
` экологическая генетика     ТОМ IX   № 2   2011 ISSN 1811–0932

УДК 575.162 

ВВЕДЕНИЕ

Около 90 % триптофана у млекопитающих метаболизируется по кину-
рениновому пути обмена триптофана (КПОТ) (Gál, Sherman, 1978; 1980). 
Изменения в содержании метаболитов КПОТ (кинуренинов) сопровождают 
возникновение и развитие таких дегенеративных заболеваний центральной 
нервной системы (ЦНС), как болезни Альцгеймера, Паркинсона и Хантин-
гтона, (Лапин, 2004), а также острых состояний, возникающих в результате 
инсульта, энцефалита, менингита (Heyes et al., 1992), контузий (Blight et al., 
1993) и травм спинного мозга (Blight et al., 1995).

Нейроактивное действие кинуренинов исследовано на таких объектах, 
как медоносная пчела и дрозофила (Savvateeva, 1991; Лопатина и др., 1997; 
Savvateeva-Popova et al., 2003; Лопатина и др., 2004), а также на многих видах 
позвоночных: лягушках, мышах, крысах, кроликах, кошках, собаках (Лапин, 
2004).

Показано, что из метаболитов КПОТ нейротоксическим действием обла-
дает 3 гидроксикинуренин (3-ГК). Избыточное содержание 3-ГК вызывает 
гиперпродукцию пероксида водорода (генератора свободных радикалов), ин-
дуцируя гибель нейронов по механизму апоптоза (Okuda et al., 1998). Перок-
сид водорода у дрозофилы также активирует ряд внутриклеточных сигнальных 
посредников, в том числе компоненты МАР-киназного каскада, регулирую-
щего экспрессию генов (Inoue et al., 2001). Накопление 3-ГК у дрозофилы 
вызывает нарушения среднесрочной памяти, начиная с 12 суток имагиналь-
ного периода жизни (Savvateeva et al., 2000). 

Кинуреновая кислота (КК) — единственный метаболит КПОТ, обладаю-
щий нейропротекторным действием (French et al., 1984; Beninger et al., 1986). 
KK является эндогенным конкурентным антагонистом ионотропных рецеп-
торов глутамата (iGluR) с наибольшим сродством к глициновому сайту NR1-
субъединицы NMDA-рецептора (NMDAR) (Kessler et al., 1989). Процессы, 
опосредованные NMDAR, рассматривают как молекулярно-физиологичес-
кую основу обучения и памяти (Cull-Candy et al., 2001). КК является также 
неконкурент-ным антагонистом α7 никотиновых ацетилхолиновых рецепторов 
(nAChR) (Hilmas et al., 2001). Нейропротекторное действие КК на ЦНС опос-
редовано ингибированием процессов глутамат-зависимой эксайтотоксичности 
(Foster et al., 1984). Гиперстимуляция NMDAR вносит вклад в развитие болез-
ней Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона и других нейродегенеративных па-
тологий (Беспалов, Звартау, 2000), в связи с чем предпринимаются попытки 
синтеза лекарственных средств на основе КК (Danysz, Parsons, 1998).

Поскольку КК и некоторые другие метаболиты КПОТ проявляют сродство 
к глутаматергическим и холинергическим рецепторам (Stone, 1991; Лапин, 
2004), можно предположить, что действие 3-ГК также реализуется через них. 
Однако возможность связывания 3-ГК c iGluR и nAChR в качестве лиганда до 
настоящего времени не была исследована.
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На данный момент молекулярные механизмы дей-
ствия кинуренинов остаются не до конца изученными. 
Сложный характер их воздействия на физиологические 
и когнитивные процессы в ЦНС насекомых (Лопатина 
и др., 2004) обусловливает необходимость их дальней-
шего изучения.

