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Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ïðèðîäíûõ àìèíîêèñëîò è ñåðîòîíèíà

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòîðûå àìèíîêèñëîòû è èõ ïðîèçâîäíûå ñïîñîáíû ðåãóëèðîâàòü àê-
òèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) è ãóàíèëàòöèêëàçû (ÃÖ) ó ñâîáîäíîæèâóùèõ èíôóçîðèé Dileptus anser
è Tetrahymena pyriformis. Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ìåòèîíè-
íà, òèðîçèíà, àëàíèíà è íåéðîãîðìîíà ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ-öèêëàç è â èäåíòèôèêàöèè
ñïåöèôè÷íûõ ê íèì ðåöåïòîðîâ ó D. anser è T. pyriformis. Ìåòèîíèí è ñåðîòîíèí â çíà÷èòåëüíîé ñòåïå-
íè ïîâûøàëè áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ ó îáåèõ èíôóçîðèé, ïðè÷åì ýôôåêò ñåðîòîíèíà íà ÀÖ ó T. pyri-
formis îñóùåñòâëÿëñÿ ñ ó÷àñòèåì Ca2+-çàâèñèìîé ôîðìû ÀÖ è ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ. Ñòèìóëèðóþ-
ùèé ÀÖ ýôôåêò òèðîçèíà è àëàíèíà áûë âûðàæåí ñëàáî è âûÿâëÿëñÿ òîëüêî ó D. anser. Ñåðîòîíèí ó îáå-
èõ èíôóçîðèé è àëàíèí ó D. anser ñòèìóëèðîâàëè àêòèâíîñòü ÃÖ, â òî âðåìÿ êàê ìåòèîíèí è òèðîçèí íà
ÃÖ íå âëèÿëè. Ìåòèîíèí è ñåðîòîíèí ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ñâÿçûâàëèñü ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè
èíôóçîðèé. Çíà÷åíèÿ KD äëÿ ñâÿçûâàíèÿ [ìåòèë-3H]ìåòèîíèíà ñ D. anser è T. pyriformis ñîñòàâèëè 7.5 è
35.6 íÌ, äëÿ ñâÿçûâàíèÿ [3H]ñåðîòîíèíà — 2.7 è 4.7 íÌ ñîîòâåòñòâåííî. Àëàíèí è òèðîçèí ñâÿçûâàëèñü
ñ èíôóçîðèÿìè ñ íèçêîé àôôèííîñòüþ. Òàêèì îáðàçîì, ó èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis èìåþòñÿ õå-
ìîñèãíàëüíûå ñèñòåìû, ðåãóëèðóåìûå àìèíîêèñëîòàìè è èõ ïðîèçâîäíûìè è âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ôåð-
ìåíòû ñ öèêëàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè ñèñòåìû ñõîäíû ñ ãîðìîíàëüíûìè ñèãíàëüíû-
ìè ñèñòåìàìè âûñøèõ ýóêàðèîò è ÿâëÿþòñÿ èõ ïðåäøåñòâåííèêàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: àäåíèëàòöèêëàçà, àìèíîêèñëîòà, ãóàíèëàòöèêëàçà, èíôóçîðèÿ, ìåòèîíèí, ðå-
öåïòîð, ñåðîòîíèí, Dileptus anser, Tetrahymena pyriformis.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÀÖ ñèñòåìà — àäåíèëàòöèêëàçíàÿ ñèñòåìà,
ÃÖ — ãóàíèëàòöèêëàçà, GppNHp — b,g-èìèäîãóàíîçèí-5R-òðèôîñôàò.

Õåìîñèãíàëüíûå ñèñòåìû îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò
ïî ñâîåé ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè èìå-
þò ìíîãî îáùèõ ÷åðò ñ ãîðìîíàëüíûìè ñèãíàëüíûìè ñèñ-
òåìàìè âûñøèõ ýóêàðèîò, â òîì ÷èñëå ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ (Shpakov, Pertseva, 2008). Îäíàêî íàáîðû ñèãíàëü-
íûõ ìîëåêóë, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ
ðåöåïòîðàìè è àêòèâèðóþò âíóòðèêëåòî÷íûå ýôôåêòîð-
íûå áåëêè, äëÿ îäíîêëåòî÷íûõ è ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ. Ó îäíîêëåòî÷íûõ âàæ-
íåéøèìè âíåøíèìè ñèãíàëàìè, ðåãóëèðóþùèìè ôóíäà-
ìåíòàëüíûå êëåòî÷íûå ïðîöåññû — ðîñò, ìåòàáîëèçì,
äâèæåíèå è ñïîðóëÿöèþ, ÿâëÿþòñÿ ïðèðîäíûå ñàõàðà,
íóêëåîòèäû è àìèíîêèñëîòû, â òî âðåìÿ êàê ó âûñøèõ
ýóêàðèîò ñèãíàëüíûå ôóíêöèè îáû÷íî âûïîëíÿþò áîëåå
ñïåöèàëèçèðîâàííûå ìîëåêóëû — ãîðìîíû è ðîñòîâûå
ôàêòîðû (Xue et al., 2008).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó ñâîáîäíîæèâóùèõ
èíôóçîðèé Tetrahymena pyriformis è Dileptus anser íåêî-
òîðûå ïðèðîäíûå àìèíîêèñëîòû è èõ ïðîèçâîäíûå âëèÿ-
þò íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ ñ öèêëàçíîé àêòèâíîñòüþ —
àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) è ãóàíèëàòöèêëàçû (ÃÖ) (Øïàêîâ
è äð., 2011à). Ýòè ôåðìåíòû ó áîëüøèíñòâà ýóêàðèîò ÿâ-
ëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè êîìïîíåíòàìè õåìîñèãíàëüíûõ ñèñ-
òåì è ôóíêöèîíàëüíî ñîïðÿæåíû ñ ëîêàëèçîâàííûìè â

ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ðåöåïòîðàìè è âíóòðèêëåòî÷-
íûìè öÀÌÔ/öÃÌÔ-çàâèñèìûìè ñèãíàëüíûìè êàñêàäà-
ìè. ÀÖ êàòàëèçèðóåò ïðåâðàùåíèå ÀÒÔ âî âòîðè÷íûé
ïîñðåäíèê öÀÌÔ, ðåãóëèðóþùèé àêòèâíîñòü öÀÌÔ-çà-
âèñèìûõ áåëêîâ, â òî âðåìÿ êàê ÃÖ êàòàëèçèðóåò ïðåâðà-
ùåíèå ÃÒÔ â äðóãîé âòîðè÷íûé ïîñðåäíèê — öÃÌÔ, àê-
òèâèðóþùèé öÃÌÔ-çàâèñèìûå ïðîòåèíêèíàçû è èîííûå
êàíàëû. Äðóãèì îðãàíèçìîì, ó êîòîðîãî àìèíîêèñëîòû
ñïîñîáíû âëèÿòü íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåð-
ìåíòîâ-öèêëàç, ÿâëÿåòñÿ ãðèá Cryptococcus neoformans,
êîòîðûé, òàê æå êàê èíôóçîðèè, îòíîñèòñÿ ê íèçøèì
ýóêàðèîòàì (Xue et al., 2006). Ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèîíèí è
ïðîëèí ñòèìóëèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÖ, ïðè÷åì èõ
äåéñòâèå îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ðåöåïòîð ñåðïàíòèííîãî
òèïà GPR4, ñîïðÿæåííûé ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêà-
ìè. Ó íåêîòîðûõ äðóãèõ ãðèáîâ òàêæå âûÿâëåíû ðåöåïòî-
ðû ñåðïàíòèííîãî òèïà, ãîìîëîãè÷íûå àìèíîêèñëîòíîìó
ðåöåïòîðó GPR4 Ñ. neoformans, êîòîðûå ìîãóò áûòü ìè-
øåíÿìè ïðèðîäíûõ àìèíîêèñëîò (Shpakov, Pertseva,
2008; Xue et al., 2008).

Çàäà÷à ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âîçìîæíûõ ìîëå-
êóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ îáíàðóæåííîãî íàìè ðàíåå âëèÿ-
íèÿ ïðèðîäíûõ àìèíîêèñëîò ìåòèîíèíà, òèðîçèíà è àëà-
íèíà, à òàêæå ãîðìîíà ñåðîòîíèíà, ïðîäóêòà ìåòàáîëè÷å-
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ñêèõ ïðåâðàùåíèé òðèïòîôàíà íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÖ ó
èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis, à òàêæå â èäåíòèôèêà-
öèè è õàðàêòåðèñòèêå ñïåöèôè÷íûõ äëÿ íèõ ñâÿçûâàþ-
ùèõ ìåñò.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ îïûòîâ èñïîëüçîâàëè êðåàòèíôîñôàò, êðåàòèí-
ôîñôîêèíàçó èç ìûøö êðîëèêà (ÍÔ 2.7.3.2), ÀÒÔ, ÃÒÔ,
öÃÌÔ, ñîëÿíîêèñëûé N-(6-àìèíîãåêñèë)-5-õëîð-1-íàô-
òàëåíñóëüôîíàìèä (W-7) è ñóðàìèí (Sigma, ÑØÀ).
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ-öèêëàç èñïîëüçî-
âàëè [a-32P]ÀÒÔ (1000 Êè/ììîëü) è [a-32P]ÃÒÔ
(6000 Êè/ììîëü) ïðîèçâîäñòâà ÎÀÎ «Èíñòèòóò ðåàêòîð-
íûõ ìàòåðèàëîâ» (Ðîññèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àìèíîêèñëîò ñ ìåìáðàíàìè èíôóçîðèé
èñïîëüçîâàëè L-[ìåòèë-3H]ìåòèîíèí (70 Êè/ììîëü),
L-[3,5-3H]òèðîçèí (40 Êè/ììîëü), L-[2,3-3H]àëàíèí
(40 Êè/ììîëü) è 5-ãèäðîêñè[G-3H]òðèïòàìèíà êðåàòè-
íèí-ñóëüôàò ([3H]ñåðîòîíèí) (20 Êè/ììîëü) (Amersham,
Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû èíôóçîðèé T. pyri-
formis è D. anser ñ ïëîòíîñòüþ 150—300 òûñÿ÷ è
140—150 êë./ìë ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãîìîãå-
íàòà èíôóçîðèé T. pyriformis èõ îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì (600 g, 3 ìèí) è òðèæäû îòìûâàëè 20 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðîì, pH 7.5. Ãîìîãåíèçèðîâàíèå ïðîâîäèëè
ïóòåì îáðàáîòêè êëåòîê óëüòðàçâóêîì íà ïðèáîðå
ÓÇÄÍ-2Ò ïðè ÷àñòîòå 20 êÃö â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè îõëàæ-
äåíèè. Èíôóçîðèé D. anser êóëüòèâèðîâàëè â ñîëåâîé
ñðåäå Prescott ïðè 25 °Ñ (êîðìîì äëÿ íèõ ñëóæèëè èíôó-
çîðèè T. pyriformis). Èõ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(600 g, 3 ìèí), òðèæäû îòìûâàëè 20 ìÌ Tris-HCl-áóôå-
ðîì (pH 7.5). Ãîìîãåíàò êëåòîê èíôóçîðèé ïîëó÷àëè ðàñ-
òèðàíèåì êëåòîê â ðó÷íîì ãîìîãåíèçàòîðå (60—70 óäà-
ðîâ). Êîëè÷åñòâî ðàçðóøåííûõ êëåòîê T. pyriformis è
D. anser ñîñòàâèëî íå ìåíåå 95 % îò èõ îáùåãî êîëè÷åñòâà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÀÖ (ÀÒÔ-ïèðîôîñôàòëèàçà
öèêëèçóþùàÿ, ÍÔ 4.6.1.1) â ãîìîãåíàòàõ êóëüòóð èíôóçî-
ðèé ïðîâîäèëè ïðè 30 °Ñ è âðåìåíè èíêóáàöèè 10 ìèí,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Äåðêà÷ è äð., 2002, 2003), â èíêóáàöè-
îííîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 50 ìM Tris-HCl, pH 7.5,
1 ìÌ ÀÒÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà, 0.5 ìã/ìë êðåàòèí-
ôîñôîêèíàçû, 5 ìÌ MgCl2, [a-32P]ÀÒÔ äîáàâëÿëè èç ðàñ-
÷åòà 1 ìêÊè íà ïðîáó. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì
50—100 ìêã áåëêà. Àêòèâíîñòü ÀÖ âûðàæàëè â ïìîëü
öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ÃÖ (ÃÒÔ-ïèðîôîñôàòëèàçà
öèêëèçóþùàÿ, ÍÔ 4.6.1.2) ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó (Garbers,
Murad, 1979) ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè (Øïàêîâ è
äð., 2011à). Ãîìîãåíàòû êóëüòóð èíôóçîðèé èíêóáèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 30 °Ñ â èíêóáàöèîííîé ñðåäå
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 50 ìM Tris-HCl, pH 7.5, 1 ìÌ ÃÒÔ,
0.1 ìÌ öÃÌÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà, 0.5 ìã/ìë êðåàòèí-
ôîñôîêèíàçû, 5 ìÌ MgCl2, [a-32P]ÃÒÔ äîáàâëÿëè èç ðàñ-
÷åòà 0.5—1 ìêÊè íà ïðîáó. Îáùèé îáúåì ïðîáû ñîñòàâèë
50 ìêë. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì 50—100 ìêã áåë-
êà è îñòàíàâëèâàëè âíåñåíèåì â ïðîáó 100 ìêë 0.5 M HCl,
ïîñëå ÷åãî îáðàçöû ïîìåùàëè íà 6 ìèí íà êèïÿùóþ âîäÿ-
íóþ áàíþ, à çàòåì â êàæäóþ ïðîáó âíîñèëè ïî 100 ìêë 1.5
M èìèäàçîëà è íàíîñèëè îáðàçöû íà êîëîíêó ñ îêèñüþ
àëþìèíèÿ. Îáðàçîâàâøèéñÿ â õîäå ôåðìåíòàòèâíîé ðåàê-
öèè öÃÌÔ ýëþèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 10 ìë 10 ìÌ èìèäà-
çîë-HCl-áóôåðà, pH 7.4. Ýëþàò ïîìåùàëè â ñöèíòèëëÿöè-

