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ВПЛИВ ТЕМПЕРАТУРИ ЛИЧИНКОВОЇ СТАДІЇ РОЗВИТКУ  
НА ЕКСПРЕСІЮ ГЕНІВ HSP70, INR, SIRT1, MTOR ТА FOXO  

У САМЦІВ І САМОК DROSOPHILA MELANOGASTER 
 

В с т у п .  Незважаючи на прогрес у розумінні явища старіння, ключові фактори, що впливають на цей процес, за-
лишаються недостатньо вивченими. Старіння, як генетично запрограмована сукупність подій, веде до структурних 
та функціональних змін, що скорочують тривалість життя організму. Актуальність дослідження полягає у розши-
ренні розуміння впливу факторів оточуючого середовища, зокрема температури, на ранніх етапах розвитку на три-
валість життя дорослих особин, використовуючи Drosophila melanogaster як модельний об'єкт. Метою роботи було 
визначення та аналіз рівня експресії генів, асоційованих із тривалістю життя у D. melanogaster – Hsp70, InR, Sirt1, 
mTor та foxo – у мух, вирощених за різних температур личинкової стадії розвитку. 

М е т о д и .  Личинок утримували за різних температур, після чого у дорослих мух визначали рівень експресії генів за 
допомогою кількісної ПЛР з детекцією результатів у режимі реального часу. Відносний рівень експресії розраховували за 
допомогою методу 2-ΔΔСt. Статистична достовірність отриманих даних була оцінена за допомогою ANOVA-тесту з 
подальшим апостеріорним парним множинним порівнянням Tukey's HSD. Відмінності вважалися значущими при p˂0,05. 

Р е з у л ь т а т и .  Температура личинкової стадії розвитку статистично достовірно не впливала на експресію ге-
нів самців імаго. Водночас, для самок спостерігалось суттєве статистично достовірне підвищення експресії генів 
Hsp70, InR, Sirt1 та mTor у особин, личинковий розвиток яких проходив за температури 20°C та 30°C, порівняно з конт-
ролем 25°C. 

В и с н о в к и .  Підвищений рівень експресії досліджених нами генів під впливом критичних температурних умов 
свідчить про індукцію генералізованої стресової відповіді, яка не корелювала зі збільшенням тривалості життя. Ви-
явлення статевої відмінності у патернах генної експресії вимагають подальшого дослідження з метою розкриття 
молекулярних механізмів, що лежать в її основі. 

 

К л ю ч о в і  с л о в а :  тривалість життя, Drosophila melanogaster, личинкова стадія розвитку, температура, 
експресія. 
 

Вступ 
Незважаючи на численні дослідження процесу ста-

ріння, питання, щодо ключових факторів, які на цей 
процес впливають, досі не знайшли чітких відповідей 
(Molon et al., 2020). Старіння можна визначити як суку-
пність подій, які запрограмовані генетично і призво-
дять до смерті організму через структурні та функціо-
нальні зміни (Ayar et al., 2011).  

Дослідження в галузі біогеронтології традиційно зо-
середжені на пізніх стадіях життя. Однак є дані, які сві-
дчать про те, що швидкість вікового зниження функціо-
нальних можливостей і тривалість життя можуть бути 
обумовлені харчуванням та іншими факторами навко-
лишнього середовища під час розвитку (de Magalha˜es, 
2012; Monaghan, & Haussmann, 2015; Vaiserman, 2014; 
Vaiserman, 2015; Vaiserman, Koliada, & Lushchak, 2018; 
Walker, 2011). Розвиток – це процес росту та диферен-
ціації організму від ранніх стадій до зрілої форми, який 
проходить крізь різноманітні зміни в структурі, функціях 
та поведінці. Накопичені дані свідчать про те, що орга-
нізм надзвичайно чутливий до сигналів навколишнього 
середовища на ранніх стадіях розвитку (критичні вікна), 

результати яких впливають на подальші етапи життєво-
го циклу (Vaiserman, Koliada, & Lushchak, 2018). Цей 
тип пластичності вважається дуже цінним, оскільки 
дозволяє організмам з однаковим генотипом генеру-
вати різні фенотипи, які краще пристосовані до різних 
умов навколишнього середовища (Bateson, 2015; 
Projecto-Garcia, Biddle, & Ragsdale, 2017, Vaiserman, 
Koliada, & Lushchak, 2018). Ці процеси зазвичай нази-
вають "програмуванням розвитку", ідея якого полягає 
в тому, що "стимул, застосований під час критичного 
або чутливого періоду розвитку, може мати довготри-
валий або стійкий вплив на структуру або функцію 
організму" (Lucas, 1998). Критичні періоди розвитку 
характеризуються підвищеною швидкістю проліфера-
ції клітин у тканинах, що розвиваються, і високим сту-
пенем пластичності (Hochberg et al., 2011; Vaiserman, 
Koliada, & Lushchak, 2018). 

