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Раніше ми продемонстрували, що 50%-ве зменшення вмісту харчових компонентів у поживному 
субстраті порівняно з контролем (100 %) призводить до збільшення на 11 % середньої тривалості 
життя самців Drosophila melanogaster. Для вивчення біохімічних змін, які можуть виникати за таких 
умов, у представленому дослідженні ми визначили активність ферментів системи антиоксидант-
ного захисту – супероксиддисмутази (СОД) та каталази. Застосування обмеження харчування на 
стадії розвитку викликало вірогідне збільшення активності обох ферментів у самців. Крім того, в 
особин обох статей, вирощених за умов вмісту 50 % харчових компонентів у поживному середовищі, 
виявили зниження рівня накопичення кінцевих продуктів глікозилювання. Результати дослідження 
дають змогу припустити, що зміни активності СОД і каталази можуть відігравати роль у спри-
чиненому обмеженням харчування на стадії розвитку збільшенні тривалості життя дрозофіл.
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ВСТУП

Відомо, що за допомогою зміни дієтичних 
умов можна впливати на тривалість життя 
багатьох видів лабораторних тварин. Незва-
жаючи на широкий спектр досліджень з ць-
ого приводу, механізми, які лежать в основі 
ефектів обмеження харчування, залишаються 
не з’ясованими [1, 2].

Нещодавно нами було показано, що 
обмеження харчування на стадії личинки 
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) 
може призводити до збільшення тривалості 
життя імаго [3]. Важливою особливістю всіх 
наших досліджень є те, що ми застосовуємо 
не якісне (скорочення вмісту білка або інших 
речовин), а кількісне обмеження раціону, 
тобто пропорційно зменшуємо концентра-
цію усіх харчових компонентів у поживному 
середовищі на стадії розвитку плодових му-
шок. У результаті при вирощуванні личинок 
дрозофіли у субстраті, який містив білкові 

та вуглеводні речовини у концентраціях 50 
і 60 % порівняно зі стандартним поживним 
середовищем, ми виявили суттєве збільшення 
середньої тривалості життя самців, а мак-
симальної – у всіх особин чоловічої статі, 
які розвивались за умов будь-якого вмісту 
харчових компонентів у діапазоні 90-10 % 
порівняно зі 100%-м контролем. У самиць 
подібного ефекту зафіксовано не було [3].

Роль окиснення в ефектах, пов’язаних із 
впливом обмеження харчування на тривалість 
життя, досі майже не досліджувалась. Як 
відомо, ендогенні антиоксиданти, зокрема, 
ферменти супероксиддисмутаза (СОД) та 
каталаза розкладають активні форми кис-
ню у серії хімічних реакцій [4]. Система 
антиоксидантного захисту може відігравати 
важливу роль у збільшенні тривалості життя 
організму.

СОД каталізує розклад супероксиду на 
кисень і перекис водню, який потім розкла-
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дає другий фермент – каталаза – на воду та 
кисень. Механізм скоординованої дії обох 
ферментів забезпечує ефективний захист клі-
тинних структур від окисного руйнування [5].

Було виявлено, що окремі «довгоживучі» 
штами Drosophila мають підвищений вміст 
антиоксидантних ферментів [6]. Зважаючи 
на це, деякі дослідження спрямовувалися 
на спроби збільшення тривалості життя за 
допомогою штучного підвищення активності 
антиокисдантних ферментів на генетичному 
рівні. Так, було показано, що трансгенні D. 
melanogaster із надекспресією Cu/ZnСОД, 
або СОД1 і каталази мали на 34 % більшу 
тривалість життя і затримку процесу старіння 
[7]. Водночас надекспресія СОД1 у рухових 
нейронах збільшує цей показник на 40 % [8], 
надекспресія мітохондріальної форми СОД 
– СОД2, або MnСОД, – лише деякою мірою 
подовжує життя плодових мушок, проте не 
уповільнює темп старіння [9].

КПГ утворюються внаслідок глікозилю-
вання, тобто реакції приєднання вільних 
цукрів до протеїнів. У D. melanogaster вміст 
цих побічних речовин значно підвищується із 
віком. Так, молоді мушки у віці 10 діб містять 
на 44 % менше КПГ порівняно із 75-добовими 
[10]. І хоча було виявлено можливість істотно 
зменшити вміст побічних продуктів у тка-
нинах «старіючих» дрозофіл додаванням до 
поживного середовища протягом онтогенезу 
комах аміногуанідину, це не впливало на їхню 
тривалість життя [10].

