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Cерин/треониновая протеинкиназа ATM (ataxia-telangiectasia mutated) выполняет в  клетке 
ряд функций, связанных с  процессом старения – участвует в  регуляции клеточного ответа на 
повреждение ДНК, а также фосфорилирует вакуолярную АТРазу, что ведет к деградации лизосом 
и клеточному старению. В данной работе геропротекторный потенциал KU-60019, селективного 
ингибитора ATM, проанализирован на трех видах Drosophila с разной продолжительностью жизни. 
Показано, что KU-60019 увеличивает продолжительность жизни особей долгоживущего вида (D. 
virilis) и вида с умеренной продолжительностью жизни (D. melanogaster). Однако продолжительность 
жизни особей короткоживущего вида D. kikkawai сокращается после обработки KU-60019. При этом 
KU-60019 повышает выживаемость дрозофил трех видов в условиях гипертермии, окислительного 
стресса и голодания, но не оказывает влияния на возрастзависимое изменение уровня локомоторной 
активности. Подавление экспрессии гена tefu, кодирующего гомолог ATM, с  помощью РНК-
интерференции также приводит к увеличению продолжительности жизни и стрессоустойчивости 
особей D. melanogaster по сравнению с мухами контрольных линий. Таким образом, влияние KU-
60019 на продолжительность жизни варьирует в зависимости от вида Drosophila, что может быть 
связано с установленными нами ранее различиями транскриптомов у исследуемых видов и требует 
дальнейшего экспериментального изучения.
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ВВЕДЕНИЕ
Белок ATM (ataxia-telangiectasia mutated) 

представляет собой серин/треониновую проте
инкиназу, высококонсервативную у  эукариот 
[1]. ATM локализуется преимущественно в ядре 
и быстро активируется при повреждениях ДНК 
сигнальным комплексом Mre11-Rad50-Nbs1 
(MRN) или независимо от комплекса MRN 
в ответ на окислительный стресс [2]. ATM фос-
форилирует более 700 мишеней, включая белки, 
участвующие в  репарации повреждений ДНК, 
регуляции биогенеза микроРНК, контроле кле-
точного цикла и апоптозе [3–6].

Мутация в  гене ATM у  человека может 
приводить к  развитию атаксии-телеангиэкта
зии  – редкого генетического заболевания, 

известного также, как синдром Луи-Бара, 
которое характеризуется повышенной чувст
вительностью к  ионизирующему излучению, 
нейродегенерацией, иммунодефицитом, пред
расположенностью к  раку, метаболическими 
нарушениями и преждевременным старением – 
большинство таких пациентов умирают в воз
расте 20–30 лет [7, 8]. Сходный спектр наруше-
ний отмечен также у мышей с дефицитом ATM 
[9], крыс [10], рыб Danio rerio [11] и  дрозофил 
с мутацией ATM [12–14]. Вместе с тем, описаны 
однонуклеотидные полиморфизмы гена ATM, 
ассоциированные с  долгожительством у  чело-
века [15–17]. 

Кроме того, ATM выполняет ряд функций, 
которые не имеют прямой связи с  ответом на 
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повреждение ДНК, но связаны с  процессом 
старения, включая клеточный ответ на 
окислительный стресс [18], метаболизм глюкозы 
[19], гомеостаз митохондрий [20], костный мета-
болизм [21], иммунный ответ [22], аутофагию [23, 
24], воспаление [10, 25], поддержание теломер 
[14, 26], регуляцию активности лизосом [27]. 

В недавних исследованиях Kang и  соавт. 
[27] и  Kuk и  соавт. [28] показано, что пода-
вление активности ATM может иметь геро-
протекторный потенциал. Так, при клеточ-
ном старении вакуолярная АТРаза (V-АТРаза), 
участвующая в регуляции активности лизосом, 
фосфорилируется киназой ATM, что ведет 
к  нарушению функции лизосом, снижению 
аутофагии и  последующему накоплению 
дисфункциональных митохондрий с избыточной 
продукцией активных форм кислорода [27]. По-
давление активности ATM селективным инги-
битором KU-60019 в  спонтанно и  ускоренно 
стареющих клетках вызывает снижение фос-
форилирования V-АТРазы, восстанавливает 
активность лизосом и  активирует процесс 
аутофагии, тем самым способствует удалению 
дисфункциональных митохондрий [27, 28].

Таким образом, можно заключить, что про-
теинкиназа ATM имеет большое количество 
связанных с  клеточным старением мишеней 
фосфорилирования и  вовлечена в  регуляцию 
продолжительности жизни организма. При 
этом геропротекторный потенциал ингибиторов 
ATM слабо изучен. 

У Drosophila melanogaster описаны два 
белка ответа на повреждение, которые входят 
в  семейство киназ ATM: meiotic 41 (mei-41), 
гомологичный ATR [29, 30] и  telomere fusion 
(tefu), который имеет гомологию с  ATM чело-
века [30–32]. Наличие данных белков позволяет 
использовать муху в качестве модели при оценке 
геропротекторного потенциала свойств ингиби-
рования ATM.

В настоящей работе мы проанализировали 
геропротекторный потенциал специфического 
ингибитора киназы ATM – KU-60019, используя 
в качестве модели особи трех видов дрозофил: D. 
melanogaster, D. kikkawai и  D.  virilis с  различной 
продолжительностью жизни, а также D. melanogaster 
с опосредованным РНК-интерференцией нокда
уном гена tefu. Проанализированы измене
ния в  продолжительности жизни, стрессоус
тойчивости и спонтанной активности мух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии Drosophila. Короткоживущая линия 

вида D. kikkawai и  долгоживущая линия вида 
D. virilis предоставлены В. Гладышевым (Гарвард, 
США). Линии D. melanogaster получены из кол

лекции дрозофил “Bloomington Drosophila Stock 
Center” Университета Индианы США. В  ка
честве линии с умеренной продолжительностью 
жизни использовали линию дикого типа Can
ton-S (#64349, далее обозначена как CS) D. me
lanogaster. В  качестве драйверной линии ис
пользовали da-GAL4 (#55849), которая экспрес-
сирует активатор транскрипции GAL4 во всех 
клетках организма, а  в  качестве активируемой 
линии  – линию UAS-RNAi-tefu (#31635), кото-
рая экспрессирует дцРНК под контролем GAL4-
активируемого промотора UAS для подавления 
экспрессии гена tefu. 

Подавление экспрессии гена  tefu. Для 
нокдауна гена tefu (гомолог ATM [30]) вир
гинных самок линии UAS-RNAi-tefu скрещивали 
с  самцами линии da-GAL4. Полученные по-
томки F1 с  генотипом da-GAL4 > RNAi-tefu 
характеризовались сайленсингом гена tefu, опо-
средованным интерференцией РНК (RNAi). 
Подавление экспрессии tefu происходило во 
всех клетках организма на протяжении все
го жизненного цикла. Эффективность и  спе
цифичность используемого РНК-интерфе
ренционного реагента (P{TRiP.JF01422}attP2) 
подтверждена данными, представленными 
в базе данных FlyRNAi [33].

Условия содержания дрозофил. Для куль
тивирования дрозофил и  постановки экспе
риментов использовали климатические камеры 
Binder KBF720-ICH (“Binder”, Германия). Мух 
содержали при температуре 25°С, относительной 
влажности воздуха 60% и  12 ч  режиме осве
щения. Использовали питательную среду сле
дующего состава: вода – 1 л, кукурузная мука – 
92  г, сухие дрожжи  – 32.1 г, агар-агар  – 5.2  г, 
глюкоза  – 136.9 г. Пропионовую кислоту  – 
5  мл и  нипагин  – 10 мл 10%-ного раствора 
в  95%-ном этаноле добавляли для снижения 
микробной нагрузки. Данная питательная среда, 
как показано ранее, не снижает показатели 
репродукции D. melanogaster и  не влияет на 
продолжительность жизни в  ряду поколений 
[34]. Ряд исследований, проведенных в  нашей 
лаборатории, также подтвердил оптимальность 
этой среды для экспериментального изучения 
продолжительности жизни у D. melanogaster [35, 
36]. Сходство компонентного состава данной 
питательной среды и  среды, используемой 
при поддержании коллекции видов дрозофил 
в  Корнельском университете (“National Droso

phila Species Stock Center”, США) позволило 
предположить, что она пригодна для оценки 
продолжительности жизни у  всех трех видов 
Drosophila.

