TOR та IS, а також надекспресія Мус у СКК та ЕБ знижує 

тривалість життя Drosophila. Мухи експериментальних генотипів були 

чутливіші до дії менадіону, голодування та недоїдання ніж контрольні. 

Методом спостереження встановлено, що активація сигнального шляху TOR у 

СКК та ЕБ у поєднанні з низьким вмістом поживних речовин у харчовому 

раціоні продовжувала тривалість життя мушок. Також умови недоїдання 

підвищували виживання самок із нокдауном гена inr у СКК та ЕБ.  
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 Споживання їжі та репродуктивнну активність визначали за допомогою 

фізіологічних методів. Показана чітка тенденція до зниження 

апетиту/плодючості самок при інгібуванні IS у СКК, та підвищення даних 

показників при активації. Навпаки діяв TOR шлях: його активація не впливала 

на плодючість, але знижувала апетит, в той самий час, як інгібування не 

впливало на апетит, але призводило до підвищення плодючості. Окрім того, 

показано, що функціонування ЕБ не впливає на сукупність показників 

апетит/плодючість. Фізіологічні методи визначення апетиту/плодючості 

продемонстрували, що активація Мус знижує дані фізіологічні параметри.   

Вміст циркулюючих вуглеводів в гемолімфі та запасних метаболітів у тілі 

Drosophila визначали біохімічними методами. За допомогою глюкооксидазного 

методу визначено вміст глюкози в тілі та гемолімфі, який був нижчим при 

інгібуванні сигнальних шляхів, та значно вищим при їх активації. Цікаво, що 

інгібування TOR та IS у СКК та ЕБ призводило до зниження інтенсивності 

запасання резервних вуглеводів та ліпідів, однак їх інгібування тільки у ЕБ 

значно підвищувало рівень глікогену та триацилгліцеролів. 

За допомогою методу кількісної полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) в 

реальному часі визначали рівень транскриптів генів, які кодують білки залучені 

у модуляції перебігу метаболічних процесів у відповідь на 

інгібування/активацію сигнальних шляхів TOR, IS та транскрипційного 

фактору Мус у СКК та ЕБ. Аналіз отриманих даних, а також даних літератури 

дозволили встановити інтегральний механізм ролі TOR/IS та Myc у СКК на 

фізіологічний стан цілого організму.  

Для виявлення порушення цілісності кишківника проведено аналіз 

«Смурф». Мухи фенотипу «Смурф» характеризувались поширенням синього 

барвника з травного тракту по цілому тілу, що свідчить про порушення 

цілісності кишківника. Отримані дані не виявили впливу сигнальної системи 

TOR/IS та Myc у СКК та ЕБ на цілісність травного тракту, оскільки ми 

спостерігали тільки поодинокі випадки фенотипу «Смурф» серед мух дослідних 
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когорт. Проте, наші дослідження виявили регуляторну роль TOR/IS та Myc у 

контролі проліферації СКК та диференціації ЕБ. 

Використовуючи метод кількісної ПЛР, встановлено взаємозв’язок між 

активністю TOR, IS та транскрипційного фактору Мус у СКК та ЕБ та 

сигнальними шляхами JAK/STAT, EGFR, JNK, які залучені у регуляції 

проліферації СКК та диференціації ЕБ. Результати експресії генів свідчать про 

те, що TOR/IS та Myc функціонують у тісній координованій взаємодії з 

JAK/STAT, EGFR, JNK та інсуліновим сигналінгом для контролю гомеостазу 

СКК. Встановлено, що дана взаємодія відбувається на рівні контролю генів, які 

кодують сигнальні ліганди.  

 Новизна роботи полягає у наступному. Дана робота зосереджена на 

механізмах регуляції функціонування СКК та ЕБ Drosophila шляхом взаємодії 

сигнальних шляхів TOR та IS, які мають спільну мішень – протоонкоген Мус. 

Вперше встановлена роль компонентів сигнального шляху TOR, IS та Мус у 

регуляції тривалості життя, стійкості до стресів, плодючості, споживання їжі, 

метаболізму та кишківникового гомеостазу Drosophila, яка реалізується через 

модуляцію функціонування СКК та ЕБ. Вперше виявлено, що будь-яка 

модуляція активності сигнальних шляхів TOR та IS скорочує тривалість життя 

особин дослідних мух, що свідчить про порушення гомеостазу СКК при 

активації чи інгібуванні даних сигнальних шляхів. Про зміни у кишківниковому 

гомеостазі свідчать зміни рівня мРНК генів, які кодують білки залучені в 

регуляції процесів диференціації та проліферації СКК та ЕБ, що у свою чергу, 

може мати безпосередній вплив на скорочення тривалості життя 

експериментальних мух. Вперше встановлено харчові раціони, при яких 

спостерігається продовження тривалості життя експериментальних самок із 

активацією/інгібуванням сигнальної системи TOR/IS та Myc. Водночас, 

відбуваються зміни метаболічних процесів, про що свідчать зміни вмісту 

основних метаболітів у тілах експериментальних та дослідних мух, а також 

зміни в експресії метаболічних генів. Вперше встановлено механізми, за участі 

яких сигнальна система TOR/IS та Myc  у невеликій популяції стовбурових 
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клітин впливає на метаболізм та фізіологічні процеси на рівні метаболізму. Ми 

припустили, що модуляція сигнальних шляхів тільки у СКК призводить до 

інгібування/активації цих шляхів у клітинах всього тіла плодової мушки через 

передачу сигналу до ЦНС та жирового тіла. Тому, отримані дані відкривають 

нові цікаві перспективи у дослідженнях фізіології та метаболічних процесів 

плодової мушки. 

 Ключові слова: стовбурові клітини кишківника, ентеробласти, сигнальні 

шляхи, тривалість життя, метаболізм 
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ANNOTATION 

Strilbytska O.M. Regulation of physiological and metabolic processes in 

Drosophila melanogaster via modulation of signaling net TOR/IS/Myc in intestinal 

stem and progenitor cells. – Quantification scientific work with the manuscript 

copyright. 

 The thesis for a philosophy doctor in biology of speciality 03.00.04 

“Biochemistry”. – Vasyl Stefanyk National University, Ministry of Education and 

Science of Ukraine, Ivano-Frankivsk, 2019. 

  

 The dissertation is devoted to the complex physiological and biochemical study 

of the role of signaling pathways in the regulation of the intestinal stem cells (ISCs) 

functioning and their undifferentiated progenitor cells enteroblasts (EB). These 

events affect the stress resistance, feeding/fecundity rate, metabolic processes, and 

lifespan of females Drosophila. 

 Bipartite Gal4-UAS system was used to generate the experimental fly lines 

with the inhibition/activation of signaling pathways TOR, IS, and overexpression of 

the Myc transcription factor in ISCs and EB. The experimental fly lines were selected 

by phenotypic traits and used for physiological and biochemical measurements. 

The general-biological methods were used to determine the lifespan of 

experimental females, their resistance to oxidative stress, starvation, and malnutrition. 

Both, inhibition and activation of TOR and IS signaling pathways, as well as Myc 

coexpression in ISCs, decreased Drosophila lifespan. Experimental females were 

more sensitive to menadione treatment and starvation. Using observation method we 

found that TOR signaling activation ISCs in conjunction with the low calorie diet 

extended lifespan. Moreover, malnutrition increased the survival of females with InR 

knockdown ISCs. 

The amount of food intake and reproductive activity were also determined by 

biological methods. A clear tendency of decreased feeding/fecundity rate was 

observed in females with IS inhibition in ISCs, and the tendency of increase of these 

parameters was detected in females with IS activation. However, modulation of TOR 
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had a reciprocal effect on feeding/fecundity rate. Besides, it has been shown that EB 

functioning did not affect the feeding/fecundity rate. General biological methods 

demonstrated, that Myc coexpression reduced these physiological parameters. 

The levels of circulating and stored metabolites in Drosophila body and 

hemolymph were measured by biochemical methods. Using the colorimetric, 

enzymatic method, the glucose content in the body and hemolymph was determined. 

We observed lower glucose concentrations in fly body and hemolymph when 

signaling pathways were inhibited, and significantly higher at activation. 

Interestingly, the inhibition of TOR and IS in ISCs and EB reduced stored glycogen 

and triglycerides (TAG) content, but TOR and IS inhibition in the EB significantly 

increased these parameters. 

The quantitative polymerase chain reaction (PCR) method with reverse 

transcriptase was used to establish the role of metabolic genes in the modulation of 

metabolic processes in response to the TOR/IS and Myc inhibition/activation in ISCs 

and EB. The analysis of the experimental data as well as the literature data let us 

suggesting the integral mechanism of the role of TOR/IS and Myc in the ISCs on the 

physiological state of the whole Drosophila organism. 

To determine intestinal integrity, we examined flies that consumed food 

supplemented with non-absorbable blue food dye E133. “Smurf” flies were defined 

by visible blue food dye seen throughout the body, which suggests disruption of gut 

integrity. Measurements of gut integrity with the” Smurf” assay showed that 

perturbation of TOR/IS and Myc did not affect tissue integrity. In all cases, the 

incidence of “smurf” flies was lower than 3% of total flies (data not shown). 

However, our experimental study revealed the regulatory role of TOR/IS and Myc in 

controlling ISCs proliferation and EB differentiation. 

The quantitative PCR method has established the relationship between the 

activity of TOR, IS, and the transcription factor of Myc in ISCs and EB and the 

signaling pathways JAK/STAT, EGFR, JNK involved in regulating ISCs 

proliferation and EB differentiation. The results of gene expression indicated that 

TOR/IS and Myc functions in close coordination with JAK/STAT, EGFR, JNK, and 
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insulin signaling at the level of gene expression for the control of homeostasis of 

ISCs. This interaction occurs at the level of signaling ligands. 

The novelty of the work is as follows. This work focuses on the mechanisms of 

Drosophila ISCs functioning and its regulation via interaction of signaling pathways 

TOR and IS, which have a common target – Myc. For the first time, the interaction of 

TOR, IS, and Myc signaling has been established to regulate lifespan, stress 

resistance, fecundity, food consumption, metabolism and intestinal homeostasis in 

Drosophila via modulation the functioning of the ISCs and the EB. We were the first, 

who has been found that any modulation of the TOR and IS activity reduced survival 

of the experimental fly lines, suggesting a disturbance of the midgut homeostasis 

when these signaling pathways were either activated or inhibited. Changes in the 

relative expression of genes, which regulate the processes of differentiation and 

proliferation of ISCs and EB, confirm the changes in the intestinal homeostasis, 

which, in turn, could have a direct impact on the lifespan reduction. We for the first 

time established low-calorie diets, which extended the lifespan of the experimental 

females with the inhibited/activated TOR/IS/Myc signaling network. At the same 

time, we detected changes in metabolic processes, as evidenced by changes in the 

metabolites content in the bodies of experimental flies, as well as changes in the 

relative expression of genes, which encode proteins involved in metabolism 

regulation. For the first time, the mechanisms have been established in which the 

signaling system TOR/IS/Myc acts in a small population of stem cells and affect 

metabolism and physiological processes. Besides, physiological effects from 

inhibition/activation of signaling pathways on the state of the organism Drosophila 

were first detected. Therefore, the obtained data reveal new interesting prospects in 

the studies of physiology and metabolic processes of the fruit fly. 

Key words: intestinal stem cells, enteroblasts, signaling pathways, lifespan, 

metabolism 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

СКК – стовбурові клітини кишківника 

ЕБ – ентеробласти 

ЕЦ – ентероцити 

ЕЕК – ентероендокринні клітини 

Esc (escargot) – транскрипційний фактор, який експресується у СКК та ЕБ 

SuH (Supressor of Hairless) – транскрипційний фактор сигнального шляху 

Notch, який експресується виключно в ЕБ 

IGF-1 (insulin growth factor) – інсуліноподібний фактор росту 

IS (insulin signaling) – сигнальний шлях інсулін/інсуліноподібного 

фактору росту 

JAK/STAT (Janus kinases/Signal Transducer and Activator of Transcription) – 

сигнальний шлях регуляції проліферації та диференціації клітин 

TOR (target of rapamycin) – сигнальний шлях обміну амінокислот 

Rheb (Ras homolog enriched in brain) – компонент-активатор сигнального 

шляху TOR; ГТФ-зв’язуючий білок 

TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex) – туберозно-склерозні комплекси, 

компонент-інгібітор сигнального шляху TOR 

S6K (S6 kinase) – кіназа білка S6 

4E-BP (4E binding protein) – білок-інгібітор початку трансляції 

ТАГ – триацилгліцероли 

НСК – нейросекреторні клітини мозку 

DILP (Drosophila  insulin-like peptide) – інсуліноподібні пептиди у 

Drosophila  

InR (insulin receptor) – рецептор інсуліну 

ФІ3К – фосфатидилінозитол-3-кіназа 

ФІД ‒ фосфатидилінозитол-4,5-дифосфат  

ФІТ ‒ фосфатидилінозитол-3,4,5-трифосфат  

ПК-Б ‒ протеїнкіназа-Б  

РНК – рибонуклеїнова кислота 
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ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота 

DAF-16 – ортолог транскрипційного фактору FOXO ссавців 

FOXO (forkhead box O protein) – транскрипційний фактор родини 

Forkhead box 

CAFE (capillary feeding assay) – капілярний метод визначення кількості 

спожитої їжі 

АКГ ‒ адипокінетичний гормон  

ІПК ‒ інсулін-продукуючі клітини  
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ВСТУП 

 Обгрунтування вибору теми дослідження. Протягом багатьох 

десятиліть плодова мушка Drosophila melanogaster використовується як 

модельний об’єкт для встановлення генетичних механізмів старіння завдяки 

відносній простоті геному, короткому життєвому циклу, чисельності нащадків 

та високій консервативності генів та сигнальних шляхів [162]. Окрім того, 

дрозофіла характеризується зручністю у вивченні біології та легкістю у 

застосуванні різних методів генетики. Багато досліджень вказують на 

консервативність механізмів контролю експресії генів, функціонування 

сигнальних шляхів та регуляції тривалості життя. Це є початковим етапом в 

можливій екстраполяції даних, отримані на дрозофілі для дослідження інших 

організмів, в тому числі й для детального вивчення функціонування людського 

організму. 

 Травний тракт плодової мушки забезпечує травлення та всмоктування 

поживних речовин. Окрім того, він функціонує як перша лінія захисту від 

патогенів, бере участь у збереженні енергетичного гомеостазу за участю 

ендокринних сигналів [116]. Регенеративні процеси у кишківнику Drosophila 

критично важливі для збереження проліферативного гомеостазу [153]. Тому 

проліферація та диференціація стовбурових клітин кишківника (СКК) 

знаходяться під контролем сигнальних шляхів Notch, JAK/STAT, EGFR, TOR та 

інсулінового сигнального шляху [10; 92; 121]. На сьогодні, встановлено як дані 

сигнальні шляхи у стовбурових клітинах кишківника впливають на 

функціонування клітин ніші, на збереження проліферативного гомеостазу і 

функціонування кишківника [100], тобто на локальні процеси, які відбуваються 

у кишківнику. Механізми підтримання функціонування даних сигнальних 

шляхів відіграють ключову роль у регуляції тривалості життя еукаріотів. 

Контроль активності даних сигнальних шляхів як метод запобігання 

виникнення гіперпроліферативних захворювань детально вивчається 

науковцями останнім часом. Однак, як функціонування сигнальних шляхів у 

невеликій популяції стовбурових клітин кишківника впливає на фізіологічні 
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процеси на рівні організму вивчено недостатньо. Тому доцільним виглядає 

дослідження ролі сигнальних шляхів TOR, IS, транскрипційного фактору Myc 

та їх взаємодія у регуляції функціонування одних з найвпливовіших 

структурних елементів організму плодової мушки – стовбурових клітин та їх 

недиференційованих похідних ентеробластів, що проявляється у змінах 

фізіологічного стану, біохімічних показників та експресії багатьох генів. 

Зв’язок даної роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Робота проводилась з 2013 по 2019 рік на кафедрі біохімії та біотехнології 

Прикарпатського національного університету імені Василя Стефаника та є 

частиною наукової тематики кафедри “Вивчення механізмів пристосування 

організмів до несприятливих умов середовища з метою розробки методів 

підвищення їх адаптаційного потенціалу” (№ держреєстрації –  0107U001367). 

Окремі експерименти були проведені на кафедрі Молекулярної біології 

Гайдельберзького університету (м. Гайдельберг, Німеччина). 

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було перевірити роль 

активності сигнальних шляхів TOR, IS та надекспресії транскрипційного 

фактору Мус у стовбурових клітинах кишківника та ентеробластах на 

фізіолого-біохімічний стан плодової мушки Drosophila melanogaster. Для 

реалізації мети були поставлені наступні завдання:  

1. Дослідити тривалість життя експериментальних мух із 

інгібуванням/активацією сигнальних шляхів TOR, IS та надекспресією 

Myc за стандартних умов, а також за умов голодування та дії 

оксиданта. 

2. Перевірити тривалість життя дослідних мух за умов нестачі поживних 

при споживанні харчових раціонів різного складу. 

3. Визначити кількість спожитої їжі та плодючість самок із 

інгібуванням/активацією сигнальних шляхів TOR, IS та надекспресією 

Myc.  

4. Дослідити як інгібування/активація сигнальних шляхів TOR, IS та 

надекспресія Myc впливає на вміст циркулюючих вуглеводів, а також 
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запасних вуглеводів та триацилгліцеролів у тілі експериментальних 

мух. 

5. Проаналізувати зміни рівня мРНК генів, які кодують білки залучені у 

регуляцію метаболізму, за умов активації чи інгібування  TOR, IS та 

надекспресії Мус у стовбурових клітинах кишківника та 

ентеробластах. 

6. Проаналізувати дані рівня мРНК генів, які кодують компоненти 

сигнальних шляхів JAK/STAT та EGFR, які беруть участь у збереженні 

гомеостазу кишківника. 

Об’єкт дослідження – функціонування стовбурових клітин кишківника 

та ентеробластів за умов активації чи інгібування сигнальних шляхів TOR, IS та 

надекспресії транскрипційного фактору Мус.  

Предмет дослідження – виживання D. melanogaster, стійкість до нестачі 

поживних речовин, голодування та оксидативного стресу, вміст основних 

метаболітів в тілі та гемолімфі, рівень мРНК генів, які кодують білки залучені у 

регуляції метаболізму та підтриманні гомеостазу кишківника. 

 Методи дослідження. У роботі використовували фізіологічні методи – 

визначення тривалості життя, стійкості до стресів, плодючості, кількості 

спожитої їжі; біохімічні методи – визначення вмісту триацилгліцеридів, 

глюкози, глікогену; методи молекулярної біології – вимірювання відносного 

рівня мРНК; генетичні – метод схрещування; селекція особин за певними 

ознаками; методи математичної статистики. 

Наукова новизна отриманих результатів. Дана робота зосереджена на 

вивченні механізмів регуляції функціонування СКК та ЕБ Drosophila шляхом 

взаємодії сигнальних шляхів TOR та IS, які мають спільну мішень – 

протоонкоген Мус. Вперше встановлена роль компонентів сигнальних шляхів 

TOR, IS та транскрипційного фактору Мус для регуляції тривалості життя, 

стійкості до стресів, плодючості, споживання їжі, метаболізму та гомеостазу 

кишківника Drosophila, що реалізується шляхом модуляції функціонування 

СКК та ЕБ. Вперше виявлено, що будь-яка модуляція активності сигнальних 
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шляхів TOR та IS скорочує тривалість життя особин трансгенних ліній, що 

вказує про важливість підтримання гомеостазу СКК. Про зміни гомеостазу 

кишківника свідчать зміни рівня мРНК генів upd2, upd3, soc36, spi, krn, vn, puc, 

dilp3, які регулюють процеси диференціації та проліферації СКК та ЕБ, що 

може мати безпосередній вплив на скорочення тривалості життя 

експериментальних мух. Вперше встановлено склад низькокалорійних дієт, при 

яких спостерігається продовження тривалості життя експериментальних самок 

із активацією/інгібуванням TOR та IS. Виявлені зміни вмісту основних 

метаболітів у тілі експериментальних та дослідних мух, а також зміни рівнів 

мРНК метаболічних генів. Вперше встановлені можливі механізми, за участі 

яких сигнальна система TOR/IS/Myc у стовбурових клітин впливає на 

метаболізм та фізіологічні процеси на рівні організму. Тому, отримані дані 

відкривають нові перспективи у дослідженнях фізіологічних та метаболічних 

процесів плодової мушки. 

Практичне значення отриманих результатів. Використання 

результатів роботи можливе у розробці нових підходів до продовження 

тривалості життя та покращення фізіологічного стану організму, що полягають 

у встановленні механізмів передачі сигналів, розробці нових підходів у 

лікуванні метаболічних та пов’язаних з віком захворювань. Окрім того, 

сигнальні шляхи TOR, IS та транскрипційний фактор Мус залучені в регуляції 

інтенсивності росту, а також процесів проліферації клітин, що дає змогу внести 

нові дані для встановлення детальних молекулярних механізмів та методів 

запобігання виникнення ракових захворювань. Представлені результати 

поглиблюють знання про регуляторну роль сигнальних шляхів TOR, IS та 

транскрипційного фактору Myc у стовбурових клітинах та будуть використані 

при викладанні таких дисциплін як біохімія, молекулярна біологія, біохімія 

адаптацій, а деякі підходи будуть запозичені для виконання курсових і 

дипломних робіт на кафедрі біохімії та біотехнології Прикарпатського 

національного університету імені Василя Стефаника. 
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проведений аналіз наукової літератури, виконана основна частина 

експериментальної роботи і статистична обробка даних. Визначення рівня 

мРНК генів виконано спільно з науковим керівником на кафедрі Молекулярної 

біології Гайдельберзького університету. Планування роботи, аналіз та 

обговорення отриманого матеріалу, приготування рукописів статей 

проводилося з науковим керівником Лущаком О.В. Допомогу при виконанні 

експериментів здійснювала аспірантка Семанюк У.В. кафедри біохімії та 

біотехнології Прикарпатського національного університету ім. В. Стефаника. 

Всі розділи дисертації написані автором самостійно.  
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висновки дисертаційної роботи були представлені на таких наукових подіях як 
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симпозіумі “Єдине здоров’я” (Київ, 2019); звітно-наукових конференціях та 
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Публікації. Основні положення дисертаційної роботи опубліковано у 7 

статтях у  міжнародних наукових виданнях, які належать до наукометричної 

бази Scopus, 3 тезах доповідей наукових конференцій. 

Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 164 

сторінках машинописного тексту, складається зі вступу, 5 розділів, загальних 
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РОЗДІЛ 1. 

СИГНАЛЬНІ ШЛЯХИ У РЕГУЛЯЦІЇ КЛІТИННИХ ПРОЦЕСІВ, 

КИШКІВНИКОВОГО ГОМЕОСТАЗУ ТА СТАРІННЯ  

 

1.1. Кишківник Drosophila як модель для встановлення взаємозв’язку 

між регенеративною здатністю та старінням 

 

Дослідження шлунково-кишкового тракту набуває все більшої 

актуальності, оскільки кишківник відіграє важливу сигнальну роль, яка полягає 

у регуляції споживання їжі, метаболізму та виживання організму загалом. 

Завдяки тому, що кишківник безпосередньо контактує з поживними 

речовинами, він регулює фізіологічні процеси у відповідь на зміни у харчовому 

раціоні. Показаний високий ступінь гомології між кишківником плодової 

мушки та ссавців, включно з людиною [143]. Тому кишківник плодової мушки 

часто використовують для встановлення механізмів функціонування 

стовбурових клітин та клітин їх ніші, імунних реакцій та взаємозв’язку між 

регенеративною здатністю та старінням. 

Найбільшим органом тіла плодової мушки є його кишківник, який 

складається з передньої, середньої та задньої кишок. Окрім основних функцій 

травного тракту Drosophila – участь у перетравлюванні, всмоктуванні, 

транспорті поживних речовин та екскреції неперетравлених решток, він 

функціонує як перша лінія захисту від патогенів. Навіть більше, травний тракт 

– це основний генератор ендокринних сигналів, що дозволяє йому модулювати 

інтенсивність накопичення поживних речовин, споживання їжі шляхом 

регуляції активності підшлункової залози та мозку у ссавців [143]. Таким 

чином, кишківник є ключовим регулятором фізіологічних процесів.  

З точки зору структури травний тракт Drosophila складається з простого 

епітелію, оточеного вісцеральними м’язами, нервовими волокнами та трахеями. 

Три основні відділи травного тракту структурно та функціонально 

відрізняються, що зумовлене їх різним походженням [63]. Так, передній та 
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задній відділ кишківника ектодермального походження, а середня – 

ендодермального. Кишківник дрозофіли утворюється заново на кожній зі стадій 

метаморфозу плодової мушки. А саме, три різні тканини заміщують одна одну 

під час розвитку: личинковий кишківник (який утворюється з ембріонального 

кишківника) заміщується перехідним кишківником лялечки, який, у свою 

чергу, формує дорослий кишківник [147; 200; 201]. Після метаморфозу 

кишківник личинки та лялечки дегенерують для утворення меконію, який 

виштовхується невдовзі після вилуплення [143]. 

Кишківник плодової мушки на даний час детально вивчений та 

охарактеризований, у зв’язку з чим він є зручним модельним об’єктом для 

досліджень процесів збереження, проліферації та диференціації СКК. Епітелій 

кишківника дорослої мушки складається з кількох типів клітин: стовбурових 

клітин кишківника (СКК), ентеробластів (ЕБ), ентероцитів (ЕЦ) та 

ентероендокринних клітин (ЕЕК), і оточений вісцеральними м’язами. 

Вісцеральні м’язи секретують кілька факторів ніші СКК, які беруть участь у 

регуляції росту СКК,  а саме wingless (Wg), Vein (Vn) та DILP3 [121; 153; 223]. 

Таким чином вісцеральні м’язи функціонують як ніша для СКК.     

Стовбурові клітини кишківника – клітини із невеликим ядром, характерною 

ознакою яких є виділення сигнального ліганду Dl (Delta) специфічного для 

рецептору сигнального шляху Notch [217]. Похідні клітини для СКК – 

ентеробласти – також диплоїдні з невеликим ядром, однак характеризуються 

експресією транскрипційного фактору для сигнального шляху Notch – SuH 

(Supressor of Hairless) [217]. Маркером обох цих типів клітин є білок Escargot 

(Еsc).   

Епітелій кишківника дорослої дрозофіли містить два типи 

диференційованих клітин [143] – ЕЦ та ЕЕК, які також виділяють сигнальні 

ліганди і, таким чином, створюють нішу для стовбурових клітин. Ентероцити, є 

великими поліплоїдними клітинами з великим ядром, які секретують  травні 

ферменти; ферменти розщеплюють великі молекули та часточки їжі на менші 

молекули, після чого клітини вже поглинають прості молекули, які утворились 
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у результаті травлення [143]. Характерною особливістю ЕЦ є експресія 

транскрипційного фактору Pdm1 [217]. Поміж моношару ЕЦ зустрічаються 

клітини з невеликим ядром – ЕЕК, які специфічно експресують 

транскрипційний фактор prospero [142; 154]. Похідні стовбурових клітин 

відіграють важливу роль у формуванні ніші для СКК, шляхом виділення 

сигнальних лігандів для регуляції сигнальних шляхів, які регулюють процеси 

збереження, проліферації та диференціації СКК. 

Клітини епітелію травного тракту характеризуються високою швидкістю 

відмирання та оновлення. Правильна регуляція гомеостазу СКК, а саме 

контроль процесів проліферації та диференціації, критично важлива для 

перебігу фізіологічних процесів організму, що безпосередньо позначається на 

тривалості життя. 

За сприятливих умов епітелій кишківника оновлюється за 1-2 тижні [142]. 

Активність СКК головним чином залежить від інтенсивності метаболізму та 

факторів навколишнього середовища [91]. Центральним регулятором 

активності СКК є сигнальний шлях Notch. Ген Notch експресується як у СКК, 

так і в ЕБ. Однак, сигнальний ліганд Dl (Delta), який активує Notch, 

синтезується тільки у СКК. Цікаво, що асиметрична активація Notch 

здійснюється тільки в ЕБ [154]. Зниження активності Dl, Notch або SuH 

призводить до порушення подальшого процесу диференціації, в результаті якої 

швидкими темпами утворюються переважно ЕЕ, а не ЕЦ [142; 154]. Зворотний 

ефект спостерігається при надекспресії Notch, який проявляється у швидкій 

диференціації СКК, в результаті якої утворюються ентероцитоподібні клітини. 

Це призводить до швидкої втрати кількості СКК [142]. Дані процеси 

порушують тканинний гомеостаз. 