У D. melanogaster мутация vermilion (v, X: 9F11) инак-
тивирует ключевой фермент КПОТ — триптофан 2,3 ди-
оксигеназу, что влечет за собой полное отсутствие в ор-
ганизме кинуренинов и накопление триптофана (Linzen, 
1974; Summers et al., 1982). У мутанта cinnabar (cn, 2R: 
43E16) неактивен фермент кинуренин 3 гидроксилаза — 
соответственно, блокирована стадия превращения кину-
ренина в 3-ГК. У мутанта сardinal (cd, 3R: 94A1 94E2) 
инактивирован фермент распада 3-ГК феноксазинонсин-
тетаза. Для cn показано двукратное увеличение содержа-
ния КК (Ferre, 1983), для cd — 2,9-кратное увеличение 
содержания 3-ГК (Howells et al., 1977) в тканях голов има-
го. Накопление у мутантов метаболитов КПОТ имитирует 
их пролонгированное введение, что удобно для изучения 
механизмов физиологической активности кинуренинов.

Многие нейродегенеративные заболевания сопро-
вождаются нарушениями локомоторного поведения. 
Поэтому одним из способов разработки стратегий тера-
певтического лечения этих заболеваний является поиск 
фармакологических агентов, корректирующих наруше-
ния локомоции у животных с простой нервной системой 
(Braungart et al., 2004). Большая скорость и сравнитель-
но невысокая цена исследований на дрозофиле делают 
ее практически идеальным объектом для предваритель-
ного экспериментального тестирования терапевтических 
средств. Автоматизированный анализ локомоторного 
поведения мутантов является удобным инструментом ис-
следования воздействия кинуренинов на моторные и ин-
тегративные функции ЦНС. У взрослых насекомых-му-
тантов КПОТ этот анализ имеет ограничения, связанные 
с нарушениями у мутантов пространственного ориенти-
рования вследствие зрительных дефектов из-за отсутс-
твия экранирующих пигментов глаз — оммохромов. Эти 
ограничения отсутствуют, если анализ локомоторного 
поведения проводить на стадии личинок 3-го возраста, 
у которых из зрительных органов присутствуют только 
глазки, способные определять лишь общий уровень ос-
вещенности (Mizunami, 1994).

Поскольку КК взаимодействует с NMDAR и nAChR, 
молекулярные механизмы действия кинуренинов на про-
цессы в ЦНС могут быть связаны в том числе и с регу-
ляцией экспрессии генов субъединиц этих рецепторов. 
Ген dNR1 (3R : 83 AB), гомолог гена nr1 млекопитаю-
щих, экспрессируется в голове взрослых дрозофил, ре-
гулируя процессы синаптической пластичности (Ultsch 
et al., 1993), тем самым участвуя в процессах формиро-
вания cреднесрочной (Lin, 2005) и долговременной (Wu 
et al., 2007) памяти. Также весомый вклад в формирова-
ние памяти у дрозофилы вносят nAChR. Гомологами α7 

и α3 nAChR человека у D. melanogaster являются dα7 
(X:18C2 — 18C3) (Grauso et al., 2002) и dα3 (X: 7E) 
(Schulz et al., 1998).

Еще одним геном, тесно связанным с глутаматерги-
ческим и холинергическим каскадом, является Lim ки-
наза 1 (LIMK1) — ключевой фермент ремоделирования 
актина. Активация LIMK1 у млекопитающих опосредо-
вана iGluR (Yang et al., 2004). Уровень LIMK1 в мозге 
D. melanogaster четко коррелирует с содержанием кину-
ренинов (Лопатина и др., 2007). Нарушение гена dLimk1 
в локусе agnostic (X: 11AB) приводит к дефектам про-
цессов памяти и обучения у 5-суточных имаго (Саввате-
ева-Попова и др., 2002; Медведева и др., 2008).