Обработка ингибитором ATM. На поверхность 
питательной среды наносили 30  мкл раствора 
KU-60019 (#531978, “Sigma-Aldrich”, США) 
в 96%-ном этиловом спирте в концентрации 1 



721

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ИЗУЧЕНИЕ ГЕРОПРОТЕКТОРНЫХ СВОЙСТВ

и  100 мкмоль/л (мкМ). На среду контрольной 
группы животных наносили 30 мкл 96%-ого 
этилового спирта. Концентрация ингибитора 
ATM 1 мкМ была выбрана на основании 
экспериментальных данных, полученных на 
культуре клеток [28]. Использовали также 
увеличенную на два порядка концентрацию  – 
100 мкМ. Экспериментальные особи получали 
KU-60019 в  составе питательной среды 2 раза 
в неделю в течение всей жизни. 

Анализ продолжительности жизни. Конт
рольные и  экспериментальные особи бы
ли собраны в  течение 24 ч  после вылупления 
имаго. С использованием углекислотного нар
коза мух сортировали по полу и  рассаживали 
в  пробирки размером 25 мм × 95 мм “Narrow 
Drosophila Vials” (# 32–109, “Genesee Scientific”, 
США) по 30 особей. Мух переносили на све-
жую среду 2 раза в  неделю. Число умерших 
особей подсчитывали ежедневно, начиная 
с  первого дня жизни имаго. На основании 
полученных данных рассчитывали медианную 
(50-й перцентиль) и  максимальную (90-й 
перцентиль) продолжительность жизни (ПЖ) 
и  строили кривые выживаемости. В  каждом 
варианте анализировали по 150 особей. Каждый 
эксперимент повторяли 2–3 раза.

Анализ стрессоустойчивости. Оценивали 
устойчивость к  гипертермии (35°C), окис
лительному стрессу и  голоданию. Мух содер
жали на среде, содержащей 2% агар-агара и 5% 
сахарозы. В  случае анализа устойчивости мух 
к  окислительному стрессу в  среду добавляли 
20 ммоль/л (мМ) параквата (#856177, “Sigma-
Aldrich”, США). При оценке устойчивости к го-
лоданию сахарозу в питательную среду не добав-
ляли. В возрасте 14 сут исследуемые мухи под-
вергались воздействию факторов стресса. Мы 
исходили из предположения, что 14 дней обра-
ботки ингибитором достаточно для того, чтобы 
вещество повлияло на активность ATM, тогда 
как еще не наблюдался эффект возрастного 
снижения стрессоустойчивости. Гибель мух 
в описанных условиях стресса оценивали с ис
пользованием монитора активности DAM2 
(Drosophila Activity Monitor, “Trikinetics”, США). 
Мух рассаживали по одной особи в  стеклян-
ный капилляр (диаметр 5 мм, длина 60 мм) для 
записи активности. Время гибели мух опреде-
ляли по полному прекращению двигательной 
активности. На основании полученных дан-
ных было рассчитано медианное время выжи-
ваемости в часах (50-й перцентиль) и построе-
ны кривые выживаемости. В каждом варианте 
анализировали по 32 самца и 32 самки. Каждый 
эксперимент повторяли 2–3 раза.

Анализ спонтанной локомоторной активности. 
Оценку активности проводили 1 раз в  неделю 
у  мух в  возрасте от 1 до 10 недель. В  каждом 

варианте эксперимента использовали четыре–
пять пробирок по 10 мух в каждой. Использо-
вали узкие пробирки улучшенной прозрачно-
сти “Drosophila Vials, Narrow (KR)” (#32–118, 
“Genesee Scientific”, США). Анализ проводили 
в  мониторах активности LAM25 (Locomotor 
Activity Monitor, “TriKinetics”, США). При про-
ведении теста пробирки находились в горизон-
тальном положении. Данные (количество сра-
батываний датчиков движения) с  прибора за-
писывали в течение 24 ч и представляли в виде 
средней суточной активности на одну особь. 

Статистический анализ результатов. Досто
верность различий между кривыми дожития 
оценивали с  использованием логрангового 
критерия (критерий Мантеля–Кокса) [37], 
критерия Гехана–Бреслоу–Вилкоксона [38]. 
Статистическую значимость отличий во 
времени гибели по перцентилям оценивали 
с  использованием точного критерия Фишера 
и теста Ванг–Аллисона (тест Бошлу) [39]. В слу-
чае множественного сравнения при расчете 
уровня значимости различий применяли 
поправку Бонферрони [40]. Статистическую 
значимость различий в спонтанной активности 
оценивали с  помощью двухфакторного дис
персионного анализа (ANOVA) и пост-хок тест 
Тьюки [41]. Статистические данные анали
зировали с помощью программы Statistica, вер-
сия 13 (“TIBCO Software Inc.”, США), статисти-
ческой среды R, версия 2.15.1 (The R Foundation) 
и онлайн приложения OASIS 2 [42].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние KU-60019 на продолжительность жизни 
Drosophila

Изучали влияние KU-60019 в концентрациях 
1 и 100 мкМ на ПЖ представителей трех видов 
рода Drosophila с  разной ПЖ  – D.  melanogaster 
с  умеренной ПЖ (рис. 1а,б, табл.  1), коротко
живущего вида D. kikkawai (рис.  1в,г, табл.  1) 
и  долгоживущего вида D. virilis (рис.  1д,е, 
табл. 1).

Наблюдали увеличение медианной ПЖ 
у  самок D. melanogaster (линия CS) на 3% при 
концентрации KU-60019 1 мкМ (p  <  0.05), 
а  также у  самцов и  самок D. virilis на 10 и  3%, 
соответственно, при концентрации KU-60019 
100 мкМ (p < 0.0001 и p < 0.05). Кроме того, пока-
зано увеличение показателя максимальной ПЖ 
самцов и самок D. virilis на 7% при концентрации 
KU-60019 100 мкМ (p  <  0.01). Медианная ПЖ 
снижалась у самок D. kikkawai на 3% (p < 0.001) 
в  присутствии 1 и  100  мкМ KU-60019 (рис.  1, 
табл. 1). Максимальная ПЖ снижалась у самцов 
и  самок D. kikkawai на 8% при концентрации 
исследуемого вещества 100 мкМ (p < 0.01) и на 
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Таблица 1. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на продолжительность жизни видов рода Drosophila

Вид Drosophila KU-60019, 
мкМ Пол M, сут dM, % МК ГВ 90% 

(сут)
d90% 
(%) ВА N

D. melanogaster (CS)
контроль ♂ 57 n/a n/a n/a 65 n/a n/a 285

1 ♂ 57 0 >0.05 >0.05 64 –2 >0.05 285
100 ♂ 57 0 >0.05 >0.05 64 –2 >0.05 295

D. kikkawai
контроль ♂ 25 n/a n/a n/a 36 n/a n/a 312

1 ♂ 25 0 >0.05 >0.05 36 0 >0.05 279
100 ♂ 23 –8 >0.05 >0.05 33 –8 <0.01 319

D. virilis
контроль ♂ 89 n/a n/a n/a 112 n/a n/a 158

1 ♂ 88 –1 >0.05 <0.05 112 0 >0.05 158
100 ♂ 98 +10 <0.0001 <0.01 120 +7 <0.0001 165

D. melanogaster (CS)
контроль ♀ 64 n/a n/a n/a 72 n/a n/a 298

1 ♀ 66 +3 <0.05 <0.05 74 +3 >0.05 277
100 ♀ 64 0 >0.05 >0.05 72 0 >0.05 282

D. kikkawai
контроль ♀ 39 n/a n/a n/a 51 n/a n/a 283

1 ♀ 38 –3 <0.001 <0.01 45 –12 <0.001 309
100 ♀ 38 –3 <0.001 <0.01 45 –12 <0.0001 308

Рис. 1. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрациях 1 и 100 мкМ на продолжительность жизни самцов 
(а, в, д) и самок (б, г, е) рода Drosophila: D. melanogaster (CS), D. kikkawai, D. virilis.  ** – р < 0.001,  логранговый 
критерий с поправкой Бонферрони.
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12% – при 1 и 100 мкМ (p < 0.001). Полученные 
данные подтверждаются статистически значи
мым (p < 0.001) сдвигом кривых дожития влево 
у самок D. kikkawai при обеих изученных кон
центрациях и  вправо у  самок D. virilis при 
100 мкМ KU-60019 (рис. 1г,е).

