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Встановлено, що лікарський засіб Церебрал (Ц) здійснює терапевтичний 
вплив при старінні особин D. melanogaster з нейродегенерацією, викликаною по-
рушенням функціонування гена swiss cheese (sws). Після застосування Ц покра-
щилося виживання старих мутантів swsolfE. Порівняльний аналіз гістологічних зрізів 
тканини мозку старих 20-денних самців swsolfE, вирощених на стандартному жи-
вильному середовищі та на середовищі з додаванням Ц, встановив збереження 
мутантного фенотипу після застосування лікарського засобу. Проте пенетрант-
ність нейродегенеративного фенотипу зменшилася на 10 %, і ця зміна корелює  
з підвищенням життєздатності старіючих особин. Для перевірки дії засобу в умо-
вах функціональної нестачі sws у глії було створено функціональний нокаут гена 
sws у гліоцитах за допомогою Gal4-UAS системи. Генотип таких особин: Repo-
Gal4>UAS-sws-RNAi. Аналіз цих особин виявив специфічний фенотип патології 
глії, а саме: значну вакуолізацію тканини мозку в ділянці переходу ламіни в ретину 
і медалу. Площа зон нейродегенерації особин з функціональним нокаутом гена 
sws у глії зменшилася на 34,5 % після лікування Ц і на 28,4 % після застосування 
його низькомолекулярної фракції (НМФЦ). Не виявлено суттєвих відмінностей у дії 
Ц і НМФЦ. Цей препарат може бути ефективним під час лікування патологій мозку 
з переважаючим пошкодженням гліальних клітин. 

Ключові слова:	 нейродегенерація, Drosophila melanogaster, swiss cheese, 
Gal4-UAS функціональний нокаут, Церебрал.

ВСТУП
Кількість людей із нейродегенеративними захворюваннями зростає з кожним 

роком. За загальними оцінками, 44 млн осіб у всьому світі живуть із хворобою Альц
геймера. Оскільки для сучасної популяції характерне глобальне старіння, зберіга-
ється тенденція до збільшення числа хворих. За попередніми оцінками, до 2050 р. 
їхня кількість досягне 100 млн [1, 22]. Водночас розробляється недостатня кількість 
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препаратів для лікування нейродегенеративних захворювань, а 99,6 % ліків, випро-
буваних протягом 2002–2012 рр., виявилися неефективними [7]. Висока частота не-
вдач диктує необхідність постійних нових розробок або ж повторних випробувань 
уже створених лікарських засобів, які можна трохи модифікувати й оцінити заново. 

Ноотропи пептидної природи (такі як Церебролізин) виявляють позитивний те-
рапевтичний ефект при нейродегенераціях різної природи – у клінічних випробову-
ваннях при хворобі Альцгеймера [5], під час моделювання таупатій у мишей [20], 
при вивченні здатності до проліферації шваннівських клітин щурів [15] та ін. Це дає 
змогу припустити неспецифічний нейропротекторний вплив, який може застосову-
ватись у лікуванні нейродегенеративних розладів різного походження. Водночас 
молекулярні та клітинні механізми цього впливу залишаються невивченими, а роз-
робка нових засобів, що імітують дію ендогенних нейротрофічних факторів, зали-
шається актуальною. 

Серед інших ноотропів є експериментальний лікарський засіб Церебрал (Ц). 
Це водорозчинна фракція пептидів (молекулярна маса до 7  000 Да), отримана  
з кори великих півкуль головного мозку ссавців після моделювання у них гострого 
аутогеморагічного інсульту [16]. Крім того, виділена низькомолекулярна фракція 
Церебралу (НМФЦ), яка містить пептиди з молекулярною масою 350–500 Да. 