Изучение характера воздействия кинуренинов на экс-
прессию вышеуказанных генов должно пролить свет на 
механизмы регуляции моторных и когнитивных функций. 
В настоящей работе показано, что наиболее сильное 
влияние на локомоторное поведение оказывает избыток 
КК, приводя к резкому падению общего уровня локомо-
торной активности и дефектам пространственного ори-
ентирования. С помощью метода ПЦР в режиме реаль-
ного времени показано увеличение уровня экспрессии 
dNR1 и dα7 у 13-суточных мутантов сn (избыток КК) 
сравнительно с 5-суточными. У 13-cуточных мутантов сd 
(избыток 3-ГК) сравнительно с 5-суточными возрастает 
уровень экспрессии dα7. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Линии дрозофилы
В работе использовали следующие линии D. mela-

nogaster: линия дикого типа Canton-S (CS) и мутанты 
КПОТ — vermilion (аллель v1), мутация гена трипто-
фан-2,3-диоксигеназы, приводящая к отсутствию ки-
нуренинов и накоплению триптофана (Linzen, 1974); 
cinnabar (аллель cn1), мутация структурного гена кину-
ренингидроксилазы, блокирующая превращение кину-
ренина в 3 ГК (Ghosh, Forrest, 1967; Warren et al., 1996) 
и приводящая к избытку КК (Ferri, 1983); cardinal (ал-
лель cd1), мутация, приводящая к уменьшению активно-
сти феноксазинонсинтетазы и 2,9-кратному накоплению 
3-ГК по сравнению с диким типом (Howells et al., 1977). 
В результате 30 циклов скрещивания с линией CS все 
линии были приведены к единому генетическому фону.

Мух выращивали на стандартной среде (агар, изюм, 
дрожжи, сахар) в условиях постоянного цикла день/ночь 
(12 ч./12 ч.) при 25 ± 0,5 °С. 

Регистрация локомоторного поведения
Для регистрации локомоторного поведения личинок 

дрозофилы использовали оригинальный автоматизиро-
ванный метод, разработанный Г. А. Захаровым, Н. Г. Ка-
мышевым и Т. Л. Паялиной. 

Локомоторное поведение личинки регистрировали в 
камерах, основу которых составляла стеклянная плас-
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тина, покрытая влажной черной хлопчатобумажной тка-
нью. Наложенная сверху пластиковая пластина с выре-
занными отверстиями образовывала 8 отдельных лунок 
для каждой личинки. Диаметр лунки составлял 20 мм, а 
высота — 1,4 мм, таким образом, личинка могла дви-
гаться только в одной плоскости. После помещения ли-
чинок в лунки их закрывали предметными стеклами. Точ-
но сверху над лунками располагали вебкамеру Logitech 
QuickCam, соединенную через USB с компьютером. Экс-
перимент длился в течение 1 часа. В процессе регистра-
ции в камерах поддерживали температуру 24 °С.

Для регистрации положения личинок использовали 
компьютерную программу, разработанную Г. А. Заха-
ровым и Н. Г. Камышевым. Эта программа в реальном 
времени определяет координаты каждой личинки и за-
писывает траекторию их движения. Для каждой камеры 
выбирали значение порога, равное 60 % разности меж-
ду максимальной и средней яркостью всей совокупности 
пикселей. Все пиксели, яркость которых была больше 
порогового значения, считали принадлежащими личин-
ке. Их координаты усредняли и принимали в качестве 
координат личинки. Затем при помощи разработанной 
Г. А. Захаровым компьютерной программы анализирова-
ли периоды покоя и движения. Общую запись разбивали 
на кванты, равные 1 с, и вычисляли среднюю скорость 
движения личинки на каждом кванте. Если полученное 
значение было меньше порогового (0,2 мм/с), то счита-
ли, что личинка в течение данного кванта времени нахо-
дилась в покое, в противном случае считали, что личинка 
двигалась. Соседние кванты с одинаковым характером 
движения объединяли, в результате чего формировались 
периоды движения и покоя. 

Для изучения способностей личинок к зрительно-
пространственному ориентированию проводили анализ 
траекторий движения (треков). Это позволяет охарак-
теризовать способность животного ориентироваться в 
окружающей среде при реализации исследовательской 
активности. Все проанализированные треки в зависи-
мости от формы были визуально разделены на 6 классов. 
Образцы треков каждого класса представлены на рис. 1. 
Для каждой линии строили гистограмму распределения 
треков по классам.