Мета нашої роботи – визначити актив-
ність двох антиоксидантних ферментів − 
СОД і каталази, а також кінцевих продуктів 
глікозилювання − КПГ (advanced glycation 
end-products, AGEs) у дорослих дрозофіл, 
яких на стадії личинки утримували за умов 
50%-го обмеження харчування.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на аутбредній 
популяції Oregon-R виду D. melanogaster. 
Популяцію розведення мушок вирощували 

у «повноцінному» поживному середовищі, 
тобто із нормальним співвідношенням усіх 
компонентів харчування: на 100 мл води – 4 
г сахарози, 2,5 г сухих дріжджів, 4 г манної 
крупи, із додаванням 1 г агар-агару та 1 мл 
10%-го спиртового розчину ніпагіну (для 
пригнічення росту цвілі). Всіх комах утри-
мували за стандартних умов – у термостаті 
з температурою 25±0,5°С, при стабільній 
вологості та режимі освітлення 12 год світла 
/ 12 год темряви за добу. Протягом 8 год пі-
сля вильоту з лялечок, мушок розділяли на 
самиць і самців та до здійснення експеримен-
тальних маніпуляцій утримували окремо для 
запобігання схрещувань.

Личинок наступного покоління утриму-
вали у поживному середовищі, що містило 
50 % харчових компонентів порівняно зі 
стандартним, але із нормальною кількістю 
агар-агару й ніпагіну. Розвиток комах від-
бувався у скляних банках об’ємом 200 мл 
(4 штуки на групу), за щільності популяції 
200-250 личинок у кожній. Усіх мушок на 
стадії імаго переводили на 100%-й поживний 
субстрат та утримували за стандартних умов.

Визначення активності СОД, каталази 
та вмісту КПГ здійснювали в імаго у віці 
15 і 20 діб. Ферментні екстракти готували 
гомогенізацією 5 дорослих мушок у 300 мл 
охолодженого льодом розчину із 0,05 моль/л 
фосфатного буфера (рН 7,4). Зразки центри-
фугували 10 хв при 4°С і у супернатанті вимі-
рювали вміст загального білка за методикою 
Бредфорда [11].

Активність СОД визначали непрямим 
методом [12] за рівнем інгібування реакції 
супероксидзалежного окиснення кверцетину 
за наявності N′,N′,N′,N′-тетраметилетиленді-
аміну. Екстракт мушок (5 мкл) із концентра-
цією 200 мкг/мл загального білка вносили 
у 150 мкл реакційної суміші, що містила 20 
ммоль/л калій-фосфатний буфер (рН 10), 
0,8 ммоль/л TEMED, 0,8 ммоль/л ЕДТА і 5 
мкл вихідного розчину кверцетину (1,5 мг 
кверцетину у 10 мл диметилсульфоксиду). 
Розчин інкубували впродовж 20 хв при кім-
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натній температурі. Паралельно готували 
контрольну суміш без додавання екстракту 
мушок. Концентрацію кверцетину визнача-
ли вимірюванням довжини хвилі за значен-
ням 406 нм на початку та у кінці реакції за 
калібрувальною кривою. Активність СОД 
визначали як дебіт неокисненого кверцетину 
між експериментальними та контрольними 
показниками і нормували з урахуванням часу 
і вмісту загального білка в екстракті.

Активність каталази в екстрактах мушок 
визначали колориметричним методом. Екстр-
акт інкубували із перекисом водню (H2O2) 
впродовж 1 хв при 37°С, після чого зупиня-
ли реакцію додаванням розчину молібдату 
амонію [(NH4)6Mo7О24*4Н2О]. Інтенсивність 
забарвлення жовтого комплексу вимірювали 
при довжині хвилі 405 нм на спектрофо-
тометрі. Концентрацію перекису водню 
розраховували за калібрувальною кривою, 
і за рівнем його розкладання визначали ак-
тивність ферменту, яку виражали в умовних 
одиницях [13].