Плодова мушка, Drosophila melanogaster, є одним із 
найбільш часто використовуваних модельних організ-
мів для вивчення старіння і, вважається, що вона є 
придатною моделлю для вивчення "програмування ро-
звитку". Незважаючи на відмінності в онтогенезі між 
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мухами і людиною, плодова мушка зазнає значних змін 
під час розвитку, у тому числі метаморфоз, що супро-
воджується проліферацією і диференціацією клітин. 
Доросла плодова мушка переважно постмітотична, що 
робить її ідеальною для вивчення старіння клітин без 
впливу нових клітин, які здатні до поділу (Rogina, 2011). 
У зв'язку з цим основні епігенетичні зміни у плодових 
мушок відбуваються на стадії розвитку, коли епігеном 
характеризується підвищеною чутливістю до впливу 
факторів оточуючого середовища. Це забезпечує адап-
тацію комах до змін навколишнього середовища. А піс-
ля метаморфозу, коли організм стає постмітотичним, 
механізми епігенетичної регуляції кардинально зміню-
ються. Тому, особливості онтогенезу плодової мушки 
роблять її корисною моделлю для вивчення епігенетич-
них механізмів, що лежать в основі програмування роз-
витку (Vaiserman, Koliada, & Zabuga, 2014). 

У дослідженнях Економоса і Лінтса (1984–1985) бу-
ло виявлено, що мушки, які проходили личинкову ста-
дію розвитку за низьких температур, мали збільшені 
розміри тіла та підвищену тривалість життя порівняно з 
тими, що розвивалися за звичайних температурних 
умов. Низькі температури можуть впливати на різнома-
нітні біологічні процеси у Drosophila, зокрема, на мета-
болізм і розвиток мух. Серед механізмів, які можуть 
сприяти подовженню тривалості життя при личинково-
му розвитку за низьких температур, може бути синтез 
білків теплового шоку та антиоксидантних ферментів; 
зміна розмірів тіла за рахунок модифікації темпу розви-
тку; варіація кількості та розмірів субклітинних органел, 
а також сповільнення метаболічних процесів та змен-
шення енергетичних витрат. Всі ці механізми можуть 
сприяти підвищенню витривалості до голодування шля-
хом накопичення більшого об'єму жиру в дорослих осо-
бин. Зміни, які відбуваються на етапах личинкового 
розвитку, можуть призвести до тривалого підвищення 
стійкості дорослих особин до впливу стресових чинни-
ків і, таким чином, впливати на їхню тривалість життя 
(Караман, 2018). 

У нашій попередній роботі (Караман та ін. 2018) бу-
ло досліджено вплив температури на стадії розвитку та 
тривалість життя D. melanogaster. Дослідження прово-
дили з використанням лінії дикого типу Oregon-R. Личи-
нок і лялечок утримували за різних температур від 20°C 
до 30°C, тоді як імаго утримували при постійній темпе-
ратурі 25°C. Вимірювали тривалість розвитку від яйця 
до імаго і вагу особин та реєстрували середню і макси-
мальну тривалість життя мух. Результати показали не-
лінійну залежність між температурою і тривалістю роз-
витку: зниження температури з 27,5°C до 20,0°C збіль-
шило тривалість розвитку в 1,7 рази. Встановлено, що 
максимальна вага мух спостерігалася при температурі 
розвитку 22,5°C. За зниження температури від 22,5°C 
до 20,0°C вага мух зменшувалася, і при підвищенні те-
мператури до 30,0°C також спостерігалося зменшення 
ваги. Середня та максимальна тривалість життя мух 
була найвищою за температури розвитку 22,5°С, за 
температури 20,0°С і вище 22,5°С тривалість життя мух 
суттєво зменшувалася, найнижчою виживаність була 
при температурі 30,0°С. Таким чином, температура на 
личинковій стадії розвитку достовірно впливає на три-
валість розвитку, вагу та тривалість життя  
D. melanogaster. Наявний фізіологічний оптимум тем-
ператури розвитку, при якому тривалість життя дося-
гає максимальних значень, можливо, пов'язаний із 
тим, що при оптимальних температурних умовах роз-

виток дрозофіл проходить найбільш повноцінно, що 
призводить до високої життєздатності організму. 

