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Аннотация
Поиск препаратов, влияющих на радиоустойчивость ор-
ганизма, является актуальной задачей радиобиологии и 
медицины. На модели Drosophila melanogaster впервые 
изучены эффекты ретиноевой кислоты, эноксацина, KN-93 
и UNC-0646 на устойчивость к γ-облучению в дозах 120 и 
800 Гр, а также на уровень повреждений ДНК и эффек-
тивность репарации ДНК. Результаты исследования сви-
детельствуют о повышении радиочувствительности мух 
после добавления всех четырех селективных препаратов 
в питательную среду в молодом и зрелом возрасте. Ме-
дианная и максимальная выживаемость после обработ-
ки веществами была снижена до 50 % (p < 0,0001). Кроме 
того, KN-93 и UNC-0646 усугубляли радиоиндуцированное 
повреждение ДНК у самцов, но приводили к умеренному 
защитному эффекту у самок. В то же время обнаружено 
защитное действие эноксацина от повреждения ДНК у 
самцов. Влияние изучаемых препаратов на выживаемость 
дрозофил можно связать с периодом употребления фар-
макологических соединений, количеством их поступления 
в организм самцов и самок, выбранными дозами и режи-
мами облучения.

Abstract
The search for drugs that affect the radioresistance of an 
organism is an urgent task of radiobiology and medicine. 
The effects of retinoic acid, enoxacin, KN-93, and UNC-0646 
on resistance to γ-irradiation at doses of 120 and 800 Gy, 
as well as on the level of DNA damage and the efficien-
cy of DNA repair were studied for the first time using the 
Drosophila melanogaster model. The results of the study 
indicate an increase in the radiosensitivity of flies after 
the addition of all four selective drugs to the medium at a 
young and mature age. Median and maximum survival after 
substance treatment was reduced to 50% (p < 0.0001). In 
addition, KN-93 and UNC-0646 exacerbated radioinduced 
DNA damage in males, but resulted in a moderate protec-
tive effect in females. At the same time, a protective effect 
of enoxacin against DNA damage was found in males. The 
influence of the studied drugs on the survival of Drosophila 
can be associated with the period of use of pharmacologi-
cal compounds, the amount of their intake into an organism 
of males and females, the selected doses and irradiation 
regimens.
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Введение
На протяжении всей жизни организмы подвергаются 

действию негативных факторов среды, которые способны 
оказывать повреждающее воздействие на молекулярном, 
клеточном, тканевом и организменном уровнях. Особый 
интерес среди них вызывают ионизирующие излучения 
из-за их высокой токсичности, нелинейности действия, 
наличия отдаленных и системных эффектов. Ионизиру-
ющие излучения приводят к повреждениям ДНК, обра-

зованию промежуточных продуктов репарации, мутациям, 
провоцируют выработку свободных радикалов [1, 2]. В ре-
зультате воздействия радиации возникают нестабильность 
генома и эпигенетические изменения в клетках организма 
[3]. Накапливающиеся повреждения и нарушение работы 
генома приводят к истощению физиологических функций 
тканей и органов, резкому ухудшению состояния здоро-
вья, преждевременной гибели организма. Поэтому поиск 
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средств, повышающих радиоустойчивость организма, явля-
ется актуальной задачей радиобиологии и медицины [4, 5]. 