Безпеку й ефективність експериментальних лікарських засобів оцінюють з ви-
користанням модельних об’єктів. Drosophila melanogaster уже два десятиліття слу-
гує для моделювання та вивчення багатьох захворювань людини, в тому числі ней
родегенеративних [11, 13, 21]. Успішність і перспективність досліджень на дрозофі-
лі пояснюється низкою переваг цього об’єкта, серед яких: високий ступінь гомоло-
гії геномів людини і дрозофіли, консервативність клітинних механізмів і сигнальних 
шляхів, а також можливість оцінити вплив лікарських засобів як на клітинному, так 
і на організменому рівні. 

Дедалі більшу увагу приділяють гліальним клітинам у вивченні механізмів ней
родегенерації та у пошуку нейропротекторних терапевтичних підходів  [6, 15].  Мо-
зок мутантів D. melanogaster за геном swiss cheese (sws) характеризується гіпер-
закручуванням глії навколо нейронів, вакуолізацією і відмиранням нейронів шля-
хом апоптозу [12]. Нейродегенеративні зміни з’являються у мутантів у віці 3–4 днів 
зі значним прогресуванням дегенерації тканини мозку у процесі старіння особин. 
При цьому відмирають не тільки нейрони, але й гліальні клітини. Ген sws є не лише 
гомологом, але й функціональним ортологом гена нейропатії індукуючої естерази 
(NTE) ссавців, і функціонування його білкового продукту має клітинно-автономний 
ефект [12, 18, 19]. NTE ссавців є нейрональним, трансмембранним білком, який 
має серинестеразну активність [9]. Мутації в гені PNPLA6, який кодує NTE у людей, 
призводять до розвитку спастичної параплегії – спадкового захворювання, яке ха-
рактеризується дегенерацією мотонейронів. Крім того, NTE ссавців є молекуляр-
ною мішенню органофосфатів, які викликають повільну нейропатію у хребетних, 
котра морфологічно характеризується дегенерацією довгих аксонів центральної 
та периферичної нервової системи і клінічно проявляється у паралічі нижніх кінці-
вок [14]. NTE ссавців здатна деградувати ЕР-асоційований фосфатидилхолін до 
гліцерофосфохоліну в клітинах дріжджів і культурах клітин ссавців. Мутанти sws 
характеризуються підвищеним рівнем фосфатидилхоліну, а SWS, як і NTE ссавців, 
бере участь у регуляції гомеостазу ліпідів у мозку [19, 24]. Саме брак відповідної 
кількості білка в мембранах гліальних клітин може спричиняти значні ушкодження 
тканин унаслідок порушення гомеостазу ліпідів.
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Метою нашого дослідження було оцінити вплив лікарського засобу Церебрал 
на життєздатність і нейродегенеративні зміни в тканині мозку, зумовлені порушен-
ням функції гена swiss cheese у старих особин D. melanogaster. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Нейродегенеративний мутант swsolfE і лінія дикого типу Oregon-R отримані  

з Bloomington Drosophila Stock Center (США). Для здійснення функціонального нока-
уту гена sws у гліальних клітинах за допомогою Gal4-UAS бінарної системи [2, 18] 
були використані такі лінії D. melanogaster: w *, P {UAS-sws-RNAi} 3 (Vienna Drosophi
la RNAi Center) і драйверна Repo-Gal4 / M3, Ser (люб’язно надана Prof. Karl-Friedrich 
Fischbach).

Мух утримували в термостаті за температури 24–25 °С. Лікарські препарати 
вносили у стандартне живильне середовище для згодовування личинкам, концен-
трацію розраховували, виходячи з максимальної добової дози на одиницю ваги 
людини в перерахунку на 100 мл живильного середовища – 26 мкл / 100 мл.

Показники життєздатності визначали в серіях дослідів по 100 самців у кожно-
му, оцінювали такі параметри: S75 – тривалість життя у днях, за яких залишалися 
живими 75 % особин; S50 – 50 %; S25 – 25 %; МТЖ – відповідає максимальній 
тривалості життя 90 % самців. 