Цитокіни, пов’язані з лептинами та інтерлейкінами (Unpaireds, Upd), а 

також лігандами для сигнального шляху EGFR (Spi, Krn, Vn), функціонують як 

фактори росту та виживання СКК Drosophila [16; 223]. Надмірна активація 

JAK/STAT або EGFR призводить до стрімкої проліферації СКК (Рис. 1.1), що 

призводить до гіперплазії. Клітини кишківника з дефектами даних сигнальних 
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шляхів характеризуються зниженою регенеративною здатністю, що в деяких 

випадках призводить до атрофії [92]. Ліганди, які активують сигнальні шляхи 

продукуються різними типами клітин, синтез яких інтенсифікується при 

пошкодженнях клітин (Upd2, Upd3, Vn), або є конститутивним при будь-яких 

стресових умовах [92]. Зворотна кореляція, яка існує між типами клітин та 

сигнальними шляхами JAK/STAT, EGFR та Notch, сприяє відновленню 

кишківникового епітелію (Рис. 1.1). Отже, система функціонування сигнальних 

шляхів зосереджена на збереженні базального рівня відновлення епітелію. З 

огляду на це, за допомогою зворотних механізмів регуляції гомеостазу 

кишківника та регенерації, пошкоджені ЕЦ генерують сигнали, які активують 

СКК і сприяють відновленню ЕЦ. 

Нещодавні дослідження продемонстрували важливу роль сигнального 

шляху Hippo у збереженні гомеостазу кишківника. Функціонування Hippo у ЕЦ 

плодової мушки критично важливе для обмеження надмірної швидкості 

проліферації СКК [175; 191]. Сигнальний шлях Hippo функціонує як сенсор 

клітинної адгезії та цілісності цитоскелету, таким чином служить як сенсорний 

механізм першої лінії захисту від пошкоджень, контролюючи при цьому синтез 

цитокінів та факторів росту для регуляції проліферації СКК [92].      

Клітини кишківника дорослих особин Drosophila постійно оновлюються 

шляхом асиметричного поділу СКК [142]. СКК здатні до симетричного та 

асиметричного поділу. Під час асиметричного поділу СКК ділиться на дві 

дочірні клітини, одна з яких (ЕБ) перетворюється на ЕЦ або ЕЕК, що залежить 

від активності сигнального шляху Notch [154], а інша дочірня клітина зберігає 

всі властивості стовбурової клітини. Симетричний поділ СКК буває двох типів: 

перший – з однієї стовбурової клітини утворюються дві дочірні стовбурові 

клітини; другий – з однієї стовбурової клітини утворюються дві 

диференційовані клітини. Експериментальні дослідження продемонстрували, 

що майже всі поділи СКК Drosophila є асиметричними [154].   
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Рисунок 1.1. Ніша стовбурових клітин кишківника. Сигнальні ліганди Upd2 

та 3, які продукуються в ЕЦ, активують рецептори Dome в ЕБ, СКК та 

вісцеральних м’язах і таким чином запускають сигнальний шлях JAK/STAT. 

Останній підвищує інтенсивність синтезу ліганду Vein клітинами вісцеральних 

м’язів. Сигнальні ліганди Spitz (продукуються ЕЕ), Krn (продукуються ЕЦ), Vein 

(продукуються вісцеральними м’язами) активують сигнальний шлях EGFR у 

СКК. Клітини вісцеральних м’язів секретують також DILP3, який через InR у 

СКК та ЕБ активує інсуліновий сигнальний шлях у цих клітинах. Сигнальний 

шлях JNK в ентероцитах контролює синтез цитокінів Upd2, 3, а також Krn. 

Таким чином дані сигнальні шляхи у координованій взаємодії регулюють 

проліферацію СКК та диференціацію ЕБ. 

 

Наближення СКК до вісцеральних м’язів, які синтезують ліганди Vn, Wg 

(Wingless) і DILP3, сприяє збереженню кількості СКК [123; 153]. Варто 

зазначити, що ЕБ також синтезують ліганд Spi (EGFR) та цитокіни Upd, які 

також сприяють процесам росту СКК [92]. 
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Також показано, що за умов доступності поживних речовин сигнальний 

шлях IS підвищує активність СКК та сприяє симетричному поділу, що 

інтенсифікує процеси тканинного росту [153]. Це призводить до збільшення 

пулу СКК і, як наслідок, збільшується розмір кишківника. Умови голодування, 

які знижують активність IS, зумовлюють зворотний ефект, а саме істотне 

зменшення розмірів кишківника [153]. Роль харчування у регуляції 

функціонування СКК ссавців все ще детально не досліджена. Тому подальші 

дослідження механізмів проліферації та диференціації СКК є досить 

актуальними для регенеративної медицини.  

 

1.2. Сигнальні шляхи у регуляції клітинних процесів та старіння 

Дослідження останніх років підтверджують гіпотезу про те, що старіння – 

це фізіологічний процес, який регулюється низкою сигнальних шляхів та 

транскрипційних факторів. До важливих сигнальних шляхів, які контролюють 

процес старіння, належать сигнальні шляхи TOR та інсуліновий, які сходяться 

на регуляції спільної мішені – транскрипційного фактору Мус.  

 

1.2.1. Сигнальний шлях 
 
TOR 

Ключовим компонентом сигнального шляху TOR є кіназа TOR, яка була 

виявлена як мішень дії антибіотику рапаміцину (target of rapamycin – TOR). 

Сигнальний шлях TOR бере участь у регуляції метаболізму та життєздатності у 

всіх еукаріотичних організмів, а також необхідний для росту на ранніх стадіях 

розвитку організму [143]. 

Останніми десятиліттями показано, що інгібування сигнального шляху TOR 

продовжує тривалість життя різних модельних організмів, зокрема дріжджів, 

нематод та плодової мушки. Це свідчить про те, що шлях TOR контролює 

процес старіння як на клітинному рівні (оскільки дріжджі є одноклітинними 

еукаріотами), так і у багатоклітинних організмів. Дослідження Vellai та колег 

(2003) вперше продемонстрували важливу роль TOR у контролі тривалості 

життя нематод Caenorhabditis elegans шляхом інгібування даного сигнального 
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шляху, що подвоювало тривалість життя [214]. Роль генів шляху TOR 

встановлена також для плодової мушки Drosophila melanogaster, демонструючи 

таким чином важливість цієї моделі у дослідженні процесу старіння [98].  

Серед багатьох факторів, які впливають на тривалість життя і старіння 

організму, основна увага дослідників зосереджена на ролі харчового раціону як 

одного з визначальних чинників. У цьому руслі детально проаналізований 

вплив доступності поживних речовин, обмеження доступних калорій харчового 

раціону, типу джерела калорій [98; 125; 126; 179] та співвідношення 

білок/вуглевод у харчовому раціоні [125] на тривалість життя різних організмів. 

При цьому сигнальний шлях TOR є одним з інтегральних механізмів регуляції 

тривалості життя організмів, оскільки його активність залежить від наявності 

поживних речовин, факторів росту та дії стресових чинників.  

Сигнальний шлях ТОR безпосередньо активується за дії факторів росту, 

доступності амінокислот, енергетичного стану клітини, доступності кисню, дії 

інших стресорів тощо. У відповідь на зміну умов шлях ТОR регулює процеси 

синтезу ліпідів та білків, автофагію, біогенез лізосом та виживання клітини 

загалом (Рис. 1.2) [112]. Дані чинники, впливаючи на конкретні компоненти 

сигнального шляху ТОR, призводять як до активації, так і до інгібування кінази 

TOR, і, відповідно, можуть викликати протилежні біологічні ефекти.  

TSC (tuberous sclerosis complex – туберозно-склерозний комплекс) – 

гетеродимерний комплекс білків TSC1 (гамартин) та TSC2 (туберин), який 

опосередковано інгібує кіназу ТOR [60; 84; 88; 131; 206]. Активний комплекс 

TSC1/TSC2 інактивує свою основну мішень – ГТФазу Rheb шляхом стимуляції 

її ГТФазної активності і утворення, як наслідок, неактивної ГДФ-зв’язаної 

форми Rheb [85; 206]. Комплекс TSC1/TSC2 інтегрує сигнали від багатьох 

чинників, зокрема від гормонів та факторів росту, наприклад, інсуліну та 

інсуліноподібного фактору росту, які діють через активацію 

фосфатидилінозитол-3-кіназного та Ras шляхів. Окрім факторів росту, через 

туберозно-склерозні комплекси діють сигнали від багатьох стресорів, таких, як 

гіпоксія, пошкодження ДНК тощо [54].  
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Мутації генів TSC1 і/або TSC2 у плодової мушки D. melanogaster 

призводить до збільшення розмірів клітин, а надекспресія туберозно-

склерозних комплексів сповільнює ріст клітин [59; 166; 205].  

GTPаза Rheb (Ras homologue enriched in brain) вперше виявлена у мозку 

людини через збільшення експресії гена rheb після епілептичних приступів 

[224]. Пізніше було встановлено, що Rheb є мішенню комплексу TSC1/TSC2 

[229]. Активні туберозно-склерозні комплекси стимулюють гідроліз зв’язаного 

з Rheb ГТФ до ГДФ. Це зрештою призводить до утворення неактивної ГДФ-

зв’язаної форми Rheb. Генетичні дослідження свідчать про здатність 

TSC1/TSC2 інгібувати шлях TOR через інактивацію Rheb (Рис. 1.2) [4]. Активна 

форма Rheb (зв’язана з ГТФ) безпосередньо приєднується до комплексу TORC1 

(TOR complex 1) та підвищує кіназну активність Tor у його складі.  

Мутація гена rheb у дрозофіли зменшує розмір клітин, в той час як 

надекспресія має зворотний ефект [103]. За умов нестачі амінокислот 

інгібується передача сигналу від кінази TOR до її мішеней, а надекспресія Rheb 

знімає це інгібування [122]. Відомо, що Rheb бере участь у контролі клітинного 

росту у відповідь на доступність харчових компонентів [187]. 

Кіназа TOR функціонує у складі двох окремих комплексів: TORC1 та 

TORC2 (Рис. 1.2). Комплекс mTORC1 ссавців містить у своєму складі 

регуляторний асоційований білок Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), 

LST8 (mLst8, також відомий як GbL), домен Deptor (DEP, що містить mTOR-

взаємодіючий білок) та збагачений проліном субстрат PRAS40 (proline-rich Akt 

substrate of 40-kDa). mTORC2 функціонує у комплексі з білками Rictor 

(rapamycin-insensitive companion of mTOR – нечутливий до дії рапаміцину 

партнер mTOR), mLst8, mSin1, Deptor та білок Protor1/2 [199]. Було також 

встановлено, що Deptor взаємодіє з обома комплексами TORC1 та TORC2 [161]. 

Deptor, подібно до PRAS40, інгібує TORC1. TORC1 чутливий до дії рапаміцину 

та доступності поживних речовин, а TORC2 – нечутливий, хоча обидва 

комплекси активуються у відповідь на дію факторів росту. Детальний механізм 

інгібування TOR рапаміцином остаточно не з’ясований. 
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Рисунок 1.2. Сигнальний шлях TOR у ссавців. Вказані ключові фактори, 

які регулюють активність сигнального шляху TOR, а також основні мішені та 

клітинні процеси, які зазнають впливу. Шлях TOR реагує на фактори росту, 

амінокислоти, концентрацію кисню, стреси та енергетичний стан клітини. 

Активація кінази TOR безпосередньо або за посередництва певних компонентів 

сигнального шляху призводить до інтенсифікації біосинтезу білків, ліпідів та 

інгібування автофагії. 

 

Можливо, рапаміцин порушує структурну цілісність білка TOR [226], оскільки 

він алостерично знижує активність кіназного домену. Структурні компоненти 

цих обох комплексів здебільшого є консервативними від дріжджів до ссавців.  

 Амінокислотна послідовність білка TOR (dTOR) у D. melanogaster на 56% 

ідентична до mTOR, зокрема, висока консервативність спостерігається у 

кіназному та FRB доменах [101]. Клітини, у яких знижена експресія dTOR, 

характеризуються нижчим рівнем проліферації у всіх тканинах тіла мухи [22].  

Кіназа рибосомального білка S6 та білок зв’язування фактору ініціації 

трансляції 4Е – 4Е-ВР1 (4Е-binding protein) є найбільш відомими субстратами 
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TORС1 (Рис. 1.2). У клітинах ссавців виявлені дві кінази білка S6 (S6K1 та 

S6K2), які кодуються двома відповідними генами [195]. Дані кінази регулюють 

ріст клітини у D. melanogaster та ссавців і є безпосередніми мішенями кінази 

TOR. Функції S6K1 у регуляції росту клітини вивчені набагато краще, ніж 

S6K2, оскільки остання ідентифікована значно пізніше.  

Фосфорилювання S6K призводить до підвищення експресії генів на стадії 

ініціації та елонгації трансляції [112]. Субстратом S6K є компонент 40S 

субодиниці рибосоми − S6. Рівень фосфорилювання субодиниці S6 тісно 

пов’язаний з активністю комплексу TORC1, і тому цей показник широко 

використовують для визначення активності TORC1 in vivo [103]. 

Фосфорилювання S6 відбувається по п’яти  залишках серину, які є 

консервативними у різних видів організмів [138]. Більшість мутантних мух за 

геном dS6K помирають під час розвитку, а мухи, які виживають, 

характеризуються меншими розмірами тіла порівняно з особами дикого типу 

[145].  

Якщо у випадку S6K фосфорилювання призводить до її активації, то 

білок 4Е-ВР1 у фосфорильованій формі є неактивним. 4Е-ВР1 належить до 

родини білків репресорів трансляції. У ссавців виявлені три підтипи 

низькомолекулярних білків (4Е-ВР1, 4Е-ВР2, 4Е-ВР3), які кодуються трьома 

різними генами, проте у дрозофіли експресується тільки один білок 4Е-ВР [14; 

144]. В результаті інгібування комплексу TORC1 білок 4Е-ВР приєднується до 

фактору ініціації трансляції eIF4E (еukaryotic translation initiation factor 4E) [28]. 

У комплексі з 4Е-ВР трансляційний фактор eIF4E не може зв’язатись з eIF4G 

(eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1), таким чином перешкоджаючи 

утворенню комплексу eIF4F [73]. Активований комплекс TORC1 фосфорилює 

4Е-ВР, який у такій формі втрачає здатність взаємодіяти з eIF4E та інгібувати 

таким чином трансляцію [28; 189]. 

Надекспресія гена d4еbp, який кодує білок зв’язування фактору ініціації 

трансляції 4Е у плодової мушки, призводить до зменшення розмірів клітин, 

проте мутанти за даним геном життєздатні та не проявляють відмінностей у 
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рості та розвитку порівняно з контрольними тваринами [144]. Однак 

дослідження Зід та колег показали, що надекспресія 4ebp у D. melanogaster 

продовжує тривалість життя самців на 11%, а самок – на 22% [232].  

Завдяки роботам на модельних об’єктах було показано, що сигнальний 

шлях TOR регулює швидкість старіння клітин та тканин [142; 222], тим самим 

впливаючи на тривалість життя цілого організму. Встановлений зв’язок між 

процесами, які контролюються TOR, та старінням, що робить можливим 

отримання розуміння цілісної картини про те, як пов’язані процеси росту та 

розвитку з тривалістю життя. Найбільш дослідженими клітинними процесами, 

які регулюються шляхом TOR, є біосинтез білка, біогенез рибосом, біосинтез 

ліпідів, аутофагія та енергетичний обмін [113; 142]. Оскільки TOR регулює 

клітинні процеси у відповідь на доступність поживних речовин, обмеження 

доступності калорій є важливим фактором, який продовжує тривалість життя 

організмів за участю даного сигнального шляху [99].  

Біосинтез білка є важливим та найбільш вивченим процесом, який 

регулюється сигнальним шляхом TOR. Існує обернений взаємозв’язок між 

інтенсивністю трансляції та тривалістю життя. Інгібування біосинтезу білка 

через обмеження доступності амінокислот у харчовому раціоні продовжує 

тривалість життя багатьох видів [98]. Отже, опосередковані зміни інтенсивності 

трансляції безпосередньо впливають на старіння організму.  

Окрім регуляції синтезу білків, mTORC1 бере участь у синтезі 

мембранних ліпідів у клітинах, які проліферують [112]. Регуляцію ліпогенезу 

mTORC1 здійснює через транскрипційний фактор SREBP1/2, який контролює 

біосинтез жирних кислот та холестеролу. У відповідь на наявність факторів 

росту SREBP1/2 активується та мігрує з ендоплазматичного ретикулуму до ядра 

для активації транскрипції генів, які кодують білки відповідальні за ліпогенез 

[120; 216]. Контроль активності SREBP1/2 відбувається опосередковано через 

рибосомальну S6 кіназу [120; 216]. Індукція ліпогенезу через активацію 

SREBP1/2 може провокувати розвиток раку шляхом інтенсифікації синтезу 

ліпідів, які необхідні для мембран. Цей факт свідчить про те, що комплекс 
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mTORC1-SREBP1/2 відіграє важливу роль у рості та розвитку ракових клітин 

[112].  

Оскільки сигнальний шлях TOR чутливий до надходження поживних 

речовин, він також контролює процес клітинної відповіді на голодування – 

автофагію. Він спрямований на збереження гомеостазу та життєздатності 

клітини та супроводжується деградацією частини цитоплазми з органелами за 

умов обмеження доступності калорій з метою повторного використання 

клітинних ресурсів. Процес характеризується утворенням багатьох 

двомембранних везикул – автофагосом, які згодом деградують у лізосомах 

[117]. Комплекс mTORC1 сприяє процесам росту та розвитку через пригнічення 

автофагії. При інгібуванні mTORC1 формуються автофагосоми, які містять 

цитоплазматичні білки та органели. Автофагосоми з їх вмістом деградуються у 

лізосомах та відбувається переробка “будівельних блоків” клітини [113]. 

Описана регуляція відбувається за участю комплексу ULK1, який складається з 

кінази ULK1, Atg13 і Atg101 (гени, пов’язані з автофагією), та FIP200 (білок, 

який взаємодіє з адгезійними кіназами) [199]. Активний mTORC1 

безпосередньо фосфорилює та пригнічує активність ULK1 – кіназний комплекс, 

який відповідає за ініціацію автофагії [94]. За умов пригніченої активності 

mTORC1 він дисоціює від комплексу ULK1, активуючи його таким чином. 

Активна ULK1 фосфорилює Atg13 та FIP200, які запускають процес утворення 

автофагосом [199]. Інгібування сигнального шляху TOR підвищує 

інтенсивність автофагії та забезпечує запуск механізму, який пояснює ефект 

зниженої активності TOR при продовженні тривалості життя [79]. 

Відомо, що mTORC1 підвищує синтез АТФ та інтенсифікує метаболізм, 

зокрема він інтенсифікує гліколіз через активацію транскрипції та підвищення 

рівня HIF-1α (фактор індукований гіпоксією) [26], який стимулює експресію 

багатьох гліколітичних генів [113]. На відміну від mTORC1, mTORC2 

нечутливий до впливу поживних речовин, хоча змінює свою активність у 

відповідь на дію факторів росту. mTORC2 контролює кілька кіназ з родини 
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AGC таких як Akt, SGK1 та протеїнкіназу C-α (PKC-α), які беруть участь у 

регуляції метаболічних процесів [113]. 

 Аналіз досліджень, проведених на різних модельних об’єктах, дозволив 

дійти висновку, що генетичні шляхи регуляції тривалості життя є 

консервативними від одноклітинних організмів до людини. Оцінюючи ефекти 

зниженої активності шляху TOR на продовження тривалості життя у різних 

модельних об’єктів та зважаючи на високу консервативність даного 

сигнального шляху, можна припустити, що люди-довгожителі можуть мати 

модифікації у генах TOR сигнальної мережі, зокрема тих, що призводять до 

інгібування TORC1 у дорослому віці. Повне розуміння молекулярних 

механізмів цього процесу сприятиме пошуку шляхів уповільнення старіння та 

зниженні ризику прояву захворювань у похилому віці. 

 

1.2.2. Інсуліновий сигнальний шлях (IS) 

Відомо, що регуляція тривалості життя за участі інсулінового 

сигнального шляху (insulin signaling – IS) зберігається від нематод до мишей, 

навіть більше, існує високий ступінь гомології IS між комахами та людиною. 

Шляхом генетичних маніпуляцій було показано, що IS залучений у регуляції 

росту клітин та органів [106]. Окрім того, мутації генів, які кодують 

компоненти даного сигнального шляху, призводять до продовження тривалості 

життя D. melanogaster [159]. Даний шлях контролює ріст, розвиток, метаболізм, 

стійкість до стресів, розмноження та тривалість життя.  

 Інсуліновий шлях включає як пептидні ліганди, що діють на віддалено, 

так і внутрішньоклітинні компоненти. У ссавців лігандами інсулінових 

рецепторів є інсулін, інсуліноподібні фактори росту (insulin growth factor, IGF) 

та релаксини [64]. Геноми більшості безхребетних кодують кілька 

інсуліноподібних пептидів, зокрема, 40 ILPs у C. elegans та 8 у D. melanogaster 

(DILPs 1-8) і принаймні один інсуліновий рецептор [24; 50]. 

У плодової мушки виявлено вісім типів DILP, які продукуються різними 

кластерами нейросекреторних клітин (НСК) мозку [83]. Приєднання молекули 
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DILP до рецептору інсуліну (InR) сприяє активації IS, і як наслідок, імпорту 

глюкози в клітину, накопичення енергії у формі поживних речовин – глікогену 

та триацилгліцеролів, що, в свою чергу, призводить до клітинного росту [183]. 

Фосфоінозитол-3-кіназа (ФІ3К) прикріплюється до активованого InR через 

субстрат інсулінового рецептору (chico), а також через білок-адаптер р60. 

Окрім того, мембранна локалізація РІ3К дозволяє їй фосфорилювати 

фосфатидилінозитол-4,5-дифосфат (ФІД) до фосфатидилінозитол-3,4,5-

трифосфату (ФІТ). Зворотній напрям даної реакції каталізується фосфатазою 

Pten, яка таким чином виконує роль інгібітора IS [60]. Вторинний месенджер 

ФІТ разом з фосфатидилінозитол-залежною кіназою (PDK) приєднується та 

активує протеїнкіназу-Б (ПК-Б), яка у свою чергу інгібує FOXO [50] (Рис. 1.3).  

Шляхом регуляції експресії цілої низки генів, транскрипційний фактор FOXO 

контролює багато фізіологічних процесів у плодової мушки, зокрема стійкість 

до стресів [108], клітинний цикл [139], апоптоз [29] та метаболізм [9]. 

Завдяки відносній простоті маніпуляцій з геномом Drosophila, 

дослідниками було створено багато специфічних генетичних мутацій, які 

дозволяють вивчати роль ILPs та IS у регуляції фізіологічних процесів [72; 148]. 

Зокрема, дослідження останніх десятиліть, показали, що координація росту і 

розвитку в Drosophila регулюються IS спільно з сигнальним шляхом TOR, який 

чутливий до надходження поживних речовин. Окрім того, TOR може 

активувати IS [159]. Показано, що часткова втрата функціональної здатності 

InR у мух призводить до затримки розвитку та росту ембріону, а на дорослій 

стадії спричиняє зниження кількості й розміру клітин імагінальних дисків крил 

[24]. У мух з повним нокаутом гена dInR спостерігається смертність на 

ембріональних стадіях розвитку, що вказує на важливу роль dInR у розвитку 

Drosophila [36; 55]. Окрім росту і розвитку, інсуліновий сигнальний шлях 

регулює репродуктивну здатність плодової мушки [72].  

Сигнальні шляхи чутливі до надходження поживних речовин пов’язані 

складними механізмами в мозку та регулюють поведінку комах. У Drosophila 

різні ILPs, які експресуються в центральній нервовій системі комах, активують 



35 

 

IS в конкретних нейронних шляхах, що регулюють поведінку та харчування 

особин [52]. Зниження синтезу DILP та інтенсивності IS призводить до 

збільшення кількості спожитої їжі у личинок мух, які повноцінно харчувалися 

[221]. Разом з тим, надекспресія DILP та підвищення інтенсивності IS знижує 

споживання їжі в личинок, які голодували [221]. Мутації генів IS підвищують 

чутливість Drosophila до етанолу [44], що є доказом того, що DILPs та IS 

залучені у регуляції поведінкових процесів, пов’язаних з харчуванням.  

Відомо, що дієтичні та генетичні маніпуляції, які безпосередньо чи 

опосередковано знижують секрецію інсуліну, продовжують тривалість життя 

багатьох організмів [162]. Одним з перших досліджень, що показали роль 

шляху IS в регуляції тривалості життя плодової мушки, було вивчення мутації в 

гені chico [40]. Самки з мутацією субстрату інсулінового рецептору chico 

характеризуються підвищеною тривалістю життя на 48% [40]. Мутація InR 

плодової мушки продовжує тривалість життя у дорослих комах на 85% та 

призводить до безплідності самок [202]. Ці дані свідчать про те, що 

інсуліноподібні пептиди функціонують як вторинні сигнальні молекули, а 

інсуліновий сигнальний шлях регулює фізіологічні процеси та швидкість 

старіння у D. melanogaster. 

 

1.2.3. Транскрипційний фактор Myc  

Відкриття Мус відбулося при дослідженні пухлин у курчат, які були 

спричинені онкогенними ретровірусами. При цьому, виявлено онкоген v-myc, 

який призводив до виникнення мієлоцитоматозу (myelocytomatosis) – саркоми 

та лейкемії [193]. Були виявлені гомолог Мус, його білок-партнер Мах та 

антагоніст Mnt у плодової мушки D. melanogaster [141]. Численні дослідження 

показали, що Мус активує експресію генів, які залучені у синтезі білка та 

регуляції метаболізму [42]. У 1930 році вперше була виявлена мутація гена myc 

у Drosophila, яку вчені (Eleanor Nichols-Skoog та Calvin Bridges) назвали 

diminutive (dm), у зв’язку з маленькими розмірами тіла комах. Diminutive 

виявлена як мутація гена dmyc (Drosophila myc) у 1996 році [61]. Однією з 
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найбільших переваг Drosophila як модельного об’єкту для дослідження функцій 

Мус є легкість та доступність спостерігання процесів росту. Будь-які мутації 

гена dmyc проявляються в дефектах росту. Так, нокдаун dmyc у личинок 

призводить до припинення росту та загибелі особин вже на другій личинковій 

стадії [163]. Такі ж дефекти процесів росту плодової мушки виникають і при 

мутаціях генів відповідальних за рибосомальні білки (клас мутацій Minute), а 

також інші компоненти біогенезу рибосом [111]. Це свідчить про те, що Мус є 

мішенню кінази S6, яка є одним з основних компонентів сигнального шляху 

TOR [157]. Отже, існує тісна взаємодія між сигнальним шляхом TOR та 

транскрипційним фактором Мус, що створює своєрідну систему регуляції 

фізіологічних процесів Drosophila. 

Відомо, що Мус контролює експресію 15% генів геному людини. У 

Drosophila даний процес також детально охарактеризований: ДНК хеліказа 

Pontin/Tip49 (або Reptin/Tip48) генетичним та фізичним способом взаємодіє з 

Мус та контролює експресію генів-мішеней [11].  

Надекспресія гена Мус проявляється у значному збільшенні розмірів ядра 

клітини та підвищенні експресії пре-рРНК. Збільшення розмірів ядра, зазвичай, 

свідчить про підвищену активність рибосом [69]. Таким чином, Мус є 

потенційним протоонкогеном, надекспресія якого спостерігається при 

виникненні різного типу пухлин у людини. Відомо, що 70% випадків 

виникнення пухлин у людини пов’язані з надекспресією Myc [68]. Також 

надекспресія Мус може призводити до певних метаболічних змін під час 

ракових захворювань. Дослідження in vivo та in vitro показали, що основна 

функція Мус полягає у регуляції процесів клітинного росту [86]. 

Підтвердженням даної гіпотези є дані, які продемонстрували, що Мус 

залучений у процесингу РНК, біогенезі рибосом та функціонуванні ядра [11; 

81]. Висновки щодо біологічної ролі білків класу Мус (С-, N- та L-Мус) 

зроблені на основі аналізу їх онкогенних властивостей. Показано, що С-Мус 

залучений у регуляції проліферації клітини, в той час як функції N- та L-Мус 

переважно зосереджені на контролі процесу диференціації клітини [48]. Мус 
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активізує глютаміноліз шляхом ініціації експресії генів, які кодують ферменти 

даного процесу, наприклад, глютаміназу [215]. Інтенсифікація даного процесу 

через Мус призводить до виникнення значної потреби ракових клітин у 

глютаміні.  

Дослідження останніх років зосереджені, в основному, на встановленні 

опосередкованих шляхів зниження інтенсивності експресії Мус через 

інгібування кофакторів, які взаємодіють з Мус [169]. Виявлені компоненти, які 

інгібують Мус шляхом блокування приєднання до Мax або стабілізації 

гомодимеризації Мax, та показана значна ефективність даних маніпуляцій у 

ракових клітинах [93].  

Ступінь гомології між білком Мус Drosophila та білком с-Мус людини 

становить всього 26%, однак рівень гомології значно зростає до 57% 

порівнюючи функціональні аспекти, таких як домени Acidic Box та PEST [61]. 

Навіть більше, обидва білки виконують одні й ті ж функції, оскільки було 

показано, що експресія с-Мус компенсує летальний ефект мутації  dmyc [13]. 