Ионизирующие излучения проявляют выраженную 
генотоксическую активность, поэтому в работе мы скон-
центрировали внимание на веществах, способных моду-
лировать ответ на повреждение ДНК и репарацию ДНК [6]. 
Выбранные нами соединения (ретиноевая кислота, энок-
сацин, KN-93 и UNC-0646) удовлетворяли следующим кри-
териям: 1) являются селективными препаратами, нацелен-
ными на конкретные мишени в клетке; 2) связаны с ответом 
на повреждение ДНК; 3) не идентифицированы как веще-
ства, вызывающие повреждение ДНК. Стоит отметить, что 
все четыре препарата нацелены на эпигенетические ми-
шени, за счет чего способны влиять на интересующие нас 
механизмы. Эноксацин участвует в регуляции биогенеза 
и функционирования микроРНК (в том числе miR-34a), 
связанных с ответом на повреждение ДНК [7]. Соедине-
ние KN-93 является синтетическим ингибитором CaMK-II и 
влияет на активность регуляторов клеточного цикла [8–10]. 
Мощным селективным ингибитором метилтрансферазы 
G9a выступает UNC-0646 [11]. Механизм его действия вклю-
чает изменение метилирования гистонов, участвующих в 
регуляции активности генов ответа на повреждение ДНК, 
и рекрутирование белков репарации ДНК к поврежденным 
участкам [12]. Ретиноевая кислота влияет на несколько 
мишеней в клетке и также способствует эпигенетическим 
изменениям. В частности, регулирует уровень метилирова-
ния ДНК, модификации гистонов, формирование комплек-
сов с белками Polycomb, активность транскрипционных 
факторов. Она может усиливать репрессивную структуру 
гетерохроматина, обеспечивая защиту генетического ма-
териала [13]. 

Мы предположили, что ретиноевая кислота, эноксацин, 
KN-93 и UNC-0646 могут усилить ответ на повреждение 
ДНК и репарацию ДНК и за счет этого повысить сопро-
тивляемость организма к генотоксическим воздействиям. 
Для проверки выдвинутой гипотезы изучили влияние дан-
ных веществ на устойчивость плодовых мушек Drosophila 
melanogaster к острому γ-излучению. 

Материалы и методы
Линия Drosophila melanogaster и условия содержа-

ния. Исследование проводили на мухах линии дикого типа 
Canton-S (#64349), полученной из дрозофилиного центра 
Университета Индианы (Блумингтон, США). Для каждого 
варианта эксперимента отбирали по 120–150 особей каж-
дого пола в течение 24 ч после вылупления имаго. Условия 
содержания дрозофил были такими же, как в наших пре-
дыдущих работах [14,15].

Обработка исследуемыми веществами. В течение первых 
15 или 33 сут жизни мушек на поверхность питательной сре-
ды наносили по 30 мкл контрольного вещества 0.2 % DMSO 
(D2650, Sigma-Aldrich, США) или одного из исследуемых 
веществ. Использовали растворы следующих препаратов 
в 0.2 % DMSO: 500 мкМ ретиноевой кислоты (R2625, Sigma-
Aldrich, США), 100 мкМ эноксацина (94426, Sigma-Aldrich, 
США), 0,1 мкМ KN-93 (K1385, Sigma-Aldrich, США), 100 мкМ 
UNC-0646 (SML0633, Sigma-Aldrich, США).

Условия облучения. В возрасте 15 или 33 сут дрозофил 
облучали в дозах 120 Гр (в течение 2 ч 42 мин) и 800 Гр 
(в течение 18 ч) с использованием γ-источника с Cs-137 
«Исследователь» (СССР); мощность дозы составляла 
0.74 Гр/мин. Доза 120 Гр выбрана как уменьшенная в 10 раз 
доза 50 % летальности (LD50) [14], и доза 800 Гр, так как она 
значительно снижает выживаемость без острого летального 
эффекта. После облучения мух помещали на стандартную 
питательную среду, без добавления препаратов.

Анализ выживаемости. Оценку выживаемости и ста-
тистическую обработку данных выполняли по методике, 
описанной ранее [15, 16]. Эксперимент проводили в трех 
независимых биологических повторностях. 