Гістологічні препарати головного мозку дрозофіли готували за стандартною 
методикою [10] й аналізували в ультрафіолетовому світлі на мікроскопі Loboval-3 
Carl 2 Zeiss-Jena за збільшення 15×40. Пенетрантність фенотипу мутантів swsolfE 
визначали за відсотком особин, у яких виявлена вакуолізація тканини мозку; ана-
лізували не менше 50 самців кожної групи. Вимірювання умовної площі вакуолей  
у тканини мозку трансгенних особин проводили за допомогою аналізу мікрофото-
графій у графічному редакторі Kompas 13 portable-mini, який дає змогу обчислюва-
ти загальну кількість крапок виділеної ділянки на фотографії з подальшим авто-
матичним перекладом цього показника в міліметри, враховуючи розширення об-
робленого зображення. Аналізували не менше 10 особин кожної групи [4]. 

Статистичну обробку даних проводили за допомогою комп’ютерної програми 
Excel (Microsoft, США). 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Раніше, під час дослідження впливу експериментального лікарського препа-

рату Мітохондрин-2, нами було з’ясовано, що терапевтичний ефект спостерігаєть-
ся тільки у разі застосування препарату для личинкового згодовування [4]. Тому, 
незважаючи на оцінку фенотипу в разі старіння, ми застосовували тільки такий 
метод згодовування препарату Ц.

Одним із проявів нейродегенеративного фенотипу в мутантів дрозофіли є зна-
чне зменшення життєздатності та тривалості життя. Так, для лінії swsolfE є харак-
терним відмирання особин із перших днів після вильоту імаго, а до 4-го дня гине 
вже 25 % мутантів (S75), тоді як для лінії дикого типу Oregon-R притаманне плавне 
відмирання і більш тривалий період життєздатності (рис. 1). Після застосування Ц 
показники виживання лінії дикого типу істотно не змінилися, що свідчить про від-
сутність токсичного ефекту лікарського засобу. У той же час Ц значно поліпшив 
виживання старіючих особин swsolfE, не вплинувши на молодих мутантів (рис. 1). 
Наприклад, 75 % (S25) мутантів зазвичай гинуть до 7-го дня, а 90 % (МТЖ) до 15-го 
дня, однак після вживання Ц S25 становив 16 днів, а МТЖ збільшилася до 23. 
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Рис. 1.	Життєздатність (дні) мутантних особин swsolfE і лінії дикого типу Oregon-R, вирощених на стан-
дартному живильному середовищі (К) і на середовищі з додаванням Церебралу (+Ц): S75 – три-
валість життя 75 %; S50 – 50 %; S25 – 25 %; МТЗ – тривалість життя 90 % самців

Fig. 1.	 Viability (days) of swsolfE mutants and wild type individuals Oregon-R grown on a standard nutrient 
medium (К) and the medium with Сerebral addition (+Ц): S75 – life span 75%; S50 – 50 %; S25 – 
25 %; МТЗ – life span 90% of males

За спадкової нейродегенерації і для людини, і для дрозофіли характерна не
повна пенетрантність фенотипу [3, 17, 21]. Вивчення механізмів, задіяних у регуля-
ції пенетрантності прояву таких патологій, може стати важливим внеском у пошук 
як терапевтичних, так і профілактичних засобів. Нейродегенеративний фенотип 
мутантів swsolfE проявляється у вакуолізації по всій тканині мозку, яка прогресує  
з віком (рис. 2, Б). Ми провели порівняльний аналіз гістологічних зрізів тканини 
мозку старих 20-денних самців swsolfE, вирощених на стандартному живильному 
середовищі й на середовищі з додаванням Ц. Прояв мутантного фенотипу не змі-
нився після застосування лікарського засобу. Однак вихідна пенетрантність у му-
тантів swsolfE становила 79 %, а у пролікованих – 69 %. Зменшення пенетрантності 
фенотипу у старих особин на 10 % є значущою (P (T≤t) 0,05) зміною і корелює  
з підвищенням життєздатності старіючих особин, які отримали Ц.