Для перевірки можливого зв'язку спостережуваних 
ефектів зі змінами у регуляції генів, які асоціюються зі 
старінням та тривалістю життя, у цій роботі ми визна-
чали рівень експресії генів Hsp70 (під геном Hsp70 тут і 
далі мається на увазі його варіант Hsp70Aa), InR, Sirt1, 
mTor та foxo. Ген Hsp70 (heat shock protein 70 Aa) 
(FlyBase ID: FBgn0013275) кодує білок теплового шоку з 
молекулярною вагою 70 kD, що належить до надсімей-
ства висококонсервативних молекулярних шаперонів. 
Ген InR (insulin/IGF tyrosine kinase receptor) (FlyBase ID: 
FBgn0283499) кодує тирозинкіназний рецептор, який є 
гомологом рецепторів інсуліну та IGF-1 (insulin-like 
growth factor 1 receptor) у ссавців і регулює такі ознаки, 
як розвиток, ріст, метаболізм, розмноження, старіння, 
сон, поведінку та діапаузу у мух (Tatar, 2021). Drosophila 
Sirt1 (FlyBase ID: FBgn0024291) кодує білки silent 
information regulator proteins. Вони є членами висококо-
нсервативного сімейства білків, які діють як нікотина-
мід-аденіндинуклеотид (НАД+)-залежні протеїндеаце-
тилази або моно-АДФ-рибозилтрансферази. Сиртуїни в 
багатоклітинних організмах пов'язані з багатьма фізіо-
логічними процесами: метаболізм, реакція на стрес, 
виживання клітин, реплікативе старіння, запалення, 
циркадні ритми, нейродегенерація та інші (Frankel, 
Ziafazeli, & Rogina, 2011). Ген мішені рапаміцину дрозо-
філи (mTor, mechanistic target of rapamycin) (FlyBase ID: 
FBgn0021796) кодує протеїнкіназу, яка регулює чутли-
вість до поживних речовин, синтез білка, метаболізм 
для підтримки гомеостазу та контролює реакції на стрес 
і старіння. Шлях TOR тісно взаємодіє з сигнальним 
шляхом інсуліну/інсуліноподібного фактору росту (Igf) 
(Eleftherianos, & Castillo, 2012). Фактори транскрипції 
Drosophila Forkhead Box O (foxo) (FlyBase ID: 
FBgn0038197) контролюють численні ознаки (регуляцію 
клітинного циклу, загибель клітин, ріст і метаболізм) як 
на рівні організму, так і на клітинному рівні. Крім того, 
foxo беруть участь у модуляції сигнального шляху інсу-
ліну. Вони проявляють чутливість до клітинних стресів і 
є важливими для старіння, даючи суттєвий внесок у цей 
процес в еволюційно консервативний спосіб (Alic et al., 
2014). Ці гени були обрані, оскільки, як відомо з чис-
ленних досліджень, вони пов'язані з тривалістю життя, 
старінням і реакцією на стрес у D. melanogaster та ін-
ших модельних організмів. Також, згідно з біоінформа-
тичним онлайн-ресурсом FlyBase, всі ці гени залучені до 
такого важливого біологічного процесу, як "відповідь на 
стимулюючий вплив". У даному дослідженні було визна-
чено та проаналізовано рівні експресії вищеописаних 
генів у дорослих мух, вирощених за різних температур на 
личинковій стадії розвитку, яка суттєво впливає на три-
валість життя імаго (Sarup, Sorennsen, & Loeschcke, 
2014; Tatar et al., 2001; Frankel, Ziafazeli, & Rogina, 2011; 
Kapahi et al., 2004; Hwangbo et al., 2004). 

Методи 
Умови утримання мух та всі особливості постановки 

експерименту були детально описані в нашому попере-
дньому дослідженні (Караман та ін. 2018). 

Виділення РНК та синтез кДНК. Тотальну клітин-
ну РНК виділяли зі зразків гомогенізованих мух (по 
чотири зразки на групу; п'ять мух на зразок), віком 10–
14 діб після вилуплення, за допомогою набору для 
екстракції РНК "РИБО-Сорб" ("ІнтерЛабСервіс") згідно 
з протоколом виробника. Концентрацію РНК визнача-
ли на спектрофотометрі "NanoDrop ND-1000" 
("NanoDrop Technologies Inc.", США). Співвідношення 
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А260/А280 у зразках РНК становило 1,8-2,0. Для про-
ведення реакції зворотної транскрипції використову-
вали набір "REVERTA-L" ("ІнтерЛабСервіс"). Однола-
нцюгову кДНК синтезували з 1 µg тотальної РНК, по-
передньо обробленої набором реактивів. Синтез від-
бувався при 37°С протягом 30 хв на термоциклері 
"Veriti" ("Applied Biosystems", США). 