îííûå ôëàêîíû è èçìåðÿëè â íèõ ðàäèîàêòèâíîñòü ïî ìå-
òîäó ×åðåíêîâà íà ñ÷åò÷èêå Rackbeta (LKB, Øâåöèÿ). Àê-
òèâíîñòü ÃÖ âûðàæàëè â ïìîëü öÃÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã
áåëêà.

Ñâÿçûâàíèå ìå÷åíûõ ìåòèîíèíà, òèðîçèíà, àëàíèíà è
ñåðîòîíèíà ïðîâîäèëè â 20 ìÌ Tris-HCl-áóôåðå (pH 7.5),
ñîäåðæàùåì 10 ìÌ ÄÒÒ, â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé,
îïèñàííîé ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2010, 2011á). Êîíöåíòðà-
öèè êëåòîê äëÿ êóëüòóð D. anser è T. pyriformnis ñîñòàâè-
ëè 5�105 è 106 êë./ìë ñîîòâåòñòâåííî. Äëÿ ñâÿçûâàíèÿ
áðàëè 100 ìêë êëåòîê è èíêóáèðîâàëè èõ ñ ðàçëè÷íûìè
êîíöåíòðàöèÿìè ðàäèîëèãàíäîâ (0.5—200 íÌ) â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè 25 °Ñ, çàòåì èíêóáàöèîííóþ ñìåñü ïîìåùàëè
íà ôèëüòðû GF/B, êîòîðûå òðèæäû ïðîìûâàëè Tris-HCl-
áóôåðîì (ïî 5 ìë), âûñóøèâàëè, ïîìåùàëè â âèàëû ñî
ñöèíòèëëÿöèîííîé ñìåñüþ è èçìåðÿëè ðàäèîàêòèâíîñòü
íà ñ÷åò÷èêå Rackbeta (LKB, Øâåöèÿ). Çíà÷åíèÿ ñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ìåòèîíèíà, òèðîçèíà, àëàíèíà è ñåðî-
òîíèíà ðàññ÷èòûâàëè âû÷èòàíèåì íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿ-
çûâàíèÿ, èçìåðåííîãî â ïðèñóòñòâèè íåìå÷åíûõ ëèãàíäîâ
(10–3 M), èç îáùåãî ñâÿçûâàíèÿ ðàäèîëèãàíäîâ. Äëÿ ðàñ-
÷åòà êîíñòàíòû äèññîöèàöèè (KD) è ÷èñëà ñâÿçûâàþùèõ
ìåñò (Bmax) êðèâûå íàñûùåíèÿ ïðåîáðàçîâûâàëè ïî ìåòî-
äó Ñêýò÷àðäà.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ANO-
VA. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò áûë âûïîëíåí òðåõêðàòíî.
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå M � S.E.M. èç íåñêîëüêèõ
íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëü-
íûìè ïðîáàìè è ïðîáàìè, ïîäâåðãíóòûìè âîçäåéñòâèþ
àìèíîêèñëîò, ñåðîòîíèíà è äðóãèõ àãåíòîâ, îöåíèâàëè
êàê äîñòîâåðíûå ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Íà ïåðâîì ýòàïå èçó÷àëè âëèÿíèå ìåòèîíèíà, òèðîçè-
íà, àëàíèíà è ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÖ èíôóçî-
ðèé. Âñå ýòè âåùåñòâà äîçîçàâèñèìûì ñïîñîáîì ñòèìóëè-
ðîâàëè àêòèâíîñòü ÀÖ ó D. anser, ïðè÷åì íàèáîëåå âûðà-
æåííûé ýôôåêò áûë âûÿâëåí ó ìåòèîíèíà è ñåðîòîíèíà,
êîòîðûå â êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì ïîâûøàëè áàçàëüíóþ àê-
òèâíîñòü ôåðìåíòà íà 557 è 665 % ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 1). Â ñëó÷àå T. pyriformis àêòèâíîñòü ÀÖ ïîâûøà-
ëàñü òîëüêî â ïðèñóòñòâèè ñåðîòîíèíà è ìåòèîíèíà, â òî
âðåìÿ êàê òèðîçèí è àëàíèí íà íåå ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿ-
ëè, à â êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè åå
ñíèæàëè. Ó T. pyriformis äîáàâëåíèå 5 ìêÌ Ca2+ ïðèâîäè-
ëî ê ïîâûøåíèþ ÀÖ ýôôåêòà ñåðîòîíèíà íà 88 % â ñðàâ-
íåíèè ñ òàêîâûì â îòñóòñòâèå Ca2+, ïðèíÿòûì çà 100 %.
ÀÖ ýôôåêò ìåòèîíèíà ïðè ýòîì íå ìåíÿëñÿ. Àíòàãîíèñò
êàëüìîäóëèíà W-7, âçÿòûé â êîíöåíòðàöèè 500 ìêÌ,
ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë íà ÀÖ ýôôåêò ñåðîòîíèíà è ëèøü â
íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè (íà 17 %) ñíèæàë ñòèìóëÿöèþ
ÀÖ ìåòèîíèíîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíîå ó÷àñòèå Ca2+-çàâèñèìûõ ôîðì ÀÖ â ðåàëèçàöèè
ýôôåêòà ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ó T. pyrifor-
mis. Â ñâîþ î÷åðåäü ó èíôóçîðèè D. anser ñòèìóëèðóþ-
ùèå ÀÖ ýôôåêòû âñåõ èçó÷åííûõ àìèíîêèñëîò è ñåðîòî-
íèíà ñóùåñòâåííî íå ìåíÿëèñü â ïðèñóòñòâèè 5 ìêÌ Ca2+