Також dMyc частково компенсує дефекти у процесах проліферації при 

зниженні активності с-Мус в ембріонах мишей [211]. Отже, логічно постає 

питання про здатність поживних речовин та факторів росту регулювати 

процеси росту за участю Мус як на рівні транскрипції, так і на рівні активності 

білка. 

  

1.3. Взаємодія сигнальних шляхів TOR/IS та транскрипційного фактору 

Myc у регуляції фізіологічних процесів та старіння Drosophila 

Старіння, яке тривалий час вважалося виключно результатом зношеності 

певних систем клітини, насправді регулюються специфічними сигнальними 

шляхами. З віком відбуваються зміни тканинного гомеостазу, що призводить до 

порушення здатності організму реагувати на стрес і, як наслідок, різко 

підвищується ризик розвитку захворювань та смертності. Старіння також 

пов’язане зі зниженням регенеративної здатності тканин, підвищенням ризику 

виникнення дегенеративних хворіб та раковими захворюваннями [218]. Все ще 
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залишається малодослідженим питання про те, як зниження функціональної 

здатності стовбурових клітин з віком може впливати на тривалість життя. 

Однак, механізми, які контролюють тривалість життя, частково реалізують свої 

функції через регуляцію активності стовбурових клітин. Цікаво, що генетичні 

маніпуляції, які покращують гомеостаз стовбурових клітин через інгібування 

гіперпроліферації та усунення дефектів диференціації, продовжують тривалість 

життя Drosophila [15]. Подібно до інших клітин організму, старіння 

стовбурових клітин пов’язане з накопиченням пошкоджень [17]. Зниження 

функціональної здатності стовбурових клітин під час старіння може бути 

прискорене за рахунок вкорочення довжини теломер, пошкодження ДНК та 

мітохондрій [38; 182; 186]. Старіння стовбурових клітин може бути сповільнене 

при обмеженні споживання калорій [35; 114; 129], що свідчить про ключову 

роль сигнальних шляхів, які чутливі до надходження поживних речовин, у 

регуляції старіння стовбурових клітин.  

На даний час багато уваги приділяється дослідженню регуляторних шляхів, 

які залучені в регуляції тканинного гомеостазу, що критично важливо для 

виживання організму. Відомо, що клітина регулює процеси росту у відповідь на 

дію двох основних чинників: перший – фактори росту, при чому активується 

сигнальний шлях IS, другий – поживні речовини, які безпосередньо модулюють 

активність TOR. Ці два сигнальні шляхи функціонують паралельно та 

автономно, однак, водночас існують спільні компоненти та мішені. Багато 

досліджень продемонстрували, що взаємозв’язок між IS та TOR здійснюється 

через Akt-залежне фосфорилювання TSC2 (Рис. 1.3), що призводить до 

інактивації комплексу TSC1/TSC2 [46; 84].  

Додаткова можливість взаємодії між сигнальними шляхами IS та TOR 

виникає через зворотний негативний зв’язок за участю TOR-залежного 

інгібування субстрату інсулінового рецептору chico, який залучений в 

активацію IS [77]. Підвищення інтенсивності сигнального шляху TOR 

призводить до фосфорилювання та протеосомної деградації chico, що, у свою 
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чергу проявляється в  інгібуванні IS [77]. Також показано, що мутація S6K 

підвищує кіназну активність Akt у Drosophila [172]. 

Окрім TOR та IS, ще одним потужним регулятором процесів росту та 

метаболізму є Мус. Продемонстрований негативний вплив dGSK3 на 

стабільність білка Мус [57], наводить на висновок про те, що сигнальні шляхи, 

які залучені у регуляції процесів росту, перетинаються на спільній мішені – 

Мус (Рис. 1.3). Дана кіназа фосфорилює dMyc по двох специфічних залишках 

серину і таким чином запускає протеосомну деградацію білка dMyc. GSK3 є 

мішенню сигнальних шляхів, які активуються у відповідь на наявність 

поживних речовин та факторів росту [188]. Активація InR призводить до 

фосфорилювання та інактивації GSK3 кіназою PKB/Akt [230], що є доказом 

того, що Мус є мішенню IS.  

 

Рисунок 1.3. Сигнальна система TOR/IS/Myc. 

Рівень фосфорилювання і таким чином активації Мус строго корелює з 

подальшим функціонуванням клітини ‒ чи в ній активно будуть відбуватись 

біосинтетичні процеси, чи проліферація зупиниться і клітина загине [157]. 

Вагомим доказом даної гіпотези є результати, які продемонстрували 

підвищений рівень стабільності білка Мус при активації IS [157]. Цікаво, що 
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підвищення активності Мус у відповідь на активацію сигнального шляху IS 

залежить також і від активності сигнального шляху TOR. Якщо IS підвищує 

мРНК dМyc у клітині, то сигнальний шлях TOR регулює Мус на 

посттранскрипційному рівні [157]. 

Ще один спосіб взаємодії IS з Мус – через транскрипційний фактор FOXO, 

який активується за умов голодування та інгібується через IS при достатньому 

надходженні поживних речовин [170]. FOXO регулює рівень транскриптів Мус 

у різних типах тканин: FOXO активує Мус у жировому тілі комах за умов 

голодування, однак не впливає на активність Мус у м’язовій тканині [207]. За 

допомогою експериментальних досліджень було продемонстровано, що TOR 

фосфорилює Мус по сериновому залишку Ser77 у ссавців [80]. Так, було 

показано, що TOR бере участь як у транскрипційній [207], так і у 

посттранскрипційній регуляції Myc [157]. Окрім того, ГТФ-аза Rheb впливає на 

рівень білка Мус незалежно від активності сигнального шляху TOR [157]. 

Даний процес реалізується через модуляцію активності GSK3. Також відомо, 

що TOR інгібує GSK3 шляхом фосфорилювання кіназою S6 у ссавців [230]. 

Отже, сигнальний шлях TOR чинить вплив на Мус на двох рівнях – S6K та 

Rheb. 

 Також було виявлено взаємозв’язок між комплексом TORC2 та Мус [109]. 

Цитоплазматичне розташування Мус зумовлене інгібуванням TORC2 [109]. 

Отже, TORC2 бере участь у регуляції процесів росту та метаболізм через 

регуляцію активності Мус.  

Дослідження Телемана та колег (2008) продемонстрували, що нокаут гена 

TSC1 є недостатньою умовою для інтенсифікації процесів росту тканин за умов 

втрати активності Мус. Також надекспресія Мус не компенсовувала інгібування 

TOR [207]. Тому можна зробити висновок, що хоча Мус є одним з основних 

компонентів сигнальної системи, яка регулює функціонування, ріст і поділ 

клітин та діє як мішень TOR та IS, однак надекспресія Мус не здатна 

компенсувати ефекти від інгібування даних сигнальних шляхів.  
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Висновки до розділу 1 

Проаналізовано літературні джерела щодо взаємозв’язку між сигнальними 

шляхами, які чутливі до надходження поживних речовин, для регуляції 

функціонування СКК, та, як наслідок, старіння цілого організму. Кишківник 

Drosophila є перспективною модельною системою для встановлення механізмів 

функціонування стовбурових клітин, імунних реакцій та взаємозв’язку між 

регенеративною здатністю та старінням.  

Літературні дані вказують на існування взаємозв’язку між активністю СКК 

та тривалістю життя [15]. Результати досліджень Біто та колег (2008) 

продемонстрували, що зниження регенеративної здатності клітин кишківника 

скорочують тривалість життя плодової мушки. Навіть більше, взаємозв’язок 

між активністю СКК та тривалістю життя реалізується за участю сигнальних 

шляхів, чутливих до поживних речовин, а саме – IS та TOR [90], спільною 

мішенню для яких є Мус. 

Отже, роль Мус у регуляції функціонування СКК Drosophila залежить від 

взаємодії сигнальних шляхів, основним чином, чутливих до доступності 

поживних речовин та факторів росту. Порушення функціонування даних 

сигнальних шляхів часто відбувається при таких захворюваннях, як діабет та 

рак. Тому регуляція активності сигнальних шляхів може бути потенційно 

важливим фактором для запобігання хвороб та загального покращення 

фізіологічного стану організму людини. 

Це стало основою для фізіологічних та біохімічних досліджень ролі 

сигнальної системи TOR/IS/Myc у регуляції функціонування СКК з подальшою 

розробкою проєктів по опису застосування модуляцій активностей сигнальних 

шляхів для запобігання гіперпроліферативних захворювань, метаболічних 

порушень та сповільнення старіння організму. Підкреслена важлива роль 

моделі кишківника Drosophila в ідентифікації та аналізі фізіологічних та 

генетичних станів, які блокують патологічні аспекти старіння. 
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РОЗДІЛ 2 

Об’єкти і методи досліджень 

 

 2.1. Лінії мух  

У роботі використовували плодову мушку Drosophila melanogaster 

наступних ліній:  

 w
1118

; +/+; +/+; esc-Gal4,UAS-GFP tub-Gal80
ts
 

 w
1118

; +/+; +/+; Su(H)GBE-LacZ-Gal4 UAS-GFP tub-Gal80
ts
  

 w
1118

 – BDSC 3605; 

 w
1118

; +/+; UAS-inr-RNAi/UAS-inr-RNAi; +/+ 

 w
1118

 ; +/+; UAS-pten-RNAi/CyO; +/+ 

 w
1118

 ; +/+; UAS-tor-RNAi/CyO; +/+ 

 w
1118

 ; +/+; UAS-rheb/UAS-rheb; +/+ 

 w
1118

 ; +/+; UAS-rheb,UAS-myc/UAS-rheb,UAS-myc; +/+ 

Лінії мух були люб’язно надані лабораторією професора Брюса Едгара 

(Хейделберг, Німеччина), а також w
1118 

була з колекції Блумінгстонського 

Стокового Центру університету Індіани (США).  

 

2.2. Реактиви  

У дослідженні використовували реактиви виробництва „Sigma Chemical 

Co.” (США), „Cormay” (Польща). Решта реактивів були вітчизняного 

виробництва класу не нижче ч.д.а. 

 

2.3. Умови утримання лабораторних ліній D. melanogaster 

Мухи утримувались при температурі 25°С та відносній вологості повітря 

60-65% у пробірках об’ємом 150 мл які заповнювались 25 мл поживного 

мелясно-дріжджово-кукурудзяного середовища наступного складу у відсотках 

(маса/об’єм): 5% сухих дріжджів («Львівські дріжджі»), 6,1% кукурудзяної 

крупи, 1% агару, а також (об’єм/об’єм) 7,5% меляси. Наважки доводили до 

бажаного об’єму дистильованою водою та тричі кип’ятили. Для пригнічення 
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росту цвілевих грибів до середовища додавали 0,18% (маса/об’єм) ніпагіну 

(метилпарабензойна кислота)  та 0,6% (об’єм/об’єм) пропіонової кислоти.  

 

2.4. Схрещування, які проводилися в роботі  

Для отримання експериментальних мух використовували чутливу до 

температури Gal4-UAS систему [21]. Білок Gal4 складається з 881 

амінокислоти, був виявлений у дріжджів Saccharomyces cerevisiae та залучений 

у метаболізмі галактози. Gal4 приєднується до послідовності UAS (Upstream 

activating sequence) та запускає експресію гена, який знаходиться під контролем 

цієї промоторної послідовності. Gal4-UAS – це двокомпонентна система, в якій 

драйверна лінія, яка тканинно-специфічно експресує білок Gal4, а інша – 

містить послідовність UAS з генетичною конструкцією, експресію якої 

планується провести. Для активації транскрипції, драйверну лінію схрещують з 

лінією UAS та отримують нащадків з експресією певного гена у певній тканині. 

Окрім надекспресії, в нашій роботі ми також використовували метод 

інтерференційних РНК (РНКі, RNAi) для проведення нокдауну певних генів. 

Мухи, які містили в геномі UAS-RNAi для певного гена при схрещенні із 

лініями Gal4, давали нащадків, у яких практично не відбувалася експресія 

певного гена у певній тканині. Нокдаун гена відбувається внаслідок утворення 

дволанцюгової РНК (double stranded RNA – dsRNA), яка під дією рестриктази 

DICER розщеплюється до коротких дволанцюгових фрагментів РНК (short 

interfering RNAi – siRNA) [105]. Приєднання до siRNA певного набору білків 

(специфічних для кожного виду) сприяє утворенню комплексу RISC (RNA-

induced silencing complex), який комплементарно приєднується до певних 

ділянок іРНК та призводить до її деградації [5]. 

Для одержання необхідних в роботі генотипів було проведено низку 

схрещувань. Вихідними лініями для здійснення надекспресії rheb, myc-rheb та 

нокдауну генів inr, pten, tor у стовбурових та похідних клітинах кишківника, 

шляхом використання Gal4-UAS-системи, слугували трансгенні лінії UAS-rheb, 

UAS-myc-rheb, а також UAS-inr-RNAi, UAS-pten-RNAi,UAS-tor-RNAi відповіно. В 
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результаті цих схрещувань експресія відбуватиметься в клітинах, в яких буде 

активований промотор UAS. Схрещування драйверних ліній Gal4 із лініями 

UAS призводить до зв’язування білока Gal4  з промоторною послідовністю 

UAS та викликає експресію послідовності, яка розташована під промотором 

UAS [21].  Незайманих самок лінії esc
ts
 (для модуляцій сигнальної системи  у 

стовбурових клітинах та їх недиференційованих похідних ентеробластах) та 

suh
ts
 (для модуляції сигнальної системи тільки в ентеробластах) [142] з 

самцями, які містили у геномі різні типи UAS послідовностей (Рис. 2.1). 

Відомо, що в кишківнику дрозофіли наявно близько 1000 esc+ клітин та 

близько 300 suh+ клітин. Окрім того, описані драйвери можуть проявляти 

незначну експресію у інших тканинах тіла дрозофіли (Табл. 2.1). 

 

Таблиця 2.1. Експресія драйверів esg та  suh у тілі дорослої особини 

Drosophila (відповідно даних FlyAtlas). 

Тканини esg suh 

Мозок  + 

Грудно-черевний ганглій  + 

Воло  + 

Середній кишківник + + 

Задній кишківник +  

Жирове тіло  + 

Яйники  + 

Сім’яники +  

 

Для інгібування сигнального шляху TOR використовували UAS-tor-RNAi, 

а для його активації – UAS-rheb. Інгібування інсулінового сигнального шляху 

відбувалось при використанні лінії UAS-inr-RNAi, а його активація – UAS-pten-

RNAi. Окрім того, для активації TOR/Myc сигнальної гілки проводили 

схрещування з самцями лінії UAS-myc-rheb. Контрольних особин отримували 

шляхом схрещування самок ліній esc
ts
 та suh

ts 
із самцями лінії w

1118
. Детальні 

схеми схрещувань подані у додатку 1. Ефективність конструктів RNAi з 
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використанням драйверу tubulin
ts
-Gal4 подано в Додатку 2 і становить 57% для 

inr-RNAi, 71% ‒ pten-RNAi та 71% для tor-RNAi. 

 

Рисунок 2.1. Схема отримання експериментальних особин. 

 

Після схрещування мух поміщали у скляні банки, які містили 20-25 мл 

дріжджово-цукрового середовища наступного складу у % (маса/об’єм): 5% 

сухих дріжджів, 5% сахарози, 1% агару та 0,18% ніпагіну для відкладання яєць 

(Рис. 2.2). Оскільки ми використовували чутливу до температури систему Gal4-

UAS, розвиток особин відбувався при 18°С з метою запобігання експресії UAS-

конструктів. При 18°С білок Gal80 інгібує приєднання Gal4 до послідовності 

UAS. Мух, які вилупилися після схрещування, переносили у пластикові 

пробірки з експериментальним середовищем наступного складу у відсотках 

(маса/об’єм): 5% сухих дріжджів, 5% сахарози, 1,2% агару та 0,18% ніпагіну. 

Після вилуплення пробірки з експериментальними мухами поміщали в 

інкубатор на 29°С для індукції експресії відповідних конструкцій на 6 днів [1]. 

Селекцію експериментальних самок проводили, використовуючи СО2 

анестезію. 
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Рисунок 2.2. Виведення нащадків від схрещувань. 

 

2.5. Визначення тривалості життя 

Після шести днів індукції експресії, самок кожної експериментальної 

когорти поміщали у демографічні клітки (40-100 мух/клітку). Пластикові 

контейнери місткістю 1000 мл мали у трьох перпендикулярних напрямках 

широкі отвори (діаметр отворів 9,5 см), кожен з яких закривався сіткою. Кожен 

з контейнерів містив ще два додаткові отвори діаметром близько 2 см. Один з 

них слугував для відбору мертвих особин, до іншого прикріплювали 

пластикову пробірку місткістю 25 мл, яка містила 5 мл експериментального 

живильного середовища наступного складу у % (маса/об’єм): 5% сухих 

дріжджів, 5% сахарози, 1,2% агару та 0,18% ніпагіну (5%С+5%Д). Через кожні 

два дні середовище заміняли на свіже і підраховували кількість мертвих мух, 

яких відбирали з контейнеру. Експеримент проводили у трьох незалежних 

повторах при 29 °С до загибелі всіх особин.  
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2.6. Визначення стійкості мух до стресових умов  

2.6.1. Стійкість до голодування. Для визначення стійкості до голодування 

мух поміщали у пластикові пробірки об’ємом 20 мл, які містили 3 мл 0,5% 

агарози (маса/об’єм). Наважку агарози розчиняли у дистильованій воді та тричі 

доводили до кипіння. Після охолодження додавали 0,18% ніпагіну. Кожні 

6/6/12 (9:00, 15:00, 21:00) годин підраховували кількість мертвих мух до 

загибелі всіх особин. Експеримент виконували у трьох незалежних повторах, по 

20 самок на повтор. 

2.6.2. Стійкість до недоїдання. Мух поміщали у пластикові пробірки, які 

містили середовища з низьким вмістом поживних речовин. Середовище з 

низьким вмістом вуглеводів містило у своєму складі у відсотках (маса/об’єм) 

1% сахарози та 1% агару, а з низьким вмістом дріжджів – 1% сухих дріжджів та 

1% агару. Збалансована низькокалорійна дієта містила 0,5% сахарози, 0,5% 

дріжджів та 1% агару. Всі компоненти розводили у дистильованій воді та тричі 

доводили до кипіння. Кількість мертвих особин підраховували щодня до 

загибелі всіх особин та заміняли середовище на свіже. Для експерименту 

використовували по 20-30 мух в трьох незалежних повторах.   

2.6.3. Чутливість до дії менадіону. Для визначення стійкості до 

оксидативного стресу мух поміщали у скляні пробірки об’ємом 15 мл. На дні 

пробірки знаходилась серветка змочена розчином 20 мМ менадіону (Sigma-

Aldrich, M5750) у 5% розчині сахарози [126]. Кількість мертвих мух 

підраховували кожні 6/6/12 годин (9:00, 15:00, 21:00) до загибелі всіх особин та 

заміняли пробірку з серветкою кожні дві доби. Експеримент виконувався при 

29 °С у чотирьох незалежних повторах, по 12 мух на повтор. 

 

2.7. Визначення кількості спожитої їжі.   

Для визначення кількості спожитої їжі мухами використовували 

капілярний метод CAFE (capillary feeding assay) [87]. Цей метод дозволяє 

виміряти кількість спожитої їжі однією мухою. Метод CAFE був 

модифікований Лущаком та колегами [125]. У даному експерименті муху 
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поміщали у центрифужну пробірку об’ємом 1,5 мл з невеликим шматочком (0,5 

см х 1,5 см) фільтрувального паперу. До отвору на кришці пробірки 

прикріплювали капіляр (Drummond Scientific Company) об’ємом 5 мкл та 

довжиною 32 мм заповнений експериментальним рідким середовищем. Склад 

експериментального середовища у відсотках (маса/об’єм): 5% сахарози, 5% 

дріжджового екстракту. Компоненти розчиняли у розчині 0.01% ніпагіну та 

0.001% фосфорної кислоти. На кожен генотип тестували по 10 мух, а також 

ставили по одній контрольній пробірці, яка не містила мух. Штатив з 

пробірками поміщали у герметично закриту посудину, яка на дні містила 

невелику кількість дистильованої води для зниження випаровування рідкого 

середовища з капіляру. Кожного дня вимірювали довжину порожньої частини 

капіляру та замінювали капіляр з середовищем. Експеримент проводили при 

29°С. Експеримент повторювали протягом чотирьох днів та у двох біологічних 

повторах. Кількість спожитої їжі оцінювали як середнє значення на одну самку 

за добу. 

 

2.8. Визначення плодючості.  

Для визначення плодючості мух кожного з генотипів по одній самці та 

одному самцю поміщали у скляну пробірку Флоринського з 1 мл 

експериментального агаризованого середовища 5%С+5%Д. Кожного дня 

заміняли пробірку із середовищем в 11-12 годині та підраховували кількість 

відкладених яєць [125, 126]. Експеримент проводили протягом 6-8 днів при 

температурі 29°С. Експеримент виконували у 2 біологічних повторах, у 

кожному повторі по 10 пробірок із парами мух на кожен генотип. Кількість 

відкладених яєць виражали як середнє по кількості яєць відкладених однією 

самкою за добу. 

 

2.9. Визначення вмісту вуглеводів та триацилгліцеролів  

2.9.1. Концентрація глюкози. Концентрацію глюкози визначали 

колориметричним ензиматичним методом з глюкозооксидазою з 
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використанням діагностичного набору Liquick Cor-Glucose diagnostic kit 

(Cormay, Польща). Метод дозволяє визначати концентрацію глюкози у системі 

спряжених реакцій. На першому етапі з глюкози за участі глюкооксидази 

утворюється глюконова кислота та як побічний продукт пероксид водню. На 

другому етапі пероксид водню окислює 4-аміноантипірин до 4-(п-

бензохінономоноіміно)-фенозину, який має малиново-червоне забарвлення. 

Інтенсивність забарвлення, прямо пропорційну концентрації глюкози, 

реєстрували на спектрофотометрі Specoll-211 (Німеччина) при довжині хвилі 

500 нм. 

Вміст глюкози визначали у гемолімфі та тілі мух. Для отримання 

гемолімфи попередньо зважених мух поміщали у морозильну камеру (-70 °С) 

на 10 хвилин. Після цього мух декапітували шляхом інтенсивного струшування 

пластикових пробірок із мухами. Вимивання гемолімфи здійснювали у 50 мМ 

натрій-фосфатному буфері у співвідношенні 1:5 (мг мух/мкл буферу) шляхом 

центрифугування на центрифузі “Eppendorf 5415R” (Німеччина) протягом 6 хв 

при 3000 g та 4°С. Одержану гемолімфу відбирали і депротеїнізували шляхом 

термічної обробки при 70°С протягом 5 хвилин та повторно центрифугували 

(13200 об/хв, 15 хв, 4°С) для осадження денатурованих білків. Отриману 

гемолімфу використовували для визначення вмісту глюкози. Тіла мух, які 

залишилися після вимивання гемолімфи, гомогенізували автоматичним 

гомогенізатором Pellet pestle motor (Kontes) у 50 мМ натрій-фосфатному буфері 

у співвідношенні 1:10 (мг мух/мкл буферу). Гомогенати депротеїнізували 

шляхом термічної обробки (70°С) протягом 5 хвилин. Денатуровані білки 

осаджували центрифугуванням на  центрифузі “Eppendorf 5415R” (Німеччина) 

протягом 15 хв при 132000 об/хв та 4 °С. Отримані надосадові рідини 

використовували для визначення вмісту глюкози та глікогену в тілі плодових 

мушок.  

Кінцевий об’єм проби становив 1,1 мл. До складу експериментальних 

проб входило 10 мкл надосадової рідини чи розчину гемолімфи, 90 мкл 

дистильованої води та 500 мкл робочого розчину. Одночасно з дослідними 
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пробами готували проби для побудови калібрувальної кривої з використанням 

стандартного розчину глюкози у концентрації 0,2 мг/мл. Після 30 хвилинної 

інкубації на шейкері при 37 °С, додавали 500 мкл дистильованої води та 

визначали інтенсивність забарвлення на спектрофотометрі Specoll-211 

(Німеччина) при довжині хвилі 500 нм. Вміст глюкози в гемолімфі виражали у 

молярній концентрації, а в тілі – як кількість глюкози на грам сирої маси 

(мг/гсм).  

2.9.2. Вміст глікогену. Для визначення вмісту глікогену у досліджуваних 

пробах проводили ферментативне розщеплення глікогену до залишків глюкози. 

Для цього до 10 мкл надосадової рідини (приготовленої як описано вище) 

додавали розчину 10 мкл амілоглюкозидази (0,7 Од/пробу) виділеної з 

Aspergillus niger (Sigma 10115) та інкубували при 25°С протягом 4 годин. При 

цьому розщеплювалися -1,4-глікозидні зв’язки глікогену. Після чого додавали 

80 мкл дистильованої води та 500 мкл робочого розчину для визначення 

концентрації глюкози та інкубували протягом 30 хвилин на шейкері при 37°С. 

Додавали 500 мкл дистильованої води та визначали інтенсивність забарвлення 

на  Specoll-211 (Німеччина) при довжині хвилі 500 нм, яке пропорційне 

концентрації глюкози.  

2.9.3. Рівень триацилгліцеролів. Визначення вмісту триацилгліцеролів 

(ТАГ) проводили з використанням діагностичного набору (Cormay, Liquic Cor – 

TАG). Колориметричний ензиматичний метод полягає в ферментативному 

омиленні жирів з наступним фосфорилюванням гліцеролу та його окисленням, 

в результаті чого утворюється дигідроксиацетонфосфат та як побічний продукт 

пероксид водню, який, у свою чергу, окислює 4-аміноантипірин до хіноніміну з 

появою малиново-червоного забарвлення.  

Після шести днів індукції експресії UAS-конструкцій мух заморожували 

при -70°С. Гомогенізацію мух автоматичним гомогенізатором Pellet pestle motor 

(Kontes). Гомогенізація виконувалась у PBS-буфері, що містив 0,05% тритону 

Х-100 (рН 7,4), співвідношення при гомогенізації складало 6:200 (кількість мух 

:мкл PBSТ). Отриманий гомогенат інкубували на кип’ячій водяній бані 
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протягом 10 хвилин і після цього центрифугували 15 хвилин при 13200 об/хв. 

(21°С) на центрифузі “Eppendorf 5415R” (Німеччина).  

Вміст ТАГ визначали колориметрично при довжині хвилі 550 нм на 

спектрофотометрі “Spekol 211”. До складу проб входило по 40 мкл надосадової 

рідни, 60 мкл дистильованої води та 300 мкл робочого розчину (1-TG і 2-TG у 

співвідношенні 1:4). Після 30 хвилинної інкубації, до досліджуваних зразків 

додавали 1000 мкл дистильованої води і в результаті цього об’єм проби 

становив 1400 мкл. Одночасно з дослідними пробами готували проби для 

побудови калібрувальної кривої, для чого використовували розчин 

триацилгліцеролів з концентрацією 0,25 ммоль/л. Вміст ТАГ виражали як 

кількість ТАГ (мкг) на міліграм сирої маси.  

 

2.10. Визначення цілісності кишківника Drosophila 

Для виявлення пошкоджень цілісності кишківника ми проводили аналіз 

«Смурф» [176]. Мух у кількості 100 осіб поміщали у демографічні контейнери, 

до яких прикріплювали пробірки із середовищем. До експериментального 

середовища (5% сахарози, 5% дріжджів, 1,2% агару, 0,18% ніпагіну) додавали 

синій харчовий барвник Е133  у концентрації 2,5% та через 12 годин рахували 

та відбирали мух синього кольору [176]. Мухи фенотипу «Смурф» 

характеризувались поширенням синього барвника по цілому тілу, що свідчить 

про порушення цілісності кишківника. Визначення проводили кожні п’ять діб 

протягом 30 експериментальних днів. 

 

2.11. Визначення рівня експресії генів 

Загальну кількість мРНК визначали для певних генів у головах мух (dilp2, 

dilp3, dilp5), кишківниках (upd2, upd3, soc36, spi, krn, vn, dilp3, pepck, puc) та 

тілах (dilp6, akh, tobi, pepck, bmm, 4ebp). Кишківник виділяли для проведення 

визначення рівня мРНК певних генів, для цього використовували протокол 

описаний Tauc et al., 2014. Відповідно до протоколу мух поміщали на чашки 

Петрі, які попередньо були вкриті шаром агарози та PBS-буферу (Phosphate-
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Buffered Saline). Використовуючи пінцети для препарування, притримували з 

одного боку за грудну клітку, а з іншого плавними рухами витягували 

кишківник. мРНК виділяли та стабілізували за допомогою набору RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen). Праймери, які використовували для аналізу рівня експресії 

досліджуваних генів, наведені в табл. 2.1 [124].  