Таким образом, геропротекторный эффект 
KU-60019 выявлен у  самцов и  самок долго
живущего вида D. virilis и самок D. melanogaster 
с умеренной ПЖ. Напротив, у особей коротко-
живущего вида D. kikkawai отмечено снижение 
ПЖ после обработки KU-60019.

Влияние KU-60019 на стрессоустойчивость 
дрозофил

Исследовано влияние ингибитора ATM KU-
60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на выжива
емость особей D. melanogaster (рис. 2, табл. 2), 
D.  kikkawai (рис.  3, табл. 3) и  D. virilis (рис. 4, 
табл.  4) в  условиях гипертермии (35°C), окис-
лительного стресса (паракват 20 мМ) и  голо-
дания (2%-ная агаровая среда без добавления 
сахарозы).

Показано, что обработка самцов и  самок 
D.  melanogaster KU-60019 приводит к  ста
тистически значимому (p  <  0.001) увеличению 
устойчивости к гипертермии (рис. 2а,б, табл. 2). 
Медианное время выживаемости при этом уве-
личивается на 13% у самцов после обработки KU-
60019 в концентрации 1 и 100 мкМ и на 7% у самок 
после обработки KU-60019 в  концентрации 
100  мкМ. Статистически значимых эффектов 
KU-60019 на выживаемость особей D. melanogaster 
в условиях окислительного стресса не отмечено 
(рис. 2в,г, табл. 2). Также у самцов D. melanogaster 
после обработки KU-60019 в  концентрации 
100 мкМ наблюдается повышение устойчивости 
к голоданию – медианное время выживаемости 
увеличивается на 17% (рис. 2д,е, табл. 2). 

У особей D. kikkawai обработка KU-
60019 в  концентрации 1 и  100 мкМ вызывает 
снижение медианного времени устойчивости 
к  гипертермии у самцов на 47 и 33%, соответ

ственно, и его повышение у самок на 189 и 200% 
соответственно (рис. 3а,б, табл. 3). Медиан-
ное время выживаемости в  условиях окисли-
тельного стресса повышается как у самцов (на 
36% после обработки 100 мкМ KU-60019), так 
и  у  самок  – на 28 и  16% после обработки 1 
и 100 мкМ KU-60019 соответственно (рис. 3в,г, 
табл. 3). У самок D. kikkawai обработка KU-60019 
в  концентрации 100 мкМ вызывает снижение 
медианной устойчивости к  голоданию на 14% 
(рис. 2д,е, табл. 2).

Показано, что предварительная обработка 
D. virilis KU-60019 в условиях гипертермии вы-
зывает увеличение медианного времени вы-
живаемости: у самцов – на 38% (100 мкM KU-
60019) и  у  самок  – на 27 и  38% (1 и  100 мкМ 
KU-60019) соответственно (рис. 4а,б, табл. 4). 
Обработка самцов D. virilis KU-60019 в  кон-
центрации 100 мкМ приводит к  увеличению 
медианного времени выживаемости в условиях 
окислительного стресса на 41% (рис. 4в,г, 
табл.  4). В  то же время обнаружено сниже-
ние медианного времени выживаемости са-
мок D. virilis в условиях голодания на 17 и 25% 
после обработки KU-60019 в  концентрации 1 
и 100 мкM соответственно (рис. 4д,е, табл. 4).

Таким образом, влияние KU-60019 на вы
живаемость особей рода Drosophila в  усло
виях гипертермии, окислительного стресса 
и  голодания зависит от концентрации соеди
нения, вида и пола мух.

Влияние KU-60019 на спонтанную двигательную 
активность Drosophila

Изучено влияние ингибитора ATM KU-60019 
в  концентрации 1 и  100 мкМ на возрастные 
изменения уровня спонтанной активности 
особей трех видов рода Drosophila: D. melanogaster, 
D. kikkawai и D. virilis.

Двухфакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) выявил статистически значимое 
влияние возраста (p < 0.0001), но не обработки 
KU-60019, на спонтанную двигательную актив-

Вид Drosophila KU-60019, 
мкМ Пол M, сут dM, % МК ГВ 90% 

(сут)
d90% 
(%) ВА N

D. virilis
контроль ♀ 96 n/a n/a n/a 118 n/a n/a 163

1 ♀ 99 +3 >0.05 >0.05 118 0 >0.05 142
100 ♀ 99 +3 <0.05 >0.05 126 +7 <0.0001 157

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, M – медианная продолжительность жизни (сут), 90% – возраст 90% смертности 
(сут), dM и d90% – различия медианной продолжительности жизни и возраста 90% смертности между контрольными 
и экспериментальными линиями соответственно (%), ГВ – значение р по критерию Гехана–Вилкоксона, МК – зна-
чение р по критерию Мантеля–Кокса, ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, n/a – неприменимо, N – количество 
особей в выборке.

Таблица 1. Окончание
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Таблица 2. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. melanogaster

Вариант Пол М, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 8 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♂ 9 +13 <0.001 <0.001 <0.001 64
100 мкМ KU60019 ♂ 9 +13 <0.001 <0.001 <0.001 63
Контроль ♀ 14 n/a n/a n/a n/a 62
1 мкМ KU60019 ♀ 13 –7 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♀ 15 +7 >0.05 >0.05 <0.05 64

Окислительный стресс
Контроль ♂ 42 n/a n/a n/a n/a 59
1 мкМ KU60019 ♂ 41 –2 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♂ 44 +5 >0.05 >0.05 >0.05 64
контроль ♀ 42 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♀ 50 +19 >0.05 >0.05 >0.05 64
100 мкМ KU60019 ♀ 52 +24 >0.05 >0.05 >0.05 56
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Рис. 2. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на стрессоустойчивость самцов (а, в, д) 
и самок (б, г, е) D. melanogaster. * – p < 0.05, *** – p < 0.001, логранговый критерий с поправкой Бонферрони.
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ность самцов и самок D. melanogaster (рис. 5а,б, 
табл. 5). Пост-хок тест Тьюки показал ста
тистически значимое снижение активности 
с возрастом в экспериментальных группах сам
цов (p < 0.05) и самок (p < 0.01), а также в кон-
трольных группах самок (p < 0.05), но не самцов. 

У D. kikkawai с  помощью ANOVA пока-
зан статистически значимый вклад возраста 
(р  <0.001) в  спонтанную двигательную ак-
тивность самцов и  самок, при этом эффект 
KU-60019 (p  <  0.001) выявлен только у  сам-
цов (рис. 5в,г, табл. 5). Попарное сравнение 
вариантов с  помощью пост-хок теста Тьюки 
выявило статистически значимое увеличение 
локомоторной активности у самцов (p < 0.001) 
и  самок (p  <  0.001) с  возрастом, но не пока-
зало эффектов обработки KU-60019 у  самцов 
(p > 0.05). 

ANOVA выявил вклад возраста в  спон-
танную двигательную активность (p  <  0.0001) 
самцов и  самок D. virilis, тогда как влияние 
KU-60019 (p  <  0.01) показано только у  самок 
(рис. 5д,е, табл. 5). Пост-хок тест Тьюки показал 
статистически значимое возрастное снижение 
спонтанной двигательной активности у самцов, 
обработанных 1 мкМ KU-60019, а также у самок 
старше 3–4 недель, контрольных и обработанных 
1 и 100 мкМ KU-60019. Отмечено также снижение 
двигательной активности у трехнедельных самок, 
получавших KU-60019 в концентрации 100 мкМ 
(р < 0.05).

Таким образом, обработка KU-60019 не ока
зывает существенного влияния на возрастные 
изменения локомоторной активности у особей 
трех видов Drosophila.