Для каждой линии записывали траектории движения не 
менее 25 личинок. Для определения достоверности различий 

между экспериментальными группами проводили дисперси-
онный анализ по Краскелу–Уоллису с последующим мно-
жественным сравнением средних рангов для всех экспери-
ментальных групп. Для определения достоверности различий 
в распределении треков личинок использовали двусторонний 
t-критерий для долей. Достоверность всех различий рассчи-
тана при 95-процентном уровне значимости.

Анализ сравнительного уровня экспрессии генов
РНК из голов мух (5- и 13-суточных самцов) выделя-

ли с помощью набора TRI REAGENTТМ (Sigma). После 
обработки ДНКазой I (Sigma) проводили реакцию обрат-
ной транскрипции с использованием набора случайных 
нонамеров (Sigma), ингибитора РНКаз (Calbiochem) и 
обратной транскриптазы AMV Reverse Transcriptase 
(Fermentas). Реакцию ПЦР в режиме реальном вре-
мени проводили с использованием 2x cмеси для ПЦР 
Universal PCR Master Mix (TaqMan) и смеси TaqMan 
Gene Expression Assays флюоресцентных ДНК-зондов 
и праймеров к генам D. melanogater dNR1, rp49, dα7, 
dα3 и dLimk1 AB StepOnePlus (Applied Biosystems). Для 
определения относительного содержания РНК-матрицы 
в пробе использовали метод оценки значения ΔΔСT, где 
СT — цикл амплификации на логарифмической стадии, 
при котором интенсивность флюоресцентного сигнала 
достигает пороговой величины, ΔСT — разность между 
СT для исследуемого продукта и эндогенного контроля, 
ΔΔСT — разность ΔСT для исследуемой и контрольной 
линий. В качестве эндогенного контроля использовали 
кДНК рибосомного белка rp49, в качестве контрольной 
линии — линию CS. Оценку достоверности различий 
осуществляли с использованием теста рандомизации 
(Sokal, Rohlf, 1995).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение параметров локомоторной 
активности

Интегральные параметры локомоторной активности 
личинок линий CS, v, cn и cd представлены на рис. 2.

Основным параметром, отражающим локомоторную 
активность личинок, является индекс активности, т. е. 
доля времени, занятого движением. Данный параметр до-
стоверно снижен по сравнению с CS только у мутанта cn.

рис. 1. Образцы классов треков. 1 — полностью заполняющие экспериментальную камеру — все доступное для передвиже-
ния пространство. 2 — с незначительными дефектами заполнения — передвижения в пространстве. 3 — со значительными 
дефектами передвижения в пространстве. 4 — не полностью очерченная окружность движений в пространстве. 5 — не име-
ющие полностью очерченной окружности и со значительными дефектами передвижения в пространстве. 6 — с ярко выражен-
ными дефектами передвижения в пространстве
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Изменение индекса активности может происходить за 
счет изменения двух параметров — частоты совершения 
побежки и ее длительности. Межлинейные различия по 
частоте побежки аналогичны таковым для индекса ак-
тивности. У линии cn частота побежек ниже, чем у CS, 
что, по-видимому, и вносит основной вклад в снижение 
индекса активности. Для длительностей побежки пока-
заны некоторые достоверные, но очень небольшие меж-
линейные различия.

Последним из рассматриваемых параметров являет-
ся скорость побежки. У v и cd она несколько выше, чем у 
CS. Скорость побежки у cn заметно снижена по сравне-
нию со всеми другими линиями.

Способность к зрительно-пространственному ори-
ентированию демонстрирует ярко выраженные отличия. 
Записанные треки и гистограмма их распределения по 
классам представлена на рис. 3.