Кількісна ПЛР у реальному часі. Для ПЛР-аналізу 
були підібрані праймери, специфічні до послідовнос-
тей досліджуваних нами генів: Hsp70, InR, Sirt1, mTor 
та foxo. В якості гена ендогенного контролю та для 

визначення відносного рівня експресії використовува-
вся ген "домашнього господарства" Gapdh2 (гліцера-
льдегід-3-фосфатдегідрогеназа). Послідовності прай-
мерів Gapdh2, Hsp70, InR та Sirt1 були сконструйовані 
з використанням "PrimerExpress Software v3.0" 
("Applied Biosystems", США), а послідовності прайме-
рів foxo, mTor були синтезовані українською компанією 
"Ukrainian Genetic Technologies", як описано в 
Chattopadhyay et al. 2017. Послідовності праймерів 
наведено в таблиці 1. 

 
Т а б л и ц я  1  

Послідовності праймерів для кількісної ПЛР у реальному часі 
Ген Прямий праймер Зворотній праймер 

Gapdh2 CGT TCA TGC CAC CAC CGC TA CAA CGT CCA TCA CGC CAC AA 
Hsp70 CTG GGC ACC ACC TAC TCC T GCG TTC CGA GTC TGT GAA A 

InR CGG AAA ACG AAA CCC AAC T GGC AGA GTT TGC TGT TCC A 
Sirt1 GTC GGA CAA CGA TGA TTG C ACT GTC GCT CGC TCT CTG A 
foxo TTC GCT TGC GGT TAA AAG CC GGG CCT CAA AAG ATC ACT GC 
mTor CAC CGA CTT CCA GAC GGA AA CAC TGG CAG AGG TTC TCG TT 

 
Аналіз рівня експресії генів проводився за допомо-

гою ПЛР у реальному часі на приладі "7500 Real-Time 
PCR System" ("Applied Biosystems", США) з використан-
ням "MasterMix з інтеркалюючим флуоресцентним бар-
вником SYBR Green та референсним барвником ROX" 
("Ukrainian Genetic Technologies", Україна). Кінцевий 
об'єм реакційної ПЛР-суміші складав 20 мкл, що місти-
ла 1U Taq полімерази із гарячим стартом, 1 мM дНТФ, 
0,5 мM MgCl2, по 0,5 мкM зворотних і прямих прайме-
рів  та 100 нг кДНК. Кожну реакцію проводили у трьох 
повторах і кожний повтор в триплетах. Реакції ампліфі-
кації проводили за наступних температурних режимів: 
ініціююча денатурація при 95ºС – 5 хв, накопичення 
ампліфікаційного продукту протягом 50 циклів (дена-
турація: 94ºС – 3 с, відпал праймерів: 58ºС – 6 с і син-
тез: 72ºС – 27 с) та фінальної полімеризації при 72°С 
протягом 3 хв. Як негативний контроль було викорис-
тано зразки без додавання кДНК. Ефективність амп-
ліфікації, яка складала 88-94 %, визначали за допомо-
гою стандартного методу серійних розведень. Значен-
ня відносного рівня експресії розраховували за стан-
дартним методом ∆ΔCt.  

Статистичний аналіз. Усі дані були підпорядковані 
нормальному розподілу, що було перевірено методом 
Шапіро-Уілка. Отримані дані про відносну експресію генів 
були зведені до нормального розподілу за допомогою 

логарифмічного перетворення і проаналізовані за допо-
могою односпрямованого дисперсійного аналізу (one-
way ANOVA) із пост-тестом Тукея (Tukey's HSD) (Ganger, 
Dietz, & Ewing, 2017). Всі розрахунки були виконані в се-
редовищі програмування "Python" з використанням ста-
тистичних бібліотек numpy версії 1.26.1, statsmodels вер-
сії 0.14.1 та scipy версії 1.11.1. Візуалізації (рис. 1) були 
створені за допомогою бібліотеки plotly версії 2.27.0.  
Відмінності вважалися значущими при p˂0,05. 