Вміст КПГ визначали за методикою, 
описаною Oudes та співавт. [10]. Замороже-
них мушок гомогенізували в 1 мл 0,2 моль/л 
фосфатного буфера (рН 7,4) із додаванням 
10 ммоль/л ЕДТА. Очищений супернатант 
відокремлювали та переварювали 24 год при 
37°С у 10 мг/мл трипсину. Потім гомогенат 
розбавляли до оптичної щільності меншої 
ніж 0,05 при довжині хвилі 365 нм та вимі-
рювали на флуоресцентному анізотропному 
спектрометрі, при λзб. = 365 нм та λем. = 
440 нм. Концентрацію КПГ розраховували 

за калібрувальною кривою, побудованою з 
використанням штучних КПГ та нормували 
за вмістом загального білка. Застосовані 
довжини хвиль збурення та емісії демонстру-
вали рівень накопичення КПГ у тканинах 
організму [10].

Визначення всіх біохімічних параметрів 
здійснювали у п’яти повторах. Статистичне 
опрацювання отриманих результатів реалізо-
ване у програмі Statistica 6.0. Рівень статис-
тичної значущості визначали за методом χ2.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Всі біохімічні параметри визначали у до-
рослих дрозофіл. У самців, вирощених із 
вмістом 50 % харчових компонентів у по-
живному середовищі, виявлено підвищення 
активності СОД на 15-ту і 20-ту доби життя, 
а також каталази у 15-добовому віці (табл. 
1). У самиць вірогідної різниці в активності 
обох ферментів не зафіксовано в усіх вікових 
групах.

Варто зазначити, що окремі дослідження 
свідчать про відсутність позитивного впливу 
на темп старіння від підвищення активності 
ендогенних антиоксидантних систем. Так, 
було показано, що надекспресія СОД2 і ка-
талази зменшувала рівень мітохондріального 
вивільнення активних форм кисню, підвищу-
ючи таким чином стійкість до окисного стре-
су у дрозофіл, але їхня тривалість життя при 
цьому зменшувалася [5]. Продемонстровано, 
що збільшення цього показника, викликане 
низькокалорійним харчуванням, не залежить 

Таблиця 1. Активність супероксиддисмутази (мкмоль/хв*мг)  і каталази (мкмоль/хв*мг) у дрозофіл різного 
віку після розвитку у поживному середовищі із вмістом 50 % харчових компонентів (M±m)

Показник Самці Самиці
100% 50% 100% 50%

Супероксиддисмутаза
     15 діб 0,105±0,012 0,140±0,006* 0,097±0,012 0,075±0,005
     20 діб 0,090±0,010 0,146±0,014* 0,120±0,009 0,286±0,148
Каталаза
     15 діб 0,574±0,037 0,773±0,068* 0,508±0,040 0,369±0,040
     20 діб 1,127±0,195 0,797±0,072 0,688±0,167 0,568±0,083

Примітка. Тут і у табл. 2: * P<0,05 порівняно з контролем
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від зниження вмісту СОД1. Разом із тим ви-
явлено, що вона необхідна для подовження 
життя за умов обмеження концентрації білка 
у харчуванні, при якому наявна підвищена 
кількість цукру [4].

Окрім каталази та СОД ми досліджували 
рівень накопичення КПГ в імаго плодових 
мушок, вирощених із вмістом 50 % харчових 
компонентів у поживному середовищі. Віро-
гідне зменшення значення показника виявили 
у дрозофіл обох статей віком 20 діб, яких 
утримували в умовах обмеження харчування 
на стадії розвитку (табл. 2).

Важливо зазначити, що Jacobson зі спі-
вавт. [14] запропонували використовувати 
рівень накопичення КПГ як біомаркер старін-
ня у Drosophila. Показано, що штучне дода-
вання цих речовин до поживного середовища 
плодових мушок провокує у них зниження 
активності ферментів антиоксидантного 
захисту, яке, у свою чергу, супроводжується 
прискоренням старіння [15].

Можна припустити, що виявлені у цій 
роботі зміни на біохімічному рівні (збільшен-
ня активності СОД і каталази та зменшення 
рівня накопичення КПГ у D. melanogaster, які 
розвивались за умов обмеження харчування) 
можуть відігравати роль у продемонстро-
ваному нами раніше збільшенні тривалості 
життя. Оскільки ферменти системи анти-
оксидантного захисту є досить нестійкими 
сполуками, то після вилуплення з лялечок 
мушки у віці 15-20 діб не можуть мати 
молекули цих ферментів, які синтезуються 
впродовж преімагінального розвитку. Зважа-
ючи на це, ми припускаємо, що такі зміни на 
біохімічному рівні пояснюються обмеженням 
харчування на стадії розвитку довгостроко-

вими епігенетичними модифікаціями (тобто, 
змінами активності генів, не пов’язаних зі 
змінами структури ДНК). Можливість по-
дібних перебудов, викликаних стресами на 
етапі розвитку, продемонстрована у наших 
попередніх працях [16]. Надалі ми плану-
ємо більш детальне вивчення механізмів, 
що опосередковують збільшення тривалості 
життя внаслідок обмеження харчування на 
стадії розвитку.