У личинок v и cn наблюдается резкое снижение (в 
2,5 и 2,7 раза соответственно) числа треков класса 1 
(полностью заполняющих экспериментальную камеру) 
и увеличение числа треков класса 3 (с существенными 
дефектами заполнения) по сравнению с CS. Подобные 
изменения могут говорить о нарушении способности к 
пространственному ориентированию. Мутанты cd, от-
личаясь от cn и v по этим же классам треков, не имеют 
достоверных отличий от дикого типа. 

рис. 2. Суммарные параметры локомоторной активности личинок CS, v, cn и cd. Данные представлены в виде ящика с усами. 
Горизонтальная линия внутри ящика — медиана, ящик — 25 % и 75 % квартили, усы — минимум и максимум. Достоверность 
различий: * — отличия от линии CS, # — отличие от v, & — отличие cd от cn (критерий Краскела–Уоллиса, множественное 
сравнение средних рангов, P ≤ 0,05)

рис. 3. а — треки движения личинок CS, v, cn и cd. б — сравнение распределений треков по классам. Достоверность разли-
чий: * — отличия от линии CS, # — отличие от v, & — отличие cd от cn (двусторонний t-критерий для долей, P ≤ 0,05)
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Таким образом, личинки линии cn демонстрируют 
существенное снижение индекса активности, частоты и 
скорости побежек, а также ограниченность перемеще-
ний в пространстве. Все это можно охарактеризовать как 
снижение общего уровня активности (что особенно хоро-
шо видно по снижению скорости побежки), и нарушение 
способности к пространственному ориентированию.

Анализ уровня экспрессии генов 
глутаматергической (dnR1), холинергической 
(dα7, dα3) систем нейротрансмиссии 
и сигнального каскада ремоделирования 
актина (dLimk1) 

Одним из возможных молекулярных механизмов сниже-
ния уровня двигательной активности является ингибирую-
щее действие, оказываемое КК в повышенной концентра-
ции на рецепторы iGluR и nAChR. Торможение связанных 
с этими рецепторами сигнальных путей может оказывать 
немедленное ингибирующее действие на поведенческую ак-
тивность и отсроченное во времени воздействие на экспрес-
сию рецепторных генов. Поскольку уровень кинуренинов в 
тканях голов D. melanogaster достигает максимума после 
вылупления имаго, нами был проведен анализ экспрессии 
генов, кодирующих субъединицу dNR1 ионотропного глута-
матного рецептора iGluR, субъединицы dα7 и dα3 никоти-
нового ацетилхолинового рецептора nAChR и LIM-киназу 1 
dLimk1, у взрослых 5- и 13-суточных самцов (рис. 4). Уро-
вень экспрессии [X] у мутантов был нормирован по отноше-
нию к таковому у СS (принят за 1).

У v (отсутствие продуктов КПОТ) в возрасте 5 суток 
наблюдается более высокий уровень экспрессии dNR1 
сравнительно с cn (избыток КК). Других отличий в уров-
не экспрессии генов в возрасте 5 суток не наблюдается. 

Показано также увеличение уровня экспрессии dNR1 
и dα7 у 13-суточных сn сравнительно с 5-суточными cn. 
У 13-cуточных сd (избыток 3-ГК) сравнительно с 5-суточ-
ными возрастает уровень экспрессии dα7. Таким образом, 
основные различия в уровне экспрессии проявляются у 
13-суточных мутантов по сравнению с 5-суточными. Это 
свидетельствует о том, что эффект метаболитов КПОТ 
проявляется спустя значительное время после достиже-
ния достаточных концентраций метаболитов в мозге.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В рамках данного исследования было показано, что 
накопление продуктов КПОТ у мутантов дрозофилы ока-
зывает влияние на локомоторное поведение личинок и 
отсроченное воздействие на уровень экспрессии генов 
dNR1 и dα7 в тканях голов имаго. По-видимому, сущес-
твуют два основных молекулярных механизма действия 
кинуренинов на процессы в ЦНС. Первый связан с их 
влиянием на NMDA-рецепторы, а также dα7 и/или ре-
цепторы ГАМК и стрихнин-чувствительные глициновые 
рецепторы (Mok et al., 2009), которые непосредственно 
отвечают за уровень возбудимости ЦНС и интенсивность 
синаптической нейротрансмиссии. Второй механизм 
представляет собой регуляцию экспрессии генов, явля-
ющихся мишенями активируемых метаболитами КПОТ 
внутриклеточных сигнальных каскадов.