 

Таблиця 2.2. Праймери використані для проведення ПЛР 

Назва гена Абревіатура Нуклеотидна послідовність праймерів 

Ribosomal protein 49 rp49 
F: ATCGGTTACGGATCGAACAA 

R: GACAATCTCCTTGCGCTTCT 

Croquemort crq 
F: CAGAGCTCTCCTCCGAATTG 

R: ATGCCGGTGATGAGAAAGAC 

Drosophila insulin-like peptide 2  dilp2 
F: AGCAAGCCTTTGTCCTTCATCTC 

R: ACACCATACTCAGCACCTCGTTG 

Drosophila insulin-like peptide 3 dilp3 
F: TGTGTGTATGGCTTCAACGCAATG 

R: CACTCAACAGTCTTTCCAGCAGGG 

Drosophila insulin-like peptide 5 dilp5 
F: GAGGCACCTTGGGCCTATTC  

R: CATGTGGTGAGATTCGG 

Drosophila insulin-like peptide 6 dilp6 
F:CCCTGGCGATGTATTTCCCAACA 

R: CCGACTTGCACACAAATCGGTTA 

Adipokinetic hormone akh 
F: AGACCTCCAACGAAATGCTG 

R: GTGCTTGCAGTCCAGAAAGAG 

Phosphoenolcarboxykinase pepck 
F: TCAATGGCGAATCCTGCTAC  

R: TCCTTCACGTCCACCTTATCC 

Target of brain insulin tobi 
F: CCACCAAGCGAGACATTTACC 

R: GAGCGGCGTAGTCCATCAC 

Brummer bmm 
F: GGTCCCTTCAGTCCCTCCTT 

R: GCTTGTGAGCATCGTCTGGT 

4E-binding protein 4ebp 
F: CCAGGAAGGTTGTCATCTCG  

R: CCAGGAGTGGTGGAGTAGAGG 

Unpaired 2 upd2 
F: CACAAGTGCGGTGAAGCTAA 

R: GGCTCTT CTGCTGATCCTTG 

Unpaired 3 upd3 
F: GCCCTCTTCACCAAACTGAA 

R: TTTCTTCTGGATCGCCTTTG 

Spitz spi 
F: CCTTCTATTTGCGCTTCGAG 

R: CGCATGTGGTAGGGTAGCTT 

Keren krn 
F: CGTGTTTGGCAACAACAAGT  

R: TGTGGCAATGCAGTTTAAGG 

Vein vn 
F: AACGCAGAGGTCACGAAGAT  

R: GCGCACTATTAGCTCGGAAC 

Puckered puc 
F: CATGTGGCTAGCAATTTGA 

R: GTCTTCGAAAAACGTACAGC 

Suppressor of cytokine signaling 36 soc36 
F: CAGTCAGCAATATGTTGTCG  

R: ACTTGCAGCATCGTCGCTTC 
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Умови та етапи проведення ПЛР: 1. Денатурація 40 циклів – 5 с при 95 °С.  

2. Гібридизація – 10 с при 60°С. 

3. Елонгація – 72 °С. 

Після виділення та стабілізації мРНК, проводили синтез 

комплементарного ДНК фрагменту (кДНК). При цьому інкубували 2 мкг РНК, 

1 мкг дНТФ (дезоксинуклеотидтрифосфати) у концентрації 10 мМ, 0,4 мкл 

праймерів у концентрації 0,5 мкг/мкл та 9,6 мкл води протягом 3 хв при 90°С. 

Після цього зразки переносили на лід та до них додавали 4 мкл буферу та 1 мкл 

РНКази. Інкубували 10 хв при 25 °С та додавали зворотну транскриптазу із 

серією інкубацій: 10 хв при 25°С; 1 год при 37°С; 10 хв при 70°С. Аналіз ПЛР 

для кожного експериментального зразку та досліджуваного гена проводили у 3-

повторах. Зміну значення Сt (cycle threshold) визначали по відношенню до 

референтного гена rp49 (ribosomal protein 49) для досліджуваних генів у 

головах та цілих мухах, а також сrq (croquemort) – як референтний ген для 

кишківника мух. 

 

2.12. Статистична обробка результатів 

Статистичну обробку результатів кривих виживання виконували за 

допомогою комп’ютерної програми R-project (R Foundation for Statistical 

Computing). Для порівняння кривих використовували Log-rank тест.  

Статистичну обробку параметричних даних виконували з використанням 

програми „Prism” (GraphPad Software, Inc.). Дані подані як середнє значення 

(М) та похибка середнього значення (m), де n – це кількість незалежних 

повторів. Порівняння різниці між середнім арифметичним виконували за 

допомогою критерію Стьюдента (Student’s t test). 
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        РОЗДІЛ 3 

ВПЛИВ TOR/IS ТА MYC У СТОВБУРОВИХ КЛІТИНАХ 

КИШКІВНИКА НА ФІЗІОЛОГІЧНІ ПОКАЗНИКИ DROSOPHILA  

 

Вивчення молекулярних механізмів функціонування сигнальних шляхів 

клітин є актуальною проблемою сучасної науки, оскільки їх функціонування і 

взаємодія є ключовим  аспектом у регуляції розвитку та життєдіяльності 

організму. Відомо, що певні сигнальні шляхи контролюють функціонування 

стовбурових клітин [1; 196]. Інгібування сигнального шляху TOR сповільнює 

зниження функціонування стовбурових клітин з віком [74]. Проте, дане 

питання все ще залишається малодослідженим. Вивчення процесів 

функціонування сигнальних шляхів у СКК виглядає актуальним не тільки з 

точки зору консервативності сигнальних шляхів, а і тому, що з’ясування 

механізмів регуляції гомеостазу кишківника необхідне для розуміння 

взаємозв’язку між регенеративною здатністю та старінням. 

У дослідженнях, описаних у даному розділі, ми вивчали роль сигнальних 

шляхів TOR, IS та транскрипційного фактору Myc у регуляції фізіологічних 

параметрів таких як тривалість життя, плодючість,  споживання їжі, стійкість 

до голодування, недоїдання та оксидативного стресу плодової мушки. 

Ключовим моментом в експерименті була зміна активності сигнальних шляхів 

у стовбурових та похідних клітинах, що, ймовірно, призводить до змін 

функціонування інших частин тіла (клітини жирового тіла, яйників) дрозофіли.  

 

3.1. Сигнальний шлях TOR у стовбурових і похідних клітинах 

впливає на фізіологічні показники D. melanogaster 

Для встановлення ролі TOR у стовбурових та похідних клітинах ми 

проводили схрещування для отримання нащадків, у яких відбувалося 

інгібування (esc
ts
>tor-RNAi або suh

ts
>tor-RNAi), або активація (esc

ts
>rheb або 

suh
ts
>rheb) сигнального шляху TOR. Для активації сигнального шляху TOR 

проводили надекспресію rheb, оскільки відомо, що ГТФ-аза Rheb 
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безпосередньо приєднується до комплексу TORC1, підвищує кіназну активність 

Tor у його складі і, таким чином, активовує сигнальний шлях TOR. Інгібування 

відбувалось при нокдауні гена tor, який кодує основний компонент обох 

функціональних комплексів сигнального шляху – TORC1 та TORC2 – кіназу 

TOR. 

Проведені експерименти показали, що як активація, так і інгібування 

сигнального шляху TOR в обох типах клітин призводить до скорочення 

тривалості життя мух (Рис. 3.1А та Б). Інгібування сигнального шляху TOR 

через експресію tor-RNAi в esc-клітинах призводило до скорочення середньої 

тривалості життя на 20% порівняно із контролем. Однак нокдаун tor тільки в 

ентеробластах не впливала на даний показник. Ймовірно, нокдаун гена tor, 

призводить до зниження рівня білка TOR у клітині, що, в свою чергу, 

призводить до інгібування сигнального шляху TOR, який бере участь у 

контролі процесу проліферації клітин [98].  

 

Рис. 3.1. Тривалість життя особин D. melanogaster із нокдауном tor (tor-

RNAi) або надекспресією rheb у стовбурових та похідних (А) клітинах 

кишківника або ентеробластах (Б).  

 

Оскільки, в даному випадку мішенню генетичних маніпуляції були стовбурові 

клітини та їх недиференційовані похідні ЕБ, які дають початок всім іншим 

типам клітин [91], то можна припустити, що експресія tor-RNAi в цих клітинах 

призводить до зниження рівня проліферації стовбурових клітин. При цьому, 

стовбурових клітин недостатньо для повноцінного відновлення пошкоджених 

та постарілих клітин кишківника, що може призводити до передчасного 
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старіння та скорочення тривалості життя плодової мушки. Цікаво, що раніше 

показали продовження тривалості життя D. melanogaster при надекспресії 

туберозно-склерозних комплексів TSC1/TSC2, домінантно-негативної форми 

TOR, а також S6K у всіх клітинах тіла мухи [98]. Такі розбіжності результатів 

можуть бути зумовлені тим, що ми проводили модуляцію сигнального шляху 

саме в стовбурових клітинах кишківника плодової мушки, а Капахі та колеги 

(2004) проводили модуляцію сигнального шляху ТОR у всіх клітинах тіла 

дрозофіли.  

 

Таблиця 3.1. Аналіз даних тривалості життя особин D. melanogaster із 

нокдауном tor (tor-RNAi) та надекспресією rheb у стовбурових та похідних 

клітинах кишківника за допомогою тесту Log rank (Mantel-Cox).  

 esc
ts
>+ 

esc
ts
>tor-

RNAi 
esc

ts
>rheb suh

ts
>+ 

suh
ts
>tor-

RNAi 
suh

ts
>rheb 

Тривалість 

життя (дні) 

N 101 92 108 185 195 185 

М ± m 25,5±0,31 23,3±0,59 17,0±0,53 34,0±0,48 32,1±0,52 29,0±0,61 

Різниця,% 
 

-20 -33  -6 -15 

Р  <0,0001 <0,0001  0,01 <0.0001 

Недоїдання 

1%С (дні) 

N 60 45 46 46 43 29 

М ± m 6,72±0,21 6,44±0,20 7,89±0,21 6,66±0,19 7,31±0,23 6,04±0,32 

Різниця,% 
 

-4 +19  +8 -11 

Р  0,12 <0,0001 0,14 0,03 

Недоїдання 

1%Д (дні) 

N 58 30 45 61 59 63 

М ± m 9,02±0,60 5,21±0,56 12,01±0,57 7,61±0,56 5,92±0,27 8,42±0,42 

Різниця,% 
 

-42 +32  -20 +11 

Р <0,0001 <0,0001  0,19 

Недоїдання 

0,5%С-0,5%Д 

(дні) 

N 55 54 59 42 57 43 

М ± m 20,4±0,87 12,4±0,43 19,4±0,71 21,5±1,24 17,6±0,71 18,6±1,03 

Різниця,% 
 

-39 -5  -22 -13 

Р  <0,0001 0,063 <0,0001 0,0004 

Стійкість до 

голодування 

(години) 

N 56 56 68 59 54 59 

М ± m 83,8±2,24 75,9±2,03 73,8±2,22 117±2,61 116±3,04 106±2,93 

Різниця,% 
 

-9 -12  -1 -10 

Р 0,020 0,020 0,818 0,004 

Стійкість до 

оксидативного 

стресу 

(години) 

N 44 51 46 48 45 47 

М ± m 101±3,91 47,9±2,73 71,9±4,18 58,3±4,76 37,4±2,92 52,3±3,31 

Різниця,% 
 

-52 -29  -35 -10 

Р  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,616 

М – середня тривалість життя; N – кількість мух. 
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Встановлений зв’язок між процесами, які контролюються TOR, та 

старінням, робить можливим розуміння цілісної картини про те, як пов’язані 

процеси росту і розвитку з тривалістю життя. Результати наших досліджень 

продемонстрували, що активація сигнального шляху TOR через надекспресію 

rheb як в esc-експерсуючих клітинах (СКК та ЕБ) (Рис. 3.1А) так і у suh-

клітинах (ЕБ) (на 15%) (Рис 3.1Б) скорочувала тривалість життя на 33% і 15%, 

відповідно. Це узгоджується з результатами отриманими іншими дослідниками 

які показали, що інгібування сигнального шляху TOR продовжує тривалість 

життя у різних модельних організмів, зокрема дріжджів, нематод та плодової 

мушки [53; 98; 214]. Існує обернений взаємозв’язок між інтенсивністю 

трансляції, росту і проліферації клітин та тривалістю життя [99]. Отримані 

результати наштовхують на висновок про те, що як активація, так і інгібування 

сигнального шляху TOR призводять до скорочення тривалості життя плодової 

мушки, що, ймовірно, пов’язане з порушенням гомеостазу кишківника. 

 Відомо, що доступність поживних речовин є важливим регулятором 

росту еукаріотичних клітин. При голодуванні та нестачі поживних речовин 

відбувається зниження рівня трансляції та біогенезу рибосом [210], а також до 

зміни метаболізму жирів та вуглеводів [22]. Отже на наступному етапі 

дослідження ми вивчали стійкість до недоїдання та голодування мушок з 

інгібуванням або активацією сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ. Цікаво, що 

нестача поживних речовин призводила до продовження тривалості життя мух 

деяких досліджуваних генотипів. Так, при споживанні 1% сахарози (1% С) 

спостерігали скорочення тривалості життя на 19% у самок з активацією 

сигнального шляху TOR через надекспресію rheb у СКК та ЕБ (Рис. 3.2А). 

Однак, активація сигнального шляху TOR тільки в ЕБ скорочувала тривалість 

життя мух на 11% при споживанні середовища з 1% сахарози (Рис. 3.2Б). 

Інгібування TOR через експресію tor-RNAi в обох типах клітин не впливало на 

стійкість особин при споживанні середовища з 1% сахарози. Споживання їжі, 

яка містила 1% сахарози, призводило до амінокислотного голодування яке 

призводить до інгібування TOR шляху у жировому тілі мух [43]. Це 
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супроводжується інгібуванням InR/PI3K сигнального шляху у периферійних 

тканинах [43]. В результаті цього знижується активність Akt, яка вже не 

здійснює фосфорилювання dFOXO, що спричиняє підвищення транскрипції 

d4ebp [210]. 

 

 

 

 

Рис. 3.2. Стійкість мух із нокдауном tor (tor-RNAi) або надекспресією rheb 

до нестачі поживних речовин: споживання 1% сахарози (А – СКК та ЕБ; Б – 

ЕБ), 1% дріжджового автолізату (В – СКК та ЕБ; Г – ЕБ), 0,5% сахарози та 0,5% 

дріжджового автолізату (Ґ – СКК та ЕБ; Д – ЕБ), умови повного голодування (Е 

– СКК та ЕБ; Є – ЕБ).  
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4ЕВР залучений у регуляцію трансляції як відповідь організму на стресові 

умови через контроль синтезу білка з уже наявних у клітині мРНК. Тому 

активація TOR за стресових умов нестачі поживних речовин має позитивний 

ефект на виживання плодової мушки. Раніше було описано, що рівень 

амінокислот у їжі модулює активність сигнального шляху TOR [128], хоча 

механізм, який лежить в основі даного процесу, залишається невідомим. 

Результати наших досліджень встановили, що низький вміст білка у харчовому 

раціоні мух (1% дріжджів – 1% Д), у яких здійснювали нокдаун гена tor у 

стовбурових клітинах (Рис. 3.2В) та ентеробластах (Рис. 3.2Г), призводив до 

скорочення тривалості життя на 42 та 35% відповідно. Цікаво, що підвищення 

резистентності до даних стресових умов спостерігалося в особин, в яких 

надекспресували rheb у esc-клітинах на 32% та у suh-клітинах на 11% порівняно 

з відповідними контролями. Дані результати вказують на те, що активація 

сигнального шляху TOR компенсовує вплив умов недоїдання як стресового 

фактору.    

Показано, що регуляція стійкості до голодування та оксидативного стресу 

здійснюється за участі білка 4ЕВР [210]. За умов голодування спостерігається 

вища активність 4ЕВР. Також показана його роль в активації набору генів, 

експресія яких підвищується за умов голодування [231]. Мухи усіх 

експериментальних генотипів виявилися менш стійкими до умов голодування 

та збалансованого недоїдання (0,5% С + 0,5% ДА) порівняно з контрольними. 

Так, умови повного голодування у поєднанні з надекспресією rheb, як у еsc-

клітинах (Рис. 3.2Е; Табл. 3.1), так і в suh-клітинах (Рис. 3.2Є; Табл. 3.1), 

призводили до значного скорочення тривалості життя (стовбурові клітини – 

12%, похідні клітини – 10%). Активація TOR в ЕБ знижувала виживання 

особин на 13% порівняно з контролем також за умов зниження доступності 

калорій (0,5% С + 0,5% Д) (Рис. 3.2Д; Табл. 3.1). Скорочення тривалості життя 

при повному голодуванні спостерігалось і у мух генотипу esc
ts
>tor-RNAi на 

(10%) (Рис. 3.2Е; Табл. 3.1). Окрім того, експресія tor-RNAi як в esc- (на 39%) 

(Рис. 3.2Ґ; Табл. 3.1), так і suh-клітинах (на 22%) (Рис. 3.2Д; Табл. 3.1) 
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знижувала стійкість до умов збалансованого недоїдання. Відомо, що при 

голодуванні активність сигнального шляху TOR знижується [43]. Ми 

припускаємо, що надмірне зниження трансляційної здатності стовбурових та 

похідних клітин, яке зумовлене умовами голодування у поєднанні з генетичним 

інгібуванням TOR, призводить до критичного зниження інтенсивності 

проліферації СКК. При цьому, зменшується пул стовбурових клітин, що 

негативно впливає на регенеративну здатність, гомеостаз кишківника і, як 

наслідок, тривалість життя мух.  

Відомо, що інгібування сигнальної системи TOR підвищує стійкість до дії 

стресових факторів [75; 167]. Дослідження проведенні на нематоді та 

пекарських дріжджах показали, що транскрипційні фактори PHA-4, HIF-1, Gis1 

та Msn2/4, які задіяні у реакції організму на стрес, регулюються сигнальним 

шляхом TOR та позначаються на тривалості життя [140; 194]. Надекспресія 

rheb, tor або s6k підвищує чутливість мух до оксидативного стресу, а експресія 

TSC2 або домінантно-негативної форми TOR наділяє мух підвищеною 

стійкістю до оксидативного стресу [160]. Інгібування TOR рапаміцином сприяє 

підвищенню стійкості до голодування та оксидативного стресу [18].  

Для дослідження ролі сигнального шляху TOR у регуляції стійкості до 

прооксиданта, ми піддавали мух дії 20 мМ менадіону, розчиненого у 5% 

розчині сахарози [126]. Отримані результати вказують на те, що будь-які зміни 

активності сигнального шляху TOR у стовбурових та похідних клітинах 

призводять до скорочення тривалості життя за дії індуктора оксидативного 

стресу (Рис. 3.3; Табл. 3.1). Експресія tor-RNAi як у СКК та ЕБ, так і тільки в ЕБ 

підвищує чутливість даних мух на 52% (Рис. 3.3А) та 35% (Рис. 3.3Б) 

відповідно.  

Інгібування сигнального шляху за допомогою генетичних маніпуляцій у 

поєднанні з індукованим оксидативним стресом може призводити до 

надмірного зниження рівня трансляції, а в результаті до значного скорочення 

тривалості життя мух. Дещо менша ступінь скорочення тривалості життя за 

даних умов спостерігається при активації сигнального шляху TOR через 
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надекспресію rheb (в esc-клітинах на 29%, у suh-клітинах – не впливає), 

оскільки, рівень трансляції в даному випадку знижується тільки за дії 

оксидативного стресу. 

 

Рис. 3.3. Виживання особин із нокдауном tor (tor-RNAi) та надекспресією 

rheb  у стовбурових та похідних (А) клітинах кишківника або ентеробластах (Б) 

D. melanogaster, за умов оксидативного стресу. 

 

Отже, можемо припустити, що підвищення стійкості до стресу не є 

необхідною умовою для продовження тривалості життя, однак активність TOR 

впливає як на стійкість до стресів, так і на тривалість життя. Показано, що білок 

4ЕВР бере участь у регуляції стійкості до голодування та оксидативного стресу 

D. melanogaster [210]. Оксидативний стрес спричиняє дефосфорилювання 

dFOXO, що, у свою чергу, призводить до його переміщення в ядро та активацію 

транскрипції d4ebp, і як результат – зниження інтенсивності синтезу білка, що 

проявляється зниженням проліферативної активності клітини та порушенням 

тканинного гомеостазу [95]. 

Збалансоване споживання поживних речовин є необхідною умовою 

росту, розвитку та виживання організму. Сигнальний шлях TOR бере участь у 

збереженні балансу поживних речовин в організмі шляхом регуляції харчової 

поведінки [212]. Справді, коли перед мушкою виникає вибір, вона може 

регулювати споживання їжі для підтримання балансу поживних речовин [130]. 

Кота та колеги (2006) продемонстрували, що сигнальний шлях TOR залучений 

у регуляції механізмів, які контролюють споживання поживних речовин. Окрім 

того, TOR функціонує як сенсор АТФ для контролю споживання їжі [47]. АТФ 
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активує сигнальний шлях TOR, таким чином модулюючи енергетичний статус 

клітини, що, в свою чергу, впливає на інтенсивність проліферації та 

диференціації [89]. Споживання їжі та плодючість – це два процеси, які 

контролюються одними й тими ж сигнальними шляхами [8]. Існує позитивна 

кореляція між кількістю спожитої їжі самкою та кількістю відкладених яєць [8]. 

Тому нам, насамперед, було важливо з’ясувати, чи існує взаємозв’язок  між 

даними параметрами, а також активністю сигнального шляху TOR у 

стовбурових та похідних клітинах. Для цього ми визначали кількість спожитої 

їжі кожною окремою мушкою, використовуючи метод капілярного живлення 

[126], а також підраховували кількість відкладених яєць однією мухою за добу. 

Активація сигнального шляху TOR через надекспресію rheb призводила до 

зниження кількості спожитої їжі на 30% (Рис. 3.4А), але не впливала на 

кількість відкладених яєць (Рис. 3.5А).  

 

Рис. 3.4. Споживання стандартної рідкої їжі самками з нокдауном tor (tor-

RNAi) та надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) 

(А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± 

похибка середнього, n=10. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи 

(esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Самки генотипу esc
ts
>tor-RNAi відкладали на 22% менше яєць (Рис. 3.4А), 

однак не відрізнялися у кількості спожитої їжі від контрольних (Рис. 3.5А). Як 
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видно з рис. 3.4Б та Б, як активація, так і інгібування сигнального шляху TOR 

тільки в ЕБ не впливали на кількість спожитої їжі та плодючість самок. Відомо, 

що “sex peptide” стимулюють споживання їжі самками після спарювання [33], а 

енергія, яка використовується для спарювання, компенсується коштом 

підвищеного рівня споживання їжі. 

 

Рис. 3.5. Плодючість самок із нокдауном tor (tor-RNAi) та надекспресією 

rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах 

(suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, 

n=20. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Тому споживання їжі та плодючість є взаємозалежними та виступають 

важливим показником фізіологічного стану організму. Дослідження на ссавцях 

показали участь сигнального шляху TOR у регуляції кількості споживання їжі, 

яка реалізується шляхом модуляції активності даного сигналювання у клітинах 

гіпоталамусу у відповідь на надходження в організм харчових компонентів, а 

також гормонів – лептину та інсуліну [32; 45].  

Таким чином, ми встановили, що модуляція сигнального шляху TOR у 

невеликій популяції стовбурових клітин впливає на фізіологічний стан цілого 

організму. Так, ми показали, що активація/інгібування TOR у СКК та ЕБ 

впливає на стійкість до стресів, споживання їжі, репродуктивну активність та 

тривалість життя цілого організму. Це, ймовірно, пов’язане з тим, що 
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регенеративний потенціал СКК, який знаходиться під жорстким контролем 

консервативних сигнальних шляхів, критично важливий для збереження 

гомеостазу кишківника, та, як наслідок, для виживання організму загалом. 

Сигнальний шлях TOR перебуває у координованій взаємодії з сигнальними 

шляхами, які контролюють проліферацію та диференціацію СКК, та регулює 

баланс між регенеративними процесами та процесами запобігання 

гіперпроліферативних розладів. Підтримання цього балансу може бути 

перспективною стратегією для продовження тривалості життя еукаріотичних 

організмів. 

 

3.2. Інсуліновий сигнальний шлях у стовбурових і похідних клітинах 

впливає на фізіологічні показники D. melanogaster 

Інсуліновий сигнальний шлях (IS – insulin signaling) бере участь у 

регуляції процесів росту, розмноження, метаболізму та тривалості життя і є 

консервативним від нематод до людини. Знайдено, що IS регулює тривалість 

життя, стійкість до стресів [40; 79], та плодючість у C. elegans, D. melanogaster 

та мишей [150; 203]. Висока консервативність основних процесів 

функціонування IS між ссавцями та дрозофілою дозволяє використовувати 

плодову мушку для дослідження ролі компонентів цього сигнального шляху у 

регуляції тривалості життя. У Drosophila регуляція тривалості життя 

інсуліновим сигнальним шляхом була встановлена шляхом мутації генів, які 

кодують основні компоненти IS [66]. Крім того, IS залучений у контролі 

проліферації та диференціації СКК [37]. У свою чергу, функціонування СКК 

важливе для підтримання тканинного гомеостазу. Нещодавні дослідження 

показали, що швидкість проліферації СКК у кишківниках P. americana та D. 

melanogaster змінюється у відповідь на зміну харчового раціону та IS [136; 158]. 

Однак, механізми які опосередковують дані процеси та їх вплив на фізіологію 

та тривалість життя все ще залишаються невідомими. Тому ми поставили за 

мету встановити та оцінити вплив інгібування (експресія inr-RNAi) та активації 

(експресія pten-RNAi) IS у СКК та ЕБ плодової мушки на метаболізм, 
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плодючість, споживання їжі, стійкість до стресів та тривалість життя. Оскільки, 

до рецептору інсуліну (InR) приєднуються молекули DILP і, таким чином, 

сприяє активації IS [183], ми провели нокдаун inr для інгібування IS. Фосфатаза 

Pten каталізує реакцію дефосфорилювання фосфатидилінозитол-3,4,5-

трифосфату (ФІТ) до фосфатидилінозитол-4,5-дифосфату (ФІД), при цьому 

виконує роль інгібітора IS. Тому нокдаун рten як інгібітору IS у нашій роботі 

призводив до активації даного сигнального шляху. 

Відомо, що IS активує СКК через два можливі механізми: а) шляхом 

підвищення рівня проліферації СКК або б) шляхом перемикання з 

асиметричного поділу на симетричний [227]. Окрім того, IS активує 

проліферацію під час старіння та відновлення організму [2; 37]. Тому можна 

припустити, що будь-які зміни в активності IS у СКК та ЕБ будуть призводити 

до змін інтенсивностей даних процесів, що спричинить порушення тканинного 

гомеостазу, та, у свою чергу, матимуть значний вплив на тривалість життя 

дрозофіли. 

З даних наведених у таблиці 3.2 видно, що середня тривалість життя мух 

контрольної групи esc
ts
>+ становила близько 25 діб. Інгібування сигнального 

шляху IS через експресію inr-RNAi призводить до загибелі особин вже на 

другий експериментальний день, що свідчить про визначальну роль InR у 

функціонуванні СКК (Рис. 3.6А). Середня тривалість життя мух генотипу 

suh
ts
>inr-RNAi не відрізнялaся від такої контрольних особин (Рис. 3.6Б). Наші 

результати узгоджуються з попередніми дослідженнями, які показали, що у мух 

з нокаутом гена dinr спостерігається смертність на ембріональних стадіях 

розвитку, що вказує на важливу роль InR в процесі розвитку Drosophila [55]. 

Проте, варто зауважити, що нокаут гена inr у білій жировій тканині мишей 

продовжував тривалість життя [19]. Відомо, що модуляція IS у різних тканинах 

має відмінний вплив на фізіологічні процеси, в тому числі й на тривалість 

життя. 
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Рис. 3.6. Тривалість життя особин D. melanogaster із нокдауном inr (inr-

RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах кишківника (А) 

або ентеробластах (Б). 

 

Ми припускаємо, що InR важливий для збереження кількості СКК, тому при 

нокауті гена inr у СКК процес проліферації СКК блокується, що критично 

важливе для виживання особин. Окрім того, показано, що інгібування IS 

ссавців призводить до виникнення діабету, що, в свою чергу, характеризується 

високим рівнем глюкози в крові. Це виникає через зниження рівня поглинання 

глюкози з крові у тканини м’язів чи печінки [25]. Тому мухи генотипу esc
ts
>inr-

RNAi не здатні утилізовувати глюкозу, яка надходить з середовища у вигляді 

сахарози, що призводить до виникнення гострої форми гіперглікемії та, як 

результат, призводить до загальної смертності мух даного генотипу.  

Активація IS в esc-клітинах не впливала на тривалість життя дрозофіли 

(Рис. 3.6А), однак дана маніпуляція у suh-клітинах скорочувала середню 

тривалість життя мух на 11% (Рис. 3.6Б; Табл. 3.2). Результати добре 

узгоджуються з попередніми дослідженнями, в яких показали, що надекспресія 

pten продовжує тривалість життя [82]. При інгібуванні сигнального шляху IS за 

участі білка PTEN, який пригнічує активність сигнального шляху, відбувається 

транслокація dFOXO в ядро клітини, активується експресія певних генів і, як 

наслідок, продовження тривалості життя приблизно на 20% [82]. Попередні 

дослідження продемонстрували суперечливі результати про скорочення 

тривалості життя за умов інгібування IS  в усіх клітинах тіла Drosophila [15]. 