Оценка уровня повреждений ДНК. Для оценки уровня 
повреждения ДНК применяли метод ПЦР «в реальном вре-
мени» и методики, описанные в статьях [17, 18], с модифи-
кациями. Для эксперимента использовали целые тела дро-
зофил в возрасте 15 сут. Для каждого варианта отбирали 10 
особей каждого пола, которых предварительно содержали 
на среде с 0.2 % DMSO (контроль) или исследуемыми ве-
ществами. Оценку уровня повреждений ДНК особей осу-
ществляли в трех вариантах: (1) нормальные условия (без 
острого γ-облучения, с добавлением в питательную среду 
ретиноевой кислоты, эноксацина, KN-93 и UNC-0646); (2) 
сразу после воздействия γ-облучения в дозе 800 Гр (18 ч); 
(3) через 24 ч после окончания облучения. Для выделения 
ДНК использовали набор GeneJET Genomic DNA Purification 
Kit (Thermo Scientific, США). Для приготовления раство-
ра ПЦР применяли Encyclo Polymerase Kit, SYBR Green I, 
dNTP Mix (Evrogen, Россия) и праймеры для ядерной ДНК 
(для фрагментов длиной 10.3 тыс. пар оснований (далее – 
т.п.о.) и 152 пары оснований (далее – п.о.)) [17]. Реакцию 
ставили в трех повторностях. ПЦР проводили с помощью 
прибора CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 
США), согласно методике, представленной в статье [17]. На 
основании полученных данных рассчитывали уровень по-
вреждений ДНК (количество повреждений на 10 т.п.о. ДНК) 
[18]. Достоверность различий оценивали с помощью U-кри-
терия Манна-Уитни. 

Результаты и их обсуждение
Влияние изучаемых препаратов на радиоустойчивость 

дрозофил. Применение ретиноевой кислоты, эноксацина, 
KN-93 и UNC-0646 у дрозофил в течение 15 сут не приве-
ло к статистически значимым изменениям выживаемости 
в нормальных условиях без облучения. Но оно вызывало 
слабый отрицательный эффект (4–13 %, p < 0.0001) в случае 
применения на протяжении 33 сут (таблица).

Мы предположили, что добавление в пищу дрозофил 
исследуемых селективных препаратов положительно ска-
жется на способности клеток организма отвечать на гено-
токсическое воздействие и повысит выживаемость дро-
зофил после γ-облучения, но в нашей работе наблюдали 
противоположный результат.

Внесение ретиноевой кислоты и KN-93 в пищу самцов и 
самок в течение 15 сут не приводило к статистически зна-
чимым изменениям выживаемости после облучения в дозе 
120 Гр. Обработка эноксацином и UNC-0646 и последующее 
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воздействие в той же дозе уменьшили медианную выжива-
емость на 4 % (p < 0.001, критерий Гехана-Бреслоу-Вилкок-
сона) и показатель максимальной выживаемости, возраст 
90 % смертности, на 3–5 % (p < 0.001, метод Ванг-Аллисона). 
Более длительное кормление мух (33 сут) изучаемыми ве-
ществами еще сильнее снизило устойчивость животных к 
γ-облучению в дозе 120 Гр. После применения всех пре-
паратов медианная выживаемость дрозофил обоего пола 
уменьшилась на 4–14 % (p < 0.001), а максимальная – на 
4–20 % (p < 0.0001) (таблица, рис. 1).

Схожий эффект влияния ретиноевой кислоты, энокса-
цина, KN-93 и UNC-0646 наблюдали в отношении выжи-
ваемости после более интенсивного воздействия γ-облу-

Параметры выживаемости Drosophila melanogaster  после γ-облучения
Survival parameters of Drosophila melanogaster after the γ-irradiation

Вариант Доза 
облучения, Гр

Облучение 
в возрасте 15 сут

Облучение 
в возрасте 33 сут

M, сут 90 %, сут N M, сут 90 %, сут N
Самцы

Контроль 
(0,2 % DMSO)

0 39 55 333 24 36 277
120 38 54 336 23 36 273
800 19 25 345 4 15 257

Ретиноевая 
кислота

(500 мкМ)

0 43 55 367 23*** 32* 251
120 42 53 368 22*** 31** 365
800 16*** 22*** 378 4 13 269

Эноксацин 
(100 мкМ)