è 500 ìêÌ W-7. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èõ ìèøå-
íÿìè ÿâëÿþòñÿ ôîðìû ÀÖ, íå÷óâñòâèòåëüíûå ê íèçêèì
êîíöåíòðàöèÿì Ca2+ è êàëüìîäóëèíó.

Ó T. pyriformis â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ ñóðàìèíà, ñå-
ëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ, ÀÖ
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ýôôåêòû ñåðîòîíèíà è ìåòèîíèíà ñíèæàëèñü äî 28 è 39 %
îò òàêîâûõ â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà. Ó D. anser ñóðàìèí
ñíèæàë ÀÖ ýôôåêòû ñåðîòîíèíà è ìåòèîíèíà äî 41 è
28 %, íî ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë íà ñîîòâåòñòâóþùèå ýô-
ôåêòû òèðîçèíà è àëàíèíà (ñíèæåíèå ìåíåå ÷åì íà 11 %).
Èíãèáèðîâàíèå ñóðàìèíîì ÀÖ ýôôåêòîâ ñåðîòîíèíà è
ìåòèîíèíà óêàçûâàåò íà âîçìîæíîå ó÷àñòèå â èõ ðåàëèçà-
öèè ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, ñõîäíûõ ïî íåêîòîðûì
õàðàêòåðèñòèêàì ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè ïîçâî-
íî÷íûõ æèâîòíûõ.

Ó èíôóçîðèè T. pyriformis íàáëþäàëîñü ïîâûøåíèå
àêòèâíîñòè ÃÖ â ïðèñóòñòâèè ñåðîòîíèíà, ó D. anser — â

ïðèñóòñòâèè ñåðîòîíèíà è àëàíèíà, â òî âðåìÿ êàê ìåòèî-
íèí è òèðîçèí íå âëèÿëè íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ó îáåèõ
èíôóçîðèé. Â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì ñåðîòîíèí ñòèìóëèðî-
âàë àêòèâíîñòü ÃÖ ó T. pyriformis íà 130 % è ó D. anser íà
177 % (ðèñ. 2). Ó D. anser ñòèìóëèðóþùèé ÃÖ ýôôåêò ñå-
ðîòîíèíà äîñòèãàë ìàêñèìóìà ïðè êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì è
â äàëüíåéøåì ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿëñÿ. Ó T. pyriformis
ýòîò ýôôåêò ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ãîðìîíà äî
10–4 Ì ñíèæàëñÿ (äî 111 %), ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà àêòè-
âàöèþ ïóòåé, èíãèáèðóþùèõ ÃÖ. Ñòèìóëèðóþùèé ÃÖ
ýôôåêò àëàíèíà îò÷åòëèâî âûÿâëÿëñÿ òîëüêî ïðè êîíöåí-
òðàöèè 10–4 Ì. Ñóðàìèí (10 ìêÌ) íå âëèÿë íà ñòèìó-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ìåòèîíèíà, òèðîçèíà, àëàíèíà è ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) èíôóçîðèé Dileptus anser (à) è
Tetrahymena pyriformis (á).

Êðèâûå: 1 — ìåòèîíèí, 2 — òèðîçèí, 3 — àëàíèí, 4 — ñåðîòîíèí. Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ, êîòîðàÿ â ãîìîãåíàòàõ èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis
ñîñòàâèëà 20.5 ± 1.4 è 28.5 ± 1.1 ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà ñîîòâåòñòâåííî, ïðèíÿòà çà 100 %.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ìåòèîíèíà, òèðîçèíà, àëàíèíà è ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü ãóàíèëàòöèêëàçû (ÃÖ) èíôóçîðèé Dileptus anser (à) è
Tetrahymena pyriformis (á).

Êðèâûå: 1 — ìåòèîíèí, 2 — òèðîçèí, 3 — àëàíèí, 4 — ñåðîòîíèí. Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÃÖ, êîòîðàÿ â ãîìîãåíàòàõ èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis
ñîñòàâèëà 2.9 ± 0.3 è 4.0 ± 0.2 ïìîëü öÃÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà ñîîòâåòñòâåííî, ïðèíÿòà çà 100 %.



ëÿöèþ ÃÖ ñåðîòîíèíîì è àëàíèíîì, çà èñêëþ÷åíèåì íå-
áîëüøîãî (íà 14 %) ñíèæåíèÿ ÃÖ ýôôåêòà ñåðîòîíèíà ó
T. pyriformis. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò â
ïîëüçó ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÃÖ èíôóçîðèé ê ñåðîòîíèíó è â
ñëó÷àå D. anser — ê àëàíèíó. Ïðåäïîëàãàåòñÿ òàêæå, ÷òî
ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, ðîäñòâåííûå ãåòåðîòðèìåðíûì
G-áåëêàì ïîçâîíî÷íûõ, íå âîâëå÷åíû â ðåãóëÿòîðíûå ýô-
ôåêòû ñåðîòîíèíà è àëàíèíà íà àêòèâíîñòü ÃÖ èíôóçî-
ðèé.