Відомо, що для гена sws характерна клітинно-специфічна експресія [18, 19]. 
Серед клітин мозку саме для гліоцитів функціонування sws є найбільш вагомим.  
У точкових мутантів за геном sws у всіх клітинах утворюється продукт із порушеною 
функцією, а в мозку відмирають як нейрони, так і гліоцити. Використання Gal4-UAS 
системи дає змогу створювати функціональне інгібування трансляції гена у певних 
тканинах або клітинах. Ми створили функціональний нокаут гена sws у гліоцитах для 
перевірки дії засобу Ц за умови функціональної нестачі sws виключно у глії. Мух не
обхідного генотипу (Repo-Gal4>UAS-sws-RNAi) отримували в першому поколінні піс-
ля схрещування двох ліній: в одній під контролем UAS промотора містився конструкт 
сенс- і антисенс-кодуючої послідовності гена sws (UAS-sws-RNAi), а драйверна Gal4 
лінія (Repo-Gal4) забезпечувала активацію цього конструкту в гліоцитах. Контролем 
були особини F1 від схрещування драйверної лінії з диким типом (Repo-Gal4/+). Під 
час аналізу фенотипу тканини мозку мух Repo-Gal4> UAS-sws-RNAi з функціональ-
ним нокаутом гена sws у гліоцитах було виявлено специфічний фенотип патології 
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глії. А саме, в ділянці, яка відповідає переходу ламіни в ретину і медалу, де найбіль-
ша концентрація гліоцитів, виявлено значну вакуолізацію тканини мозку (рис. 2, В). 
У контрольних особин із генотипом Repo-Gal4/+ спостерігали суцільну структуру 
тканини в цій ділянці мозку, як і у фенотипі дикого типу. Після застосування Ц у мух 
Repo-Gal4> UAS-sws-RNAi зберігалися специфічні нейродегенеративні утворення. 
Ми здійснили порівняльний аналіз площі зон дегенерації у тканині мозку 20-денних 
мух, утримуваних на стандартному середовищі (контроль), що вживали Ц і НМФЦ. 
Підрахували умовну площу вакуолей, аналізуючи мікрофотографії за допомогою 
графічного редактора Kompas 13 portable-mini, і виявили, що під впливом Ц і НМФЦ 
вона зменшилася на 34,5 і 28,4 % відповідно (рис. 3). Порівнявши вплив Ц і його 
НМФ, виявили, що різниця є статистично незначущою, тому можна стверджувати 
про однаковий ефект від Ц і НМФЦ. 

Рис. 2.	Фенотип тканини мозку 20-денних особин D. melanogaster: А – дикого типу Oregon-R; Б – му-
тантної лінії swsolfE; В – особини з функціональним нокаутом гена sws у глії Repo-Gal4> UAS-
sws-RNAi. Rе – ретина, Lа – ламіна, Ме – медала. Стрілки вказують на специфічні для кожного 
генотипу нейродегенеративні утворення (вакуолізація) тканини мозку

Fig. 2.	 Зhenotype of brain tissue of 20 days old males D. melanogaster: А – wild type strain Oregon-R; Б – 
mutants swsolfE ; B – flies with functional knockout of sws gene in glial cells Repo-Gal4> UAS-sws-
RNAi. Rе – retina, Lа – lamina, Ме – medula. The arrows indicate specific for each genotype neuro-
degenerative formation (vacuolization) of brain tissue
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Рис. 3.	Умовна площа зон дегенерації  
у тканині мозку особин D. melano
gaster з функціональною інактиваці-
єю гена sws у гліальних клітинах  
у контролі (К), після згодовування 
Церебралу (Ц+) і низькомолекуляр-
ної фракції Церебралу (НМФЦ+)

Fig. 3.	 Total areas of degeneration zones in 
brain tissue in individuals of D. mela-
nogaster with functional knockout of 
sws gene in glial cells in control (К) 
and after feeding with Сerebral (Ц+) 
and low molecular fraction Сerebral 
(НМФЦ+) (arbitrary estimates, mm2)