Показано, що зниження рівня експресії inr [202] та надекспресія pten [82] 
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продовжує тривалість життя плодової мушки. Ефекти від інгібування/активації 

IS реалізується через транскрипційний фактор FOXO [66]. FOXO мігрує до 

ядра, де індукує експресію багатьох генів відповідальних за стійкість до стресів 

та генів залучених в регуляції метаболізму [16]. Тому наступним етапом 

нашого дослідження була оцінка стійкості до стресів експериментальних мух за 

умов модуляції IS у СКК та ЕБ. 

 

Таблиця 3.2. Аналіз даних тривалості життя особин D. melanogaster із 

нокдауном inr (inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних 

клітинах кишківника за допомогою тесту Log rank (Mantel-Cox).  

 esc
ts
>+ 

esc
ts
>inr-

RNAi 

esc
ts
>pten-

RNAi 
suh

ts
>+ 

suh
ts
>inr-

RNAi 

suh
ts
>pten-

RNAi 

Тривалість 

життя (дні) 

N 101 27 106 185 185 204 

М ± m 25,5±0,19 2,04±0,00 24,2±0,55 34,0±0,17 36,2±0,41 32,1±0,36 

Різниця,% 
 

-92 -7 
 

+6 -11 

p <0,0001 0,139 0,353 <0,0001 

Недоїдання 

1%С (дні) 

 60 59 60 45 58 58 

М ± m 6,73±0,19 5,61±0,22 6,14±0,18 6,7±0,2 8,1±0,2 6,0±0,1 

Різниця,% 
 

-16 -8  +20 -10 

Р  0,01 0,02 <0.0001 0,02 

Недоїдання 

1%Д (дні) 

N 58 45 30 60 88 61 

М ± m 9,01±0,63 7,30±0,73 6,03±0,81 7,58±0,21 6,88±0,23 4,09±0,31 

Різниця,% 
 

-19 -33  -8 -46 

P  0,08 0,001 0,29 <0,0001 

Недоїдання 

0,5%С-0,5%Д 

(дні) 

N 55 60 30 45 58 60 

М ± m 20,3±0,87 9,03±0,66 19,6±0,62 21,52±1,20 16,5±0,68 11,5±0,50 

Різниця,% 
 

-56 -4  -23 -46 

P <0,0001 0,09 <0,0001 <0,0001 

Стійкість до 

голодування 

(години) 

N 56 12 59 59 59 57 

М ± m 83,7±2,19 47,0±6,7 76,9±1,70 117±2,63 112±2,88 92,9±3,03 

Різниця,% 
 

-60 -8  -5 -21 

P 0,02 0,02 0,82 <0,0001 

Стійкість до 

оксидативного 

стресу 

(години) 

N 44 18 27 48 45 48 

М ± m 101±3,92 27,7±4,40 89,8±4,77 57,6±4,82 46,7±4,66 40,4±2,62 

Різниця,%  -72 -11  -19 -30 

P <0,0001 0,075 0,109 0,003 

М – середня тривалість життя; N – кількість мух. 

 

Доступність поживних речовин відіграє визначальну роль у регуляції 

фізіологічного та біохімічного стану організму. Тому, аналіз стійкості до 

недоїдання та голодування є важливим для оцінки ролі функціонування СКК та 
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ЕБ у регуляції фізіологічних процесів дрозофіли. Відомо, що мухи ліній, які 

демонструють продовжену тривалість життя, стійкіші до голодування [181]. 

Більше того, відвищене виживання за умов голодування позитивно впливає на 

продовження тривалості життя [180]. Наші результати добре узгоджуються із 

цими даними оскільки ми спостерігали загальну смертність особин esc
ts
>inr-

RNAi на другу експериментальну добу, мухи даного генотипу також жили 

близько 48 годин за умов повного голодування (Рис. 3.7Е). Однак, стійкість до 

голодування самок esc
ts
>inr-RNAi була на 60% нижчою порівняно з контролем 

(Рис. 3.7Е; Табл. 3.2), що підтверджує визначальну роль InR у функціонуванні 

СКК. Цікаво, що експресія inr-RNAi тільки в ЕБ не впливала на стійкість до 

повної відсутності поживних речовин (Рис. 3.7Є). Спостерігалася вища 

чутливість особин esc
ts
>pten-RNAi (на 8%) (Рис. 3.7Е) та suh

ts
>pten-RNAi (на 

30%) (Рис. 3.7Є; Табл. 3.2) до повного голодування порівняно з відповідними 

контролями. Показано, що голодування знижує активність IS, що, в свою чергу, 

призводить до зменшення розміру кишківника [152]. Слід зазначити, що 

активація інсулінового сигнального шляху у стовбурових клітинах може бути 

достатньою умовою для уповільненої втрати стовбурових клітин за умов 

голодування [136]. 

Стійкість до недоїдання у мух з експресією inr-RNAi в esc-клітинах була 

нижчою порівняно з контрольними особинами esc
ts

>+ (1% С – на 16%; 1% АД – 

на 15%; 0,5% С + 0,5% АД – на 46%). Також варто звернути увагу на те, що 

інгібування IS тільки в ЕБ продовжувало тривалість життя самок на 20% за 

умов споживання 1% С (Рис. 3.7Б). Стійкість до недоїдання мух suh
ts
>inr-RNAi 

була нижчою на 23% порівняно з контрольними мухами при споживанні 1% АД 

(Рис. 3.7Д) та 0,5% С + 0,5% АД (Рис. 3.7Є; Табл. 3.2). 
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Рис. 3.7. Стійкість мух із inr (inr-RNAi) та нокдауном pten (pten-RNAi) до 

нестачі поживних речовин: споживання 1% сахарози (А – СКК та ЕБ; Б – ЕБ), 

1% дріжджового автолізату (В – СКК та ЕБ; Г – ЕБ), 0,5% сахарози та 0,5% 

дріжджового автолізату (Ґ – СКК та ЕБ; Д – ЕБ), умови повного голодування (Е 

– СКК та ЕБ; Є – ЕБ). 

 

Цікаво, що недоїдання продовжувало тривалість життя особин генотипу 

esc
ts
>inr-RNAi порівняно із контрольною дієтою. Так, самки даного генотипу 

жили дві доби на контрольній дієті (5% сахарози та 5% дріжджів), в той час як 
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споживання 1% сахарози, 1% автолізованих дріжджів чи 0,5% С + 0,5% АД 

продовжувало тривалість життя мух до 6, 7 та 9 діб відповідно (Рис. 3.8). Це ще 

раз підтверджує наші припущення про те, що при нокдауні гена inr мухи не 

здатні утилізовувати глюкозу, яка надходить ззовні. У випадку зниження 

надходження глюкози знижується ризик виникнення гіперглікемії, при цьому 

тривалість життя продовжується. 

Активація IS в esc-клітинах знижувала тривалість життя мух при 

споживанні дієт 1% С (на 8%) (Рис. 3.7А) та 1% АД (на 33%) (Рис. 3.7В), але 

при споживанні збалансованої низькокалорійної дієти (0,5% С + 0,5% АД) не 

спостерігалось відмінностей від контрольного значення (Рис. 3.7Ґ). Так само, 

активація IS через експресію pten-RNAi тільки в ентеробластах знижувала 

стійкість до недоїдання при споживанні всіх низькокалорійних дієт (Рис. 3.7Б, 

Г, Д).  

 

Рис. 3.8. Виживання мух D. melanogaster генотипу esc
ts
>inr-RNAi при 

споживанні дієт наступного складу: 5% С - 5% Д, 1% С, 1% Д, 0,5% С- 0,5% Д. 

Дані подані як середнє ± похибка середнього, n=2-3. *Вірогідно відмінне від 

контрольного значення (5% С - 5% Д). 

 

Результати наших досліджень показали, що інгібування сигнального 

шляху IS через нокдаун гена inr у СКК та ЕБ знижує виживання мух на 72% за 

дії менадіону (Рис. 3.9А). Хоча експресія inr-RNAi тільки в ЕБ не впливала на 

чутливість мух до дії менадіону (Рис. 3.9Б; Табл. 3.2), а експресія pten-RNAi 
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знижувала виживання мух на 30%. Важлива роль у регуляції стійкості до 

оксидантів відводиться сигнальним шляхам, які через координовану взаємодію 

регулюють метаболізм та ріст клітини [218]. Транскрипційний фактор FOXO, 

який є ключовим регулятором метаболічного гомеостазу, також контролює 

експресію генів, які залучені у відповіді на дію стресу [218]. Регуляція 

активності FOXO може відбуватися за кількома шляхами. Показано, що у 

відповідь на знижену активність IS внаслідок обмеження доступності поживних 

речовин або стресові фактори, FOXO модулює метаболічні процеси у напрямку 

від анаболізму до збереження та відновлення клітини [67]. Окрім IS і незалежно 

від нього, FOXO може активуватись у відповідь на дію сигнального шляху JNK, 

який регулює експресію генів у відповідь на дію цілої низки стресових 

чинників [16]. Важливо зазначити, що доведено існування антагоністичного 

взаємозв’язку між IS та JNK [218], який має значний вплив на метаболічний та 

регенеративний гомеостаз і, як наслідок, на тривалість життя мух [16; 97]. У 

випадку підвищеної активності інсулінового шляху (у нашому випадку 

експресія pten-RNAi), яка супроводжується зниженою активністю JNK, 

тривалість життя скорочується.  

 

Рис. 3.9. Виживання особин із нокдауном inr (inr-RNAi) або pten (pten-

RNAi) у стовбурових та похідних (А) клітинах кишківника або ентеробластах 

(Б) D. melanogaster, за умов дії оксидативного стресу. 

 

Якщо ж активність IS критично низька (у нашому випадку експресія inr-RNAi), 

що супроводжується підвищеною активністю JNK (за умов оксидативного 

стресу), тривалість життя також знижується. За умов помірного інгібування IS 
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та помірної активації JNK, метаболічний та регенеративний гомеостази 

досягають свого піку, та, як наслідок, тривалість життя продовжується [218]. У 

даному випадку важливу роль відіграє експресія гена puc, який кодує 

фосфатазу JUN, та рівень експресії якого буде преставлена у наступних 

розділах.    

Важливими фізіологічними показниками є інтенсивність споживання їжі 

та плодючість, які частково корелюють з тривалістю життя та старінням [204]. 

Споживання їжі істотно впливає на фізіологічний стан організму. Існують 

механізми, які регулють кількість спожитої їжі у плодової мушки. Значне місце 

в регуляції живлення належить серин-треонін кіназам TOR [212] та 

транскрипційному фактору FOXO [107], який є мішенню дії IS. Тому 

наступним етапом нашої роботи було дослідження ролі IS у СКК та ЕБ у 

регуляції кількості спожитої їжі плодової мушки. Мушка контрольного 

генотипу esc
ts
>+ споживала близько 1,3 мкл рідкого середовища за добу. 

Інгібування IS в esc-клітинах знижувало кількість спожитої їжі на 52% (Рис. 

3.10А).  

 

Рис. 3.10. Споживання стандартної рідкої їжі мухами із нокдауном inr 

(inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=10. *Значення вірогідно відмінне від 

контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Цікаво, що при активації IS кількість спожитої їжі була на 43% вищою у 

порівнянні з мушкою esc
ts
>+ (Рис. 3.10А). Активація чи інгібування IS в ЕБ не 

впливали на кількість спожитої їжі (Рис. 3.10Б). 

Подібна тенденція прослідковувалась при дослідженні плодючості самок. 

Самка контрольного генотипу esc
ts
>+ в середньому щоденно відкладала 14 яєць 

(Рис. 3.11А). За умов експресії inr-RNAi  в esc-клітинах кількість відкладених 

яєць була на 74% нижчою, а при експресії  pten-RNAi – вищою на 23%. 

Модуляція активності IS у suh-клітинах не впливала на плодючість трансгенних 

мух (Рис. 3.11Б). 

Результати наших експериментів узгоджуться з результатами попередніх 

досліджень, які виявили визначальну роль IS у визначенні поведінки тварин, 

пов’язаної з живленням та плодючістю [65]. У ссавців активація IS знижує 

кількість споживання їжі [220], окрім того показана важлива роль IS у регуляції 

живлення у комах [52]. Також IS бере участь у встановленні функціонального 

взаємозв’язку між метаболічними процесами та живленням [52].  

 

Рис. 3.11. Плодючість самок із нокдауном inr (inr-RNAi) або pten (pten-

RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах 

(suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, 

n=20. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Clancy та колеги (2001) продемонстрували нижчий рівень плодючості, який 

супроводжується продовженою тривалістю життя плодової мушки, за умов 

інгібування IS. Старіння клітини супроводжується незворотною втратою 

здатності до поділу. 

Відомо, що IS залучений у контролі функціонування стовбурових клітин 

шляхом регуляції їх старіння. Зниження активності IS у плодової мушки 

призводить до інгібування процесу проліферації стовбурових клітин статевої 

системи та, як наслідок, зниження плодючості самок [80].  Отже, мухи генотипу 

esc
ts
>inr-RNAi характеризувалися значно нижчим рівнем споживання їжі, 

плодючістю і помирали на другу експериментальну добу, що свідчить про 

критично важливу роль InR у відновленні та збереженні кількості СКК.  

Результати наших досліджень підтверджують гіпотезу про те, що IS 

відіграє ключову роль у нормальному функціонуванні СКК. Оскільки IS 

відіграє різну роль у різних тканинах, ми припустили, що модуляція активності 

IS саме в СКК та ЕБ впливає на фізіологічні процеси в цілому організмі 

дрозофіли. Модуляція IS у невеликій популяції СКК призводить до модуляції 

активності даного сигнального шляху в інших клітинах тіла плодової мушки. За 

умов нокдауну inr, СКК передають сигнал про критичне інгібування IS до 

інших клітин, таких як ентероцити та ентероендокринні клітини. У відповідь на 

такого виду сигнали, диференційовані клітини кишківника регулюють харчову 

поведінку (за допомогою ЦНС та DILP), репродуктивну активність та 

виживання організму. 

 

3.3. Транскрипційний фактор Мус у стовбурових і похідних клітинах 

впливає на фізіологічні показники D. melanogaster 

Дослідження проведені Парісі та колегами (2011) показали пряму 

залежність активності транскрипційного фактору Мус від ГТФази Rheb. Мус 

дрозофіли бере участь у контролі клітинного росту під час розвитку [163] та 

разом з Rheb має проонкогенні властивості [135]. Окрім того, Мус залучений у 

регуляції проліферації та диференціації СКК незалежно від сигнального шляху 
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TOR. Rheb, як активатор сигнального шляху TOR, сприяє накопиченню білка 

Мус, однак інгібування TOR призводить до зворотного ефекту [157]. 

Нещодавні дослідження встановили взаємозалежність та спільні процеси-

мішені для TOR та Мус [119]. Однак молекулярні механізми цих процесів все 

ще залишаються невідомими.    

            Як TOR, так і Myc беруть участь у регуляції клітинного росту, біогенезу 

рибосом, метаболізму, що у свою чергу впливає на тривалість життя [12]. Ми 

поставили за мету дослідити участь TOR та Мус у стовбурових та похідних 

клітинах кишківника плодової мушки на тривалість життя. Середня тривалість 

життя мух контрольної групи esc
ts
>+ була близько 25 днів за тамператури 29°С. 

Надекспресія Rheb у CКК призводила до скорочення тривалості життя на 33% 

порівняно з контрольними особинами (Рис. 3.12А). Мухи, у яких здійснювали 

надекспресія mус-rheb в esc-клітинах проявляли значно нижчу тривалість життя 

як порівняно з контрольною групою esc
ts
>+ (на 44%), так і з esc

ts
>rheb (на 16%) 

(Рис. 3.12А; Табл. 3.3).  

 

Рис. 3.12. Тривалість життя особин D. melanogaster із надекспресією rheb 

або myc-rheb у стовбурових та похідних (А) клітинах кишківника або 

ентеробластах (Б). 

 

 Відомо, що активація сигнального шляху TOR та транскрипційного 

фактору Мус може призвести до неконтрольованого росту та проліферації 

клітин [151]. Тобто, даний процес може спричинити утворення пухлин, які, в 

свою чергу, скорочують тривалість життя.  
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Таблиця 3.3. Аналіз даних тривалості життя особин D. melanogaster із 

надекспресією rheb або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах 

кишківника за допомогою тесту Log rank (Mantel-Cox).   

 esc
ts
>+ esc

ts
>rheb 

esc
ts
>myc-

rheb 
suh

ts
>+ suh

ts
>rheb 

suh
ts
>myc-

rheb 

Тривалість 

життя (дні) 

N 101 108 107 185 185 204 

М ± m 26±0,3 17±0,5 14±0,3 34±0,5 29±0,6 28±0,5 

Різниця,%  -33 -43 
 

-15 -18 

 -17  -4 

 Р   <0,0001 <0,0001 
 

<0,0001 <0,0001 

 0,003  0,06 

Недоїдання 

1%С (дні) 

N 60 46 76 46 29 46 

М ± m 6,56±0,22 7,88±0,21 6,20±0,21 6,65±0,19 6,03±0,25 5,82±0,24 

Різниця,%  
+19 -3  -11 -13 

 -19  -2 

 Р   
<0,0001 0.33  0,03 0,002 

 <0,0001  0,63 

Недоїдання 

1%Д (дні) 

N 58 45 73 61 63 75 

М ± m 9,04±0,55 12,0±0,62 8,12±0,26 7,62±0,62 8,33±0,44 6,09±0,27 

Різниця,%  
+32 -16  +11 -18 

 -38  -26 

 Р   
<0,0001 0,34  0,19 0,01 

 <0,0001  <0,0001 

Недоїдання 

0,5%С-0,5%Д 

(дні) 

N 55 59 60 42 43 60 

М ± m 20,4±0,87 19,4±0,72 11,5±0,51 21,5±1,20 18,6±1,01 10,0±0,63 

Різниця,%  
-5 -42  -13 -55 

 -49  -48 

 Р   
0,06 <0,0001  0,0004 <0,0001 

 <0,0001  <0,0001 

Стійкість до 

голодування 

(години) 

N 56 68 64 59 59 58 

М ± m 83,8±2,22 73,8±2,19 64,0±1,62 117±2,62 106±2,91 98,4±2,64 

Різниця,%  
-12 -23  -10 -16 

 -13  -7 

 Р   
0,02 <0,0001  0,004 <0,0001 

 0,01  0,06 

Стійкість до  

оксидативного 

стресу 

(години) 

N 44 46 23 48 47 46 

М ± m 101±3,88 71,9±4,22 77,4±3,72 58,3±4,76 52,3±2,93 53,0±3,87 

Різниця,%  -29 -23 
 

10 7 

 -7  3 

 Р   <0,0001 0,0001 
 

0,62 0,09 

 0,92  0,19 

            М – середня тривалість життя; N – кількість мух.  

Надекспресія rheb та myc-rheb тільки в ентеробластах також знижувала 

середню тривалість життя мух на 15% та 18%  відповідно (Рис. 3.12Б). 

Показано також, що інгібування сигнального шляху TOR в ЕБ дрозофіли 
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сприяє утворенню більшої кількості ентероендокриннх клітин ніж ентероцитів 

[100]. Відповідно, активація TOR через надекспресію rheb може спричиняти 

зворотний ефект, що у свою чергу є причиною скорочення тривалості життя. 

Отримані результати дозволяють зробити висновок про те, що дисбаланс між 

ЕЦ та ЕЕ через активацію TOR/Myc у СКК та ентеробластах призводить до 

скорочення тривалості життя плодової мушки. Амчеславський та колеги (2011) 

продемонстрували, що дисфункція туберозно-склерозних комплексів у СКК 

призводить до порушення поділу СКК і, як наслідок, до надмірного росту 

клітин. У зв’язку з тим, що туберозно-склерозні комплекси є інгібіторами 

сигнального шляху TOR, втрата їх функціональності у СКК призводить до тих 

же фенотипових ознак, що і надекспресія rheb. Дані маніпуляції з СКК 

потоншують епітелій кишківника [1], що, ймовірно, і є причиною скорочення 

тривалості життя дрозофіли. 

Зважаючи на те, що стійкість до стресів є важливим показником старіння, 

нами були проведені визначення стійкості до оксидативного стресу, 

голодування, а також різного виду недоїдання особин з надекспресією myc-rheb 

у СКК та ЕБ.  

Доступність поживних речовин є ключовим фактором у визначенні 

тривалості життя. Розведення поживного середовища часто використовується 

для обмеження калорійності харчового раціону (CR) дрозофіли. У випадку, 

коли муха споживає розведене поживне середовище, вона потребує більшого 

об’єму їжі для того, щоб компенсувати потребу калорій [33]. Недоїдання 

виникає тоді, коли концентрація поживних речовин у середовищі дуже низька і, 

зважаючи на фізіологічні особливості, мушка  не може споживати великі 

об’єми їжі необхідні для компенсування потреб організму, і як наслідок, 

виникає часткове голодування [198]. Дослідження наших колег 

продемонстрували, що 0,5% та 1% концентрації як сахарози, так і дріжджів 

знижували тривалість життя Drosophila [126], тому ми обрали концентрації 

поживних речовин в такому діапазоні для створення умов недоїдання . Цікаво, 

що при споживанні їжі з низьким вмістом вуглеводу (1% сахароза) 
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підвищувалось виживання мух, у яких проводили надекспресію rheb в esc-

клітинах (Рис. 3.13А). Надекспресія rheb у СКК та ЕБ  також продовжувала 

тривалість життя за умов споживання 1% ДА на 32% (Рис. 3.13В; Табл. 3.3).  

 

 

 

 

Рис. 3.13. Стійкість мух з надекспресією rheb або myc-rheb до нестачі 

поживних речовин: споживання 1% сахарози (А – СКК та ЕБ; Б – ЕБ), 1% 

дріжджового автолізату (В – СКК та ЕБ; Г – ЕБ), 0,5% сахарози та 0,5% 

дріжджового автолізату (Ґ – СКК та ЕБ; Д – ЕБ), умови повного голодування (Е 

– СКК та ЕБ; Є – ЕБ). 
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Отримані результати є свідченням того, що активація сигнального шляху TOR 

може нівелювати дію нестачі поживних речовин як стресового фактору. Однак, 

надекспресія mус у даному типі клітин не змінювала стійкості до недоїдання 

порівняно з контрольними самками. Цікаво, що як надекспресія rheb, так і myc-

rheb тільки в ентеробластах знижувала тривалість життя мух на 11-13% за умов 

споживання 1% С (Рис. 3.13Б). Ми спостерігали подібні ефекти на виживання 

мух при споживанні дієти з низьким вмістом білка (1% ДА) (Рис. 3.13Г). 

Активація TOR в ентеробластах не впливала на тривалість життя особин, але 

надекспресія mус на 18% знижувала стійкість до недоїдання при споживанні 1% 

ДА (Рис. 3.13Б; Табл. 3.3). Показано, що дорослі особини D. melanogaster, які 

споживали їжу з низьким вмістом білка, характеризувались підвищеною 

кількість ЕБ, а також нижчим рівнем проліферативної здатності СКК, що 

свідчить про вплив доступності поживних речовин на гомеостаз кишківника 

[154]. Подібно, Чоі та колеги (2001) у своїх дослідженнях спостерігали значне 

зниження рівня проліферації ентероцитів у мух, які утримувались на дієті з 

низьким рівнем білка. 

 Цікаво, що надекспресія як rheb, так і myc-rheb в обох типах клітин 

значно знижувала тривалість життя мух при споживанні збалансованої 

низькокалорійної їжі (0,5% С та 0,5% ДА) (Рис. 3.13Ґ, Д). Нестача поживних 

речовин як стресовий фактор впливає на клітинний ріст, що, в свою чергу, 

значно впливає на тривалість життя усіх еукаріотичних організмів. Окрім того, 

результати наших досліджень продемонстрували, що консервативний 

сигнальний шлях TOR є важливим медіатором між доступністю поживних 

речовин та тривалістю життя дрозофіли. Сигнальний шлях TOR опосередковує 

вплив поживних речовин на рівень транскрипції багатьох генів Drosophila, які 

кодують компоненти залучені в регуляції метаболізму [120]. Можемо 

припустити, що активація сигнального шляху TOR разом з коекспресією mус 

призводить до дефектів росту СКК, що, в свою чергу, є причиною потоншення 

епітелію кишківника. В результаті цього мухи стають чутливішими до 
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доступності та якості поживних речовин, що призводить до підвищеної їх 

смертності. 

Ми також виявили значне скорочення тривалості життя за умов повного 

голодування (0,5% агароза) у мух з надекспресією rheb та myc-rheb в обох 

типах клітин (Рис. 3.13Е, Є; Табл. 3.3). Відомо, що голодування призводить до 

обмеження росту ЕЦ, а також продовження взаємодії між СКК та ЕБ [37]. 

Рівень проліферації та кількість СКК знижується за умов голодування 

дрозофіли [136]. Отже, дефекти росту СКК, спричинені активацією TOR/Myc, у 

поєднанні з голодуванням як стресовим чинником призводять до зниження 

тривалості життя.  Тому стовбурові клітини діють як сенсори поживних 

речовин для встановлення координації між дієтою та збереженням гомеостазу 

кишківника.  

Окрім стресу, який викликаний нестачею або відсутністю поживних 

речовин, було досліджено вплив прооксиданту на виживання Drosophila. 

Стійкість до голодування та менадіону залежить від білка 4ЕВР, який також є 

мішенню сигнального шляху TOR [210]. Тому, активація TOR/Myc у СКК може 

мати безпосередний вплив на стійкість плодової мушки до стресу. У відповідь 

на дію стресових факторів  зростає проліферація СКК, які необхідні для 

відновлення та репарації пошкоджених клітин кишківника [1]. Саме такі 

особини, які піддаються дії стресових чинників, подібні за чутливістю до 

стресів до мух старшого віку. Показано, що паракват як агент, який викликає 

оксидативний стрес, збільшує кількість та активність СКК у мух старшого віку 

[15]. Для дослідження стійкості мух до оксидативного стресу, ми 

використовували розчин 20 мМ менадіону у 5% сахарозі. Раніше було показано, 

що менадіон генерує АФК в результаті окисно-відновних реакцій у клітині і 

таким чином викликає оксидативний стрес. Менадіон, який належить до класу 

поліциклічних ароматичних кетонів, функціонує як попередник у синтезі 

вітаміну К. Високі концентрації менадіону провокують оксидативний стрес, 

який супроводжується пошкодженням мітохондріальної ДНК, пошкодженням 

тканин та загибеллю клітин [39]. Результати наших досліджень показали, що 
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при утримуванні мух на 20 мМ менадіоні тривалість життя скорочувалась в 

особин всіх експериментальних когорт. Окрім того, за дії менадіону 

спостерігалася нижча середня тривалість життя у мух з надекспресією rheb в 

esc-клітинах на 29% (Рис. 3.14А; Табл. 3.3). Надекспресія myc-rheb у СКК та ЕБ 

знижувала резистентність до стресу на 29% (Рис. 3.14Б; Табл. 3.3). Однак, дані 

маніпуляції тільки в ЕБ не впливали на стійкість до дії менадіону (Рис. 3.14Б). 

 

Рис. 3.14. Виживання особин з надекспресією rheb або myc-rheb у 

стовбурових та похідних (А) клітинах кишківника або ентеробластах (Б) D. 

melanogaster, за дії оксидативного стресу. 

 

Наведені результати демонструють існування координованої взаємодії 

між сигнальним шляхом TOR та транскрипційним фактором Myc. ГТФ-аза 

Rheb як безпосередній активатор TOR, також залучена в регуляції активності 

білка Мус. Відомо, що Мус є мішенню дії кінази S6, яка у свою чергу 

регулюється TOR [157]. Окрім того, доведено існування спільних процесів-

мішеней для шляху TOR та білка Мус. Так, було показано, що як TOR, так і 

Мус контролюють рівень трансляції та метаболізм [12], що впливає на 

тривалість життя особин. Аналіз стійкості до стресів та тривалості життя 

загалом вказує на значну роль TOR/Myc взаємодії у СКК та ЕБ на фізіологічні 

процеси дрозофіли. 

Важливою умовою збереження життєздатності мух є збалансоване 

споживання поживних речовин, що впливає на ріст, розвиток та виживання. 

Добре відомо, що сигнальний шлях TOR залучений у регуляції споживання 

основних нутрієнтів, а також контролює збереження балансу поживних 
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речовин [212]. Споживання їжі та плодючості взаємозалежні, оскільки 

підвищене споживання їжі самками дрозофіли супроводжується більшою 

кількістю відкладених яєць [8].  

