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Целью данной работы является определе-
ние влияния различной концентрации мето-
трексата на апоптоз в яичниках Drosophila 
melanogaster при нормальной и повышенной 
температуре во время всего периода разви-
тия. В эксперименте было использовано 300 
гибридных особей «Oregon-R × vg» cо спон-
танно возникшей мутацией фенотипа Beadex. 
Всего было шесть экспериментальных групп: 
контроль, группа с воздействием метотрекса-
том с концентрацией 400 мкг/кг питательной 
среды, 2000 мкг/кг, 10000 мкг/кг, воздействие 
температурой (28˚с), и совместное воздей-
ствие метотрексатом 400 мкг/кг и темпера-
турой 28˚с.

В ходе эксперимента было выявлено, что 
апоптоз в контрольной точке №1 (checkpoint 
№ 1) достигает максимальных значений у 
группы МТХ10000 (10000 мкг/кг питательной 
среды) и у группы, онтогенез которой про-
исходил с повышенной температурой (28˚с). 
Также отмечена дозозависимость в отноше-
нии усиления апоптоза от увеличения кон-
центрации в checkpoint № 1. У эксперимен-
тальной группы МТХ400 идет максимальная 
интенсификация клеточной гибели в кон-
трольной точке №2 (checkpoint № 2), чего 
не наблюдается во всех остальных группах. 
В связи с тем, что применяемая доза (400 
мкг/кг) близка к 50лД, вероятно, большая 
часть особей выживает, в отличие от групп 
с концентрацией 2000 мкг/кг и 10000 мкг/
кг. Довольно высокий показатель наличия 
апоптоза в гермарии у группы контроля на-
блюдали у особей данной гибридной линии. 
корреляции между увеличением дозы МТХ 
и степенью развития яичника не наблюдали. 
однако группа МТХ2000 имеет высокий по-
казатель атрофии обоих яичников.
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Введение

Знания программируемой клеточной смерти 
важны в медицине при лечении онкологических, 
аутоиммунных и инфекционных заболеваний; 

также в области трансплантологии; косметоло-
гии. роль апоптоза в медицине заключается в 
возможности поиска путей регуляции этого про-
цесса для лечения и профилактики многих пато-
логических состояний, вызванных ослаблением 
или, наоборот, усилением апоптоза.

В медицине метотрексат уже давно активно 
применяют при лечении различных раковых за-
болеваний, также его используют против ауто-
иммунных расстройств. Возникновение многих 
тяжелых заболеваний связано с такими наруше-
ниями программы клеточной гибели, при кото-
рых клетки либо перестают погибать, и тогда 
возможно возникновение опухолей, либо ги-
бель захватывает избыточное число клеток, что 
в свою очередь приводит к патологической де-
генерации тканей и органов. Комбинированная 
терапия позволяет достигнуть более быстрого и 
выраженного клинического эффекта, улучшает 
общие результаты лечения, оказывает замедля-
ющее действия на рентгенологическое прогрес-
сирование [2].

По сравнению с другими беспозвоночными, 
половая система D. melanogaster имеет много 
общего с репродуктивной системой млекопита-
ющих, включая предполагаемые половые гор-
моны и консервативные белки, участвующие в 
развитии мочеполовой системы. Кроме того, D. 
melanogaster как модель представляет значитель-
ные преимущества по времени эксперимента и 
экономической эффективности по сравнению с 
моделями млекопитающих [4].

метотрексат мало влияет на выживаемость 
Drosophila melanogaster взрослых мух, но зна-
чительно уменьшает плодовитость у самок, при-
водит к почти стерильности обработанных мето-
трексатом мух [3]. Яйца были меньше по размеру 
и имели короткие или отсутствующие хориони-
ческие придатки. Яйца, из которых все же раз-
вивались мухи, имели развитые меланотические 
опухоли и / или погибали во время более поздне-
го развития. небольшое число выживших взрос-
лых мух имели опухоли и серьезные дефекты, в 
том числе аномалии щетины, глаз и лап. Похо-
жий результат был получен при идентификации 
генов, отвечающих за реализацию токсичности 
химиотерапии. В настоящее время широко пред-
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писанные химиотерапевтические средства, в том 
числе и метотрексат, снижают плодовитость у D. 
melanogaster в зависимости от дозы. также была 
обнаружена довольно высокая степень наследо-
вания токсичности препарата [5, 6]. Помимо вы-
шеперечисленного, у дрозофилы происходит уси-
ление апоптоза в крыловом имагинальном диске, 
впоследствии вызывающее наличие повреждения 
типа «вырезка» на крыловой пластинке имаго по 
полученным ранее данным [1].