Отже, Церебрал підвищує життєздатність старіючих мутантів swsolfE, зменшує 
у них пенетрантність нейродегенеративного фенотипу та сприяє зменшенню зон 
дегенерації у тканині мозку особин із функціональним нокаутом sws у глії. На під-
ставі отриманих результатів можна припустити, що активною складовою Церебра-
лу є його НМФ і що цей засіб чинить нейропротекторний ефект через підтримку 
гомеостазу гліальних клітин мозку. 
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THERAPEUTIC EFFECT OF CEREBRAL ON NEURODEGENERATION CAUSED 
BY ALTERED FUNCTIONING OF SWISS CHEESE GENE
IN DROSOPHILA MELANOGASTER
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It was found that Cerebral medicine has a therapeutic effect on aging of D. melano-
gaster individuals with neurodegeneration caused by altered functioning of swiss cheese 
gene (sws). After Сerebral treatment survival of old mutants swsolfE. was improved. 
Comparison of brain tissue histological sections of twenty days old males grown on 
standard nutrient medium and the medium with C. still showed manifestation of the 
mutant phenotype after application of the drug. However, penetrance of the neurode-
generative phenotype decreased by 10 % and this change correlated with an increase 
in the viability of aging individuals. We have created a functional knockout of sws gene 
in glial cells using Gal4-UAS system to test the effect of the drug in the conditions of 
shortage sws in glial cells. Genotype of such individual was Repo-Gal4>UAS-sws-
RNAi. After analysis of these flies, we found specific pathology of glial phenotype, 
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namely: considerable vacuolization in brain tissue in the region of the transition lamina 
to retina and medulla. In individuals with functional knockout of sws in glia, size of neu-
rodegeneration area decreased by 34.5 % after Cerebral treatment, and 28.4 % in case 
of using its low molecular weight fraction. No significant differences in the effects of 
Cerebral and its low molecular weight fraction were found. Our results allow to conclude 
that the active component of C is its low molecular weight fraction. This drug may be 
effective in treatment of brain pathologies with a primary damage of glial cells.

Keywords:	 neurodegeneration, Drosophila melanogaster, swiss cheese, Gal4-
UAS functional inactivation, Cerebral.

ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЕ ВЛИЯНИЕ ЦЕРЕБРАЛА ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ 
ВЫЗВАННОЙ НАРУШЕНИЕМ ФУНКЦИИ ГЕНА SWISS CHEESE 
У DROSOPHILA MELANOGASTER
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Установлено, что лекарственное средство Церебрал (Ц) оказывает терапев-
тическое влияние при старении особей D. melanogaster с нейродегенерацией, вы
званной нарушением функционирования гена swiss cheese (sws). После примене
ния Ц улучшилось выживание старых мутантов swsolfE. Сравнительный анализ ги-
стологических срезов ткани мозга старых 20-дневных самцов swsolfE, выращенных 
на стандартной питательной среде и на среде с добавлением Ц, показал сохране-
ние мутантного фенотипа после применения лекарственного средства. Однако 
пенетрантность нейродегенеративного фенотипа уменьшилась на 10 %, и это из-
менение коррелирует с повышением жизнеспособности стареющих особей. Для 
проверки действия средства в условиях функционального недостатка sws в глии 
был создан функциональный нокаут гена sws в глиоцитах с помощью Gal4-UAS 
системы. Генотип таких особей: Repo-Gal4>UAS-sws-RNAi. При анализе данных 
особей был обнаружен специфический фенотип патологии глии, а именно: значи-
тельная вакуолизация ткани мозга в области перехода ламины в ретину и медалу. 
Площадь зон нейродегенерации особей с функциональным нокаутом гена sws  
в глии уменьшилась на 34,5 % после лечения Ц и на 28,4 % после применения его 
низкомолекулярной фракции (НМФЦ). Не обнаружены существенные отличия в 
воздействии Ц и НМФЦ. Этот препарат может быть эффективным при лечении 
патологий мозга с преимущественным повреждением глиальных клеток.

Ключевые слова:	 нейродегенерация, Drosophila melanogaster, swiss cheese, 
Gal4-UAS функциональный нокаут, Церебрал.
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