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У системі in vitro досліджено вплив на пуфінг політенних хромосом Drosophi-
la melanogaster двох синтетичних стероїдних препаратів – (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-
стигмастан-6-ону і (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріолу. Виявлено індукцію ранніх 
екдизонових пуфів, спричинену дією досліджуваних препаратів, що свідчить про те, 
що вони є біологічними аналогами екдизону. Обговорюється практичне значення гор-
монів комах. Запропоновано спосіб визначення екдизону та його аналогів у культу-
ральному середовищі.

Ключові слова: Drosophila melanogaster, аналоги екдизону, політенні хромо-
соми, пуфінг.

Одним із ключових факторів онтогенезу комах є участь ендокринної системи у ре-
алізації генетичної програми розвитку. Провідну роль у цих процесах відіграють гормон 
линьки екдизон і ювенільний гормон (ЮГ) [2, 11]. Їх вміст у гемолімфі змінюється залежно 
від стадії розвитку. Підвищення титру екдизону має місце під час линьок і метаморфозу. 
Міжлинькові періоди характеризуються високим рівнем ЮГ. Вони діють як неповні анта-
гоністи, спричиняючи каскад змін генної активності, активуючи одні та пригнічуючи інші 
локуси хромосом [21, 29].

Одним із підходів до вивчення механізмів, що регулюють розвиток комах, є дослі-
дження гормональної індукції в умовах культивування клітин і органів у системі in vitro 
[7, 20]. Патерни пуфів, що активуються екдизоном в умовах in vitro, збігаються зі змінами 
картини пуфінгу в онтогенезі личинок і передлялечок, які корелюють зі змінами рівня ек-
дистерону в гемолімфі [20, 21].

Практичний інтерес до гормональних препаратів пов’язаний із можливістю за їх 
допомогою керувати розвитком комах, впливати на їхню життєздатність [12, 19]. У не-
оптимальних дозах і застосовані в критичні періоди розвитку, гормони безхребетних діють 
як інсектициди і використовуються для боротьби з комахами-шкідниками, ектопаразитами 
домашніх тварин, побутовими комахами, переносниками інфекційних хвороб тощо [5, 8, 
9, 19].

Використання екдистероїдів як інсектицидів обмежене їхніми водорозчинними 
властивостями. У зв’язку з цим розробляються нові, у тому числі нерозчинні у воді, синте-
тичні препарати – аналоги екдизону, які потребують експериментальної перевірки.

Метою роботи було дослідити біологічну активність нових синтетичних стероїдних 
препаратів: (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-стигмастан-6-ону і (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-
тріолу.
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Матеріали та методи
Особливості будови молекул досліджуваних препаратів порівнянно з різними фор-

мами екдизону наведені на рис. 1. Враховуючи специфічність реакції певних локусів полі-
тенних хромосом на дію екдистерону, як тест-систему для перевірки біологічної активності 
нових препаратів використовували пуфінг політенних хромосом. Дослідження проводили 
за умов in vitro.

 
I                                                                                 II

          
III                                                                                IV

Рис. 1. Будова екдизону та його аналогів: І – α-екдизон; ІІ – β-екдизон (20ОН-екдистерон, або 
екдистерон); III – (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріол; IV – (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-
стигмастан-6-он.

Матеріалом для дослідження були слинні залози личинок лінії дикого типу Oregon-R. 
Культури дрозофіли розвивалися в умовах термостату за температури 24±0,5°С. У дослід 
брали личинок 3-ї стадії розвитку в міжлиньковий період розвитку незадовго до настання 
стадії «блукаючої личинки» (пуфова стадія PS-1 за Ешбернером [21]), для чого використо-
вували синхронізовану культуру дрозофіли, отриману при короткотривалій яйцекладці – за 
2–3 год. На цій стадії розвитку активності екдизонових пуфів не спостерігається. 

Вихідний розчин містив 1 мг/мл стероїдного препарату, розчиненого у спиртовому 
розчині з концентрацією етанолу 10% об. Для дослідження пуфінгу вихідний розчин змі-
шували з фізіологічним розчином Ефруссі-Бідла у співвідношенні 1:1000, тим самим дося-
гаючи концентрації стероїдного препарату 1 мкг/мл. Слинні залози личинок витримували 
в одержаному середовищі протягом 30 хв за температури 24±0,5°С. У контролі інкубацію 
слинних залоз проводили у розчині Ефруссі-Бідла за відсутності стероїдних препаратів.

Пуфову активність досліджували на давлених ацетоорсеїнових препаратах політен-
них хромосом [14]. Локалізацію пуфів проводили за уточненими мапами Бріджеса [27]. 
Вивчали індукцію ранніх екдизонових пуфів: 2В5-6, 50СD, 63F, 71CE, 88D, 93D. Розміри 
пуфів зіставляли з шириною хромосом у районі близько розташованого диску, не залуче-
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ного у процес пуфіювання. Відношення пуф/диск слугувало мірою пуфової активності. 
Вимірювання проводили за допомогою окуляр-мікрометра при збільшенні ×600.