Накопление 3-ГК у мутанта cd не оказывает сущес-
твенного действия на локомоторное поведение (рис. 2): 
длительность и скорость побежки у cd выше, чем у CS, 
однако численное различие между ними мало (порядка 
3 %). Распределение треков у cd не имеет достоверных 
отличий от CS (рис. 3). Отсутствие выраженного эффек-
та можно объяснить, принимая во внимание механизм 
действия 3-ГК. Согласно полученным ранее расчетным 
данным, 3-ГК не способен специфически взаимодейс-
твовать с NR1-субъединицей NMDA-рецептора (Заха-
ров, Щеголев, 2004). Поэтому основной механизм его 
действия, по-видимому, связан с генерацией окислитель-
ных радикалов и оксидативным стрессом. Однако для 
достижения заметного эффекта требуются достаточно 
высокие концентрации 3-ГК в тканях мозга. У личинок 
3-го возраста, так же как и у 5-суточных имаго, уровень 
3-ГК сравнительно невелик. Токсическое действие 3-ГК 
у линии cd развивается лишь начиная с 12 суток имаги-
нального периода (Savvateeva et al., 2000).

Накопление КК у мутанта cn приводит к наиболее вы-
раженным дефектам локомоторного поведения по срав-
нению с остальными мутантами КПОТ. Это проявляется 
в снижении средней скорости движения, снижении об-
щего уровня локомоторной активности, а также в дефек-

рис. 4. Сравнительный уровень экспрессии генов, кодирую-
щих субъединицу dNR1 ионотропного глутаматного рецептора 
iGluR, субъединицы dα7 и dα3 никотинового ацетилхолино-
вого рецептора nAChR и LIM-киназу 1 (dLimk1). [x] — уро-
вень экспрессии, нормированный относительно уровня для 
CS. 5с — 5-суточные особи. 13с — 13-суточные особи. Знак 
ставится над двумя величинами, достоверно отличающимися 
друг от друга: * — отличие v от cn в возрасте 5 суток; # — от-
личие экспрессии dNR1 у cn в возрасте 13 суток от cn 5 суток; 
$ — отличие экспрессии dα7 у cn в возрасте 13 суток от cn в 
возрасте 5 суток, ^ — отличие экспрессии dα7 у cd в возрасте 
13 суток от cd в возрасте 5 суток (двусторонний тест рандоми-
зации, P ≤ 0,05)
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тах пространственного ориентирования. Подобный эф-
фект может быть связан с ингибирующим действием КК 
на рецепторные субъединицы dNR1 iGluR и dα7 nAChR. 

Отсутствие кинуренинов у мутанта v вызывает отли-
чия в длительности и скорости побежки по сравнению 
с CS, однако численные различия невелики. Распре-
деление треков указывает на сходные у v и cn дефекты 
пространственного ориентирования. Таким образом, на-
рушения локомоторного поведения у v напоминают тако-
вые у сn, но выражены в меньшей степени. По-видимо-
му, это связано с тем фактом, что нейрофизиологический 
эффект кинуренинов зависит не от наличия/отсутствия 
конкретного метаболита, а от баланса нейротоксичес-
ких и нейропротективных метаболитов (Wu et al., 2000). 
Ферментативный блок у мутанта v приводит к полному 
отсутствию кинуренинов, в том числе и нейротоксичес-
ких, поэтому у v можно ожидать отсутствие дегенератив-
ной патологии и близкий к дикому типу характер локо-
моторного поведения. Отмеченные дефекты могут быть 
связаны с вызванным отсутствием кинуренинов сни-
жением общего локомоторного уровня активности, не 
обнаруженным при данном размере выборки (медиана 
индекса активности v лежит ниже, чем у cn, хотя разли-
чие между ними недостоверно). Другой причиной может 
быть неспецифический стресс, вызванный 6-кратным 
избытком триптофана в нервной системе (Ryall, Howells, 
1974).