Âëèÿíèå àìèíîêèñëîò è ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü
öèêëàç èíôóçîðèé óêàçûâàåò íà ïðèñóòñòâèå ñïåöèôè÷-
íûõ ê íèì ðåöåïòîðîâ. Ñ öåëüþ èõ èäåíòèôèêàöèè èçó÷à-
ëè ñâÿçûâàíèå èíôóçîðèé ñ ìå÷åíûìè ðàäèîëèãàíäàìè —
[ìåòèë-3H]ìåòèîíèíîì, [3,5-3H]òèðîçèíîì, [2,3-3H]àëàíè-
íîì è [3H]ñåðîòîíèíîì. Ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèîíèí è ñåðî-
òîíèí ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåï-
òîðàìè èíôóçîðèé (ðèñ. 3—6). Â ñëó÷àå ñâÿçûâàíèÿ [ìå-
òèë-3H]ìåòèîíèíà ñ D. anser è T. pyriformis çíà÷åíèÿ KD

ñîñòàâèëè 7.5 è 35.6 íÌ, çíà÷åíèÿ Bmax — 10.2 è 2.2 ôìîëü
ìåòèîíèíà íà 500 òûñ. äèëåïòóñîâ è 1000 òûñ. òåòðàõèìåí
ñîîòâåòñòâåííî. Â ïåðåñ÷åòå íà îäíó êëåòêó D. anser è
T. pyriformis ÷èñëî ñâÿçûâàþùèõ ìåñò äëÿ ìåòèîíèíà, ÿâ-
ëÿþùèõñÿ, êàê ìû ïîëàãàåì, ìåòèîíèíîâûìè ðåöåïòîðà-
ìè, ñîñòàâèëî 12000 è 1320. Â ñëó÷àå ñâÿçûâàíèÿ [3H]ñå-
ðîòîíèíà ñ D. anser è T. pyriformis çíà÷åíèÿ KD ñîñòàâèëè
2.7 è 4.7 íÌ, çíà÷åíèÿ Bmax — 3.2 è 2.7 ôìîëü ñåðîòîíèíà
íà 500 òûñ. äèëåïòóñîâ è 1000 òûñ. òåòðàõèìåí ñîîòâåòñò-
âåííî. Â ïåðåñ÷åòå íà îäíó êëåòêó D. anser è T. pyriformis
÷èñëî ñâÿçûâàþùèõ ìåñò äëÿ ñåðîòîíèíà ñîñòàâèëî 3840
è 1620. Òèðîçèí è àëàíèí ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàëèñü òîëü-
êî ñ èíôóçîðèÿìè D. anser. Çíà÷åíèÿ KD â ýòîì ñëó÷àå ñî-
ñòàâèëè 285 è 138 íÌ, ÷òî çíà÷èòåëüíî âûøå òàêîâûõ äëÿ
ìåòèîíèíà è ñåðîòîíèíà. Çíà÷åíèÿ Bmax äëÿ òèðîçèíà è
àëàíèíà ñîñòàâèëè 5.1 è 1.6 ôìîëü àìèíîêèñëîòû íà
500 òûñ. êëåòîê. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèñóòñò-
âèè ñïåöèôè÷íûõ ðåöåïòîðîâ êî âñåì èññëåäîâàííûì âå-
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Ðèñ. 3. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå L-[ìåòèë-3Í]ìåòèîíèíà ñ èíôóçîðèÿìè Dileptus anser (à) è ïðåîáðàçîâàíèå êðèâûõ ñâÿçûâàíèÿ
â êîîðäèíàòàõ Ñêýò÷àðäà (á).

Ðèñ. 4. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå L-[ìåòèë-3Í]ìåòèîíèíà ñ èíôóçîðèÿìè Tetrahymena pyriformis (à) è ïðåîáðàçîâàíèå êðèâûõ
ñâÿçûâàíèÿ â êîîðäèíàòàõ Ñêýò÷àðäà (á).



ùåñòâàì íà ïîâåðõíîñòè èíôóçîðèé D. anser. Ïðè ýòîì
ìåòèîíèí è ñåðîòîíèí ñâÿçûâàþòñÿ ñ ðåöåïòîðàìè D. an-
ser ñ âûñîêîé àôôèííîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê òèðîçèí è àëà-
íèí — ñ íèçêîé. Äëÿ T. pyriformis ïîêàçàíî, ÷òî ñåðîòî-
íèí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðàìè ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì, ìå-
òèîíèí åìó â ýòîì ñóùåñòâåííî óñòóïàåò, â òî âðåìÿ êàê
ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå â ñëó÷àå àëàíèíà è òèðîçèíà
îòñóòñòâóåò.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëè èçó÷åíî âëèÿíèå 20 ïðèðîäíûõ
a-àìèíîêèñëîò íà àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÖ D. anser è T. pyri-
formis è îáíàðóæåíî, ÷òî íåêîòîðûå èç íèõ, âçÿòûå â êîí-
öåíòðàöèè 10–4 Ì, âëèÿþò íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ
(Øïàêîâ è äð., 2011à). Â ÷àñòíîñòè, ñòèìóëèðóþùåå âëè-
ÿíèå íà àêòèâíîñòü öèêëàç îêàçûâàëè ìåòèîíèí, òèðîçèí

è àëàíèí, à òàêæå ãîðìîí ñåðîòîíèí, ïðîèçâîäíûé òðèï-
òîôàíà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ ñåðîòîíè-
íîì ó T. pyriformis áûëà îáíàðóæåíà åùå 40 ëåò íàçàä
(Rosenszweig, Kindler, 1972), íî ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ãîð-
ìîíà íà ôåðìåíò è åãî ñâÿçûâàíèå ñ ðåöåïòîðàìè èíôóçî-
ðèé íå áûëè èçó÷åíû. Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ —
âûÿñíåíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ ìåòèîíè-
íà, òèðîçèíà, àëàíèíà è ñåðîòîíèíà íà àêòèâíîñòü öèêëàç
èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis è èäåíòèôèêàöèÿ ñïå-
öèôè÷íûõ ê íèì ðåöåïòîðîâ.