Влияние РНК-интерференции гена tefu  
на эффекты KU-60019

Продукт гена tefu, являющийся гомологом 
ATM млекопитающих [30], верифицировали 

в  качестве мишени KU-60019 путем анализа 
эффектов ингибитора ATM на продолжи
тельность жизни линии мух, в  которой эксп
рессия гена tefu подавлена с  помощью РНК-
интерференции. Нами установлено, что опо-
средованное РНК подавление экспрессии 
гена tefu приводит к  увеличению медианной 
продолжительности жизни на 51 и  23% у  сам-
цов, на 87 и  12% у  самок и  максимальной 
продолжительности жизни на 27 и 22% у самцов, 
40 и 13% у самок по сравнению с особями кон-
трольных родительских линий da-GAL4 и UAS-
RNAi-tefu соответственно (табл. 6). 

В подтверждение tefu-опосредованного дей-
ствия KU-60019 у  самцов da-GAL4 > RNAi-tefu 
геропротекторный эффект этого вещества был 
выражен слабее, чем у  контрольных самцов 
UAS-RNAi-tefu, что проявляется отсутствием 
статистически значимого эффекта на медианную 
продолжительность жизни и меньшим сдвигом 
вправо кривых дожития (рис. 6а,д, табл. 6). 
При этом положительный эффект KU-60019  
(1 и  100  мкМ) на максимальную продол
жительность жизни самцов сохраняется как 
у  контрольных UAS-RNAi-tefu, так и  у  экспе-
риментальных da-GAL4 > RNAi-tefu вариантов 
(табл. 6). Необходимо отметить, что обработ-
ка контрольных самцов da-GAL4 KU-60019 
в  обеих концентрациях приводит к  снижению 
максимальной продолжительности жизни 
(рис. 6в, табл. 6), что может быть связано 
с  биологическими особенностями данной 
линии и  низкой жизнеспособностью. Статис
тически значимое влияние KU-60019 на по-
казатели продолжительности жизни и  кри
вые смертности экспериментальных da-
GAL4 > RNAi-tefu и  контрольных самок 
UAS-RNAi-tefu наблюдалось только при кон
центрации 100 мкМ (рис. 6б,г,е, табл. 6). При 
этом медианная продолжительность жизни 
у  самок da-GAL4 > RNAi-tefu увеличивалась на 
4% и  снижалась на 5% у  контрольных самок 
UAS-RNAi-tefu. 

Вариант Пол М, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 30 n/a n/a n/a n/a 64
1 мкМ KU60019 ♂ 30 0 >0.05 >0.05 >0.05 63
100 мкМ KU60019 ♂ 35 +17 <0.001 <0.01 <0.001 62
Контроль ♀ 88 n/a n/a n/a n/a 62
1 мкМ KU60019 ♀ 85 –3 >0.05 >0.05 >0.05 60
100 мкМ KU60019 ♀ 81 –8 >0.05 >0.05 >0.05 60

Примечания. Здесь и в табл. 3‒4. ♂ – самцы, ♀ – самки, M – время медианной выживаемости (ч), 90% – возраст 90% 
смертности (сут), dM – различия медианной выживаемости между контрольными и экспериментальными мухами (%), 
ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, Ф – значение р по точному критерию Фишера, n/a – неприменимо, ЛР – 
значение р по логранговому критерию, N – количество особей в выборке.

Таблица 2. Окончание
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Рис. 3. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на стрессоустойчивость самцов (а, в, д) 
и самок (б, г, е) D. kikkawai. элементов: ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, логранговый критерий с поправкой Бонфер-
рони.

Таблица 3. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. kikkawai

Вариант Пол M, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 15 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♂ 8 –47 <0.001 <0.001 <0.001 27
100 мкM KU60019 ♂ 10 –33 <0.001 <0.001 <0.01 31
Контроль ♀ 18 n/a n/a n/a n/a 63
1 мкM KU60019 ♀ 52 +189 <0.001 <0.001 <0.001 62
100 мкM KU60019 ♀ 54 +200 <0.001 <0.001 <0.001 31

Окислительный стресс
Контроль ♂ 11 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♂ 13 +18 >0.05 >0.05 >0.05 32
100 мкM KU60019 ♂ 15 +36 <0.001 <0.001 <0.001 32
Контроль ♀ 25 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♀ 32 +28 <0.01 <0.01 <0.001 32
100 мкM KU60019 ♀ 29 +16 >0.05 >0.05 <0.01 32
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Таким образом, подавление экспрессии 
гена tefu вызывает увеличение медианной 
и  максимальной продолжительности жизни 
у  особей da-GAL4 > RNAi-tefu по сравнению 
с мухами контрольных родительских линий da-
GAL4 и UAS-RNAi-tefu. При этом обработка KU-
60019 в меньшей степени затрагивает показатели 
продолжительности жизни и  кривые смертно-
сти экспериментальных линий с РНК-интерфе-
ренцией гена tefu по сравнению с контрольными 
линиями. 

Изучено также влияние обработки 1 и 100 мкМ 
KU-60019 в сочетании с РНК-интерференцией 
гена tefu на стрессоустойчивость особей D. me
lanogaster. Обработка ингибитором ATM при-
вела к  значительному увеличению выживае-
мости в  условиях гипертермии (35°C) особей 
da-GAL4 > RNAi-tefu относительно особей обеих 
родительских линий (рис. 7а,б, табл. 7). Так, 
у самцов, получавших KU-60019 в концентрации 
1 и 100 мкМ, наблюдали увеличение медианной 
выживаемости на 113 и  171% относительно 
родительской линии da-GAL4 и  на 89 и  111% 
относительно родительской линии UAS-
RNAi-tefu (табл. 7). У  варианта, получившего 
контрольную среду, обнаружено незначительное 
повышение выживаемости (13%) относительно 
родительской линии da-GAL4  (табл. 6). 
Обработка самок KU-60019 в  концентрации 
1 мкМ и  в  контроле привела к  увеличению 
выживаемости на 47% относительно роди
тельской линии da-GAL4. При обработке KU-
60019 в  концентрации 100 мкМ наблюдали 
снижение медианной выживаемости на 40% 
относительно родительской линии UAS-RNAi-
tefu (табл. 8). 

В условиях окислительного стресса добав
ление в  корм самцам ингибитора KU-60019 
в исследуемых концентрациях привело к увели
чению медианной выживаемости на 44 и  58% 
относительно родительской линии da-GAL4 
(табл. 7). Также обнаружено, что выживаемость 
мух в  контрольном варианте на 39% ниже, 
чем в  родительской линии UAS-RNAi-tefu 
(табл. 7). Обработка самок ингибитором KU-
60019 в  концентрации 1 и  100 мкМ привела 

к  увеличению выживаемости на 181 и  159% 
относительно родительской линии da-GAL4 
(табл. 8). В  контрольном варианте наблюдали 
повышение медианной выживаемости на 19% 
относительно родительской линии UAS-RNAi-
tefu (табл. 8).

Также обработка ингибитором KU-60019 
привела к значительному увеличению времени 
выживаемости самцов и самок в условиях голо
дания (табл. 7 и 8). Ингибитор KU-60019 в обеих 
исследуемых концентрациях вызвал увеличение 
медианной выживаемости самцов на 10 и  21% 
относительно родительской линии da-GAL4 
и на 16 и 41% относительно родительской линии 
UAS-RNAi-tefu (табл. 7). В контрольном варианте 
также наблюдали увеличение выживаемости 
самцов на 21 и 31% относительно родительских 
линий da-GAL4 и UAS-RNAi-tefu соответственно 
(табл. 7). У  самок, получавших KU-60019 
в  концентрации 1 либо 100 мкМ, наблюдали 
повышение перцентилей выживаемости на 202 
и  162% относительно родительской линии da-
GAL4 и на 121 и 68% относительно родительской 
линии UAS-RNAi-tefu (табл. 8). У контрольного 
варианта увеличение выживаемости составило 
219 и  102% относительно родительских ли-
ний da-GAL4 и  UAS-RNAi-tefu соответственно 
(табл. 8).