0 43 55 328 22*** 32 261
120 38 53 304 22*** 31** 254
800 18 24** 341 4*** 11 271

KN-93 
(0,1 мкМ)

0 41 51*** 360 22*** 31** 254
120 40 52 362 22*** 30*** 278
800 17* 25 369 4** 10* 276

UNC-0646 
(100 мкМ)

0 41 51 357 22*** 30*** 280
120 39 51 369 22*** 29*** 282
800 16*** 23** 359 4 8*** 255

Самки

Контроль 
(0,2 % DMSO)

0 51 60 380 33 44 267
120 51 59 372 36 46 283
800 26 37 380 10 23 280

Ретиноевая 
кислота

(500 мкМ)

0 51 59 359 33 44 264
120 52 59 348 31*** 43*** 271
800 25* 37 340 8*** 22*** 279

Эноксацин 
(100 мкМ)

0 50 59 391 29*** 41*** 259
120 49*** 57* 429 31*** 44*** 266
800 22*** 36 359 8* 23 270

KN-93 
(0,1 мкМ)

0 50** 57*** 350 30*** 43*** 277
120 51 58 360 32*** 44*** 271
800 26* 36 358 5*** 22** 267

UNC-0646 
(100 мкМ)

0 50*** 57*** 359 30*** 43*** 268
120 49*** 56*** 357 32*** 40*** 258
800 19*** 36* 339 8 22 278

Примечание. М – медианная выживаемость; 90 % – время 90 % смертности; N – 
количество особей в выборке. При сравнении времени 90 % смертности использовали 
метод Ванг-Аллисона, для медианной выживаемости – критерии Гехана-Бреслоу-
Вилкоксона и Мантеля-Кокса. Различия с контролем достоверны при * – p < 0.05; 
** – p < 0.01; *** – p < 0.0001.
Note. M – median survival; 90 % – time of 90 % mortality; N – a number of individuals in a 
sample. When comparing the time of 90 % mortality, the Wang-Allison method was used; 
for median survival, the Gehan-Breslow-Wilcoxon and Mantel-Cox tests were used. Dif-
ferences with a control are significant at * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.0001.

чения. Для дрозофил 800 Гр является дозой, 
приводящей к гибели в течение короткого 
промежутка времени (около 7–14 сут), но без 
острой летальности во время или сразу после 
облучения. В нашей работе применение ис-
следуемых веществ в пищу дрозофил до воз-
раста 15 сут вызывало снижение медианной 
выживаемости самцов и самок, а также мак-
симальной выживаемости самцов на 2–27 % 
(p < 0.0001) после облучения в дозе 800 Гр. Та-
ким же образом действовала обработка селек-
тивными препаратами в течение 33 сут. Наблю-
дали уменьшение медианной выживаемости 
после интенсивного радиационного воздей-
ствия вплоть до 20–50 % (p < 0.001). Наиболее 
выраженный эффект на самцов оказали KN-93 
и UNC-0646, на самок – ретиноевая кислота и 
KN-93 (см. таблицу, рис. 2).

Влияние изучаемых препаратов на уровень 
повреждений ДНК. Мы оценили влияние рети-
ноевой кислоты, эноксацина, KN-93 и UNC-0646 
на уровень повреждения ДНК в нормальных ус-
ловиях (без γ-облучения) и после γ-облучения в 
дозе 800 Гр. В нормальных условиях наблюдали 
снижение уровня повреждения ДНК (p < 0.05) у 
самок после потребления KN-93, и у самцов по-
сле эноксацина. В то же время ретиноевая кис-
лота и UNC-0646 повышали уровень поврежде-
ний ДНК у самцов (p < 0.05) (рис. 3).  