Результати 
Отримані результати аналізу відносного рівня екс-

пресії генів Hsp70, InR, Sirt1, mTor та foxo, асоційованих 
з тривалість життя у D. melanogaster, показали різний 
ефект впливу аналізованого нами стимулу, а саме: 
температури личинкової стадії розвитку, на самців і 
самок. Дисперсійний аналіз (табл. 2) продемонстру-
вав, що у самців взагалі не спостерігалось статистич-
но достовірної зміни експресії генів у відповідь на змі-
ну температури, в той час як для самок вона була іде-
нтифікована. Той самий висновок можна зробити на 
підставі попарних порівнянь рівнів експресії з контро-
лем (личинковий розвиток за 25°С, рис. 1): у самок, 
личинковий розвиток яких проходив за температури 
20,0°C та 30,0°C, спостерігалось суттєве достовірне 
підвищення експресії генів Hsp70, InR, Sirt1 та mTor 
порівняно з контролем. 

 
Т а б л и ц я  2  

Результат ANOVA-тесту* для оцінки впливу стимулу (температура личинкового розвитку) на рівень експресії генів,  
асоційованих з тривалістю життя у самців і самок D. melanogaster. 

Назва гена Самки Самці 
F-критерій p-значення F-критерій p-значення 

Hsp70 15,322285 0,000035 0,844794 0,51835 
InR 35,356441 1,796375е-07 2,373333 0,098778 
Sirt1 8,268449 0,000991 2,846386 0,061295 
foxo 5,861191 0,004792 0,519448 0,722849 
mTor 6,805302 0,002485 2,160969 0,123278 

 
* – дисперсійний статистичний тест ANOVA базується на аналізі варіацій даних всередині груп та між групами, дозволяючи оці-

нити, наскільки групові середні відрізняються одна від одної, порівняно з варіацією всередині кожної групи. Результат тесту допо-
магає визначити, чи є різниця між групами випадковою або таку різницю можна пояснити впливом досліджуваного фактора. 
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Рис. 1. Рівень відносної експресії генів Hsp70, InR, Sirt1, mTor та foxo,  
асоційованих з тривалість життя у самців і самок D. melanogaster,  

личинки і лялечки яких на стадії розвитку утримували за різної температури: 20,0; 22,5; 25,0; 27,5 і 30,0°С.  
Всі дані зображено як середнє значення, нормалізоване шляхом логарифмічного перетворення.  

Погрішність продемонстрована у вигляді стандартної похибки 
Примітка: * –  p˂0,05 порівняно з контрольною групою, розвиток якої проходив при 25,0°С (Tukey HSD апостеріорний тест); 

◊ – p˂0,05 порівняно з групою 22,5°С (Tukey HSD апостеріорний тест). 
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Згідно з тестом TukeyHSD, у самок, личинковий роз-
виток яких проходив при 20°C, рівень експресії гена 
Hsp70 підвищувався у 2,9 (±0,22) рази (р=0,0003), гена 
InR у 2,95 (±0,1) рази (р˂0,001), гена Sirt1 у 2,1 (±0,04) 
рази (р=0,0063) та гена mTor у 2,5 (±0,11) рази 
(р=0,0154). У випадку, коли личинкова стадія здійсню-
валась за 30°C, підвищення рівня експресії спостеріга-
лось для гена Hsp70 у 3,6 (±0,32) рази (р˂0,001), для 
InR у 3,9 (±0,14) рази (р˂0,001), для Sirt1 у 2,4 (±0,09) 
рази (р=0,0018) та mTor у 2,7 (0,08) рази (р=0,0101). 
Крім того, при порівнянні контролю та групи особин, 
личинковий розвиток яких проходив при 27,5°C, показа-
но достовірне збільшення експресії для гена Hsp70 (у 
1,98 (±0,23) рази, р=0,0096). Порівняння групи особин, 
личинковий розвиток яких проходив при 22,5°C, з гру-
пою особин, личинковий розвиток яких проходив при 
30°C, показало достовірне збільшення експресії для 
генів Hsp70, InR та Sirt1. Зміни рівня експресії гена foxo 
виявились статистично недостовірними. 

Таким чином, у результаті нашого експерименту ви-
явлено відмінну реакцію рівнів експресії досліджених 
генів на температуру, за якою утримувались личинки та 
лялечки, між самцями та самками. У самців не виявле-
но жодної зміни у експресії аналізованих генів порівня-
но з контрольною групою (25°С), тоді як у самок спос-
терігалася зміна експресії генів Hsp70, InR, Sirt1 та 
mTor різного ступеня для більш низьких або більш ви-
соких температур. Для гена foxo, статистично значущі 
відмінності не спостерігались ‒ статистичні показники 
мали межові значення (р на рівні 0,06 – 0,08). Подібні 
результати, але на самцях, були отримані в нашому 
попередньому дослідженні при личинковому розвитку 
за умов перенаселення (Lushchak et al., 2018), де ми 
продемонстрували підвищення рівня експресії генів 
InR, mTor, Sirt1 та foxo, в той час як для гена Hsp70 ми 
спостерігали межові статистичні показники. 