Эффекты обработки KU-60019 на меди
анное время выживаемости мух с РНК-интер
ференцией гена tefu в  большинстве вариантов 
эксперимента подтверждаются влиянием на 
кривые выживаемости, которые смещены впра
во по сравнению с  контрольными вариантами 
(p < 0.001) (рис. 7 и 8). 

Таким образом, во всех использованных 
вариантах наблюдали повышение стрессоус
тойчивости самцов и  самок D. melanogaster 
с РНК-интерференцией гена tefu, по сравнению 
с  родительскими линиями da-GAL4 и  UAS-
RNAi-tefu.

Также оценили влияние ингибитора ATM на 
спонтанную двигательную активность особей 
D. melanogaster с РНК-интерференцией гена tefu. 
Трехфакторный дисперсионный анализ выявил 
статистически значимый (<0.001) вклад возрас-

Вариант Пол M, ч dM, % ВА Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 40 n/a n/a n/a n/a 28
1 мкM KU60019 ♂ 37 –8 >0.05 >0.05 >0.05 32
100 мкM KU60019 ♂ 36 –10 >0.05 >0.05 >0.05 24
Контроль ♀ 88 n/a n/a n/a n/a 32
1 мкM KU60019 ♀ 83 –6 >0.05 >0.05 >0.05 31
100 мкM KU60019 ♀ 76 –14 <0.05 <0.05 >0.05 32

Таблица 3. ОкончаниеТаблица 3. Окончание
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Таблица 4. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость особей D. virilis 

Вариант Пол M, ч dM, % Ф ЛР N
Гипертермия

Контроль ♂ 13 n/a n/a n/a 28
1 мкМ KU60019 ♂ 17 +31 >0.05 >0.05 31
100 мкМ KU60019 ♂ 18 +38 >0.05 <0.05 31
Контроль ♀ 48 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♀ 61 +27 <0.001 <0.001 32
100 мкМ KU60019 ♀ 66 +38 <0.001 <0.001 32

Окислительный стресс
Контроль ♂ 91 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♂ 90 –1 >0.05 >0.05 32
100 мкМ KU60019 ♂ 128 +41 <0.01 >0.05 32
Контроль ♀ 126 n/a n/a n/a 31
1 мкМ KU60019 ♀ 115 –9 >0.05 >0.05 31
100 мкМ KU60019 ♀ 108 –14 >0.05 >0.05 32
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та, генотипа и их взаимодействия на спонтанную 
двигательную активность самцов и самок (табл. 9, 
рис. 9). Однако обработка ингибитором не 
привела к статистически значимому изменению 
спонтанной двигательной активности дрозофил. 
Пост-хок тест Тьюки показал статистически 
значимое изменение двигательной активности 
у  трехнедельных самцов с  подавленной в  ре
зультате РНК-интерференции экспрессией гена 
tefu на контрольной среде относительно обеих 
родительских линий (р  = 0.00004) (рис. 9а,б). 
Небольшие изменения в спонтанной активности 
обнаружены также у  четырехнедельных самок 
с РНК-интерференцией гена tefu на контрольной 
среде относительно родительской линии UAS-
RNAi-tefu (р = 0.0028) (рис. 9г). В остальных вари-
антах эксперимента различий не наблюдали. Так-
же стоит отметить, что относительно родитель-
ской линии da-GAL4 результаты были рассчитаны 
по 6 неделю включительно, поскольку эта линия 
имеет короткую ПЖ. Таким образом, дисперси-
онный анализ выявил статистически значимый 
вклад возраста, генотипа и  их взаимодействия, 
но не выявил эффектов обработки ингибитором 
на суммарную спонтанную двигательную ак-
тивность самцов и самок D. melanogaster с РНК-
интерференцией гена tefu. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном исследовании проанализирован 
геропротекторный потенциал KU-60019  – 
специфического ингибитора киназы ATM 
(IC₅₀ = 6.3 нМ), в  концентрации 1 и  100 мкМ 
[43]. В работах, выполненных на сенесцентных 
диплоидных фибробластах человека, линиях 
фибробластов с  мутацией ATM, а  также на 
стареющих фибробластах человека линий HGPS 
и WS, KU-60019 был описан как эффективный 
агент [27, 28], замедляющий как спонтанное, так 
и ускоренное старение клеток в культуре.

Для выявления эффектов KU-60019 на ПЖ 
целого организма мы использовали особей 
разных видов Drosophila. Согласно сформули-
рованным ранее критериям геропротектора, 
исследования на различных модельных орга-
низмах снижают риск обнаружения видоспеци-

фичных эффектов [44]. В связи с этим, в данной 
работе мы изучали геропротекторные эффекты 
KU-60019 на особях трех видов Drosophila, раз-
личающихся по ПЖ [35, 45–47]. 

Оценивая геропротекторные эффекты 
KU-60019, мы обнаружили, что обработка 
этим соединением увеличивает медианную 
и  максимальную ПЖ самцов и  самок D. virilis 
(долгоживущий вид), а  также медианную ПЖ 
самок D. melanogaster (вид с  умеренной ПЖ). 
У  особей обоих полов D. kikkawai (корот
коживущий вид) наблюдали снижение меди
анной и  максимальной ПЖ. Таким образом, 
нами не отмечена воспроизводимость геро
протекторного эффекта KU-60019 на особях 
разных видов несмотря на эволюционную 
консервативность мишени. 

Интересно, что ранее в работе, посвященной 
геропротекторным свойствам антиоксиданта 
N-ацетил-L -цистеина (NAC), мы также 
обнаружили различия в  геропротекторных 
эффектах между особями разного вида и  пола 
[35]. Опубликованные на сегодняшний день экс-
периментальные данные свидетельствуют о том, 
что полспецифичные эффекты геропротектор-
ных вмешательств в целом и фармакологических 
соединений в частности, характерны для разных 
модельных организмов, включая D. melanogaster 
[48] и  другие виды дрозофил [35]. В  недавнем 
обзоре Lushchak и соавт. пришли к выводу, что 
разная чувствительность к фармакологическим 
геропротекторным вмешательствам самцов 
и самок D. melanogaster прежде всего зависит от 
генетического фона, статуса спаривания, дозы 
вещества и продолжительности его воздействия. 
Однако мало известно о механизмах, лежащих 
в  основе половых различий в  ответе на геро
протекторные вмешательства.

Кроме того, ранее было показано, что KU-
60019 снижает пролиферативную активность 
опухолевых клеток [49, 50]. В опубликованных 
на сегодняшний день исследованиях отсут
ствуют прямые доказательства того, что KU-
60019 влияет на репродуктивную функцию 
благодаря своей антипролиферативной актив
ности, однако не исключено, что он может 

Вариант Пол M, ч dM, % Ф ЛР N
Голодание

Контроль ♂ 130 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♂ 127 –2 >0.05 >0.05 32
100 мкМ KU60019 ♂ 124 –5 >0.05 >0.05 32
Контроль ♀ 188 n/a n/a n/a 30
1 мкМ KU60019 ♀ 156 –17 <0.05 <0.001 32
100 мкМ KU60019 ♀ 141 –25 <0.01 <0.001 32

Таблица 4. Окончание
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Таблица 5. Результаты двухфакторного дисперсионного анализа влияния возраста и обработки 
на спонтанную двигательную активность Drosophila 

Фактор Пол SS DF MS F p
D. melanogaster

Возраст ♂ 9103996 9 1011555 7.3082 0.0000
Обработка  526307 2 263153 1.9012 0.1543
Возраст × Обработка  1658673 18 92149 0.6657 0.8376
Ошибка  15087080 109 138414   
Возраст ♀ 59785003 9 6642778 48.895 0.0000
Обработка  635665 2 317833 2.339 0.1008
Возраст × Обработка  3233734 18 179652 1.322 0.1860
Ошибка  16303110 120 135859   
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снижать репродуктивный потенциал дрозофил, 
модифицируя влияние на ПЖ. Однако необхо-
димы дополнительные исследования эффектов 
KU-60019 на репродукцию мух.