Ñðåäè èçó÷åííûõ íàìè âåùåñòâ íàèáîëåå àêòèâíûì
ðåãóëÿòîðîì öèêëàç ó èíôóçîðèé áûë ñåðîòîíèí, âûïîë-
íÿþùèé ôóíêöèè íåéðîãîðìîíà ó ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ. Ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ ýôôåêòû ñåðîòîíèíà ó èí-
ôóçîðèé ïî âåëè÷èíå áûëè áëèçêè òàêîâûì äëÿ ÀÖ ýô-
ôåêòîâ ãîðìîíà ó âûñøèõ ýóêàðèîò (Êóçíåöîâà, Øïàêîâ,
1994). Ïîñêîëüêó ñóðàìèí, èíãèáèòîð abg-ãåòåðîòðèìåð-
íûõ G-áåëêîâ, ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿë ÀÖ ýôôåêòû ñåðîòî-
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Ðèñ. 5. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå [3Í] ñåðîòîíèíà ñ èíôóçîðèÿìè Dileptus anser (à) è ïðåîáðàçîâàíèå êðèâûõ ñâÿçûâàíèÿ â êîîð-
äèíàòàõ Ñêýò÷àðäà (á).

Ðèñ. 6. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå [3Í] ñåðîòîíèíà ñ èíôóçîðèÿìè Tetrahymena pyriformis (à) è ïðåîáðàçîâàíèå êðèâûõ ñâÿçûâà-
íèÿ â êîîðäèíàòàõ Ñêýò÷àðäà (á).



íèíà, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåéñòâèå ãîðìîíà íà ÀÖ
èíôóçîðèé ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè,
ðîäñòâåííûå G-áåëêàì ïîçâîíî÷íûõ. Â ýòîé ñâÿçè ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî ñåðîòîíèíîâûå ðåöåïòîðû ñåðïàíòèííî-
ãî òèïà, êîòîðûå ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ îòâå÷àþò çà
áîëüøèíñòâî ôèçèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ãîðìîíà, òàêæå
ñîïðÿæåíû ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè. Ãåòåðîòðè-
ìåðíûå G-áåëêè, ñîïðÿæåííûå ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåï-
òîðàìè è ó÷àñòâóþùèå â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ ê âíóòðè-
êëåòî÷íûì ýôôåêòîðíûì ñèñòåìàì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èäåíòèôèöèðîâàíû ó ðÿäà ïðåäñòàâèòåëåé íèçøèõ ýóêà-
ðèîò — àìåáû Dictyostelium discoideum, äðîææåé Saccha-
romyces cerevisiae è Schizosaccharomyces pombe, áîëüøèí-
ñòâà àñêîìèöåòîâ è áàçèäèîìèöåòîâ (Brzostowski et al.,
2002; Krystofova, Borkovich, 2005; Slessareva, Dohlman,
2006; Shpakov, Pertseva, 2008). Â ãåíîìå D. discoideum âû-
ÿâëåíî 12 òèïîâ a-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ, êîòîðûå áëèçêè
ê a-ñóáúåäèíèöàì G-áåëêîâ ïîçâîíî÷íûõ (Brzostowski
et al., 2002). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó èíôóçîðèé
D. anser è T. pyriformis òàêæå èìåþòñÿ ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíûå ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, êîìïîíåíòû ðåãóëèðóå-
ìûõ ãîðìîíîïîäîáíûìè âåùåñòâàìè ñèãíàëüíûõ ñèñòåì
(Äåðêà÷ è äð., 2002, 2003; Øïàêîâ è äð., 2010).

Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ÀÖ ýôôåêò ñåðîòîíèíà ó
T. pyriformis çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ íèçêèõ êîíöåíòðà-
öèé Ca2+, ÷òî óêàçûâàåò íà âîâëå÷åíèå â ýôôåêòû ãîðìîíà
Ca2+-çàâèñèìîé ôîðìû ÀÖ, îõàðàêòåðèçîâàííîé íàìè ðà-
íåå (Äåðêà÷ è äð., 2010). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî çàâè-
ñèìûå îò Ca2+ ôîðìû ÀÖ âûÿâëåíû ó äðóãèõ îäíîêëåòî÷-
íûõ, â òîì ÷èñëå ó èíôóçîðèè Paramecium tetraurelia
(Gustin, Nelson, 1987), æãóòèêîíîñöåâ Trypanosoma brucei
è T. cruzi (Paindavoine et al., 1992; D’Angelo et al., 2002) è
ãðèáà Neurospora crassa (Reig et al., 1984). Îäíàêî ó÷àñ-
òèå ýòèõ ôîðì ôåðìåíòà â ïðîöåññàõ ïåðåäà÷è âíåøíèõ
ñèãíàëîâ â êëåòêó äî ñèõ ïîð íå áûëî èññëåäîâàíî.

Çíà÷åíèÿ KD äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñåðîòî-
íèíà ñ ðåöåïòîðàìè, ëîêàëèçîâàííûìè íà ïîâåðõíîñòè
èíôóçîðèé D. anser è T. pyriformis, ñîñòàâèëè 2.7 è
4.7 íÌ, ÷òî áëèçêî ê çíà÷åíèÿì KD äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ãîðìî-
íà ñ ìåòàáîòðîïíûìè è èîíîòðîïíûìè ñåðîòîíèíîâûìè
ðåöåïòîðàìè ïîçâîíî÷íûõ (Heuring, Peroutka, 1987; Fletc-
her, Barnes, 1997; Weber et al., 1997). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò
î òîì, ÷òî ðåöåïòîðû èíôóçîðèé ñòîëü æå ñïåöèôè÷íû ê
ñåðîòîíèíó, êàê è ñåðîòîíèíîâûå ðåöåïòîðû áîëåå ñëîæ-
íî îðãàíèçîâàííûõ îðãàíèçìîâ. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæ-
íî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ýòè ðåöåïòîðû è ñîïðÿ-
æåííûå ñ íèìè ñèãíàëüíûå êàñêàäû ñôîðìèðîâàëèñü íà
ðàííèõ ýòàïàõ ýâîëþöèè ýóêàðèîò. Íåäàâíî áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî ðåöåïòîðû, êîòîðûå ñ âûñîêèì ñðîäñòâîì ñâÿ-
çûâàþòñÿ ñ ñåðîòîíèíîì, ìåëàòîíèíîì è äðóãèìè èíäîë-
ñîäåðæàùèìè ñîåäèíåíèÿìè, ïðèñóòñòâóþò ó íåêîòîðûõ
ïðîêàðèîò, ïðè÷åì ÷åðåç íèõ îñóùåñòâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ
òàêèõ æèçíåííî âàæíûõ ïðîöåññîâ, êàê ðîñò áàêòåðèé è
èõ êîììóíèêàöèÿ (Rahman et al., 2005; Lee et al., 2007).
Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ó èíôóçîðèé èìååòñÿ ÷óâñòâèòåëüíàÿ ê ñåðîòîíèíó ñèãíà-
ëüíàÿ ñèñòåìà, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñïåöèôè÷íûé ê
ãîðìîíó ðåöåïòîð, ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè è ôåðìåíò
ÀÖ è ñõîäíà ïî ðÿäó õàðàêòåðèñòèê ñ ÷óâñòâèòåëüíîé ê
ñåðîòîíèíó ÀÖ ñèñòåìîé âûñøèõ ýóêàðèîò.