О. Г. Забуга, А. К. Коляда, В. М. Кухарский,  
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ВЛИЯНИЕ ОГРАНИЧЕНИЯ ПИТАНИЯ 
В ПЕРИОД РАЗВИТИЯ DROSOPHILA 
MELANOGASTER НА АКТИВНОСТЬ ФЕР-
МЕНТОВ СИСТЕМЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ 
ЗАЩИТЫ

Ранее мы показали, что 50%-е уменьшение содержания 
пищевых компонентов в питательном субстрате по срав-
нению с контролем (100 %) способствует увеличению на  
11 % средней продолжительности жизни самцов Drosoph-
ila melanogaster. Для изучения биохимических изменений, 
которые могут возникать в таких условиях, в данном иссле-
довании мы определили активность ферментов системы 
антиоксидантной защиты − супероксиддисмутазы (СОД) 
и каталазы. Ограничение питания на стадии развития 
привело к достоверному увеличению активности обоих 
ферментов у самцов. Кроме того, у представителей обоих 
полов, выращенных в условиях 50%-го содержания пище-
вых компонентов в питательной среде, выявили снижение 
уровня накопления конечных продуктов гликозилирова-
ния. Результаты исследования позволяют предположить, 
что изменения активности СОД и каталазы могут играть 
роль в вызванном ограничением питания на стадии раз-
вития увеличении продолжительности жизни дрозофил.
Ключевые слова: Drosophila melanogaster; ограничение 
питания; развитие; супероксиддисмутаза; каталаза; ко-
нечные продукты гликозилирования; продолжительность 
жизни.

Таблиця 2. Вміст кінцевих продуктів глікозилювання (мг/мл) у D. melanogaster після розвитку у поживному 
середовищі із 50 % харчових компонентів (M±m)

Показник Самці Самиці
100% 50% 100% 50%

Кінцеві продукти глікозилювання
     15 діб 63,24±5,11 68,95±9,79 15,86±1,85 10,82±2,07
     20 діб 100,45±13,66 58,14±9,18* 22,89±2,69 12,79±1,42*
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THE EFFECT OF DIETARY RESTRICTION 
DURING DEVELOPMENT OF DROSOPHILA 
MELANOGASTER ON THE ACTIVITY OF AN-
TIOXIDANT SYSTEM ENZYMES

In the previous study we demonstrated that dietary restriction 
only at the development stage of Drosophila melanogaster 
may impact the life span of adult flies. It was important that 
we didn’t use qualitative (restriction of proteins or other 
macro- or microelements) and not a calorie restriction as well, 
but quantitative dietary restriction that was the proportional 
reduction of all food components in the larval medium. In the 
situations when the larvae were reared in the medium types, 
that contained protein and carbohydrate components in con-
centrations of 90-10% of food components compared to the 
standard one (100%), the males were characterised with the 
significant increase in the maximum life span. The average life 
span was also increased, but only in those male individuals 
that developed in the medium types, that contained 50% and 
60% of food components compared to controls. Such an effect 
we haven’t detected in the female flies.
To study the biochemical changes associated with the physi-
ological effects we have determined the activity of the antioxi-
dant enzymes − superoxide dismutase (SOD) and catalase. In 
the male flies the 50% dietary restriction implemented during 
the development has led to the significant increase in a SOD 
and catalase activity. Also the flies of both sexes reared in the 
medium with the 50% of food components have been char-
acterised with the reduction in the accumulation of glycation 
end products. According to these results, we suggest that the 
changes in the activity of antioxidant enzymes may play a 
role in the increase of the flies life span caused by the dietary 
restriction during the development.
Key words: Drosophila melanogaster; dietary restriction; 
development; superoxide dismutase; catalase; advanced glyca-
tion end products; life span.
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