Как показывают наши предыдущие иссле
дования, биологическая основа межвидовых 
различий как в  ПЖ, так и  в  эффектах фарма
кологических вмешательств может обуслов
ливаться транскриптомными [47] и  мета
боломными [46] особенностями видов. Ранее 
нами были установлены существенные различия 
в  паттернах глобальной экспрессии генов 
у  представителей рода Drosophila [47]. В  част-
ности, долгоживущие виды мух отличались 
от короткоживущих повышением активности 
генов, вовлеченных в  метаболизм жирных 
кислот, снижением транскрипции генов, свя-
занных с развитием нервной системы, передачей 
сигналов активина, сплайсингом РНК [47]. 
Сравнительное исследование метаболом-
ных профилей разных видов Drosophila также 
выявило характеристики, связанные с высокой 
ПЖ. Полученные результаты показывают, что 
продление жизни связано с повышением уровня 
метаболизма аминокислот, фосфолипидов 
и углеводов [46]. Вероятно, данные механизмы 
опосредуют межвидовые различия геропротек-
торных эффектов KU-60019. 

В свою очередь, особи D.  kikkawai характе
ризуются не только короткой ПЖ, но и снижен-
ной устойчивостью ко многим факторам стресса 
[45]. Долгосрочное (на протяжении всей жизни 
имаго) подавление активности белка ATM, 
являющегося ключевым регулятором клеточного 
ответа на повреждение ДНК, могло сыграть 
критическую роль в  жизнеспособности особей 
данного вида и ускорить их старение. 

Стоит отметить, что в  противоположность 
полученным нами данным, в некоторых публи
кациях показан геропротекторный эффект 
активации ATM. Так, на мышах, моделирующих 
атаксию-телеангиэктазию, показано, что стиму
ляция активности ATM приводит к замедлению 
старения и  продлевает им жизнь [51]. Кроме 
того, некоторые геропротекторы активируют 
ATM. Например, методами in vitro показано 
прямое стимулирующее действие ресвератрола 
на очищенный ATM. Как в  нормальных, так 
и в трансформированных линиях клеток чело
века аутофосфорилирование ATM и  фосфо
рилирование субстрата стимулируется ресве
ратролом по механизму, регулируемому актив
ными формами кислорода [52]. Показано также, 
что митофагический эффект геропротектора 
спермидина связан с активацией ATM-зависи-
мого сигнального пути [53].

Фактор Пол SS DF MS F p
D. kikkawai

Возраст ♂ 2424900 4 606225 24.2923 0.0000
Обработка  379003 2 189501 7.5936 0.0012
Возраст × Обработка  240421 8 30053 1.2043 0.3131
Ошибка  1422459 57 24955   
Возраст ♀ 13131203 6 2188534 47.2365 0.0000
Обработка  73516 2 36758 0.7934 0.4558

Возраст × Обработка  208227 12 17352 0.3745 0.9690

Ошибка  3752843 81 46331   
D. virilis

Возраст ♂ 64863337 9 7207037 14.9087 0.0000
Обработка  783743 2 391871 0.8106 0.4470
Возраст × Обработка  10545469 18 585859 1.2119 0.2624
Ошибка  58009374 120 483411   
Возраст ♀ 470005.7 9 52222.9 14.1183 0.0000
Обработка  36097.7 2 18048.8 4.8795 0.0092
Возраст × Обработка  109012.1 18 6056.2 1.6373 0.0617
Ошибка  432775.7 117 3698.9   

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, SS – сумма квадратов отклонений, DF – число степеней свободы, MS – диспер-
сия, F – фактическое значение отношения Фишера, p – уровень значимости.

Таблица 5. Окончание
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Рис. 6. Роль гена tefu во влиянии ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на продолжительность 
жизни самцов (а, в, д) и самок (б, г, е) D. melanogaster. ** – p < 0.01, *** – p < 0.0001 – логранговый критерий с по-
правкой Бонферрони.

Таблица 6. Роль гена tefu в формировании эффектов ингибитора ATM KU-60019 на продолжительность 
жизни самцов и самок D. melanogaster

Генотип Обработка KU–
60019, мкМ Пол M, сут dM, 

% Ф 90%, 
сут

d90%, 
% ВА Ф N

da-GAL4 > RNAi-tefu 
контроль ♂ 59 n/a n/a 70 n/a n/a n/a 614

1 ♂ 59 0 >0.05 74 +6 <0.0001 <0.0001 584
100 ♂ 61 +3 >0.05 73 +4 <0.0001 <0.0001 610

da-GAL4 
контроль ♂ 39 –51* <0.0001 55 –27* <0.0001 <0.0001 304

1 ♂ 39 0 >0.05 53 –4 <0.0001 >0.05 303
100 ♂ 39 0 <0.01 49 –11 <0.0001 <0.001 306

UAS-RNAi-tefu 
контроль ♂ 48 –23* <0.0001 57 –22* <0.0001 <0.0001 301

1 ♂ 51 +6 <0.05 61 +7 <0.0001 <0.05 310
100 ♂ 51 +6 <0.01 61 +7 <0.0001 >0.05 308

da-GAL4 > RNAi-tefu
контроль ♀ 73 n/a n/a 84 n/a n/a n/a 608

1 ♀ 72 –1 >0.05 84 0 >0.05 >0.05 606
100 ♀ 76 +4 <0.01 84 0 >0.05 >0.05 598



733

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ИЗУЧЕНИЕ ГЕРОПРОТЕКТОРНЫХ СВОЙСТВ

Согласно предложенным ранее критериям 
геропротектора, потенциальные геропротекторы 
характеризуются способностью повышать 
устойчивость организма к  неблагоприятным 
факторам внешней среды [44]. Поэтому нами ис-
следовано влияние KU-60019 на стрессоустойчи-
вость особей трех видов Drosophila. Изучено также 
влияние KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ 
на выживаемость в условиях гипертермии (35°C), 
при обработке индуктором окислительного 
стресса паракватом (20 мM) и  при голодании. 
Обнаружено, что обработка ингибитором в обе-
их концентрациях повышала выживаемость из-
учаемых видов дрозофил в условиях стресса. Мы 
связываем этот эффект с положительным влия-
нием ингибитора KU-60019 на функциональное 
восстановление системы лизосомы/аутофагия, 
которое сопровождается восстановлением функ-
ций митохондрий и  метаболическим перепро-
граммированием [54, 55].

Установлено, что одной из причин нару
шения функций организма при действии 
стресс-факторов различной этиологии является 
снижение стабильности мембран лизосом [56, 
57]. Нарушение работы лизосом при окисли-
тельном стрессе или повреждении свободны-
ми радикалами приводит к старению и гибели 
клетки за счет нарушения аутофагии, ингиби-
рования лизосомных ферментов и повреждения 
лизосомных мембран [58, 59]. Показано, что 
V-АТРаза вовлечена в поддержание гомеостаза 
внутриклеточных уровней меди и железа и игра
ет важную роль в Sod2-опосредованной реакции 
на окислительный стресс [60]. Клетки получают 
необходимые питательные вещества из окружа-
ющей среды и используют адаптивные механиз-
мы для выживания в условиях дефицита пита-
тельных веществ. Как питательные вещества 
перемещаются и распределяются внутри клеток, 
а  также запасаются ли они в  ответ на стресс, 
остается малоизученным. Показано, что в ответ 

на голодание, вызванное недостатком глюко-
зы, запускается механизм деградации мембран. 
Этот механизм включает в себя липидирование 
белка аутофагии LC3 на лизосомных мембра-
нах и  образование внутриклеточных везикул 
посредством микроаутофагии [61]. При этом 
голодание индуцирует лизосомное хранение 
лейцина [62]. В ответ на тепловой шок (гипер-
термию) в  клетках немедленно индуцируются 
гены, кодирующие белки теплового шока, кото
рые запускают связанные с  лизосомной сис
темой процессы: гибель клеток, аутофагию и за
щиту от пермеабилизации лизосомной мемб
раны [63, 64]. 