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî íàðÿäó ñ ÀÖ ñåðîòîíèí àêòèâèðó-
åò ÃÖ èíôóçîðèé. Ýôôåêòû ñåðîòîíèíà íà ÃÖ, êàê ìû ïî-
ëàãàåì, ðåàëèçóþòñÿ ÷åðåç ôîðìû ôåðìåíòà, êîòîðûå íå
ñîïðÿæåíû ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè, ïîñêîëüêó
èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ñóðàìèíà íà íèõ íå âûÿâëÿåòñÿ.

Ýòî ìîãóò áûòü ðåöåïòîðíûå ôîðìû ÃÖ, îáðàçóþùèå â
ìåìáðàíå èîííûå êàíàëû è íàäåëåííûå ñïåöèôè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ ÃÖ, êîòîðûå îáíàðóæåíû ó èíôóçîðèé T. py-
riformis, T. thermophila è P. tetraurelia, ïëàçìîäèåâ Plas-
modium falciparum è P. yoelii, ïèðîïëàçìîäèÿ Theileria
parva (Linder, Schultz, 2002; Baker, Kelly, 2004), à òàêæå
ìåìáðàííî-ñâÿçàííûå ÃÖ, ñõîäíûå ïî òîïîëîãèè ñ ÀÖ
ïîçâîíî÷íûõ, è öèòîçîëüíûå ôîðìû ÃÖ, èäåíòèôèöèðî-
âàííûå ó àìåáû D. discoideum (Roelofs et al., 2001).
Ó D. discoideum ðåãóëÿòîðàìè àêòèâíîñòè ÃÖ ÿâëÿþòñÿ
âíåêëåòî÷íûé öÀÌÔ è ôîëèåâàÿ êèñëîòà (Manahan et al.,
2004). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü ÃÖ
D. anser è T. pyriformis ðåãóëèðóåòñÿ âíåêëåòî÷íûì
öÀÌÔ è íåêîòîðûìè àìèíîêèñëîòàìè è ñàõàðàìè (Øïà-
êîâ è äð., 2010, 2011à, 2011á). Äàííûå î ñòèìóëÿöèè ÃÖ
èíôóçîðèé ñåðîòîíèíîì, ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåì èññëå-
äîâàíèè, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ãîðìîíû âûñøèõ ýóêàðèîò,
ïðîèçâîäíûå àìèíîêèñëîò, ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ýíäîãåííûìè
ðåãóëÿòîðàìè öÃÌÔ-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ó
îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ. Â ýòîé ñâÿçè ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî êñàíòóðåíîâàÿ êèñëîòà, êîòîðàÿ, êàê è ñåðîòî-
íèí, ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíûì àìèíîêèñëîòû òðèïòîôàíà,
ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü ÃÖ ìàëÿðèéíîãî ïëàçìîäèÿ P. fal-
ciparum è êîíòðîëèðóåò òàêèì îáðàçîì åãî ðåïðîäóêòèâ-
íûå ôóíêöèè (Muhia et al., 2001).

Ñðåäè èçó÷åííûõ àìèíîêèñëîò òîëüêî ìåòèîíèí ýô-
ôåêòèâíî ñòèìóëèðîâàë ÀÖ ó îáåèõ èíôóçîðèé, ïðè÷åì
åãî ýôôåêòû èíãèáèðîâàëèñü ñóðàìèíîì, ÷òî óêàçûâàåò
íà ó÷àñòèå â íèõ ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Ìåòèîíèí ñ
âûñîêèì ñðîäñòâîì ñâÿçûâàëñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåï-
òîðàìè D. anser è T. pyriformis. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî åãî äåéñòâèå íà ÀÖ ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç ñïåöèôè÷-
íûå ê ìåòèîíèíó ðåöåïòîðû, êîòîðûå, âåðîÿòíî, ñîïðÿæå-
íû ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè. Äàííûå î ìåòèîíèíî-
âûõ ðåöåïòîðàõ ó äðóãèõ îäíîêëåòî÷íûõ îãðàíè÷èâàþòñÿ
îáíàðóæåíèåì ðåöåïòîðà GPR4 ó áàçèäèîìèöåòà V. neo-
formans, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ êàê ñ ìåòèîíèíîì, òàê è ñ
ïðîëèíîì (Xue et al., 2006, 2008). Ðåöåïòîð GPR4 ãîìîëî-
ãè÷åí öÀÌÔ-ðåöåïòîðàì D. discoideum è îòíîñèòñÿ ê ðå-
öåïòîðàì ñåðïàíòèííîãî òèïà, ñîïðÿæåííûì ñ G-áåëêà-
ìè. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåöåï-
òîð GPR-4 ÷åðåç ïîñðåäñòâî G-áåëêîâ ñîïðÿæåí ñ
ôåðìåíòîì ÀÖ. Íîêàóò ãåíà, êîäèðóþùåãî ðåöåïòîð
GPR-4, ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïðîöåññà ñëèÿíèÿ êëåòîê
ãðèáà â ïðîöåññå ñïàðèâàíèÿ (Xue et al., 2006). Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî â îòëè÷èå îò ñåðîòîíèíà ìåòèîíèí ïðàêòè-
÷åñêè íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü ÃÖ ó îáåèõ èíôóçîðèé.