метотрексат подавляет передачу сигналов 
JAK / STAT человека, не затрагивая другие за-
висящие от фосфорилирования пути. Путь JAK 
/ STAT трансформирует сигналы от нескольких 
цитокинов и контролирует гематопоэз, иммуни-
тет и воспаление [8]. Яичник дрозофилы являет-
ся хорошей системой для исследования регуля-
ции фагоцитарной активности эпителиальными 
клетками, основным классом непрофессиональ-
ных фагоцитов. Во время оогенеза дрозофилы 
яйцевые камеры средней стадии подвергаются 
апоптозу зародышевой линии в ответ на лише-
ние питательных веществ [7]. Программируемая 
клеточная смерть происходит на разных стади-
ях и в ответ на различные раздражители. роль 
апоптоза в медицине заключается в возмож-
ности поиска путей регуляции этого процесса 
для лечения и профилактики многих патологи-
ческих состояний. В связи с вышесказанным, 
планировали определить влияние различных 
концентраций метотрексата на апоптоз в яични-
ках при нормальной и повышенной температуре 
протекания онтогенеза, а именно влияние раз-
ных концентраций метотрексата в двух обозна-
ченных контрольных точках (checkpoint № 1 и 
checkpoint № 2), наличие кумулятивного эффек-
та при повышении концентрации метатрексата 
и воздействии повышенной температурой разви-

тия, уровень атрофии яичников при различных 
концентрациях метотрексата при нормальной 
(24˚С) и повышенной температуре (28˚С).

Материалы и методы

В работе использовали гибридных особей «Oregon-R × 
vg» cо спонтанно возникшей мутацией фенотипа Beadex. 
Всего было шесть групп: контроль, группа с воздействи-
ем метотрексатом концентрацией 400 мкг/кг, 2000, 10000, 
воздействием повышенной температурой (28˚С), и совмест-
ным воздействием метотрексатом 400 мкг/кг и 28˚С. Для 
приготовления препаратов органы извлекали в фосфатном 
буфере на предметном стекле, проводили окраску краси-
телем акридинового ряда, после накрывания покровным 
стеклом просматривали препарат под флуоресцентным 
микроскопом, в течение 3–7 минут.

При обработке данных использовали ранжирование 
следующего типа: a) если апоптоза нет ни в одной из точек 
(checkpoint №1, checkpoint №2  — рис. 1)  — то 0 баллов; 
b) если апоптоз наблюдается в checkpoint №1 (гермариар-
ный)  — то 1 балл; c) если апоптоз замечен в checkpoint 
№2 (виттелярианый)  — то 2 балла; d) если апоптоз при-
сутствует в обоих точках  — то 3 балла (табл. 1).

если развитие яичника было нормальным применяли 
обозначение норма (полностью нормальный), если один 
яичник был недоразвит  — атрофия 1 яичника, (один 
атрофирован) если оба яичника существенно недоразви-
ты, тогда атрофия 2-х яичников. Фотографирование пре-
паратов осуществляли с помощью цифровой камеры Leica 
DFC 295, установленной на микроскоп Leica DM 500 B. 
обработку цифровых изображений проводили с помощью 
программы LAS V4.2.

При проведении анализа данных использовали стати-
стический метод χ2. Критерий «χ2 Пирсона» являясь непа-
раметрическим методом, позволяет сравнить качественные 
оценки объектов. 

результаты и обсуждение

При мутации Beadex (Bx) наблюдается поте-
ря ткани по краю крыла. Впервые (Bx) иден-
тифицирована в 1925 году. мутация выступает 

рис. 1. Строение яйцевой трубки в яичнике D. melanogaster и локализация контрольных точек (checkpoint)
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как доминантная, находится на х-хромосоме. 
Фенотип Bx, по-видимому, вызван избыточной 
активностью гена дикого типа held  — up.

развитие крыльев дрозофилы и развитие ко-
нечностей позвоночных имеет некоторые парал-
лели. Выявлено, что гомолог у млекопитающих 
dLMO, LMO-2 экспрессируется в развивающем-
ся зародыше в соответствии с развитием ко-
нечностей. Ген dLMO является геном, контро-
лирующим активность гена Beadex. Изучение 
структуры dLMO позволило установить, что он 
очень похож на человеческий ген, являющий-
ся онкогеном. Гены dLMO дрозофилы и LMO-2 
человека гомологичны, они содержат идентич-
ные последовательности на 83%. Изменение 
активности Beadex может происходить за счет 
инсерции мобильных генетических элементов в 
различные области гена dLMO [9].

Из шести сравниваемых групп: 1. Контроль и 
мтх400, 2. Контроль и мтх+т (28˚С), 3. Кон-
троль и мтх2000, 4. Контроль и мтх10000, 5. 
Контроль и т (28˚С), 6. мтх400 и мтх400+т 
(28˚С) только в двух группах Контроль и 
мтх400 и мтх400 и мтх400+т (28˚С) замече-
ны статистически значимые отличия. Значение 
критерия χ2 у группы Контроль и мтх400 со-
ставил 8,35, а у группы мтх400 и мтх400+т 
(28˚С) значение равно 9,51. 