Важной характеристикой качества жизни 
и жизнеспособности животных является физи
ческая активность. С  возрастом происходит 
снижение нервно-мышечной активности 
и  изменение поведенческих реакций [65–68]. 
Согласно критериям геропротектора [44], 
соединения с  геропротекторным потенциа-
лом должны улучшать качество жизни, в  том 
числе замедлять скорость возрастзависимого 
снижения локомоторной активности. Однако 
нами установлено, что обработка особей 
D.  melanogaster и  D. kikkawai KU-60019 в  кон
центрации 1 и 100 мкМ не оказывает влияния 
на возрастзависимое изменение активности. 
В то же время, отмечено достоверное снижение 
спонтанной активности у трехнедельных самок 
D.  virilis, получавших KU-60019 в  концентра-
ции 100 мкМ. Эти данные не подтверждают 
гипотезу о  поддержании функциональности 
мышечных клеток вследствие деградации 
поврежденных митохондрий при обработке 
KU-60019. В  целом же полученные данные не 
исключают антивозрастного действия KU-
60019 на популяцию митохондрий, поскольку 
нарушение функций митохондрий с возрастом 
ведет не только к  нарушению работы нервно-

Генотип Обработка KU–
60019, мкМ Пол M, сут dM, 

% Ф 90%, 
сут

d90%, 
% ВА Ф N

da-GAL4 
контроль ♀ 39 –87* <0.0001 60 –40* <0.0001 <0.0001 303

1 ♀ 39 0 >0.05 60 0 <0.0001 >0.05 311
100 ♀ 40 +3 >0.05 60 0 <0.0001 >0.05 300

UAS-RNAi-tefu 
контроль ♀ 65 –12* <0.0001 74 –13* <0.0001 <0.0001 311

1 ♀ 65 0 >0.05 74 0 <0.0001 >0.05 308
100 ♀ 62 –5 <0.0001 71 –4 <0.0001 >0.05 303

Примечание. ♂ – самцы, ♀ – самки, М, сут – медианная продолжительность жизни (сут), dM, % – различия в ме-
дианной продолжительности жизни между контрольными и экспериментальными линиями (%), 90%, сут – возраст 
гибели 90% особей выборки (сут), d90%, % – различия возраста 90% смертности между контрольными и эксперимен-
тальными линиями (%), ВА – значение р по тесту Ванг–Аллисона, Ф – значение р по точному критерию Фишера, N – 
количество особей в выборке, n/a – неприменимо, *различия между родительскими линиями da-GAL4, UAS-RNAi-tefu 
и линией с нокдауном tefu da-GAL4 > RNAi-tefu.

Таблица 6. Окончание
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Рис. 7. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в  концентрации 1 и  100  мкМ на стрессоустойчивость самцов 
D. melanogaster c подавленной экспрессией гена tefu. * – p < 0.001, ** и ## – p < 0.0001 относительно родительской 
линии da-GAL4 (а, в, д) и UAS-RNAi-tefu (б, г, е), соответственно, логранговый критерий.

Таблица 7. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость самцов D. melanogaster  
при РНК-интерференции гена tefu

Вариант Обработка  
KU-60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Гипертермия

da-GAL4 
контроль 8 +12.5* <0.0001* <0.001* 95

1 8 +112.5* <0.0001* <0.0001* 95
100 7 +171.4* <0.0001* <0.0001* 128

UAS-RNAi-tefu 
контроль 10 –10.0# <0.0001# >0.05# 124

1 9 +88.9# <0.0001# <0.0001# 127
100 9 +111.1# <0.0001# <0.0001# 128

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 9 n/a n/a n/a 96

1 17 n/a n/a n/a 32
100 19 n/a n/a n/a 32
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мышечной системы, но и к индукции фенотипа 
старения [69]. 

Стоит отметить, что в отличие от D. melano
gaster и  D. virilis, спонтанная двигательная ак-
тивность особей D. kikkawai не снижалась 
с возрастом, а напротив, несколько возрастала. 
Несмотря на то, что в  целом не обнаружено 
корреляции между ПЖ и локомоторной актив
ностью мух [70, 71], ранее мы выявили обрат
ную взаимосвязь между долгожительством 
и двигательной активностью мух, содержащихся 
в темноте или при пониженной температуре [72], 
что предполагает сложную взаимосвязь дан-
ных показателей и их зависимость от внешних 
факторов. На сегодняшний день сложно 
объяснить причины увеличения спонтанной 
локомоторной активности D. kikkawai с  воз
растом, но с учетом ряда генетических [47], ме-
таболических [46] и поведенческих [73] разли
чий между коротко- и долгоживущими видами, 
можно предположить установление компромисса 
между двигательной активностью и ПЖ особей 
данного вида. Видовые особенности генома 
и метаболома также могут быть причиной раз
личий в  показателях функционального ста
рения организма (на примере локомоторной 

активности) и различий во влиянии ингибитора 
ATM на ПЖ. 

Для верификации продукта гена tefu, как 
мишени KU-60019, мы проанализировали 
эффекты ингибитора ATM на те же физио
логические показатели у  линии с  нокдау
ном, вызванным РНК-интерференцией гена 
tefu. Обнаружено увеличение медианной 
и  максимальной ПЖ у  особей с  репрессией 
гена tefu (da-GAL4 > RNAi-tefu) по сравнению 
с  особями контрольных родительских линий 
da-GAL4 и UAS-RNAi-tefu. Стоит отметить, что 
несмотря на геропротекторный и адаптогенный 
эффект нокдауна гена tefu, мутации в  данном 
гене приводят к высокой летальности дрозофил 
на разных стадиях предимагинального развития, 
радиочувствительности и короткой ПЖ жизни. 
Так, мутантный аллель tefustg ( ) ха-
рактеризуется высокой радиочувствительно-
стью и  летальностью на стадии куколки [74, 
75]. Аллель с потерей функции ATM – tefuatm-4 
( ) летален [14]. Мутация tefuatm-6  

( ) обладает высокой летальностью 
на стадии куколки и  радиочувствительно-
стью [14, 76]. Фенотип мух с  аллелем tefuatm-8  
( ) характеризуется короткой ПЖ, 

Вариант Обработка  
KU-60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Окислительный стресс

da-GAL4 
контроль 26 +3.8* >0.05* >0.05* 64

1 27 +44.4* <0.0001* <0.0001* 63
100 24 +58.3* <0.0001* <0.0001* 63

UAS-RNAi-tefu 
контроль 44 –38.6# <0.0001# <0.0001# 80

1 41 –4.9# >0.05# >0.05# 80
100 39 –2.6# >0.05# >0.05# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 27 n/a n/a n/a 126

1 39 n/a n/a n/a 78
100 38 n/a n/a n/a 64

Голодание

da-GAL4 
контроль 38 +21.1* <0.0001* <0.0001* 64

1 40 +10.0* <0.0001* <0.001* 63
100 34 +20.6* <0.0001* <0.0001* 76

UAS-RNAi-tefu 
контроль 35 +31.4# <0.0001# <0.0001# 80

1 38 +15.8# <0.0001# <0.0001# 78
100 29 +41.4# <0.0001# <0.0001# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 46 n/a n/a n/a 95

1 44 n/a n/a n/a 78
100 41 n/a n/a n/a 80

Примечание. Здесь и в табл. 8. М, ч – время медианной выживаемости (ч), dM, % – различия медианной выживаемости 
у  контрольных и  экспериментальных мух: dM* = М(da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu)  – М(da-GAL4) или dM# = М(da-
GAL4 > UAS-RNAi-tefu – М(UAS-RNAi-tefu), Ф (p) – значение р по точному критерию Фишера, ЛР (p) – значение р по 
логранговому критерию Представлены значения, полученные при сравнении показателей экспериментальной линии 
da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu относительно родительских линий da-GAL4 (*) и UAS-RNAi-tefu (#), n/a – неприменимо, 
N – количество особей в выборке.

Таблица 7. Окончание
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Рис. 8. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в  концентрации 1 и  100  мкМ на стрессоустойчивость самок 
D. melanogaster c РНК-интерференцией гена tefu. ** и ## – p < 0.0001 относительно родительской линии da-GAL4 
(а, в, д) и UAS-RNAi-tefu (б, г, е), соответственно, логранговый критерий.