Результати і їхнє обговорення
Проведені дослідження показали, що обидва препарати – і (24R)-3β,5-дигідрокси-

5ά-стигмастан-6-он, і (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріол – спричиняють індукцію ранніх 
екдизонових пуфів у досліджених локусах політенних хромосом. Активацію пуфів у від-
повідних локусах ілюструють наведені мікрофотографії (рис. 2, б, в). У контролі, за відсут-
ності стероїдних препаратів, екдизонових пуфів не спостерігали (рис. 2, а).

Рис. 2. Індукція in vitro ранніх екдизонових пуфів у політенних хромосомах Drosophila melanogaster 
під впливом синтетичних аналогів екдизону: а – контроль, б – (24R)-3β,5-дигідрокси-
5ά-стигмастан-6-он, в – (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріол; забарвлення ацетоорсеїном, 
збільшення ×600.
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Розміри пуфів, активованих (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-стигмастан-6-оном і (24R)-
5a-стигмастан-3b,5,6b-тріолом, становили у середньому 1,2–1,8 бала (відмінність від 
контролю: p<0,001) (рис. 3). Серед них добре виражений пуф 2В5-6, який, як відомо, віді-
грає ключову роль у активації каскаду екдизонових пуфів [23]. У локусі розташований ген 
ecs (ecdysterone sensitivity), мутації або делеції якого призводять до повної втрати здатності 
клітин реагувати на гормон, зупинки розвитку наприкінці 3-ї личинкової стадії навіть за 
наявності у гемолімфі екдизону.

Рис. 3. Розміри ранніх екдизонових пуфів у політенних хромосомах Drosophila melanogaster при 
дії (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-стигмастан-6-ону (а) і (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріолу (б) за 
умов in vitro.

Раніше було встановлено функціонування каскадного механізму активації генів у 
онтогенезі дрозофіли під впливом екдизону. Для пояснення цього процесу Ешбернер за-
пропонував тригерну модель [22], яка у подальшому була доповнена Річардсом [29]. Згідно 
з цією моделлю, екдизонові пуфи поділяються на ранні та пізні. Ранні пуфи активуються за 
кілька (до 30-ти) хвилин після контакту з гормоном, досягають максимуму за 4 год, а потім 
регресують. Пізні пуфи, які поділяють на ранні-пізні та пізні, активуються після затримки 
у кілька годин. 

Дослідженню генетичних і молекулярних механізмів дії екдизону приділяється ве-
лика увага. На сьогодні доведена ключова роль білкового рецептора у дії гормону. Припус-
кається, що саме структура рецептора, яка змінюється під впливом гормону, і є причиною 
різнобічного впливу екдизону на розвиток комах [6, 11, 26]. Це також пояснює наявність 
великої кількості його аналогів і агоністів, хімічна структура яких часто не має нічого 
спільного з природними гормонами [11, 30]. 

Індукцію ранніх екдизонових пуфів у дрозофіли за умов in vitro під впливом різ-
них форм екдизону та його аналогів досліджували у роботах Берендеса [24], Ешбернера 
[20], Полуектової та ін. [15], Річардса [28] та інших авторів. Активацію пуфів вдається ви-
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кликати також шляхом ін’єкції стероїдних препаратів у гемолімфу личинок [25]. Екдизон 
також спричиняє регресію міжлинькових пуфів. Раніше у системі in vitro ми досліджували 
активність екдистерону рослинного походження російського виробництва «ЭСО» у складі 
препарату ВЕСБ (вітамінний, екдистероновий стимулятор бджіл) [13]. Біологічну актив-
ність (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-стигмастан-6-ону і (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-тріолу за 
допомогою пуф-тесту досліджено нами вперше. 

Активність різних форм екдизону та його аналогів значною мірою залежить від 
наявності й кількості гідроксильних груп у бічному ланцюзі. Найактивніші сполуки (як 
β-екдизон) мають гідроксильні групи у положенні С20 і С22 (рис. 1); ά-екдизон не має ОН-
групи у положенні С20, і його активність на два порядки нижча, ніж β-екдизону. Але навіть 
за відсутності бічного ланцюга, або коли він вуглеводневий, аналоги гормону здатні про-
являти активність, хоч і на невисокому рівні [20, 28]. Як і природні екдистероїди, молекули 
досліджених нами препаратів мають стероїдне ядро і бічний вуглеводневий ланцюг, їхні 
стероїдні ядра мають відмінності за положенням ОН-груп порівняно з ά- і  β-екдизоном.