В табл. 2 представлены данные о степени раз-
вития яичника у различных групп, участвующих 
в эксперименте. Корреляции между увеличени-
ем дозы мтх и степенью развития яичника не 
наблюдали. однако группа мтх2000 имеет вы-
сокий показатель атрофии обоих яичников. Это 
может быть связано с тем, что именно данная 
концентрация является критичной, в максималь-
ной степени сказывающаяся на процессах раз-
вития гонад. Увеличение же концентрации до 
10000 мкг/кг среды уменьшает размер яични-
ков, к тому же, судя по литературным данным, 
размер самих особей, но уже не сказывается на 
развитии гонад [3]. 

Заключение

обнаружена корреляция между используемы-
ми в работе дозами метотрексата и усилением 
апоптоза в контрольной точке №1, тогда как в 
отношении контрольной точки №2 наибольшая 
степень апоптоза наблюдалась при наименьшей 
из концентраций (мтх400 мкг/кг), применяе-
мых в работе. не выявлен отрицательный куму-
лятивный эффект на изменение уровня апоптоза 
от совместного воздействия мтх400 + T (28˚С). 
Соответственно, повышенная температура онто-
генеза не усиливает токсические свойства ме-

Таблица 1. Частота встречаемости клеточной гибели в экспериментальных группах

0 баллов
1 балл

наличие апоптоза итого

2 балла 3 балла

Группа

Контроль
Частота 41 7 1 1 50

% в группе 82,0% 14,0% 2,0% 2,0% 100,0%

МТХ400
Частота 34 5 10 1 50

% в группе 68,0% 10,0% 20,0% 2,0% 100,0%

МТХ400+Т (28˚С)
Частота 43 6 1 0 50

% в группе 86,0% 12,0% 2,0% 0,0% 100,0%

МТХ2000
Частота 41 8 1 0 50

% в группе 82,0% 16,0% 2,0% 0,0% 100,0%

МТХ10000
Частота 36 12 2 0 50

% в группе 72,0% 24,0% 4,0% 0,0% 100,0%

Т (28öС) 
Частота 37 11 2 0 50

% в группе 74,0% 22,0% 4,0% 0,0% 100,0%

итого
% в группе

Частота 232 49 17 2 300

77,3% 16,3% 5,7% 0,7% 100,0%

Таблица 2. Степень развития яичника у разных экспериментальных групп

Экспериментальные группы развитие
яичника

норма (шт.) атрофия 1-го яичника (шт.) атрофия 2-х яичников (шт.)

Контроль 46 4 0

МТХ400 44 5 1

МТХ400+t (28öС) 50 0 0

МТХ2000 13 0 37

МТХ10000 40 6 4

Т (28öС) 48 2 0
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тотрексата, которые, в свою очередь, не реали-
зуются в виде более интенсивного апоптоза в 
яичнике у дрозофилы. максимальная атрофия, 
выражающаяся в недоразвитии обоих яичников, 
наблюдалась нами при воздействии метотрек-
сатом дозой 2000 мкг/кг среды. Возможно, по 
нашим предположениям, это может быть резуль-
татом высокой гибели особей с нормальным раз-
витием гонад именно при этой концентрации. 
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Abstract: The purpose of this work to determine the influ-

ence of different concentration of methotrexate on apoptosis 
level in the ovaries of Drosophila melanogaster at normal 
and elevated temperature during development. In the experi-
ment was used 300 hybrid individuals “Oregon-R x vg” with 
spontaneous mutation like Beadex phenotype. We investigated 
six group: control, a group after the methotrexate 400 mkg/
kg medium treatment, a group with 2000 dose, a group with 
10000 dose, temperature 28 C treatment and a group after 
methotrexate 400 and temperature 28 C treatment together. 
During the experiment we found that apoptosis in checkpoint 
#1 reaches to maximum values of the group MTX 10000 and 
of group after the temperature 28 C treatment. There was also 
a dose dependence on the intensity of apoptosis from increased 
concentration in checkpoint #1. The experimental group MTX 
400 has the maximum intensification of cellular ath in the 
checkpoint #2, which is not observed in the other groups. Due 
to the fact that the  400mkg/kg is close to 50LD, probably 
most of the individuals survive. The high index of the presence 
of apoptosis observed in control group of this hybrid strain. 
Correlations between the increase in MTX dosesang degree of 
ovarian development were not observed. However, the 2000 
MTX group has a high rate of atrophy of both ovaries. 

Keywords : methotrexate, atrophy, ovary, Drosophila me-
lanogaster, ontogenesis