Таблица 8. Влияние ингибитора ATM KU-60019 на стрессоустойчивость самок D. melanogaster  
при РНК-интерференции гена tefu

Вариант Обработка  
KU–60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Гипертермия

da-GAL4 
контроль 15 +46.7* <0.0001* <0.0001* 64

1 15 +46.7* <0.0001* <0.0001* 59
100 14 +28.6* >0.05* <0.0001* 90

UAS-RNAi-tefu 
контроль 24 –8.3# >0.05# <0.0002# 96

1 25 –12.0# >0.05# >0.05# 95
100 30 –40.0# <0.0001# <0.0001# 96

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 22 n/a n/a n/a 95

1 22 n/a n/a n/a 80
100 18 n/a n/a n/a 80
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повышенной чувствительностью к  гипертер-
мии и  нарушениями двигательной активности 
[12–14]. В то же время, как и в экспериментах 
на особях Drosophila разных видов, анализ 
спонтанной локомоторной активности не вы
явил статистически значимого влияния об
работки ингибитором ATM на спонтанную 
двигательную активность самцов и самок D. me
lanogaster с  репрессированным в  результате 
РНК-интерференции гена tefu.

Также во всех вариантах исследования 
с  использованием комбинации РНК-интер
ференции гена tefu и  обработки KU-60019 
наблюдали повышение стрессоустойчивости 
относительно родительских линий da-GAL4 
и  UAS-RNAi-tefu.  Повышение стрессо
устойчивости, вызванное обработкой KU-60019 
на фоне нокдауна гена tefu может быть связано 
с присутствием дополнительных молекулярных 
мишеней KU-60019, подавление которых 
может модифицировать эффекты, связанные 
с  ингибированием ATM. Например, KU-60019 
может взаимодействовать не только с ATM, но 
и с PIK3C3 (фосфатидилинозитол-3-киназа, ка-
талитическая субъединица типа 3) [43], PRKDC 
(протеинкиназа, активируемая ДНК, катали-
тическая субъединица) [43], ATR (серин/трео-
ниновая киназа ATR) [43], ATXN2 (атаксин 2) 
[77], YES1 (протоонкоген YES 1, тирозинкиназа 
семейства Src) [78]. Эти молекулы вовлечены 
в  регуляцию многих клеточных процессов, 

связанных со старением, включая аутофагию, 
пролиферацию, дифференцировку, поддержание 
гомеостаза и выживание клеток, что может вести 
к  модификации геропротекторного действия 
KU-60019.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Таким образом, нами изучен геропротек

торный потенциал KU-60019, селективного 
ингибитора ATM, с использованием особей трех 
видов Drosophila с разной ПЖ. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют, что влияние KU-60019 
на ПЖ зависит от вида Drosophila. Отмечено 
увеличение ПЖ самцов и самок долгоживущего 
вида D. virilis (на 3–10%) и самок D. melanogaster 
(на 3%) с умеренной ПЖ после обработки KU-
60019, тогда как у особей короткоживущего вида 
D. kikkawai ПЖ снижалась (на 3–12%). Вместе 
с тем, обработка KU-60019 повышала выжива-
емость особей исследованных видов дрозофил 
в условиях гипертермии, окислительного стрес-
са и  голодания. По-видимому, эффекты KU-
60019-опосредованного подавления активности 
ATM на ПЖ в большой степени определяются 
особенностями транскриптомов, выявленными 
нами в более ранних исследованиях. 

Кроме того, при интерпретации эффек
тов KU-60019 необходимо учитывать допол
нительные молекулярные мишени, которые 
вовлечены в  регуляцию многих клеточных 

Вариант Обработка  
KU–60019, мкМ M, ч dM, % Ф (p) ЛР (p) N

Окислительный стресс

da-GAL4 
контроль 22 +190.9* <0.0001* <0.0001* 64

1 21 +181.0* <0.0001* <0.0001* 63
100 22 +159.1* <0.0001* <0.0001* 63

UAS-RNAi-tefu 
контроль 54 +18.5# >0.05# >0.05# 63

1 56 +5.4# >0.05# >0.05# 64
100 50 +14.0# >0.05# >0.05# 63

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 64 n/a n/a n/a 64

1 59 n/a n/a n/a 64
100 57 n/a n/a n/a 64

Голодание

da-GAL4 
контроль 43 +218.6* <0.0001* <0.0001* 58

1 49 +202.0* <0.0001* <0.0001* 61
100 50 +162.0* <0.0001* <0.0001* 78

UAS-RNAi-tefu 
контроль 68 +101.5# <0.0001# <0.0001# 80

1 67 +120.9# <0.0001# <0.0001# 80
100 78 +67.9# <0.0001# <0.0001# 80

da-GAL4 > UAS-RNAi-tefu
контроль 137 n/a n/a n/a 87

1 148 n/a n/a n/a 72
100 131 n/a n/a n/a 80

Таблица 8. Окончание
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Рис. 9. Влияние ингибитора ATM KU-60019 в концентрации 1 и 100 мкМ на спонтанную двигательную активность 
самцов (а, б) и самок (в, г) D. melanogaster c РНК-интерференцией гена tefu. # – p < 0.003 относительно родитель-
ской линии da-GAL4 (а, в) и UAS-RNAi-tefu (б, г), пост-хок тест Тьюки. Планки погрешностей обозначают стан-
дартную ошибку среднего.

Таблица 9. Результаты трехфакторного дисперсионного анализа ANOVA эффектов возраста и обработки 
ингибитором

Фактор Пол SS DF MS F p
Возраст ♂ 64852440 8 8106555 34.34 0.0000
Обработка  479642 2 239821 1.02 0.3646
Генотип  7080886 2 3540443 15.00 0.0000
Возраст × Обработка  11963427 16 747714 3.17 0.0001
Возраст × Генотип  13373240 16 835828 3.54 0.0000
Обработка × Генотип  1881983 4 470496 1.99 0.0986
Возраст × Обработка × Генотип  12077505 32 377422 1.60 0.0334
Ошибка  33989977 144 236042   
Возраст ♀ 2112091 8 264011 6.11 0.0000
Обработка  159645 2 79823 1.85 0.1607
Генотип  9592265 2 4796133 111.07 0.0000
Возраст × Обработка  860678 16 53792 1.25 0.2385
Возраст × Генотип  8277206 16 517325 11.98 0.0000
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процессов, связанных со старением, включая 
аутофагию, пролиферацию, дифференциров-
ку, поддержание гомеостаза и выживание кле-
ток, подавление которых может модифициро-
вать геропротекторные эффекты, связанные 
с ингибированием ATM.

Наряду с фармакологическим подавлением 
активности ATM, супрессия активности 
гена tefu с  помощью РНК-интерференции 
также приводила к  увеличению ПЖ экспери
ментальных особей по сравнению с  особями 
контрольных родительских линий, что под
тверждает геропротекторный потенциал ATM 
как мишени. 

Дальнейшие исследования позволят понять, 
какие молекулярные процессы лежат в  основе 
эффектов обработки ингибитором ATM на ПЖ 
Drosophila и как эти эффекты могут различаться 
у разных видов. Это может привести к разработке 
более эффективных стратегий увеличения ПЖ 
и борьбы со старением.
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The serine/threonine protein kinase ATM (ataxia-telangiectasia mutated) performs a number of functions 
in the cell that are interrelated with the aging process. In addition to regulating the cellular response to 
DNA damage, ATM phosphorylates vacuolar ATPase, leading to lysosome degradation and cellular 
senescence. In this work, we analysed the geroprotective potential of KU-60019, a selective ATM inhibitor, 
using individuals of three Drosophila species with different lifespans. KU-60019 was shown to increase the 
lifespan of individuals of the long-lived species D. virilis and individuals of a species with moderate lifespan 
D. melanogaster. However, in individuals of the short-lived species D. kikkawai, longevity is reduced after 
KU-60019 treatment. At the same time, KU-60019 treatment increases survival of Drosophila individuals of 
the three species under hyperthermia, oxidative stress and starvation, but has no effect on age-dependent 
changes in the level of locomotor activity. Suppression of tefu gene expression (ATM homologue) by RNA 
interference also causes an increase in longevity and stress tolerance of D. melanogaster individuals compared 
to individuals of control lines. Thus, the effect of KU-60019 on longevity varies depending on the Drosophila 
species, which may be related to the previously established differences of transcriptomes in the studied species 
and requires further experimental study. 
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