Мухи контрольної групи esc
ts
>+ cпоживали в середньому 1,3 мкл 

стандартного рідкого середовища за добу (Рис. 3.15А). Мухи із надекспресією 

rheb у СКК споживали на 17% менше середовища порівняно з контрольними 

особинами, а також надекспресія mус-rheb у даному типі клітин знижувала 

кількість спожитої їжі на 20%. Цікаво, що зниження кількості спожитої їжі 

корелює зі зниженим рівнем плодючості самок esc
ts

>myc-rheb (Рис. 3.16А).  

 

Рис. 3.15. Споживання стандартної рідкої їжі самками з надекспресією 

rheb або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=10. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Подібні тенденції спостерігали у випадку активації TOR/Myc тільки в 

ентеробластах. Надекспресія rheb в ЕБ не впливала на споживання їжі, однак 

надекспресія mус значно знижувала даний показник на 20% (Рис. 3.15Б). 

Водночас, не було виявлено різниці плодючості між особинами suh
ts

>+ та 

suh
ts
>rheb, однак спостерігалася на 30% нижча плодючість самок генотипу 

suh
ts
>myc-rheb порівняно з контролем (Рис. 3.16Б). Відомо, що сигнальний 
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шлях TOR контролює харчову поведінку еукаріотів [45], проте молекулярний 

механізм даної регуляції все ще до кінця незрозумілий. Кількість споживання 

їжі плодовою мушкою контролюється сигнальними шляхами з залученням 

молекул “sex peptide”, які, в свою чергу, залучені в регуляцію плодючості [8]. 

 

Рис. 3.16. Плодючість самок з надекспресією rheb або myc-rheb у 

стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах (suh-

клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, n=20. 

*Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Представлені результати свідчать про те, що активація TOR/Myc як у СКК, так і 

ЕБ знижує кількість спожитої їжі кожною окремою мушкою. Одночасно, дана 

група самок характеризувалась нижчою плодючістю. Отримані дані 

підтверджують значну роль Мус у СКК та ЕБ у встановленні взаємозв’язку між 

харчуванням та плодючістю Drosophila.    

 

Висновки до розділу 3 

1. Як інгібування, так і активація сигнального шляху TOR, IS та активація 

Myc у СКК та ЕБ скорочують тривалість життя та підвищують чутливість до дії 

менадіону та голодування.  

2. Активація сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ у поєднанні зі 

споживанням їжі з низьким вмістом дріжджів або сахарози продовжує 
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тривалість життя мух за даних умов. Окрім того, обмеження вмісту поживних 

речовин у харчовому раціоні продовжує тривалість життя мух з нокдауном inr у 

СКК та ЕБ. 

3. Пригнічення інсулінового шляху призводило до зниження плодючості, 

тоді як його активація – до її збільшення. Подібним чином інсуліновий шлях 

впливав і на апетит особин: при активації – збільшував, при інгібуванні – 

пригнічував. Навпаки діяв TOR шлях: його активація не впливала на 

плодючість, але знижувала апетит, в той самий час, як інгібування не впливало 

на апетит, але призводило до підвищення плодючості. 

 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в 

таких публікаціях:  

1. Strilbytska O., Semaniuk U.V., Storey K.B., Edgar B.A., Lushchak O.V. 

Activation of the Tor/Myc signaling axis in intestinal stem and progenitor cells 

affects longevity, stress resistance and metabolism in Drosophila. Comp Biochem 

Physiol B Biochem Mol Biol., 2017; 203: 92‒99. (Частина експериментальної 

роботи, статистична обробка даних, написання рукопису та підготовка 

матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

2. Strilbytska O., Koliada A. K., Storey K. B., Mudra O., Vaiserman A. M., 

Lushchak O. Longevity and stress resistance are affected by activation of TOR/Myc 

in progenitor cells of Drosophila gut. Open Life Sci., 2017; 12: 429‒442. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

3. Strilbytska O.M., Storey K.B., Lushchak O.V. TOR signaling inhibition in 

intestinal stem and progenitor cells affects physiology and metabolism in Drosophila. 

Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol., 2020; 243-244: 110424. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

4. Strilbytska O.M., Semaniuk U.V., Storey K.B., Yurkevych I.S., Lushchak O. 

Insulin signaling in intestinal stem and progenitor cells as an important determinant 
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of physiological and metabolic traits in Drosophila. Cells, 2020; 9(4): 803. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою).  
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РОЗДІЛ 4 

РЕГУЛЯЦІЯ МЕТАБОЛІЧНИХ ПРОЦЕСІВ  DROSOPHILA ШЛЯХОМ 

ЗМІНИ АКТИВНОСТІ TOR/IS ТА MYC У СТОВБУРОВИХ КЛІТИНАХ 

КИШКІВНИКА  

 

4.1. Вплив сигнального шляху TOR у стовбурових і похідних 

клітинах на метаболізм D. melanogaster 

У плодової мушки D. melanogaster існують регуляторні механізми, які 

беруть участь у контролі вмісту вуглеводів та ліпідів у жировому тілі комахи, 

подібно до печінки людини [156]. Сигнальний шлях TOR у відповідь на дію 

зовнішніх факторів регулює метаболічні процеси [98; 112]. Відомо, що 

mTORC1 підвищує синтез АТФ та метаболізм клітини, зокрема він впливає на 

інтенсивність гліколізу через активацію транскрипції та синтезу HIF-1α [26], 

який підвищує рівень експресії багатьох гліколітичних генів [112]. mTORC2 

контролює кілька членів родини кіназ AGC таких як Akt, SGK1 та 

протеїнкіназу C-α (PKC-α), які беруть участь у регуляції метаболічних процесів 

[112]. У розділі 4.1 представлені результати щодо вмісту метаболітів у тілі та 

гемолімфі експериментальних особин D. melanogaster.  

 При активації сигнального шляху TOR у esc-клітинах спостерігалась на 

25% вища концентрація глюкози в гемолімфі (Рис. 4.2А), однак модуляція 

активності сигнального шляху TOR не впливала на вміст глюкози в тілі (Рис. 

4.1А). Подібно, вищий вміст глюкози в тілі на 33% спостерігали у самок 

suh
ts
>rheb (Рис. 4.1Б), а самки генотипу suh

ts
>tor-RNAi характеризувались на 

30% нижчою концентрацією глюкози в гемолімфі (Рис. 4.2Б). Це підтверджує 

попередні пипущення про те, що зниження активності TOR супроводжується 

зниженням рівня глюкози в тілі [222]. Цікаво, що зниження активності 

сигнального шляху TOR перешкоджає інсуліновій резистентності та 

виникненню метаболічного синдрому і супроводжується підвищенням 

активності транскрипційного фактору dFOXO [78]. Таким чином, регуляція 



87 

 

активності TOR може бути ключовим моментом у контролі перебігу 

метаболічних процесів. 

 

Рис. 4.1. Вміст глюкози в тілі мух з нокдауном tor (tor-RNAi) та 

надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

  

Регуляція рівня глюкози, а також запасання вуглеводів в організмі 

Drosophila реалізується через секрецію інсуліноподібних пептидів (DILP – 

Drosophila insulin-like peptide) [190]. Окрім DILP, відомий механізм регуляції 

запасання вуглеводів за участю сигнального шляху TOR. Контроль експресії 

генів, які беруть участь у контролі біосинтезу глікогену реалізується за участю 

транскрипційних факторів DHR38 та Mef2 [41; 184]. Mef2 активує синтез 

глікогену шляхом підвищення експресії генів, які залучені у запасанні 

вуглеводів [41]. Цікаво, що Mef2 активується шляхом фосфорилювання кіназою 

S6K, яка є компонентом сигнального шляху TOR [41; 134]. Результати наших 

експериментів добре узгоджуються з цими дослідженнями, оскільки ми 

спостерігали, що інгібування сигнального шляху TOR через експресію tor-RNAi 

в esc-клітинах призводило до нижчого вмісту глікогену в тілі 

експериментальних самок на 25% (Рис. 4.3А). Однак експресія даного 
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конструкту у suh-клітинах підвищувала рівень глікогену на 25% (Рис. 4.3Б). 

Подібна тенденція спостерігається і при визначенні вмісту резервних ліпідів у 

тілі Drosophila.  

 

Рис. 4.2. Концентрація глюкози в гемолімфі мух з нокдауном tor (tor-

RNAi) та надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) 

(А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± 

похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи 

(esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Сигнальний шлях TOR також регулює активність білка SREBP (sterol 

regulatory element binding protein) дрозофіли, який бере участь у контролі росту 

клітин [164]. Одночасно TOR залучений у регуляцію метаболізму 

триацилгліцеролів (ТАГ), оскільки інгібування TOR призводить до зниження 

рівня запасних ліпідів у тілі мушки [222]. Отримані результати 

продемонстрували, що при інгібуванні сигнального шляху TOR через 

експресію інтерференційних РНК до гена tor в еsc-клітинах спостерігається 

зниження вмісту ТАГ в тілі на 35% (Рис. 4.4А). Експресія tor-RNAi тільки в ЕБ 

(suh-клітини) призводила до підвищення вмісту ТАГ (Рис. 4.4Б). Раніше було 

показано, що у мутантів за компонентами TOR шляху спостерігається вищий 

рівень ТАГ [228] і рапаміцин сприяє підвищенню запасів жирів, а також 

стійкості до голодування. 
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Рис. 4.3. Вміст глікогену в тілі мух з нокдауном tor (tor-RNAi) та 

надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Це, в основному, залежить від транскрипційного фактору 4ЕВР. Особини, 

у яких надекспресується 4ЕВР, накопичували більше жирів [207]. Зниженню 

активності TOR сприяє переміщення нефосфорильваного білка FOXO у ядро, 

що призводить до підвищення активності 4EBP, який бере участь у запасанні 

резервних жирів та вуглеводів [207]. Ці два протилежні за висновками 

дослідження суперечать одне одному в тому, як сигнальний шлях TOR регулює 

метаболізм жирів. Ймовірно, повне розуміння цих процесів виникне шляхом 

вимірювання інтенсивностей процесів синтезу та розпаду ліпідів, на противагу 

вимірюванню рівня ліпідів у тілі. Отже, наші дослідження – це ще один доказ 

того, що сигнальний шлях TOR впливає на метаболізм жирів, однак 

молекулярні механізми цих процесів, а також їх вплив на тривалість життя 

плодової мушки все ще залишаються не до кінця зрозумілими.   
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Рис. 4.4. Вміст триацилгліцеролів в тілі мух з нокдауном tor (tor-RNAi) та 

надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Різниця у показниках при маніпуляціях у різних досліджуваних клітинах 

ймовірно, спричинена різною активністю сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ. 

Так, показана значно нижча активність сигнального шляху TOR у СКК 

порівняно з ЕБ. Сигнальний шлях Notch інгібує TSC2 (інгібітор TOR) в ЕБ, 

таким чином активуючи TOR [100]. Однак детальні механізми участі TOR у 

забезпеченні метаболічного гомеостазу все ще залишаються невідомими. 

Окрім того, що сигнальний шлях TOR є основним регулятором 

метаболічних процесів, в нашій роботі ми також встановили, що активність 

СКК також впливає на інтенсивність метаболізму. Оскільки, кишківник 

плодової мушки бере участь у процесах травлення та всмоктування поживних 

речовин, він також функціонує як сенсор енергетичного стану [143] та, таким 

чином,  може регулювати вміст основних метаболітів у тілі. Тому, окрім 

активності TOR, ще одним потенційним механізмом регуляції вмісту 

метаболітів може бути порушення гомеостазу кишківника. 
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Кишківник часто розглядають як важливий регуляторний орган. Відомо, 

що кишківник плодової мушки у відповідь на надходження поживних речовин 

створює ендокринні сигнали до центральної нервової системи (ЦНС) для 

збереження енергетичного гомеостазу та регуляції харчової поведінки [143]. 

Дана сигнальна функція реалізується за участю регуляції секреції 

інсуліноподібних пептидів клітинами мозку – DILP2, 3, 5 [96]. Саме DILP з 

адипокінетичним гормоном (AKГ), створюють подібну людській системі 

інсулін-глюкагон, яка регулює гомеостаз глюкози та старіння організму [106]. 

DILP та AKГ регулюють експресію цілої низки генів, які залучені в регуляції 

метаболізму вуглеводів і ліпідів, частково за участю транскрипційного фактору 

FOXO. Окрім передачі сигналу від кишківника до ЦНС, існує передача сигналу 

від кишківника до жирового тіла Drosophila, яка реалізується через DILP6 [96]. 

У ссавців споживання поживних речовин призводить до вивільнення 

інсуліну у циркуляторне русло та активації інсулінового рецептору клітин 

[168]. Подальша активація компонентів інсулінового та TOR сигнальних шляхів 

сприяє утилізації поживних речовин та запускає процеси синтезу білків та 

ліпідів [98]. Відомо, що інсулін регулює рівень глюкози в крові. У ссавців, 

панкреатичні β-клітини вивільняють інсулін у відповідь на високий рівень 

глюкози, в результаті чого вона поглинається периферичними клітинами, 

знижуючи при цьому концентрацію глюкози. За умов низького рівня глюкози в 

крові панкреатичні α-клітини ссавців вивільняють глюкагон, який запускає 

процеси глюконеогенезу та глікогенолізу [104]. У плодової мушки механізми 

регуляції рівня глюкози є консервативними, що робить її зручним модельним 

організмом для досліджень метаболічних процесів. Відомо, що інсуліноподібні 

пептиди DILPs регулюють метаболізм вуглеводів плодової мушки та за умов 

доступності поживних речовин гени dilp2, dilp3, dilp5 експресуються 

нейросекреторними клітинами мозку [24; 84]. У відповідь на обмеження вмісту 

вуглеводів у харчовому раціоні експресія dilp3 і dilp5 знижується, що свідчить 

про специфічність інсулін-продукуючих клітин (ІПК) [84]. В роботі ми 

визначали відносний рівень мРНК генів, які кодують компоненти залучені у 
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регуляції метаболізму (Табл. 4.1). Зміни рівня трансриптів даних генів не 

обов’язково вказують про рівень секреції відповідних білків, а свідчать про 

реакцію організму, які проявляються змінами фізіологічного стану.  

 

Таблиця 4.1. Функції досліджуваних генів. 

Гени Локалізація експресії Білки, які вони кодують Функції 

dilp2, 

dilp3, 

dilp5 

інсулін-продукуючі 

клітини мозку 

Інсулін-подібні пептиди 

(Drosophila insulin-like 

peptides) DILP2, DILP3, 

DILP5 

Регуляція харчової 

поведінки, плодючості, 

контроль рівня глюкози 

(зниження вмісту). 

dilp6 клітини жирового тіла DILP6 Запасання глікогену та 

ліпідів, стійкість до стресів. 

akh corpora cardiacа кільцевої 

залози  

Адипокінетичний 

гормон 

Регуляція метаболізму 

вуглеводів та ліпідів, 

контроль рівня глюкози 

(підвищення вмісту). 

tobi клітини жирового тіла α-глюкозидаза Гідроліз глікогену 

pepck клітини всього тіла Фосфоенолпіруват 

карбоксикіназа 

Підвищення запасання ТАГ 

через контроль 

гліцерогенезу, підвищення 

вмісту глюкози – 

глюконеогенез. 

bmm клітини жирового тіла Ліпаза Brummer Розщеплення ТАГ, 

регуляція запасання ліпідів 

4ebp клітини всього тіла 4E-BP (4E binding 

protein) – білок-

інгібітор початку 

трансляції 

Інгібування синтезу білка, 

участь у метаболізмі 

вуглеводів та ліпідів 

 

Наші дослідження демонструють залежність експресії dilps від активності 

сигнального шляху TOR у стовбурових та похідних клітинах (Рис. 4.5). Тому 

можна припустити, що TOR регулює метаболізм клітини за участю генів 

системи dilp-akh. Справді, раніше був встановлений взаємозв’язок між 

сигнальними шляхом TOR та рівнем DILP [25; 72].  

Слід зауважити, що тенденція до підвищення чи зниження рівня 

відносної експресії за умов інгібування чи активації сигнального шляху подібна 

між двома типами клітин. Зокрема, вищий рівень транскриптів dilp2 
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спостерігається при інгібуванні TOR шляхом експресії tor-RNAi як в esc- (Рис. 

4.5А), так і у suh-клітинах (Рис. 4.5Б). 

 

Рис. 4.5. Рівень мРНК dilp2, dilp3, dilp5, dilp6 у мух з нокдауном tor (tor-

RNAi) та надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) 

(А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± 

похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи 

(esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Активація сигнального шляху TOR тільки в ентеробластах призводила до 

вищого рівня транскриптів dilp2. Раніше було показано, що підвищення 

експресії dilp2 у дорослих особин Drosophila призводить до продовження 

тривалості життя [6]. Потенційним механізмом продовження тривалості життя 
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через надекспресію dilp2 є контроль фосфорилюваня глікогенфосфорилази GSK 

(неактивна у фосфорильованому стані), [165], а також регуляція рівня 

глікогену. 

Зниження мРНК dilp3 при інгібуванні сигнального шляху 
 
TOR в обох 

типах клітин, та її підвищення при активації (Рис. 4.5) ще раз свідчить про 

взаємозв’язок між TOR та IS. Показано, що DILP3 залучений в активації 

сигнального шляху TOR за участю вуглеводів [104]. Окрім того, DILP3 

пригнічує процес автофагії [104], що може бути причиною скорочення 

тривалості життя. Ще однією важливою функцією DILP3 є регуляція 

метаболізму ліпідів [96].  

Відносний рівень транскриптів dilp5 не залежав від модуляції TOR в СКК 

та ЕБ (Рис. 4.5А), однак була в 3,5 рази вищою в особин, з експресією tor-RNAi 

в ентеробластах (Рис. 4.5Б). Також активація TOR в обох типах клітин 

призводила до підвищення мРНК dilp6 (Рис. 4.5). Такі подібні тенденції 

підтверджують генетичну аналогію між СКК та ЕБ. Отже, аналізуючи відносну 

експресію пептидів, можна пояснити отримані результати по рівні глюкози в 

тілі та гемолімфі плодової мушки. ІПК функціонують подібно до β-клітин 

ссавців, які вивільняють пептиди у гемолімфу, де регулюють рівень 

циркулючих вуглеводів [185]. Окрім того, показано, що видалення ІПК 

призводить до підвищення рівня глюкози та трегалози, а також ліпідів [25; 185].  

Подібно до глюкагону ссавців, який продукується α-клітинами 

панкреатичної залози, адипокінетичний гормон (АКГ) комах є антагоністом 

інсуліну та активує глікогенфосфорилазу [7]. АКГ експресується клітинами 

кардіальних тіл (corpora cardiaca), які є основним ендокринним органом комах 

[115]. Глікогенфосфорилаза знижує рівень запасного полісахариду глікогену в 

жировому тілі комах, підвищуючи, таким чином, концентрацію циркуляційних 

вуглеводів [115; 185]. Аналіз рівня мРНК akh дозволяє пояснити отримані 

результати щодо рівня глюкози та вмісту глікогену у мух. Як видно з Рис. 4.6, 

активація сигнального шляху TOR через надекспресію rheb як в еsc- (у 1,8 
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рази), так і у suh-клітинах (у 3,6 рази), призводить до вищого показника 

відносної експресії гена akh.  

 

Рис. 4.6. Рівень мРНК генів akh, tobi, bmm, pepck, 4ebp у мух з нокдауном 

tor (tor-RNAi) та надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від 

контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Така подібність ефектів ще раз доводить генетичну спорідненість даних клітин. 

Оскільки АКГ підвищує вивільнення глюкози, то це узгоджується з 

результатами попередніх досліджень, які мали вищий рівень глюкози в тілі (при 

активації сигнального шляху у suh-клітинах), та гемолімфі (в еsc-клітинах). При 
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цьому не спостерігається відмінностей у вмісті глікогену між особинами з 

надекспресією rheb та контрольними.  

Ген tobi (target of brain insulin) кодує α-глюкозидазу, яка є еволійно 

консервативною у багатоклітинних еукаріотів [30]. Показано, що мухи, у яких 

низький рівень експресії tobi, є більш життєздатні ніж стандартні лабораторні 

лінії [30]. Надекспресія даного гена призводить до дефектів процесу росту та 

зниження вмісту глікогену в тілі плодової мушки [30]. Цікаво, що експресія 

гена tobi залежить від вмісту поживних речовин у харчовому раціоні. Так, 

експресія підвищується при споживанні білка, та знижується при споживанні 

вуглеводів [30]. Це свідчить про вплив інсулінового та TOR сигнальних шляхів 

на експресію гена tobi. Окрім того, транскрипційна регуляція α-глюкозидази 

реалізується через контроль активності DILP та АКГ [30], які також залежать 

від вмісту вуглеводів та білка в харчовому раціоні. Варто зазначити, що 

надекспресія tobi має летальний ефект, але й зниження активності не 

призводить до продовження тривалості життя [30]. На рис. 4.6 показаний 

відносний рівень мРНК tobi  в експериментальних особин D. melanogaster. 

Нокдаун гена tor в еsc-клітинах призводив до значного підвищення 

транскриптів tobi (у 2,3 рази). Також вищий рівень транскриптів спостерігався 

як при інгібуванні (майже у 6 разів), так і при активації (у два рази) сигнального 

шляху TOR у suh-клітинах (Рис. 4.6Б). Тому, ймовірно, регуляція вмісту 

глюкози та глікогену в тілі мух, а також їх виживання при модуляції активності 

сигнального шляху TOR відбувається за участю взаємодії генів dilp-akh-tobi. 

Окрім глюконеогенезy, АКГ бере участь у регуляції метаболізму ліпідів, 

незалежно від ліпази триацилгліцеридів (ТАГ) Brummer (Bmm) [71]. Ген bmm 

кодує триацилгліцеридліпазу, яка бере участь у мобілізації ТАГ з депо 

жирового тіла мушки та є консервативною до людини [70]. Підвищення рівня 

транскриптів bmm супроводжується нижчим вмістом запасних ліпідів у тілі D. 

melanogaster [70]. Результати наших досліджень не виявили впливу активності 

сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ на відносну експресію bmm (Рис. 4.6), 

однак, ми раніше описували нижчий вміст ТАГ при інгібуванні TOR у СКК та 
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ЕБ (Рис. 4.4), що може пояснюватися двома потенційними механізмами. 

Перший, регуляція вмісту резервних ТАГ здійснюється іншими генами (dilp3, 

akh, pepck). Другий, мухи генотипу esc
ts
>tor-RNAi, які характеризуються 

зниженим вмістом ТАГ, використовують резервні ліпіди як джерело енергії, 

необхідне у додатковій кількості для процесів проліферації стовбурових клітин. 

Виходячи з цього, можна зробити висновок, що сигнальний шлях TOR у 

стовбурових та похідних клітинах є важливим регулятором гомеостазу ліпідів у 

плодової мушки.  

Як у ссавців, так і у дрозофіли фосфоенолпіруваткарбоксикіназа (PEPCK) 

залучена у регуляції процесів глюконеогенезу та гліцерогенезу [155]. Показано, 

що ген, який кодує цитозольну форму PEPCK, у відповідь на дію гормонів та 

склад їжі змінює інтенсивність синтезу даного ферменту [76]. 

Глюкокортикоїди, цАМФ та тиреотропні гормони є основними факторами, які 

підвищують експресію pepck [76]. РЕРСK каталізує першу обхідну реакцію 

глюконеогенезу, яка є лімітувальним етапом даного процесу. Було показано, що 

PEPCK також бере участь у гліцеронеогенезі, таким чином підтримуючи 

гомеостаз ліпідів [225]. Рівень транскрипції pepck підвищується дією 

глюкагону, та знижується під дією інсуліну [152]. Наші експериментальні дані 

вказують на залежність рівня мРНК pepck від активності сигнального шляху 

TOR у стовбурових та похідних клітинах (Рис. 4.6). Інгібування TOR в еsc-

клітинах вдвічі знижувало рівень pepck транскриптів, а його активація значно 

підвищувала його (Рис. 4.6А). Подібний ефект спостерігався і при активації 

сигнального шляху у suh-клітинах, при якій спостерігалося п’ятикратне 

підвищення відносного рівня мРНК pepck (Рис. 4.6Б). Ймовірно, саме експресія 

pepck є причиною зниження вмісту глюкози та ТАГ при інгібуванні TOR, та їх 

підвищення – при активації. 

Як бачимо з Рис. 4.6, активація сигнального шляху TOR в еsc-клітинах 

підвищує відносний рівень транскриптів 4ebp у 2,2 рази, однак його інгібування 

не впливало на даний показник. Подібний ефект спостерігається і при активації 

TOR у suh-клітинах (на 30%), хоча експресія tor-RNAi також призводила до 
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підвищення відносного рівня транскриптів 4ebp приблизно в 3,3 рази. Оскільки 

відомо, що 4Е-ВР бере участь у регуляції стійкості до голодування та 

оксидативного стресу D. melanogaster [210], ймовірно, зниження виживання 

мух пов’язане з підвищенням відносного рівня мРНК 4ebp. А також підвищення 

відносного рівня транскриптів 4ebp може свідчити також про розвиток певного 

стресового стану при інгібуванні/активації сигнального шляху TOR у СКК та 

ЕБ. 

 

4.2. Вплив інсулінового сигнального шляху у стовбурових і похідних 

клітинах на метаболізм D. melanogaster 

Відомо, що IS залучений у підтриманні гомеостазу метаболічних 

процесів. IS, який наявний у всіх багатоклітинних організмів, відіграє ключову 

роль у регуляції метаболізму вуглеводів [134]. Broughton та колеги (2005) 

продемонстрували, що видалення нейросекреторних клітин мозку Drosophila, 

які синтезують DILP, призводить до підвищення концентрації глюкози у 

гемолімфі та запасних вуглеводів, що є характерною особливістю діабету.  

Для встановлення ролі IS у СКК та ЕБ у регуляції метаболізму вуглеводів, 

ми проаналізували вміст основних метаболітів, які є індикаторами 

інтенсивності перебігу метаболічних процесів. Вміст глюкози в тілі самок 

esc
ts
>inr-RNAi був нижчим на 19% порівняно з контрольними особинами (Рис. 

4.7А). Також при інгібуванні IS в esc-клітинах спостерігався нижчий вміст 

глікогену на 40% (Рис. 4.9А). Активація IS шляхом експресії pten-RNAi в esc-

клітинах не впливала на вміст глюкози та глікогену у тілі мух. Протилежна 

тенденція спостерігалась при модуляції IS тільки в ЕБ плодової мушки. Так, 

експресія inr-RNAi в ЕБ призводила до підвищення вмісту глюкози в тілі на 

36% (Рис. 4.7Б) та глікогену у 2,1 рази порівняно з мухами контрольного 

генотипу suh
ts
>+ (Рис. 4.9Б). Цікаво, що як і у випадку експресії в esc-клітинах, 

експресія pten-RNAi у suh-клітинах не впливала на вміст глюкози (Рис. 4.7) та 

глікогену (Рис. 4.9) у тілі самок. Навіть більше, результати наших досліджень 

показали, що модуляція IS в обох типах клітин не змінювала концентрацію 

глюкози у гемолімфі (Рис. 4.8) та вміст запасних ТАГ (Рис. 4.10). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3058120/#R81
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Рис. 4.7. Вміст глюкози в тілі мух з нокдауном inr (inr-RNAi) або pten 

(pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

 

Рис. 4.8. Концентрація глюкози в гемолімфі мух з нокдауном inr (inr-

RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) 

та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± 

похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи 

(esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Рис. 4.9. Вміст глікогену в тілі мух з нокдауном inr (inr-RNAi) або pten 

(pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Відомо, що IS контролює вміст вуглеводів у тілі комах за участю 

інсуліноподібних пептидів (DILP) [148]. Зниження відносного рівня 

транскриптів dilp2, 3, 5 на личинковій стадії призводить до підвищення вмісту 

глюкози в гемолімфі, глікогену та ліпідів [25; 72; 82]. Таким чином ми 

припускаємо, що кишківник дрозофіли у відповідь на зміну активності IS у 

СКК та ЕБ, сигналізує до ЦНС. При цьому, змінюється інтенсивність синтезу 

DILP 2, 3, 5 в ІПК, що, в свою чергу, модулює перебіг всього метаболізму 

Drosophila. DILP також залучені у підтримання балансу між рівнем 

циркулятивних вуглеводів та рівнем глікогену [190]. Саме DILP2 та DILP7 

залучені в регуляції рівня запасного глікогену в тілі плодової мушки [190]. 
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Рис. 4.10. Вміст триацилгліцеролів в тілі мух з нокдауном inr (inr-RNAi) 

або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Варто зазначити, що подібне збільшення кількості глікогену 

спостерігається і при інгібуванні/активації сигнального шляху TOR (Рис. 4.4). 

Так, ми спостерігали нижчий вміст вуглеводу при інгібуванні TOR esc-

клітинах, та значно вищий – при інгібуванні сигнального шляху у suh-клітинах. 

Це свідчить про аналогічні механізми регуляції запасання глікогену при 

модуляції TOR та IS. Ймовірно, таким механізмом може бути спільна регуляція 

активності кінази глікогенсинтази GSK-3β (glycogen synthase kinase β), яка, як 

відомо, регулюється кіназою Akt [49]. 