Як уже було зазначено, практичний інтерес до гормональних препаратів пов’язаний 
із можливістю їх використання для керування онтогенезом комах і розробки нових 
біологічних методів регуляції чисельності комах-шкідників. Гормони здатні спричиняти 
різноманітні порушення розвитку, морфози та загибель комах. Специфічний вплив 
гормональних препаратів на комах виключає можливість звикання. Крім того, вони не 
мають токсичної дії на птахів і ссавців, що важливо з точки зору екологічної безпеки [5]. 

Багато рослин серед вторинних метаболітів здатні синтезувати сполуки, що імітують 
гормон линьки комах, так звані фітоекдизони. Припускається, що їхня присутність у 
тканинах рослин відіграє важливу роль у механізмах захисту рослин від шкідників. На 
сьогодні немає однозначної відповіді на питання про роль фітоекдизонів у житті рослин, 
дослідження складних взаємовідносин і коеволюційної адаптації між рослинами і тваринами 
триває. Дослідження у цьому напрямі передбачають можливість розвитку методів генної 
інженерії сільськогосподарських рослин, спрямованих на отримання стійких сортів [19].

Однак практичне значення гормонів членистоногих цим не обмежується. Наявні 
прямі докази щодо адаптивного значення екдизонів при пошкоджуючих впливах. Екдизо-
ни задіяні у процесах регенерації, детоксикації, підвищують рівень енергетичного обміну 
у комах [3]. Ендокринна система відіграє важливу роль у захисті комах в умовах стресу 
[17]. Екдистерон застосовується у бджільництві у складі препарату, який використовують 
для активації життєдіяльності бджіл, ослаблених зимівлею, несприятливим живленням і 
низкою захворювань [12]. Виявлено адаптогенну [16] та генопротекторну [4] дію рослин-
них екдистероїдів на ссавців, а також участь екдистерону в протипухлинних процесах [10]. 
Фітоекдистероїди використовуються для розробки фармакологічних препаратів, які підви-
щують фізичну працездатність, мають тонізуючу й анаболічну дію та призначені для про-
філактики і лікування хвороб, викликаних фізичними перевантаженнями у праці та спорті 
[1, 18]. 

Наведені дані літератури свідчать про те, що дослідження різноманітних 
властивостей і біологічної активності гормонів комах становлять значний практичний 
інтерес. У зв’язку з цим важливим є отримання і вивчення біологічної дії гормональних 
препаратів із новими властивостями.

Таким чином, на основі проведених досліджень можна зробити висновок про те, 
що нові синтетичні препарати – (24R)-3β,5-дигідрокси-5ά-стигмастан-6-он і (24R)-5a-
стигмастан-3b,5,6b-тріол проявляють біологічну активність, тотожну екдизону.
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З урахуванням специфічності набору пуфів, що активуються гормоном, пуф-тест 
був використаний нами для розробки способу визначення екдизону та його аналогів у куль-
туральному середовищі [13].
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IN VITRO INDUCTION OF EARLY ECDYSONE PUFFS IN THE 
SALIVARY GLANDS OF DROSOPHILA MELANOGASTER UNDER 
THE INFLUENCE OF SYNTHETIC ANALOGOUS OF ECDYSONE
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The influence of two synthetic steroids – (24R)-3β,5-dihydroxy-5ά-stihmastan-6-on 
and (24R)-5a-stihmastan-3β,5,6β-triol on the puffing in Drosophila melanogaster polytene 
chromosomes was studied in the system in vitro. It was shown that the investigated prepa-
rations cause the induction of early ekdysone puffs, indicating that they are biological 
analogues of ecdysone. The practical importance of insect hormones is discussed. A method 
for determining ecdysone and its analogues in the culture medium is proposed.

Keywords: Drosophila melanogaster, ecdysone analogues, polytene chromosomes, 
puffing. 

ИНДУКЦИЯ РАННИХ ЭКДИЗОНОВИХ ПУФОВ В СЛЮННЫХ ЖЕЛЕЗАХ 
DROSOPHILA MELANOGASTER ПОД ВЛИЯНИЕМ СИНТЕТИЧЕСКИХ 

АНАЛОГОВ ЭКДИЗОНА В УСЛОВИЯХ IN VITRO

В. Страшнюк1, О. Горенская1, А. Марченко1, В. Какпаков2
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В системе in vitro исследовано влияние на пуфинг политенных хромосом 
Drosophila melanogaster двух синтетических стероидных препаратов – (24R)-3β,5-
дигидрокси-5ά-стигмастан-6-она и (24R)-5a-стигмастан-3b,5,6b-триола. Выявлена 
индукция ранних экдизонових пуфов, обусловленная действием исследуемых 
препаратов, что свидетельствует о том, что они являются биологическими аналогами 
экдизона. Обсуждается практическое значение гормонов насекомых. Предложен 
cпособ определения экдизона и его аналогов в культуральной среде.

Ключевые слова: Drosophila melanogaster, аналоги экдизона, политенные 
хромосомы, пуфинг.