Стресостійкість у плодових мушок досліджувалася 
широко, і загалом вважається, що самки виявляють 
вищий рівень стійкості до різних видів стресу порівняно 
із самцями (Pomatto, Tower, & Davies., 2017). Зокрема, 
кілька досліджень зафіксували кращу стійкість самок до 
голодування (Chandegra et al., 2017; Chauhan, Anis, & 
Chauhan, 2021). Однак щодо стійкості до окислюваль-
ного стресу отримані дещо протирічні результати. Хоча 
деякі дослідження вказують на вищий рівень стійкості 
самок до окислювального стресу (Niveditha et al., 2017), 
інші, проведені на кількох штамах, не виявили суттєвих 
розбіжностей (Lin et al., 2023). 

Часткове підвищення стресостійкості у самок по-
рівняно із самцями може бути пов'язане з їхнім біль-
шим розміром (і більшою кількістю клітин), що потен-
ційно забезпечує більші запаси поживних речовин. 
Крім того, ця різниця може бути, принаймні частково,  
пов'язана з більшою кількістю копій генів, розташо-
ваних на Х-хромосомі, у самок порівняно із самцями 
(Pomatto, Tower, & Davies., 2017). 

Гени, обрані нами для аналізу рівня експресії, є 
одними з ключових елементів у низці консервативних 
сигнальних каскадів, чутливих до стресу та нутрієнтів. 
Ці сигнальні шляхи тісно взаємопов'язані один з одним 
через безпосередні чи опосередковані взаємодії, тим 
самим формуючи складну мережу кооперацій, що віді-
грає ключову роль у регуляції клітинної відповіді на 
зовнішні та внутрішні впливи. 

Біохімічні та протекторні властивості білка теплово-
го шоку 70 вказують на його потенційну роль як критич-
но важливого фактору, що модулює тривалість життя 

організму. Накопичення Hsp70, що спостерігається в 
м'язах дрозофіли з віком і в скелетних м'язах старих 
щурів, вказує на тканинно-специфічний, селективний 
механізм накопичення, який потенційно сприяє подов-
женню тривалості життя (Wheeler, King, & Tower, 1999). 
Однак було виявлено, що гіперекспресія Hsp70 негати-
вно впливає на ріст і виживання за нормальних умов 
розвитку (Feder et al., 1992). Було показано кореляцію 
між генетичними змінами в гені Hsp70 та зниженням 
виживання в умовах теплового стресу (Gong, & Golic, 
2006), тоді як гіперекспресія Hsp70 підвищує термостій-
кість личинок дрозофіли (Welte et al., 1993). Більше то-
го, було показано, що вплив нелетального теплового 
шоку збільшує тривалість життя дорослих мух, причому 
більш виражені ефекти спостерігаються у штамів з до-
датковими копіями гена Hsp70 (Khazaeli et al. 1997; 
Tatar, Khazaeli, & Curtsinger, 1997). Ці дані підкреслю-
ють значний вплив Hsp70 на тривалість життя. Тим не 
менш, варто зазначити, що обробка тепловим шоком 
одночасно стимулює експресію інших білків теплового 
шоку, що дозволяє припустити, що спостережувані біо-
логічні ефекти можуть бути пов'язані як з ізольованою 
дією Hsp70, так і з його синергічною взаємодією з інши-
ми білками теплового шоку (Xiao et al., 2019). У нашому 
дослідженні було зафіксовано значне зростання рівня 
експресії гена Hsp70 у порівнянні з контрольною гру-
пою. Спостережувана залежність між інтенсивністю 
експресії гена Hsp70 та відхиленням температури від 
фізіологічного оптимуму свідчить про протекторні функ-
ції цього білка. Однак, варто зазначити, що в зразку, 
розвиток якого відбувався при температурі 22,5ºС, який 
у нашому попередньому експерименті демонстрував 
найвищу тривалість життя, збільшення експресії не бу-
ло виявлено. Що свідчить по те, що збільшення трива-
лості життя дрозофіл не було асоційовано з підвищен-
ням рівня експресії гена Hsp70. 