Хроническое воздействие КК, эндогенного антаго-
ниста рецепторых субъединиц dNR1 и dα7, может вызы-
вать компенсаторное усиление активности генов для этих 
рецепторов по механизму обратной связи. Уровень экс-
прессии dNR1 в головах 5-cуточных cn, однако, снижен 
сравнительно с 5-cуточными v. В то же время у взрослых 
самцов cn на временном интервале 5–13 суток наблюда-
ется увеличение экспрессии генов dNR1 и dα7. Следова-
тельно, налицо положительное влияние избытка КК у cn 
(сравнительно с CS) на транскрипцию данных генов, раз-
вивающееся лишь с течением времени после достижения 
КК стабильно высокой концентрации в тканях головы в 
первый день после вылета имаго (Ferri, 1983).

Увеличение экспрессии dα7 у 13-суточных сd мо-
жет быть обусловлено компенсаторным повышением 
активности этих рецепторов в мозге в ответ на пласти-
ческие изменения в ЦНС. У 12–13-суточных cd объем 
каликсов грибовидных тел, ответственных за процес-
сы обучения и памяти у имаго (Krashes, Waddell, 2008; 
Krashes et al., 2007), снижен сравнительно с 5-суточ-
ными сd, а также 12–13-суточными CS и cn (Savvateeva 
et al., 2000). При этом α бунгаротоксин-чувствительные 
nAChR (к числу которых относятся dα7 и dα3) у взрос-
лых дрозофил в большом количестве представлены 
именно в каликсах грибовидных тел имаго дрозофилы 
(Su, O'Dowd, 2003).

Следует напомнить, что у дрозофилы среднесрочную 
память регистрируют в возрасте 5 суток через 3 часа пос-

ле тренировки, а долговременную — через 8 дней, т. е. 
в возрасте 13 суток, после массированной тренировки в 
возрасте 5 суток. Именно этим и диктуется выбор данных 
возрастов для оценки уровня экспрессии генов. 

Увеличение транскрипционной активности генов 
dNR1 и dα7, возможно, является одним из факторов, 
обусловливающих изменение поведения у cn и cd. Оба 
эти мутанта в возрасте 5 суток не отличаются по пара-
метрам обучения в парадигме условно-рефлекторного 
подавления ухаживания от CS (Savvateeva et al., 2000). 
Однако только у мутанта cd начиная с 13 суток прояв-
ляется прогрессивная потеря среднесрочной памяти, за-
канчиваясь полной потерей памяти в возрасте 29 суток 
(Savvateeva et al., 2000).

Интересно, что, в отличие от среднесрочной, долго-
временная память в той или иной степени нарушается у 
всех вышеуказанных мутантов КПОТ (Никитина Е. А., 
готовится к печати). При этом лишь у сn экспрессия 
dNR1 в мозге усиливается от момента тренировки в воз-
расте 5 суток до момента ее тестирования в возрасте 13 
суток, что, возможно, и приводит к ее дефектности у 13-
суточных имаго. Таким образом, сходные изменения по-
веденческой и когнитивной активности у разных кинуре-
ниновых мутантов могут быть обусловлены различными 
молекулярными механизмами, что объясняет сложный, 
множественный характер влияния кинуренинов на пове-
денческие процессы (Лопатина и др., 2004).

Что касается уровня экспрессии генов dα3 и dLimk1, 
у мутантов КПОТ не наблюдается достоверных различий 
на уровне транскрипции. Однако не следует забывать, 
что активность генов рецепторных cубъединиц и dLimk1 
может регулироваться также и на уровне трансляции 
независимо от активации/репрессии транскрипции или 
параллельно с ней. Возможно локальное повышение со-
держания белков-рецепторов и сигнальных посредников 
в определенных структурах мозга. Методами иммуно-
гистохимии было показано, в частности, что содержание 
белка NR1 у 5-суточных сn возрастает, а у 5-суточных cd 
снижается в центральном комплексе мозга (Лопатина и 
др., 2007). Таким образом, зависимая от КК активация 
трансляции субъединицы NR1, по-видимому, опережает 
во времени активацию транскрипции ее гена.