Висновок про те, що інтенсивність синтезу DILP може змінюватись у 

відповідь на модуляцію активності IS шляхом зворотного зв’язку, узгоджується 

з кількостями мРНК генів, які відповідають за регуляцію метаболізму. Так, 

рівень транскриптів генів dilp2, dilp5 та dilp6 був вищим у 1,5-2,0 рази при 

експресії inr-RNAi в esc-клітинах (Рис. 4.11А). Подібний ефект спостерігався і 

при інгібуванні IS тільки в ентеробластах. Так, при надекспресії inr-RNAi у suh-

клітинах відносна експресія dilp2, dilp5 та dilp6 була вищою у 4, 3, 2 рази 
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відповідно (Рис. 4.11Б). Цікаво, що активація IS в esc-клітинах не впливала на 

рівень мРНК генів dilp2, dilp3, dilp5, однак підвищував рівень транскриптів 

dilp6 у 2 рази у порівнянні з контролем. Також активація IS у suh-клітинах 

підвищувала тільки рівень транскриптів dilp3 та dilp6 у 4 рази порівняно з 

контролем.  

 

Рис. 4.11. Рівень мРНК генів dilp2, dilp3, dilp5 і dilp6 у мух з нокдауном 

inr (inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від 

контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Результати наших досліджень доповнює гіпотезу про те, що кишківник є 

важливим сигнальним органом, який регулює поведінку, метаболізм та 

тривалість життя. У нашому випадку інгібування/активація IS, впливає на 

функціонування СКК та на активність таких процесів у кишківнику як 

травлення і всмоктування поживних речовин. Стан гомеостазу кишківника 

впливає на ЦНС, а саме на інтенсивність експресії dilp у НСК мозку. Про що і 

свідчать отримані результати по дослідженні експресії генів dilp.  

АКГ разом з DILP функціонують скоординовано у складі ендокринної 

сигнальної системи, яка регулює ріст та метаболізм клітини [149]. Аналіз 

експресії генів, які кодують АКГ, показали вищу експресію akh при активації IS 

як в esc-клітинах (у два рази), так і у suh-клітинах (у 5,2 рази) (Рис. 4.12). Окрім 

того, у 2,1 рази вищий рівень транскриптів akh спостерігався і при інгібуванні 

IS тільки в ЕБ, що може слугувати потенційним поясненням отриманих 

результатів, які показали вищий вміст глюкози в тілі мух генотипу suh
ts
>inr-

RNAi (Рис. 4.12Б). 

Аналіз рівня мРНК гена tobi, який залежить від активності DILP та AKГ 

(Рис. 4.5), говорить про інтенсивність IS у периферійних тканинах дрозофіли. 

За умов експресії inr-RNAi в esc-клітинах (у 3 рази) (Рис. 4.12А) та у suh-

клітинах (у 7,8 рази) (Рис. 4.12Б) рівень транскриптів tobi був вищим. Це може 

свідчити про активацію інсулінового сигнального шляху у периферійних 

тканинах плодової мушки при інгібуванні IS у СКК та ЕБ. Отже, наші 

результати ще раз підтвердили існування взаємозв’язку dilp-akh-tobi, які 

залучені у регуляції метаболічних процесів Drosophila, а також встановили 

залежність їх експресії від інтенсивності IS у СКК та ЕБ. 

Встановлена участь PEPCK дрозофіли у регуляції процесів 

глюконеогенезу та гліцерогенезу [155]. Тому, рівень вуглеводів та 

триацилгліцеридів, ймовірно, залежить від рівня мРНК pepck. Модуляція 

активності IS у СКК та ЕБ не впливала на відносний рівень транскриптів pepck, 

однак активація сигнального шляху тільки в ЕБ призводила до підвищення 

рівня мРНК pepck майже у 2 рази (Рис. 4.12).  
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Рис. 4.12. Рівень мРНК akh, tobi, bmm, pepck, 4ebp у мух з нокдауном inr 

(inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від 

контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Відомо, що ліпаза Brummer бере участь у процесі ліполізу ТАГ [71; 115]. 

Відносний рівень мРНК гена bmm не відрізнялася між мухами контрольних і 

експериментальних генотипів (Рис. 4.12), що пояснює отримані результати, які 

показали, що будь-які модуляції IS в обох типах клітин, які досліджували,  не 

впливали на вміст ТАГ. Наші висновки узгоджуються з результатами 
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попередніх дослідженнями, які не продемонстрували змін у вмісті ТАГ у 

мутантів bmm/akh [71].  

Маніпуляції IS в esc-клітинах не впливали на рівень транскриптів 4ebp 

(Рис. 4.12А). Цікаво, що експресія inr-RNAi (у 4,8 рази) та pten-RNAi (у 1,7 рази) 

у suh-клітинах підвищувала даний показник у порівнянні з контрольними 

мухами (Рис. 4.12Б). Отже, отримані результати свідчать про те, що регуляція 

вуглеводного та ліпідного обміну на рівні транскипції генів перебуває під 

впливом IS у невеликій популяції стовбурових клітин. Модуляція активності IS, 

яка впливає на функціонування СКК та їх подальшу диференціацію, регулює 

експресію генів dilp у НСК мозку. Надалі DILP впливає на транскрипцію цілої 

низки метаболічних генів та вміст циркулюючих та запасних вуглеводів та 

ліпідів у тілі плодової мушки.  

 

4.3. Вплив транскрипційного фактору Мус у стовбурових і похідних 

клітинах на метаболізм D. melanogaster 

Вміст глюкози, глікогену та триацилгліцеролів визначають для оцінки 

обміну вуглеводів та ліпідів [209]. Ми визначали вміст даних метаболітів у тілі 

особин Drosophila, у яких попередньо проводили активацію сигнального шляху 

TOR, а також при надекспресії Myc у СКК та ЕБ. Отримані результати 

продемонстрували не тільки важливу роль TOR у СКК та ЕБ, а також Мус у 

контролі рівня глюкози та запасних глікогену та триацилгліцеролів у тілі 

плодової мушки. За умов активації сигнального шляху TOR/Myc шляхом 

надекспресії myc-rheb у СКК та ЕБ вміст глюкози в тілі мух був на 36% вищим 

порівняно з контрольними самками (Рис. 4.13А).  

Концентрація глюкози в гемолімфі також була на 50% вищою у мух з 

надекспресією myc-rheb, однак надекспресія rheb також підвищувала даний 

показник на 30% (Рис. 4.14А). Наші дані добре узгоджуються з попередніми 

дослідженнями, у яких було показано, що надекспресія с-мус у клітинах 

печінки хребетних сприяє інтенсифікації процесу гліколізу, що 

супроводжується підвищеною концентрацією глюкози в крові [178]. 
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Рис. 4.13. Вміст глюкози в тілі мух з надекспресією rheb або myc-rheb у 

стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах (suh-

клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, n=4. 

*Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Таким чином, інтенсифікація гліколізу повинна супроводжуватись 

зниженим вмістом глікогену. Однак, цікаво, що при надекспресії myc-rheb у 

СКК та ЕБ ми спостерігали на 16% вищий вміст глікогену у тілі мух (Рис. 

4.15А).  

Транскрипційний фактор Мус регулює близько 10-15% всіх генів як 

дрозофіли, так і людини [157]. У цьому числі гени, які кодують білки, що 

відповідають за метаболізм глюкози, а саме транспортер глюкози, гексокіназу 

ІІ, лактатдегідрогеназу А, енолазу А [118]. Цікаво, що результати наших 

досліджень виявили залежність метаболізму вуглеводів і від активації TOR/Myc 

тільки в ентеробластах. Як показано на рисунку 4.13Б, надекспресія rheb у ЕБ 

призводить до вищого вмісту глюкози на 32% порівняно з контролем. Цікаво, 

що коекспресія myc більшою мірою підвищує даний показник на 45% у 

порівнянні із suh
ts
>+ (Рис. 4.13Б). Таким чином, отримані дані підтверджують 

участь транскрипційного фактору Мус у регуляції метаболізму вуглеводів.  
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Рис. 4.14. Концентрація глюкози в гемолімфі мух з  надекспресією rheb 

або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

 

Рис. 4.15. Вміст глікогену в тілі мух з надекспресією rheb або myc-rheb у 

стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах (suh-

клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, n=4. 

*Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Було показано, що зміни метаболізму у ракових клітинах (ефект 

Варбурга), які, як відомо, можуть бути спричинені активацією 

транскрипційного фактору Мус, супроводжується вищим рівнем поглинання 

глюкози клітинами та вищою інтенсивністю гліколізу [68]. Навіть більше, 

підвищений вміст вуглеводів в тілі трансгенних мух можна пояснити змінами в 

експресії генів dilp, akh, pepck, tobi, що буде продемонстровано нижче. Однак, 

активація TOR/Myc в ентеробластах не впливала на концентрацію глюкози в 

гемолімфі та вміст глікогену, а також на рівень запасання ТАГ (Рис. 4.14, 4.15, 

4.16).  

 

Рис. 4.16. Вміст триацилгліцеролів у тілі мух з надекспресією rheb або 

myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах 

(suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка середнього, 

n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Оскільки вміст метаболітів регулюється через експресією метаболічних 

генів, частина яких перебуває під контролем транскрипційного фактору Мус 

[118], ми визначали рівень транскриптів dilp2, dilp3, dilp5, dilp6, akh, tobi та 

pepck. Дані гени регулюють метаболізм вуглеводів, ліпідів та низку 

фізіологічних процесів шляхом координованої взаємодії. З рисунку 4.17 видно, 

що активація TOR/Myc в esc-клітинах не впливала на відносний рівень мРНК 

dilp2 та dilp5.  
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Рис. 4.17. Рівень мРНК dilp2, dilp3, dilp5, dilp6 у мух з надекспресією rheb 

або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 

 

Однак, надекспресія rheb у даному типі клітин підвищувала рівень 

транскриптів генів dilp3 та dilp6 вдвічі порівняно з контролем (Рис. 4.17А). 

Також слід зазначити вищий рівень експресії dilp6 за умов коекспресії mус у 

СКК та ЕБ.  

На рисунку 4.17Б представлені результати відносного рівня транскриптів 

dilp за умов активації TOR/Myc тільки в ЕБ. Активація сигнального шляху TOR 
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шляхом надекспресії rheb в екнтеробластах кишківника призводила до 

підвищення рівня транскриптів dilp2, dilp3, dilp6 у 1,5, 3 та 2 рази відповідно 

(Рис. 4.17Б). Також цікаво зазначити, що спостерігався вищий рівень мРНК 

dilp2 та dilp3 в 1,7 та 3 рази у мух генотипу suh
ts
>myc-rheb.  

Часто контроль вмісту глюкози в тілі мухи пов’язують з активністю 

глюкагон-подібного пептиду АКГ [106]. Як видно з даних представлених на 

рисунку 4.18, за умов активації сигнальної системи TOR/Myc як в esc-клітинах 

(на 1,7 рази), так і у suh-клітинах (3,5 рази), відносний рівень мРНК akh був 

вищим порівняно з контролем. Таким чином, TOR/Myc впливає на akh на рівні 

регуляції транскрипції, що пояснює вищий вміст глюкози в тілі мух з 

надекспресією rheb та myc-rheb в обох типах клітин.  

АКГ та DILP разом впливають на експресію гена tobi [30]. Рівень 

транскриптів tobi був вищим у мух з надекспресією rheb (у 1,5-2 рази) в обох 

типах клітин (Рис. 4.18). Однак, даний показник був вищим тільки самок 

генотипу esc
ts
>myc-rheb, що свідчить про те, що СКК відіграють більш вагому 

роль у регуляції метаболічних процесів у порівнянні із їх недиференційованими 

похідними. Навіть більше, підвищена експресія гена tobi свідчить про 

активацію інсулінового сигнального шляху у периферичних тканинах 

дрозофіли [8]. Ймовірно, причиною підвищеної експресії генів dilp, akh, tobi є 

інтенсифікація метаболізму, яка супроводжується вищим рівнем синтезу та 

вивільнення даних пептидів. Таким чином, наші результати підтвердили 

існування взаємозв’язку між підвищеною транскрипцією akh, tobi та dilp, а 

також встановили функціональну залежність між даними генами та активністю 

сигнальної системи TOR/Myc у СКК та ЕБ плодової мушки. 

У 2010 році Лапланте та Сабатіні встановили взаємозв’язок між 

інтенсивністю глюконеогенезу та активністю сигнального шляху TOR [112]. 

Одним із ключових ферментів глюконеогенезу є фосфоенолпіруват 

карбоксикіназа РЕРСК, яка в процесі декарбоксилювання та фосфорилювання 

перетворює оксалоацетат у фосфоенолпіруват [225]. 
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Рис. 4.18. Рівень мРНК akh, tobi, bmm, pepck, 4ebp у мух з надекспресією 

rheb або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Значення вірогідно відмінне від контрольної групи (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+) (P<0,05, критерій Стьюдента). 

 

З рисунку 4.18 видно, що за умов активації сигнальної системи TOR/Myc як в 

esc-клітинах (у 2 рази), так і suh-клітинах (3,5-3,8 рази) відносний рівень 

транскриптів pepck був вищим. Цікаво зазначити, що вищий рівень 

транскриптів гена pepck чітко корелює з вищим вмістом глюкози в тілі мух з 

надекспресією rheb та myc-rheb в обох типах клітин. Хоча існує багато даних, 

які підтверджують наші припущення та висновки [225], однак деякі дослідники 
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припускають, що PEPCK не вливає на рівень глюкози у плазмі крові мишей 

[192]. Відомо, що функціональний комплекс TORC1 через свою мішень кіназу 

S6 інгібує субстрат інсулінового рецептору (IRS), який, в свою чергу активує 

Akt [102]. Кіназа Akt інгібує транскрипційний фактор FOXO, який задіяний в 

активації pepck [171]. Оскільки, транскрипційний фактор Мус є мішенню кінази 

S6, то можна зробити висновок, що Мус бере участь у регуляції метаболізму 

вуглеводів та ліпідів за умов контролю експресії гена pepck.   

Ще одним можливим доказом участі сигнальної системи TOR/Myc у 

регуляції метаболізму ліпідів є зміна відносного рівня мРНК гена bmm. Ліпаза 

Brummer (bmm) залучена у мобілізації ТАГ з жирових депо комах [70]. Окрім 

того, що наші результати продемонстрували, що коекспресія транскрипційного 

фактору mус у СКК та ЕБ не впливав на вміст ТАГ у тілі мух, також Мус не 

впливав і на відносний рівень експресії bmm (Рис. 4.18А). Однак, за умов 

надекспресії як rheb, так і  myc-rheb тільки в ентеробластах експресія була у 1,5 

рази вищою порівняно з контролем (Рис. 4.18Б), але вміст ТАГ у тілі мух не 

відрізнявся від такого у контрольних. Ймовірно, деякі інші механізми були 

залучені у регуляції процесів запасання ліпідів. 

Отримані нами результати вказують на участь транскрипційного фактору 

Мус у регуляції відносної експресії гена 4ebp, яка була вищою у 2,3 рази у мух 

генотипів esc
ts

>rheb та esc
ts
>myc-rheb порівняно з контролем (Рис. 4.18А). 

Надекспресія rheb тільки в ентеробластах підвищувала рівень транскриптів 

4ebp у 1,5 рази, а надекспресія myc-rheb підвищувала даний показник у 5 разів 

(Рис. 4.18Б). Окрім регуляції синтезу білка, ген 4ebp бере участь у регуляції 

відповіді організму на дію оксидантів та голодування. Так, ми спостерігали 

зниження стійкості до голодування та оксидативного стресу самок генотипів 

esc
ts
>rheb та esc

ts
>myc-rheb порівняно з контрольними. 

 

Висновки до розділу 4 

1. Інгібування TOR та IS у СКК та ЕБ призводить до зниження вмісту 

глюкози в тілі та гемолімфі мух, а активація – підвищує його. Окрім того, 

інгібування TOR через експресію tor-RNAi в esc-клітинах призводить до 
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нижчого рівня глікогену та ТАГ, а у suh-клітинах – до зростання рівня 

резервних вуглеводів та ліпідів. Зміни у вмісті енергетичних метаболітів у тілі 

та гемолімфі мух зумовлені змінами рівня мРНК генів системи dilp-akh. 

2. Інгібування інсулінового і TOR шляхів у стовбурових клітинах 

кишківника призводить до зниження рівня триацигліцеролів та глікогену. В той 

же час, інгібування цих шляхів у ентеробластах призводить до підвищення 

вмісту вказаних метаболітів у всьому тілі плодової мушки.  

3. Активація Мус у СКК та ЕБ підвищувала рівень глюкози в тілі та 

гемолімфі, а також рівень експресії генів системи dilp-akh.  

 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в 

таких публікаціях:  

1. Strilbytska O., Semaniuk U.V., Storey K.B., Edgar B.A., Lushchak O.V. 

Activation of the Tor/Myc signaling axis in intestinal stem and progenitor cells 

affects longevity, stress resistance and metabolism in Drosophila. Comp Biochem 

Physiol B Biochem Mol Biol., 2017; 203: 92‒99. (Частина експериментальної 

роботи, статистична обробка даних, написання рукопису та підготовка 

матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

2. Strilbytska O., Koliada A. K., Storey K. B., Mudra O., Vaiserman A. M., 

Lushchak O. Longevity and stress resistance are affected by activation of TOR/Myc 

in progenitor cells of Drosophila gut. Open Life Sci., 2017; 12: 429‒442. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

3. Strilbytska O.M., Storey K.B., Lushchak O.V. TOR signaling inhibition in 

intestinal stem and progenitor cells affects physiology and metabolism in Drosophila. 

Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol., 2020; 243-244: 110424. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

4. Strilbytska O.M., Semaniuk U.V., Storey K.B.,Yurkevych I.S., Lushchak O. 

Insulin signaling in intestinal stem and progenitor cells as an important determinant 
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of physiological and metabolic traits in Drosophila. Cells, 2020; 9(4): 803. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 
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РОЗДІЛ 5 

РОЛЬ TOR/IS/MYC У СТОВБУРОВИХ КЛІТИНАХ У РЕГУЛЯЦІЇ 

ГОМЕОСТАЗУ КИШКІВНИКА DROSOPHILA 

 

5.1. Локальна регуляція транскрипції генів, які кодують компоненти 

JAK/STAT, EGFR, JNK у кишківнику D. melanogaster за участі сигнального 

шляху TOR  

 

Окрім сигнального шляху Notch, який є ключовим у регуляції процесів 

проліферації СКК та диференціації ЕБ, показано, що дані процеси 

контролюються також EGFR, Wingless, Decapentaplegic [16; 91; 92; 121]. Окрім 

того, сигнальні шляхи IS, JAK/STAT та Hippo є критично важливими у контролі 

проліферації СКК для забезпечення гомеостазу та за дії патогенів [2; 10; 92]. 

Тому на наступному етапі нашого дослідження ми вивчали вплив 

інгібування/активації сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ Drosophila на 

рівень мРНК генів, які кодують компоненти JAK/STAT (upd2, upd3, soc36), 

EGFR (spi, krn, vn), IS (dilp3) та JNK (puc) і, таким чином, регулюють гомеостаз 

кишківника та його цілісність. Використовували методику оцінки цілісності 

кишківника методом «Смурф» [176], а також вимірювання рівня мРНК генів у 

кишківнику плодової мушки.  

Цілісність кишківника є важливим показником старіння, оскільки ми 

спостерігали, що мухи фенотипу «Смурф», які характеризувались поширенням 

синього нерозчинного барвника по всьому тілі, помирали приблизно на 2-3 

добу після виявлення. Тому можна зробити висновок, що збереження цілісності 

кишківника є критично важливими факторами для виживання мух. Однак, ми 

не спостерігали достовірної відмінності у кількості мух фенотипу «Смурф» між 

мухами різних генотипів, оскільки виявляли тільки поодинокі випадки даного 

фенотипу кожні 5 діб протягом 30 днів (Додаток 3).  

Наші дослідження виявили залежність рівня мРНК генів, які кодують 

компоненти сигнальних шляхів JAK/STAT, EGFR, IS та залучені у регуляції 



116 

 

кишківникового гомеостазу, від інтенсивності сигнального шляху TOR. 

Відносний рівень танскриптів upd2, upd3, soc36 (Рис. 5.1А) був приблизно у 2-3 

рази вищим у самок генотипу esc
ts
>tor-RNAi.  

 

Рис. 5.1. Рівень мРНК upd2, upd3 та soc36 у кишківнику мух з нокдауном 

tor (tor-RNAi) або надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Подібно, мухи генотипу suh
ts
>tor-RNAi характеризувалися у 5-5,5 рази 

вищим рівнем мРНК генів upd2 та soc36 (Рис. 5.1Б). Мухи генотипу esc
ts
>rheb, 

у яких відбувається активація TOR у СКК та ЕБ, проявляли вищий рівень 
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транскриптів upd2 та soc36 (Рис. 5.1А). Також підвищення рівня транскриптів 

upd2  та  upd3 (Рис. 5.1Б) спостерігалося і при активації TOR тільки в 

ентеробластах. Отже, назагал як активація, так і інгібування сигнального шляху 

TOR, призводили до підвищення транскрипції генів, які кодують компоненти 

JAK/STAT, який залучений у регуляції проліферації СКК та диференціації ЕБ. 

Амчеславский та колеги (2011) продемонстрували, що втрата функціональної 

здатності туберозно-склерозних комплексів, яка викликає активацію 

сигнального шляху TOR, призводить до потоншення епітелію кишківника 

дрозофіли. Це також підтверджує визначальну роль сигнального шляху TOR у 

регуляції гомеостазу кишківника. Відомо, що сигнальні шляхи TOR та 

JAK/STAT є консервативними від Drosophila до людини, та було 

продемонстровано, що TORC1 регулює експресію генів upd і, як результат, 

контролює активність сигнального шляху JAK/STAT при розвитку очей 

плодової мушки [219].    

Сигнальний шлях EGFR у кишківнику дорослих особин Drosophila 

активується сигнальними лігандами Spitz (Spi), Keren (Krn) та Vein (Vn) [31]. 

Окрім того, була показана тісна взаємодія сигнального шляху TOR та EGFR 

[137]. Дана взаємодія реалізується шляхом модуляції експресії генів-мішеней 

EGFR  сигнальним шляхом TOR [137]. Наші результати продемонстрували, що 

TOR також впливає на рівень транскрипції генів, які кодують сигнальні ліганди 

для EGFR. Було встановлено різнонаправлені ефекти при модуляції 

сигнального шляху TOR у СКК та ЕБ на рівень транскриптів spi, krn і vn. Такий 

ефект може бути зумовлений різними типами клітин, в яких експесуються дані 

гени. Spi експресується у ентеробластах, Krn – у ентероцитах, а Vn – у клітинах 

вісцерального м’язу [31; 223]. Інгібування TOR тільки в ЕБ шляхом експресії 

tor-RNAi підвищувало рівень мРНК krn у 4,5 рази (Рис. 5.2Б). Цікаво, що 

підвищення транскриптів vn у кишківнику Drosophila спостерігалося при 

експресії tor-RNAi у  esc-клітинах (у 3,2 рази). Будь-які зміни активності 

сигнального шляху TOR не впливали на відносну експресію гена spi (Рис. 5.2). 
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Подібно, модуляція активності TOR в esc-клітинах Drosophila не впливала на 

рівень транскриптів krn (Рис. 5.2А). 

 

Рис. 5.2. Рівень мРНК spi, krn та vn у кишківнику мух з нокдауном tor 

(tor-RNAi) або надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Активація сигнального шляху TOR через надекспресії rheb в esc-клітинах 

також призводила до підвищення рівня мРНК vn (у 1,7 рази) (Рис. 5.2А). 

П’ятиразове підвищення транскриптів vn спостерігалося також при надекспресії 

rheb тільки в ЕБ (Рис. 5.2Б). Отже, будь-які порушення гомеостазу у 
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кишківнику зумовлені зміною функціонування СКК та ЕБ через зміну 

активності сигнального шляху TOR, що призводить до активації EGFR у СКК 

Drosophila на рівні експресії генів, які кодують відповідні ліганди. 

Важлива роль у регуляції гомеостазу кишківника належить сигнальному 

пептиду DILP3, який експресується у клітинах вісцеральних м’язів кишківника. 

Зростання кількості ЕЕ клітин призводить до активації проліферації СКК через 

модуляцію експресії гена dilp3 у клітинах кишківника [3]. DILP3 синтезується у 

клітинах вісцерального м’язу середньої та задньої частини кишківника [213] та 

бере безпосередню участь у підвищенні інтенсивності процесів диференціації 

та проліферації стовбурових клітин шляхом активації симетричного та 

асиметричного поділу [153]. Експресія tor-RNAi у suh-клітинах призводить до 

практично відсутності транскриптів dilp3 у вісцеральних м’язах кишківника 

(Рис. 5.3Б). Цікаво, що й активація сигнального шляху TOR через надекспресію 

rheb як в esc-клітинах так і у suh-клітинах призводить до вищого рівня мРНК 

dilp3 у 3 і 12 разів, відповідно (Рис. 5.3А і Б). Інгібування сигнального шляху 

TOR в esc-клітинах шляхом експресії tor-RNAi не впливала на рівень мРНК гена 

dilp3. Отже, отримані дані можуть свідчити про те, що сигнальний шлях TOR 

контролює гомеостаз СКК плодової мушки за участю сигнального ліганду 

DILP3. Окрім того, наші дані продемонстрували, що модуляція TOR у СКК та 

ЕБ впливає на вісцеральні м’язи, які експресують dilp3 і, таким чином, 

функціонують як ніша СКК.  

Рівня мРНК гена pepck був нижчим на 81% при інгібуванні сигнального 

шляху TOR в esc-клітинах Drosophila через експресію tor-RNAi (Рис. 5.4А). 

Активація сигнального шляху в обох типах клітин не впливала на рівень 

транскриптів даного гена (Рис. 5.4А, Б). Таким чином, сигнальний шлях TOR у 

СКК та ЕБ може впливати на інтенсивність метаболізму у клітинах кишківника 

плодової мушки через зміну рівня мРНК pepck. 

Ми також визначали рівень мРНК puckered (puc), який кодує фосфатазу 

JUN, яка залучена в активації захисних механізмів за дії оксидантів [177]. 

Окрім того, puc контролює рівень експресії dpp (Decapentaplegic), який, у свою 
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чергу, бере участь у регуляції інтенсивності процесів диференціації та 

проліферації СКК [133], а також рівень експресії upd3 [92]. 

 

Рис. 5.3. Рівень мРНК dilp3, pepck та puc у кишківнику мух з нокдауном 

tor (tor-RNAi) або надекспресією rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+).  

 

Активація сигнального шляху TOR через надекспресію rheb у СКК та ЕБ 

достовірно підвищувала рівень транскриптів puc у кишківнику плодової мушки 

(в esc-клітинах – на 50%, у suh-клітинах – у 5 разів) (Рис. 5.5А, Б). Окрім того, 

спостерігалося підвищення відносного рівня мРНК гена puc також і при 
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інгібуванні TOR через експресію конструкції tor-RNAi в esc-клітинах (на 50%) 

(Рис. 5.5А). Отримані результати підтверджують існування впливу сигнального 

шляху TOR на функціонування СКК та ЕБ через модуляцію активності 

сигнальних шляхів на транскрипційному рівні, які залучені у регуляції 

інтенсивності диференціації та проліферації клітин кишківника. 

Отже, рівні експресії генів кишківника, які залучені у підтримання 

гомеостазу кишківника, показали, що функціонування СКК необхідне для 

підтримання цілісності шлункового тракту за нормальних умов та при 

пошкодженнях. Відомо, що подібні регуляторні процеси характеризуються 

певною подібністю у Drosophila та людини. В даному розділі обговорюються 

механізми регуляції функціонування СКК клітинами ніші через консервативні 

сигнальні шляхи. Також представлені докази значущості взаємодії сигнальних 

шляхів JAK/STAT, EGFR, JNK та інсулінового шляху для забезпечення 

системності та функціонування СКК. Також доведено центральну роль 

сигнального шляху TOR, який контролює інтенсивність JAK/STAT, EGFR, JNK 

та інсулінового шляху на рівні експресії генів, які кодують сигнальні ліганди. 

Подальші дослідження в даній області допоможуть зрозуміти як належна 

регуляція диференціації СКК  може сприяти забезпеченню цілісності 

кишківника. 

 

5.2. Локальна регуляція транскрипції генів, які кодують компоненти 

JAK/STAT, EGFR, JNK у кишківнику D. melanogaster за участі 

інсулінового сигнального шляху  

Велика увага приділяється дослідженню молекулярних регуляторних 

шляхів, які залучені в регуляції гомеостазу кишківника. Голодування 

призводить до зменшення розмірів кишківника шляхом інгібування активності 

IS у стовбурових клітинах кишківника [153], що демонструє ключову роль 

сигнального шляху у підтриманні гомеостазу кишківника. Також показано, що 

IS інтенсифікує процеси проліферації та диференціації СКК при старінні та 

відновленні організму [2; 34]. IS бере участь у контролі функціонування СКК 
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шляхом утворення системи сигнальних шляхів. Так, відомо, що IS реалізує свій 

вплив на диференціацію та проліферацію СКК у тандемі з  сигнальними 

шляхами JAK/STAT та EGFR [37].  