Мутації інсулінового тирозинкіназного рецептора 
сповільнюють старіння у Drosophila та C. elegans 
(Altintas, Park, & Lee, 2016). Ці безхребетні мають по 
одному insulin/IGF tyrosine kinase рецептору, InR у дро-
зофіли та Daf-2 у C. elegans. Daf-2 та InR стимулюються 
інсуліноподібними пептидами для індукції внутрішньок-
літинних сигналів через Akt (протеїнкіназа B), Ras (про-
тоонкогенний білок P21) та TOR, які разом опосередко-
вують фактори транскрипції та клітинний метаболізм і, 
таким чином, забезпечують виживання. Нокдаун IR, 
рецептора інсуліноподібного фактора росту1 (IGF1R) та 
субстратів інсулінових рецепторів (IRS1, IRS2) асоцію-
ється з уповільненим старінням у мишей. (Yamamoto et al., 
2021). Показано, що Akt сприяє синтезу білка через 
TOR-опосередковане фосфорилювання та інактивацію 
інгібітора трансляції 4E-BP (eukaryotic initiation factor 4E 
binding protein), який тісно взаємодіє з фактором ініціа-
ції eIF-4E (eukaryotic translation initiation factor 4E). Інший 
компонент, супресор пухлин TSC2, є мішенню фосфо-
рилювання Akt. TOR також фосфорилює кіназу 
S6 (S6K). Мутанти S6K демонструють затримку розвит-
ку та зменшення розмірів тіла з меншими клітинами. 
Таким чином, шлях InR/TOR тонко налаштований, щоб 
бути особливо чутливим до поживних речовин та змін в 
оточуючому середовищі. (Dutriaux et al., 2013). Дефіцит 
функції mTor у дрозофіли призводить до зменшення 
розміру та кількості клітин у різних тканинах мухи 
(Oldham et al., 2000). Роль mTor у тривалості життя 
дрозофіли була продемонстрована тим, що інгібування 
сигналізації dTOR-шляху шляхом масштабної надекс-
пресії домінантно-негативного алеля dTOR призводить 
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до збільшення середньої тривалості життя на 24–26 % 
(Kapahi et al., 2004; Eleftherianos, & Castillo, 2012). 

Позаклітинні ліганди, гомологи інсуліну, регулюють 
активність InR під час розвитку. Було ідентифіковано 
сім генів dilp1-7 для інсуліноподібних пептидів дрозофі-
ли. Основний компонент інсулінового сигнального кас-
каду, транскрипційний фактор foxo, фосфорилюється 
Akt, що призводить до його цитоплазматичної локаліза-
ції і, таким чином, до пригнічення його активності. Му-
тант foxo, позбавлений сайтів фосфорилювання Akt, 
залишається в ядрі і є конститутивно активним. Foxo 
безпосередньо регулює трансляційний регулятор  
4E-BP і сам InR, забезпечуючи таким чином механізм 
зворотного зв'язку. Це робить foxo ключовим транскри-
пційним регулятором інсулінового шляху регуляції рос-
ту (Dutriaux et al., 2013). Drosophila melanogaster має 
єдиний ортолог foxo (dFOXO), і збільшення його актив-
ності в мозку, жировому тілі та м'язах є достатнім для 
подовження тривалості життя мух (Giannakou et al., 
2004; Hwangbo et al., 2004; Demontis, & Perrimon, 2010), 
тоді як інші дослідники показали, що індукція dFOXO 
виключно в кишечнику згубно впливає на тривалості 
життя (Karpac, Biteau, & Jasper, 2013). Більше того, як 
dFOXO, так і отолог Caenorhabditis elegans, daf-16, 
строго необхідні для подовження тривалості життя при 
зниженні сигналізації IIS (Insulin/insulin-like growth factor 
signaling) (Slack et al., 2011; Alic et al., 2014).  

Хоча найбільш вивченим шляхом контролю сімейст-
ва FOXO є інсулінова сигналізація, тепер зрозуміло, що 
численні стресові фактори можуть активувати foxo 
(Eijkelenboom, & Burgering, 2013). В умовах клітинного 
стресу активація сімейства FOXO та протеотоксичність 
через неправильно згорнуті або агреговані білки є по-
ширеним явищем. Для боротьби з протеотоксичністю та 
для підтримки протеостазу клітини індукують білки теп-
лового шоку. Hsps поділяються на малі та великі роди-
ни, з різними функціями щодо запобігання агрегації біл-
ків та сприяння правильному згортанню білків відпо-
відно. У D. melanogaster та C. elegans транскрипційний 
фактор FOXO відіграє вирішальну роль у стрес-
реакції, регулюючи експресію Hsps. У той час як у  
C. elegans daf-16 специфічно регулює малі Hsps, у 
дрозофіли foxo впливає на експресію як малих Hsps, 
так і великих Hsp, таких як Hsp70. Це вказує на ширшу 
мережу транскрипційних мішеней у дрозофіли, що 
посилює клітинний захист від стресу та протеотоксич-
ності за допомогою більш комплексної системи шапе-
ронів (Donovan, & Marr, 2016).  