На настоящий момент не известно, в каких из от-
делов мозга максимальны концентрации тех или иных 
продуктов КПОТ и где именно они способны оказывать 
наибольшее физиологическое воздействие. Изучение 
распределения продуктов КПОТ, а также специфичес-
ких РНК-продуктов в мозге дрозофилы на разных ста-
диях жизненного цикла остается задачей будущих ис-
следований. Более точно судить о характере воздействия 
метаболитов КПОТ на активность генов iGluR, nAChR и 
Limk1 позволило бы проведение исследований с инъек-
цией мухам дикого типа экзогенных кинуренинов в раз-
личных концентрациях, с оценкой влияния их на уровень 
экспрессии рецепторных генов.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходя из полученных результатов можно заклю-
чить, что дисбаланс кинуренинов оказывает непо-
средственное влияние на локомоторное поведение. 
По-видимому, это связано с модулирующим влиянием 
метаболитов КПОТ на сигнальные каскады, управля-
емые рецепторами iGluR и nAChR. Наиболее сильное 
влияние на локомоторное поведение демонстрирует из-
быток КК, приводя к резкому падению общего уровня 
локомоторной активности и дефектам пространствен-
ного ориентирования.

Вместе с тем влияние кинуренинов на экспрессию ге-
нов носит отложенный характер и развивается в течение 
длительного времени после достижения максимального 
уровня их содержания у имаго. Изменение экспрессии 
отдельных генов отчетливо проявляется к 13 суткам. 
Так, показано увеличение уровня экспрессии dNR1 и dα7 
у 13-суточных сn (избыток КК) сравнительно с 5-суточ-
ными. У 13-cуточных сd (избыток 3-ГК) сравнительно с 
5-суточными возрастает уровень экспрессии dα7. Воз-
можно, эти изменения вносят вклад в развитие когни-
тивных нарушений, которые у взрослых мутантов КПОТ 
проявляются примерно в этот же период жизни. 

Создание автоматизированного метода регистрации 
локомоторного поведения личинок D. melanogaster от-
крывает возможность для разработки метода экспресс-
оценки действия различных фармакологических агентов 
на поведенческую активность дрозофилы. Данный метод 
можно использовать для поиска лекарственных препара-
тов, корректирующих нарушения локомоторного поведе-
ния.
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thE INfLuENcE of d. MELANOGAstER mutatIoNS 
of thE kyNurENINE pathway of tryptophaN  
mEtaboLISm oN Locomotor bEhaVIor  
aNd EXprESSIoN of GENES bELoNGING  
to GLutamatErGIc aNd choLINErGIc SyStEmS

G. A. Zakharov, A. V. Zhuravlev, T. L. Payalina,  
N. G. Kamyshev, E. V. Savvateeva-Popova
 

Summary ` : disbalance of kynurenines produced by drosophila 

mutations of the kynurenine pathway of tryptophan metabolism influ-

ences the locomotor behavior in larvae. the most pronounced is the 

effect of accumulation of kynurenic acid in the mutant cinnabar mani-

fested as sharp reduction of general level of locomotor activity. the mu-

tations seem to act through modulatory influences of kynurenines on 

signal cascades governed by ionotropic glutamatergic and cholinergic 

receptors. Expression of receptor genes in the mutants shows age-relat-

ed changes pointing to gradual evolvement of consequences of kynure-

nines disbalance.

k ` Ey wordS: Drosophila; kynurenines; kynurenic acid; 3-hy-

droxykynurenine; locomotor behavior; gene expression; NR1 subunit of 

NMDA receptor; nicotinic acetylcholine receptors.
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