Воздействие γ-облучения значительно уве-
личило уровень повреждений ДНК (p < 0.05), за 
исключением самцов, которым в пищу добавля-
ли эноксацин. Этот препарат оказывал защитное 
действие на ДНК дрозофил: уровень поврежде-
ний ДНК был в 1,9 раза ниже (p < 0.05), по срав-
нению с мухами, потреблявшими среду без пре-
паратов. Но этот результат не воспроизводился у 
самок. У них умеренный защитный эффект (в 1.3–
1.4 раза, p < 0.05) был обнаружен после обработ-
ки KN-93 и UNC-0646. Напротив, оба соединения 
усугубляли радиоиндуцированное повреждение 
ДНК у самцов (в 1.7–2.4 раза, p < 0.05) (рис. 3).

После применения любого из исследуемых 
препаратов репарация ДНК сохранялась. Че-
рез сутки после облучения в большинстве слу-

чаев уровень повреждений ДНК снижался до значений 
в нормальных условиях. Менее эффективной оказалась 
репарация после эноксацина и KN-93 (p < 0.05). Но после 
потребления этих двух веществ и до облучения уровень 
повреждений ДНК был ниже, чем у мух, не принимавших 
препараты.

Положительное действие препаратов, модулирующих 
ответ на повреждение ДНК и репарацию ДНК, было показа-
но на различных модельных организмах. Обработка изуча-
емыми нами фармакологическими соединениями, а именно 
эноксацином, по данным других авторов, продлевает жизнь 
модельных организмов за счет повышения устойчивости к 
окислительному стрессу [7, 19, 20]. 
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Рисунок 2. Кривые выживаемости Drosophila melanogaster после γ-облучения в дозе 800 Гр.
Условные обозначения: * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.0001.
Figure 2. Survivorship curves of Drosophila melanogaster after the γ-irradiation at a dose of 800 Gy.
* – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.0001.

В ряде исследований рассмотрено влияние селектив-
ных препаратов (ретиноевой кислоты, эноксацина, KN-93 
и UNC-0646) на устойчивость к генотоксическим воздей-
ствиям. Однако чаще в качестве модельного объекта ис-
пользовали линии раковых клеток. Так, описано сенси-
билизирующее действие эноксацина на устойчивость к 
облучению ультрафиолетом А у клеток рака поджелудоч-
ной железы AsPC1. Оно проявлялось в усилении апоптоза 
клеток в результате выработки активных форм кислорода 
[21]. С другой стороны, эноксацин повышал устойчивость 
нематод Caenorhabditis elegans к окислительному стрессу 
посредством регуляции сигнального пути SKN-1/Nrf2 [7]. 
В нашем исследовании не наблюдалось действия энок-
сацина в течение молодого возраста (15 сут) на жизне-
способность и радиоустойчивость дрозофил. При более 
длительном кормлении (33 сут) происходило снижение 

Рисунок 1. Кривые выживаемости Drosophila melanogaster после γ-облучения в дозе 120 Гр.
Условные обозначения: * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.0001.
Figure 1. Survivorship curves of Drosophila melanogaster after the γ-irradiation at a dose of 120 Gy.
* – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.0001.

выживаемости при радиаци-
онном воздействии.  

Ретиноевая кислота оказы-
вает эффект на разные эпи-
генетические механизмы, тем 
самым влияя на различные ме-
ханизмы репарации ДНК [6,13, 
22]. Описано, что она также по-
вышает чувствительность кле-
ток рака шейки матки человека 
к γ-облучению в результате 
экспрессии иммунологически 
важных поверхностных анти-
генов [23], т.е. данный механизм 
неприменим к нашим резуль-
татам. Также есть исследова-
ние, где ретиноевую кислоту 
использовали на фибробластах 
кожи человека, где она ингиби-
ровала индукцию c-Jun и AP-1. 
В этой же работе ретиноевая 
кислота защищала кожу чело-
века от потери транскриптов 
и белков проколлагена типов 
I и III после облучения ультра-
фиолетом [24]. Как и в случае с 
эноксацином, кормление дро-
зофил ретиноевой кислотой в 
раннем возрасте не оказало 
значительного влияния на их 
жизнеспособность. Но наблю-
дался ее выраженный отрица-
тельный эффект на выживае-
мость самок после γ-облучения 
в дозе 800 Гр. 