Ген Sirt1, локалізований на другій хромосомі  
D. melanogaster, кодує єдиний анотований транскрипт 
та транслюється в один поліпептид. Детальні дослі-
дження ефектів легкої надекспресії Sirt1 у суворо конт-
рольованому генетичному середовищі продемонстру-
вали, що помірна активація Sirt1 сприяє збільшенню 
тривалості життя, тоді як виражена надмірна експресія 
призводить до протилежних результатів (Rogina, & 
Helfand, 2004; Burnett et al., 2011). Цілеспрямоване нок-
даун Sirt1 у жировому тілі порушує інсулінову сигналіза-
цію та метаболічну рівновагу, що підкреслює ключову 
роль Sirt1 у поєднанні вкладу харчування з загальною 
фізіологією організму та перспективами виживання 
(Banerjee et al., 2012). Крім того, Sirt1 демонструє функ-
ціональний взаємозв'язок з транскрипційним фактором 
FOXO, який опосередковує апоптичну загибель клітин 
через активацію шляхів JNK та FOXO, що свідчить про 
невід'ємну участь гена в регуляції як довголіття, так і 
апоптозу (Griswold et al., 2008). 

Дискусія і висновки 
У рамках нашого дослідження було зафіксовано 

зростання рівня експресії генів Hsp70, InR, mTor, Sirt1 
та foxo у самок Drosophila, які розвивалися при темпе-
ратурах 20°C і 30°C. Встановлено, що підвищення екс-
пресії генів Hsp70, InR, mTor та Sirt1 є статистично зна-
чущим при порівнянні з контрольною групою (розвиток 
за температури 25°С), в той час як для гена foxo ста-
тистично значущі відмінності не були зареєстровані, 
незважаючи на межові значення статистичних показ-
ників (значення р на рівні 0,06–0,08), що може свідчи-
ти про недостатній обсяг вибірки для адекватного ста-
тистичного аналізу. Підвищення експресії зазначених 
генів за критичних температур, які були задіяні в на-
шому експерименті, вказує на генералізовану неспе-
цифічну реакцію на стрес, яка не була пов'язаною з 
підвищенням тривалості життя. Виявлена статева від-
мінність у профілів експресії генів потребує подальшо-
го ретельного дослідження для з'ясування молекуляр-
них механізмів, що лежать в його основі. 
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IMPACT OF THE TEMPERATURE ON LARVAL STAGE OF DEVELOPMENT  
ON THE EXPRESSION LEVELS OF HSP70, INR, SIRT1, MTOR AND FOXO GENES  

IN MALES AND FEMALES OF DROSOPHILA MELANOGASTER 
 

B a c k g r o u n d .  Despite the progress in understanding the phenomenon of aging, the key factors that influence this process remain poorly 
understood. Aging is a genetically programmed set of events, leading to structural and functional changes that reduce the life expectancy of an 
organism. The relevance of the study is to expand the understanding of the impact of environmental factors, in particular temperature, on the early 
stages of development on the life expectancy of imago, using Drosophila melanogaster as a model. The aim was to determine and analyze the 
expression level of genes associated with lifespan in D. melanogaster – Hsp70, InR, Sirt1, mTor and foxo – in flies reared at different temperatures 
of the larval stage of development. 

M e t h o d s .  The larvae were kept at different temperatures, after which the gene expression level was determined by RT-qPCR in adult flies. 
The relative expression level was calculated by using the 2-ΔΔCt method. The data were analyzed using ANOVA-test followed by a pairwise multiple 
comparison post-hoc Tukey HSD test. Differences were considered significant at p˂0.05. 

R e s u l t s .  The temperature of the larval stage of development did not significantly affect the gene expression of male adults. Аt the same 
time in females imago a significant increase in the expression of Hsp70, InR, Sirt1 and mTor genes was observed in individuals with larval 
development took at 20°C and 30°C, compared to the control at 25°C. 

C o n c l u s i o n s .  The increased expression levels of the genes chosen for analysis under the critical temperature conditions indicates the 
induction of a generalized stress response that did not correlate with an increased life expectancy. The finding of sex differences in gene 
expression patterns requires further investigation to uncover the molecular mechanisms underlying it. 

 

K e y w o r d s :  life span, Drosophila melanogaster, larval stage of development, temperature, expression. 
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