Регуляція функціонування СКК за участі сигнального шляху JAK/STAT 

зберігається від дрозофіли до людини. Сигнальні ліганди для рецептору JAK – 

Upd2 та Upd3 активують сигнальний шлях JAK/STAT, який, у свою чергу, 

активує поділ СКК [10]. Інгібування IS через нокдаун гена inr у СКК та ЕБ не 

впливав на відносний рівень мРНК upd2, upd3 та гена-мішені soc36 (Рис. 5.4А).  

 

Рис. 5.4. Рівень мРНК upd2, upd3 та soc36 у кишківнику мух з нокдауном 

inr (inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 
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Однак, експресія inr-RNAi тільки в ЕБ плодової мушки знижувала рівень 

транскриптів upd2, upd3 та soc36 (Рис. 5.4Б). Рисунок 5.4 демонструє значно 

вищий рівень транскриптів upd2, upd3 та soc36 за умов активації IS (експресія 

pten-RNAi), як в esc- так і у suh-клітинах. Отримані результати дозволяють 

припустити, що IS у СКК та ЕБ активує сигнальний шлях JAK/STAT на рівні 

експресії генів сигнальних лігандів. Показано, що надекспресія upd2 та upd3 у 

ЕЦ, ЕБ або СКК Drosophila призводить до підвищення проліферації, що, в свою 

чергу, спричиняє гіперплазію [123]. Отже, активація IS  у СКК та ЕБ може 

підвищувати кількість диференційованих клітин кишківника. При цьому 

порушується гомеостаз кишківника, що в свою чергу негативно впливає на 

фізіологічні процеси та скорочує тривалість життя. Окрім того, інгібування 

сигнального шляху JAK/STAT у клітинах ніші СКК призводить до зменшення 

розмірів та кількості клітин, що призводить до атрофії кишківника [92]. Дані 

процеси також супроводжуються втратою гомеостазу кишківника, що також 

негативно позначається на фізіологічних показниках та тривалості життя 

Drosophila.  

JAK/STAT активує процеси проліферації та диференціації СКК шляхом 

активації сигнального шляху EGFR [110]. Таким чином, ключовими 

регуляторами проліферації та диференціації СКК є сигнальні шляхи JAK/STAT 

та EGFR [123]. Встановлена необхідність функціонування EGFR для процесу 

проліферації СКК [16]. У Drosophila синтезуються три сигнальні ліганди Spi 

(Spitz), Krn (Keren), Vn (Vein) та один рецептор EGF [123]. З результаті 

представлених на рисунку 5.5 видно підвищення рівня мРНК гена spi (у 1,6-2,2 

рази) при експресії pten-RNAi в обох типах клітин.  

Цікаво, що інгібування IS в esc-клітинах також призводило до вищого 

рівня транскрипту гена vn у 2 рази (Рис. 5.5А). Такі різнонаправлені ефекти від 

активації та інгібуванні IS у різних типах клітин можуть бути зумовлені тим, 

що гени, які кодують дані сигнальні ліганди, експресуються у різних типах 

клітин ніші СКК. Однак, підсумовуючи отримані результати, назагал можна 
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припустити, що активація IS у СКК та ЕБ активізовує сигнальний шлях EGFR 

на рівні транскрипції генів для сигнальних лігандів. 

 

 

Рис. 5.5. Рівень мРНК spi, krn та vn у кишківнику мух з нокдауном inr 

(inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Вісцеральний м’яз кишківника як ніша для СКК продукує DILP3 для 

активації проліферації та диференціації СКК за умов надходження поживних 

речовин, регенерації тканин кишківника або при старінні [2; 16; 37]. Проте 

точний механізм регуляції функціонування СКК за участі інсулінового 
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сигнального шляху все ще залишається недостатньо вивченим. Модуляція 

активності IS у СКК та ЕБ не впливала на рівень мРНК гена dilp3 (Рис. 5.6А).  

 

Рис. 5.6. Відносний рівень мРНК dilp3, pepck та puc у кишківнику мух з 

нокдауном inr (inr-RNAi) або pten (pten-RNAi) у стовбурових та похідних 

клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати 

представлені як середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від 

контрольного значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Активація IS через експресію pten-RNAi тільки в ентеробластах значно 

знижувала рівень транскрипту гена dilp3 у кишківнику (Рис. 5.6Б). Зниження 

рівня мРНК гена dilp3 свідчить про можливе інгібування процесів проліферації 

у кишківниках, та про зниження кількості ЕЕ клітин [3]. Це свідчить про те, що 
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ЕЕ клітини можуть функціонувати як сенсори поживних речовин для регуляції 

проліферації СКК через експресію dilp3 [3]. У нашому випадку спостерігалась 

активація JAK/STAT та EGFR у мух генотипу suh
ts
>pten-RNAi, що може 

свідчити про підвищення рівня проліферації СКК. Ймовірно, ентероендокринні 

клітини якимось чином реагують на підвищену активність JAK/STAT та EGFR 

та передають сигнал до клітин вісцерального м’язу, які інгібують експресію 

dilp3 для запобігання гіперпроліферації СКК та підтримання гомеостазу. Так, 

раніше було встановлено, що IS бере участь у встановленні балансу між 

самовідновленням СКК та їх диференціацією, що критично важливе для 

збереження гоместазу тканини [56]. 

Згідно бази FlyBase, роль гена pepck у біологічних процесах полягає у 

регуляції стійкості до голодування, клітинній відповіді на надходження 

глюкози, регуляція синтезу гліцеролу з пірувату і глюконеогенезу. Наші 

дослідження продемонстрували, що як інгібування, так і активація IS у СКК та 

ЕБ, значно знижують рівень мРНК гена pepck на 90% (Рис. 5.6А). Однак 

модуляція сигнального шляху тільки в ентеробластах не впливала на рівень 

транскрипту гена pepck (Рис. 5.6Б).  

Ми спостерігали відмінні результати при визначенні експресії гена puc 

при модуляції IS в esc- та suh-клітинах. Так, у 3 рази вища експресія puc 

спостерігалася при активації IS в esc-клітинах (Рис. 5.6А), та при інгібуванні у 

suh-клітинах (Рис. 5.6Б). Підвищена експресія puc, а також підвищена 

активність фосфатази JNK призводить до інгібування сигнального шляху JNK. 

Відомо про важливу роль сигнального шляху JNK у підвищенні стійкості до дії 

оксидантів та продовження тривалості життя у мух [218]. Результати наших 

досліджень добре узгоджуються з такими висновками, оскільки мухи генотипу 

esc
ts
>pten-RNAi та suh

ts
>inr-RNAi, які характеризувались вищим рівнем 

транскриптів puc були чутливішими до дії оксидативного стресу та жили менше 

порівняно з контрольними. 
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1.3. Локальна регуляція транскрипції генів, які кодують компоненти 

JAK/STAT, EGFR, JNK у кишківнику D. melanogaster за участі 

транскрипційного фактору Мус  

Кишківник дрозофіли часто піддається впливу токсинів, які продукуються 

бактеріями, або можуть потрапляти в тіло при споживанні їжі. При цьому може 

порушуватись гомеостаз кишківника і, як наслідок, втрачається цілісність 

кишківнику. Гомеостаз СКК контролюється Notch, JAK/STAT, EGFR, Hippo, 

інсуліновим та Wnt сигнальними шляхами [91]. Ми вимірювали рівень 

транскриптів для генів spi, krn та vn, які кодують білки для сигнального шляху 

EGFR, а також ліганди upd2, upd3 для JAK/STAT та його ген-мішень soc36.  

Аналіз цілісності кишківника методом виявлення фенотипу “Смурф” 

серед мух не виявив порушень цілісності кишківника при активації сигнальної 

системи TOR/Myc у СКК та ЕБ (Додаток 3). Ми спостерігали поодинокі 

випадки особин фенотипу “Смурф” серед усіх когорт мух протягом 30 днів. 

При цьому не виявлено чіткої тенденції чи залежності даного показника від 

активації TOR/Myc. Однак, мали змогу спостерігати відмінності відносного 

рівня мРНК генів кишківника, які кодують білки JAK/STAT, EGFR, JNK та 

інсулінового сигнального шляхів за умов активації TOR/Myc. Рисунок 5.7 

демонструє, що транскрипційний фактор Мус в обох типах клітин впливає на 

рівень транскриптів upd2, upd3, soc36 у клітинах кишківника. Відомо, що 

сигнальний шлях JAK/STAT бере участь у збереженні СКК, а також сприяє 

диференціації ентеробластів [10]. Сигнальні ліганди Upd2 та Upd3 активують 

JAK/STAT та запускають мітоз СКК [10]. Рівень транскриптів гена upd2 був 

вищим у 3-4 рази порівняно з контролем за умов надекспресії як rheb, так і myc-

rheb в esc-клітинах. Секреція Upd2 клітинами кишківника регулюється Мус 

[174]. Однак, активація TOR/Myc в esc-клітинах не впливала на відносну 

експресію upd3 (Рис. 5.7А). Цікаво, що рівень транскрипту гена soc36, який є 

мішенню для JAK/STAT, був вищим у 3 рази за умов надекспресії rheb, але 

надекспресія myc-rheb не впливала на даний показник. Це може свідчити про 

те, що транскрипційний фактор Мус у СКК та ЕБ може впливати на активність 
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JAK/STAT на рівні транскрипції. Ще одним доказом даної гіпотези є результати 

досліджень відносного рівня транскриптів генів upd2, upd3, soc36 за умов 

активації TOR/Myc тільки в ентеробластах. 

 

Рис. 5.7. Рівень мРНК upd2, upd3 та soc36 у кишківнику мух з 

надекспресією rheb або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-

клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Як видно з рисунку 5.7  рівень мРНК upd2, upd3 та soc36 був вищим при 

надекспресії rheb в ЕБ. При цьому експресія myc-rheb не впливала на рівень 

транскриптів даних генів (Рис. 5.7), що свідчить про те, що Мус знижує 



129 

 

активність сигнального шляху JAK/STAT шляхом зниження експресії генів які 

кодують його компоненти.  

Рівень транскриптів vn був у 5 разів вишим порівняно з контролем при 

надекспресії rheb тільки в ЕБ, але коекспресія myc-rheb не впливала на даний 

показник (Рис. 5.8Б), що свідчить про те, що Мус знижує рівень транскриптів 

vn. Цікаво, що коекспресія mус тільки в ентеробластах підвищувала рівень 

транскрипту гена Spi у 2 рази порівняно з контролем (Рис. 5.8Б).  

 

Рис. 5.8. Рівень мРНК spi, krn та vn у кишківнику мух з надекспресією 

rheb або myc-rheb у стовбурових та похідних клітинах (еsc-клітини) (А) та 

ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати представлені як середнє ± похибка 

середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного значення (esc
ts
>+, 

suh
ts
>+). 
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Інсуліновий сигнальний шлях активує проліферацію та диференціацію СКК [2]. 

Клітини кишківника синтезують два види інсуліноподібних пептидів DILP3 та 

DILP7 [213]. На рисунку 5.9 показаний відносний рівень мРНК гена dilp3, який 

експресується у м’язах переднього та середнього кишківника [213]. DILP3 діє 

безпосередньо через рецептор інсуліну (InR), активуючи таким чином процеси 

проліферації та росту кишківника шляхом симетричного та асиметричного 

поділу СКК [153]. При надекспресії rheb в esc-клітинах рівень транскрипту 

dilp3 був у 3 рази вищим порівняно з контролем (Рис. 5.9А). Однак при 

надекспресії myc-rheb не спостерігалося різниці порівняно з контролем, що 

може свідчити про те, що Мус може інгібувати експресію dilp3. Подібні ефекти 

виявлено і при активації TOR/Myc тільки в ЕБ. Так, 12-кратне підвищення 

транскриптів dilp3 спостерігалось при надекспресії rheb у suh-клітинах, а 

коекспресія myc підвищувала даний показник тільки у 4 рази порівняно з 

контролем. Таким чином, експресія myc-rheb знижувала рівень мРНК dilp3 у 8 

разів порівняно з мухами suh
ts
>rheb. Активація TOR/Myc в esc-клітинах не 

впливала на рівень мРНК гена pepck, який кодує ключовий фермент 

глюконеогенезу фосфоенолпіруват карбоксикіназу. Однак, надекспресія myc-

rheb тільки в ЕБ плодової мушки підвищувала рівень транскрипту для pepck у 

3,5 рази (Рис. 5.9Б). Отримані дані можуть свідчити про те, що 

транскрипційний фактор Мус в ентеробластах впливає на перебіг метаболічних 

процесів у клітинах кишківника через активацію синтезу ключового ферменту 

метаболічних шляхів. 

Рисунок 5.9 демонструє вплив сигнальної системи TOR/Myc на рівень 

мРНК гена puc у клітинах кишківника. Активація TOR/Myc в esc-клітинах не 

впливала на рівень транскриптів Puckered (Рис. 5.9А). Однак, у 4,5 рази вищий 

рівень мРНК спостерігали за умов надекспресії rheb тільки в ентеробластах 

(Рис. 5.15Б). Однак, при коекспресії myc-rheb у suh-клітинах відносна експресія 

гена puc достовірно не відрізнялася від контролю (Рис. 5.9Б). Це свідчить про 

те, що Мус може знижувати експресію puc у клітинах кишківника.   
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Рис. 5.9. Рівень мРНК dilp3, pepck та puc у кишківнику мух з 

надекспресією rheb та надекспресією myc-rheb у стовбурових та похідних 

клітинах (еsc-клітини) (А) та ентеробластах (suh-клітини) (Б). Результати 

представлені як середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від 

контрольного значення (esc
ts
>+, suh

ts
>+). 

 

Наявні літературні дані та отримані нами результати дозволяють 

припустити існування щонайменше кількох механізмів, відповідальних за 

збереження тканинного гомеостазу кишківника дрозофіли. Ключовим аспектом 

нашого дослідження є виявлена роль транскрипційного фактору Мус у СКК та 

ЕБ плодової мушки у регуляції функціонування сигнальних шляхів, які 

залучені у проліферації та диференціації СКК. Назагал, активація 
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транскрипційного фактору Мус в ЕБ знижувала інтенсивність JAK/STAT, 

EGFR, інсулінового сигнальних шляхів та JNK у кишківнику Drosophila на 

рівні транскрипції генів їх основних компонентів. 

 

Висновки до розділу 5 

1. Як інгібування, так і активація сигнальних шляхів TOR/IS та Myc не 

впливала на цілісність кишківника експериментальних мух. 

2. Система сигнальних шляхів TOR/IS/Myc впливає на інтенсивність 

JAK/STAT, EGFR, JNK та інсулінового сигналінгу у клітинах кишківника 

плодової мушки на рівні регуляції транскрипції генів їх основних компонентів. 

Інгібування IS в ЕБ пригнічує активність JAK/STAT, через зниження відносної 

експресії upd2, upd3 і soc36. Активація TOR та IS підвищує інтенсивність 

сигнальних шляхів JAK/STAT, EGFR, які, в свою чергу, активують процеси 

проліферації стовбурових клітин та диференціанції ентеробластів, через 

підвищення рівня транскриптів генів upd2, upd3, soc36.  

3. Надекспресія транскрипційного фактору Мус в ЕБ знижувала рівень 

транскрипції генів основних компонентів сигнальних шляхів JAK/STAT, EGFR, 

JNK та інсулінового сигнальних шляхів у кишківнику Drosophila.  

 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в 

таких публікаціях:  

1. Strilbytska O., Semaniuk U.V., Storey K.B., Edgar B.A., Lushchak O.V. 

Activation of the Tor/Myc signaling axis in intestinal stem and progenitor cells 

affects longevity, stress resistance and metabolism in Drosophila. Comp Biochem 

Physiol B Biochem Mol Biol., 2017; 203: 92‒99. (Частина експериментальної 

роботи, статистична обробка даних, написання рукопису та підготовка 

матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

2. Strilbytska O., Koliada A. K., Storey K. B., Mudra O., Vaiserman A. M., 

Lushchak O. Longevity and stress resistance are affected by activation of TOR/Myc 

in progenitor cells of Drosophila gut. Open Life Sci., 2017; 12: 429‒442. (Частина 
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експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

3. Strilbytska O.M., Storey K.B., Lushchak O.V. TOR signaling inhibition in 

intestinal stem and progenitor cells affects physiology and metabolism in Drosophila. 

Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol., 2020; 243-244: 110424. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 

4. Strilbytska O.M., Semaniuk U.V., Storey K.B., Yurkevych I.S., Lushchak O. 

Insulin signaling in intestinal stem and progenitor cells as an important determinant 

of physiological and metabolic traits in Drosophila. Cells, 2020; 9(4): 803. (Частина 

експериментальної роботи, статистична обробка даних, написання рукопису 

та підготовка матеріалів до друку здійснені дисертанткою). 
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 Представлені експериментальні дані дозволяють сформувати 

фундаментальні висновки щодо механізмів, які залучені у регуляцію 

метаболізму, фізіологічних процесів та виживання Drosophila за умов модуляції 

сигнальних шляхів TOR/Mус та IS у СКК та ЕБ. Вони вказують на те, що при 

інгібуванні/активації TOR/IS/Myc у невеликій популяції стовбурових клітин 

кишківника, останній сигналізує про зміни функціонування СКК до ЦНС, 

жирового тіла та яйників, які є основними регуляторами фізіологічного стану 

плодової мушки. 

 Як у Drosophila, так і у вищих хребетних, існують регуляторні механізми, 

які забезпечують адаптацію до змін довкілля. Відносно проста та добре 

збалансована інтегральна система внутрішніх органів плодової мушки бере 

участь у контролі та підтриманні енергетичного гомеостазу (Рис. 5.10). 

Основний висновок нашої роботи – кишківник Drosophila важливий орган 

задіяний у регуляції фізіологічних та метаболічних процесів. Про зміну 

активності сигнальних шляхів TOR/IS/Myc, клітини кишківника сигналізують 

до жирового тіла, мозку та яйників. Так, активація IS в клітинах кишківника 

сприяє секреції цитокіну Upd2 з жирового тіла комахи, який через рецептор 

Dome активує JAK/STAT у нейронах у ЦНС та інгібує продукування γ-

амінобутиратної кислоти GABA (Gamma-aminobutyric acid) [173]. Далі, GABA 

контролює секрецію DILP2, 3, 5 інсулін-продукуючими клітинами [51]. Відомо, 

що модуляція активності цілої системи TOR/IS/Myc впливає на секрецію DILP6 

клітинами жирового тіла Drosophila, який, в свою чергу, регулює рівень ТАГ та 

виживання. Надекспресія DILP6 у жировому тілі знижує експресію генів dilp2, 

3, 5 у мозку комахи [6]. DILP2, 3, 5 регулюють багато фізіологічних процесів 

таких, як спожитої їжі, плодючість, глікемію та виживання організму за умов 

недоїдання або голодування. Окрім того, DILP2, 3, 5 впливають на активність 

TOR/IS/Myc у жировому тілі, які контролюють процеси відкладання глікогену 

та ТАГ у жировому тілі. Цікаво, що DILP взаємодіючи з InR ентероцитів, 

регулюють рівень проліферації СКК за участі інсулінового сигнального шляху. 
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Також DILP у взаємодії з АКГ, через транскрипційний фактор FOXO 

регулюють рівень транскриптів генів tobi, bmm, 4ebp, pepck, які залучені в 

регуляції вуглеводного та ліпідного обмінів.  

 

Рисунок 5.10. Механізми регуляції фізіологічних та метаболічних 

процесів за умов модуляції TOR/IS/Myc у СКК та ЕБ.  

 

Результати роботи вказують не те, що регуляція кожного фізіологічного 

чи метаболічного показника реалізується не якимось одним геном чи чинником, 

а їх сукупністю та взаємодією. Для приладу, за регуляцію стійкості до стресів  

відповідає 4EBP [210], DILP6 [6], JNK [146]. Харчова поведінка та плодючість 

регулюються DILP2, 3, 5, і 6 [6], “sex peptide” [8] та власне активністю TOR та 

IS [197]. Встановлено, що рівень транскрипції генів системи dilp-akh залежить 

від інтенсивності сигнальних шляхів TOR/IS/Myc у СКК та ЕБ. Також взаємодії 

представлені на рисунку 5.10 наводять на висновок про те, що модуляція 

сигнальних шляхів TOR/IS та Myc тільки у СКК та ЕБ призводить до змін 

активності даної системи у клітинах жирового тіла, диференційованих клітинах 
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кишківника та яйників. Зміна активності сигнальних шляхів TOR/IS та Myc у 

клітинах всього тіла дрозофіли, як відомо, впливає на виживання організму. 

Однак, тривалість життя – це комплексний показник, який регулюється не 

тільки активністю сигнальних шляхів, а й залежить від цілої низки показників 

як на рівні експресії генів, функціонування білків, перебігу метаболічних 

процесів, так і на рівні збереження гомеостазу кишківника. 

Вивчення взаємозв’язку між активністю TOR/IS та Myc у СКК та ЕБ та 

виживанням Drosophila показало, що як активація, так і інгібування сигнальних 

шляхів призводило до скорочення тривалості життя та зниження стійкості до 

менадіону та голодування. Дані ефекти, ймовірно, пов’язані з порушенням 

гомеостазу кишківника. Ми також припустили, що порушення гомеостазу 

кишківника може проявлятися у втраті цілісності кишківника. Однак аналіз 

“Смурф” не виявив статистичної відмінності даного показника між дослідними 

та контрольними групами мух. Тому, про стан гомеостазу кишківника ми 

можемо робити висновки аналізуючи дані рівня мРНК генів, які кодують 

компоненти JAK/STAT (upd2, upd3, soc36), EGFR (spi, krn, vn), IS (dilp3) та 

MAPK (puc) і, таким чином, регулюють гомеостаз СКК та цілісність 

кишківника [92]. На рисунку 5.11 показано, як досліджувані показники 

змінювались у відповідь на активність TOR та IS у СКК та ЕБ. Ми припустили, 

що залежність тривалості та якості життя від активності сигнальних шляхів 

TOR/IS у СКК та ЕБ має дзвоноподібний характер. Аналіз отриманих 

результатів виявив спільні ефекти у досліджуваних показниках як для TOR, так 

і для IS. Показано, що при інгібуванні TOR та IS рівень глюкози був нижчим, 

що пов’язано з підвищеним рівнем мРНК генів dilp, tobi та зниженням рівня 

транскриптів pepck. Про пошкодження клітин, та, як наслідок, виникнення 

внутрішнього стресу свідчить підвищена експресія гена puc. Також ми 

спостерігали зниження рівня мРНК генів, які кодують компоненти для 

JAK/STAT при інгібуванні IS в СКК та ЕБ. Тому ми припустили, що 

скорочення тривалості життя та підвищення чутливості до стресів, яке ми 

спостерігали при інгібуванні TOR та IS може бути спричинене зниженою 
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проліферативною активністю СКК та порушенням гомеостазу кишківника. 

Водночас, виявлено, що активація TOR та IS призводить до підвищення рівня 

глюкози, що пов’язане з підвищенням рівня мРНК генів akh та pepck. 

Підвищена експресія генів upd2, upd3, soc36 та vn свідчить про активацію 

сигнальних шляхів JAK/STAT та EGFR, що, у свою чергу, призводить до 

надмірної проліферативної активності СКК, порушенням гомеостазу 

кишківника та скороченням тривалості життя. 

 

Рисунок 5.11. Фізіологічні та метаболічні ефекти залежно від 

інгібування/активації TOR/IS/Myc у СКК та ЕБ.  

 

 Аналіз літературних джерел чітко вказує на те, що інгібування 

сигнального шляху TOR [98; 159] та IS [159] продовжує тривалість життя у 

багатьох модельних організмів. Відповідно до запропонованої моделі (Рис. 

5.11), оптимальний рівень інгібування сигнального шляху TOR та IS у СКК та 

ЕБ, ймовірно, призводитиме до покращення процесів самооновлення СКК, 
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кишківникового гомеостазу під час старіння, корисних змін в обміні речовин і, 

як наслідок, продовження тривалості та якості життя.  

 Таким чином, подальші дослідження в даній області дозволять виявити 

оптимальний рівень інгібування сигнальної системи TOR/IS/Myc у різних 

популяціях СКК Drosophila, що, ймовірно, сприятливо впливатиме на стан 

здоров'я цілого організму. Навіть більше, ми припускаємо, що активація 

TOR/IS/Myc під час старіння Drosophila, яке основним чином характеризується 

втратою здатності СКК до поділу, також буде мати позитивний вплив на 

фізіологічні та метаболічні параметри. Оскільки існує високий ступінь 

гомології між генами, сигнальними шляхами та механізмами збереження 

кишківникового гомеостазу між Drosophila і ссавцями, більш детальне 

дослідження може допомогти розробити терапії стовбурових клітин 

різноманітних клінічних проявів у людей.  
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ВИСНОВКИ 

Представлені результати дозволяють сформулювати фундаментальне 

уявлення про особливості регуляції метаболізму, стійкості до стресів, 

плодючості, споживання їжі та тривалості життя шляхом інгібування/активації 

сигнальних шляхів TOR/IS та Myc у СКК Drosophila. Вони вказують на те, що 

кишківник плодової мушки є важливим регуляторним органом, який контролює 

цілу низку фізіологічних процесів. Вивчення механізмів взаємозв’язку між 

активністю TOR/IS/Myc, гомеостазом у кишківнику та тривалістю та якістю 

життя показало, що: 

1. Інгібування/активація TOR, IS та коекспресія mус у СКК та ЕБ скорочує 

тривалість життя та підвищує чутливість до оксидативного стресу та 

голодування. Зниження виживання мух може бути пов’язане із порушенням 

гомеостазу кишківника, а також виникненням стресового стану.  

2. Виявлено, що зниження доступності поживних речовин продовжує 

тривалість життя мух. Активація сигнального шляху TOR підвищує стійкість до 

нестачі поживних речовин. Також зниження доступності харчових компонентів 

продовжує тривалість життя мух із інгібуванням IS у СКК та ЕБ.  

3. Виявлено пряму залежність між активністю IS та кількістю спожитої їжі 

та плодючістю. Натомість, апетит і плодючість обернено залежать від 

активності TOR у СКК. Це свідчить про те, що TOR та IS регулюють дані 

фізіологічні процеси за участі відмінних механізмів із залученням сигнальних 

систем кишківник-ЦНС-яйники або кишківник-яйники.  

4. Вперше встановлено, що модуляція TOR/IS та Myc у невеликій популяції 

СКК регулює перебіг метаболічних процесів. При інгібуванні TOR та IS у СКК 

та ЕБ спостерігається нижчий вміст глюкози в тілі та гемолімфі мух, а при 

активації – значно вищий. Показано, що інгібування інсулінового і TOR шляхів 

у стовбурових клітинах кишківника призводить до зниження рівня запасних 

триацигліцеролів та глікогену. В той самий час, інгібування цих шляхів у 

ентеробластах призводить до підвищення вмісту вказаних метаболітів у всьому 

тілі плодової мушки. Такі ефекти зумовлені різною активністю сигнальних 
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шляхів між досліджуваними типами клітин, а саме СКК та ЕБ. Зміни у вмісті 

основних метаболітів у тілі та гемолімфі експериментальних мух пов’язані із 

змінами рівня відносної експресії генів DILP-AKH системи. 

5. Інгібування/активація сигнальних шляхів TOR/IS та Myc не впливає на 

цілісність кишківника мух, однак впливає на рівень мРНК генів клітин 

кишківника, які кодують основні компоненти сигнальних шляхів JAK/STAT, 

EGFR, JNK. Отже, TOR/IS та Myc у СКК та ЕБ функціонують у тісній взаємодії 

із JAK/STAT, EGFR, JNK та інсуліновим сигналінгом для контролю гомеостазу 

СКК.  
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Схеми схрещувань ліній D. melanogaster 

 esc
ts
-Gal4 та suh

ts
-Gal4 – драйвери, які зумовлюють надекспресію в 

тканинах тіла дрозофіли, де експресується гени esc та suh відповідно; 

 RNAi- послідовність РНК інтерференції генів, призводить до нокдауну 

певного гена; 

 СуО – балансер за другою хромосомою. 
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ДОДАТОК 2 
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Відносний рівень мРНК генів tor, inr, pten у мух із нокдауном tor, inr та 

pten відповідно у всіх клітинах тіла Drosophila. Результати представлені як 

середнє ± похибка середнього, n=4. *Вірогідно відмінне від контрольного 

значення (P<0,05, критерій Стьюдента). 
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ДОДАТОК 3 

 

 

 

Виявлення цілісності кишківника у мух із модуляціями сигнальних 

шляхів TOR (А, Б), IS (В, Г) та Мус (Ґ, Д) в еsc-клітинах та у suh-клітинах. 

 

 