Вещество KN-93 является 
мембрано-проницаемым синте-
тическим ингибитором очищен-
ного нейронального CaMK-II [8]. 
Известно, что KN-93 ослабляет 
изменение формы митохондрий 
после облучения через регу-

ляцию CaMKII [19], а также модулирует работу регуляторов 
клеточного цикла р53 и р21 [9] и эксцизионную репарацию 
оснований [25]. Но в нашем исследовании KN-93 не спо-
собствовало повышению устойчивости к генотоксическому 
воздействию.

Вещество UNC-0646 является мощным селективным 
ингибитором метилтрансферазы G9a [11] и потенциально 
может влиять на ответ на повреждение ДНК через свою 
мишень. Известно, что G9a рекрутируется в участки по-
вреждения ДНК АТМ-дозозависимым образом, может 
способствовать эффективной локализации разрывов ДНК 
и обуславливать метилирование гистонов [12].  Но мы не 
обнаружили защитного действия соединения против гено-
токсического вмешательства. Напротив, оно снижало выжи-
ваемость дрозофил после γ-облучения в дозах 120 и 800 Гр. 
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 В основном влияние ретиноевой кислоты, эноксацина, 
KN-93 и UNC-0646 на жизнеспособность и радиоустойчи-
вость изучали на культурах клеток и лишь в отдельных 
исследованиях на других модельных животных. В нашей 
работе впервые оценено действие данных веществ на 
радиоустойчивость целого организма с использованием 
модели плодовой мушки Drosophila melanogaster. Мы не 
обнаружили радиопротекторного эффекта у всех четырех 
изучаемых нами соединений. Напротив, их применение 
приводило к повышению чувствительности мух к острому 
γ-облучению в дозах 120 и 800 Гр. Медианная и макси-
мальная выживаемость в молодом и зрелом возрасте после 
обработки ими была снижена до 50 % (p < 0,0001). 

Дополнительно мы проанализировали как влияют ре-
тиноевая кислота, эноксацин, KN-93 и UNC-0646 на уро-
вень повреждений ДНК и репарацию ДНК после воздей-
ствия γ-облучения в дозе 800 Гр. Хотя после применения 
любого из исследуемых селективных препаратов репара-
ция ДНК сохранялась, ее эффективность несколько сни-
жалась после применения эноксацина и KN-93. Но сам по 
себе эноксацин, скорее, защищал от радиоиндуцирован-
ного повреждения ДНК. Кроме того, было обнаружено, что 
KN-93 и UNC-0646 усугубляли негативное действие остро-
го γ-облучения у самцов. UNC-0646 также повышал уро-
вень повреждений ДНК в нормальных условиях. Препарат 
UNC-0646, как правило, сильнее всех снижал выживае-
мость дрозофил в условиях генотоксического воздействия. 
Эффекты изучаемых препаратов на выживаемость отча-
сти можно связать с их влиянием на уровень повреждений 
ДНК и репарации ДНК. Но, по-видимому, это влияние не 
является ведущим механизмом.

Негативный эффект может быть обусловлен периодом 
употребления фармакологических соединений, количе-
ством их поступления в организм самцов и самок, выбран-
ными нами дозами и режимами облучения. Так как ответ на 
повреждение ДНК и репарация ДНК являются процессами, 
требующими больших энергетических затрат [26], чрез-
мерное стимулирование данных процессов за счет приема 
препаратов могло привести к истощению ресурсов клеток 
организма дрозофилы и нарушению работы его компенса-
торных систем. В результате готовность к ответу на острое 
генотоксическое воздействие оказалась снижена. Для 
проверки данного предположения и выяснения механиз-
мов, лежащих в основе радиосенсибилизирующего дей-
ствия ретиноевой кислоты, эноксацина, KN-93 и UNC-0646, 
необходимо провести дополнительные исследования.
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