Àëàíèí è òèðîçèí ñòèìóëèðîâàëè ÀÖ D. anser ìåíåå
ýôôåêòèâíî â ñðàâíåíèè ñ ñåðîòîíèíîì è ìåòèîíèíîì, à
àëàíèí â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âëèÿë íà ÃÖ. Îáå àìè-
íîêèñëîòû ñ íèçêèì ñðîäñòâîì ñâÿçûâàëèñü ñ ïîâåðõíî-
ñòíûìè ðåöåïòîðàìè èíôóçîðèé, à èõ ýôôåêòû áûëè íå-
÷óâñòâèòåëüíû ê ñóðàìèíó. Âñå ýòè ôàêòû óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî äåéñòâèå àëàíèíà è òèðîçèíà íà ôåðìåíòû-öèêëà-
çû D. anser îñóùåñòâëÿåòñÿ áåç ó÷àñòèÿ ãåòåðîòðèìåðíûõ
G-áåëêîâ ÷åðåç íèçêîñïåöèôè÷íûå ðåöåïòîðû. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ðåöåïòîðû ê àëàíèíó îáíàðóæåíû òîëüêî â
îáîíÿòåëüíûõ ðîçåòêàõ àòëàíòè÷åñêîãî ëîñîñÿ Salmo sa-
lar, ïðè÷åì âûñîêîàôôèííîå ñâÿçûâàíèå ñ íèìè àëàíè-
íà èíãèáèðóåòñÿ êàê àëàíèíîì, òàê è áëèçêèìè åìó ïî
ñòðóêòóðå ãèäðîêñèëñîäåðæàùèìè àìèíîêèñëîòàìè —
òðåîíèíîì è ñåðèíîì (Lo et al., 1991). Òèðîçèí, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ èñõîäíûì âåùåñòâîì äëÿ ñèíòåçà êàòåõîëàìè-
íîâ è ìåëàíèíà, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðàìè
ìåëàíîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ, ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü
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ñòðóêòóðíûõ è ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ìåëà-
íîãåíåç, è òàêèì îáðàçîì êîíòðîëèðóåò ôóíêöèè ìåëàíî-
öèòîâ (Slominski, Paus, 1994; Slominski et al., 2011). Íà
îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî ïðåäøåñòâåííèêàìè ðåöåïòîðîâ äëÿ êàòåõîëàìè-
íîâ, ìåëàíèíà è äðóãèõ ïðîèçâîäíûõ àìèíîêèñëîò ó ïî-
çâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ÿâëÿþòñÿ ðåöåïòîðû àìèíîêèñëîò,
êîòîðûå èäåíòèôèöèðîâàíû ó îäíîêëåòî÷íûõ è ïðîêàðè-
îò (Slominski et al., 2011). Ðàííåå ïîÿâëåíèå òàêèõ ðåöåï-
òîðîâ â ýâîëþöèè îáóñëîâëåíî íåîáõîäèìîñòüþ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ó ïðèìèòèâíûõ îðãàíèçìîâ ñèñòåìû ñïåöèôè÷-
íîãî îïîçíàâàíèÿ ïðèðîäíûõ àìèíîêèñëîò, âàæíåéøèõ
ïèùåâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ïðîìåæóòî÷íûìè
âåùåñòâàìè âî ìíîãèõ áèîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ è êîíò-
ðîëèðóþò æèçíåííî âàæíûå ïðîöåññû â ýóêàðèîòè÷åñêîé
êëåòêå (Slominski et al., 2011). Â îòíîøåíèè òèðîçèíà
ïðåäïîëàãàåòñÿ òàêæå, ÷òî îí, ñâÿçûâàÿñü ñî ñïåöèôè÷íû-
ìè ê íåìó ðåöåïòîðàìè, ðåãóëèðóåò çàùèòíûå ìåõàíèçìû
áàêòåðèé è îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ ïðîòèâ âîçäåéñò-
âèÿ æåñòêîãî óëüòðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ. Ýòè ìåõà-
íèçìû ÿâëÿþòñÿ ïðîòîòèïîì ìåëàíîãåííîãî ìåõàíèçìà
çàùèòû êîæíûõ ïîêðîâîâ ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Ïî-
ñêîëüêó ó D. anser íàìè ðàíåå áûëè âûÿâëåíû ñïåöèôè÷-
íûå ðåöåïòîðû ê êàòåõîëàìèíàì, ñ êîòîðûìè ñ âûñîêèì
ñðîäñòâîì ñâÿçûâàåòñÿ àäðåíàëèí, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî òèðîçèí, ïðåäøåñòâåííèê êàòåõîëàìèíîâ, ñâÿçûâàåò-
ñÿ ëèáî ñ ðîäñòâåííûìè èì ðåöåïòîðàìè èíôóçîðèé, ëèáî
ñ ñàìèìè ýòèìè ðåöåïòîðàìè, íî ñ íèçêèì ñðîäñòâîì. Â
ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî àäðåíàëèí è
åãî àíàëîãè, õîòÿ è ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ, àêòèâèðó-
þò ÀÖ è ïîâûøàþò âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü öÀÌÔ â
êëåòêàõ èíôóçîðèé (Øïàêîâ è äð., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèîíèí è ñåðî-
òîíèí ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåï-
òîðàìè ñâîáîäíîæèâóùèõ èíôóçîðèé D. anser è T. pyri-
formis è àêòèâèðóþò ó íèõ àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ-öèêëàç.
Ñåðîòîíèí àêòèâèðóåò îáå öèêëàçû (ÀÖ è ÃÖ), â òî âðåìÿ
êàê ìåòèîíèí àêòèâèðóåò òîëüêî ÀÖ. Äåéñòâèå ñåðîòîíè-
íà è ìåòèîíèíà íà ÀÖ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ó÷àñòèåì
ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ G-áåëêîâ, ñõîäíûõ ïî íåêîòîðûì õà-
ðàêòåðèñòèêàì ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè ïîçâîíî÷-
íûõ. Äâå äðóãèå àìèíîêèñëîòû, àëàíèí è òèðîçèí, ñâÿçû-
âàþòñÿ ñ ðåöåïòîðàìè èíôóçîðèé ñ íèçêîé àôôèííîñòüþ,
à èõ ðåãóëÿòîðíîå âëèÿíèå îò÷åòëèâî âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî â
îòíîøåíèè ÀÖ D. anser. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ó îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ èìåþòñÿ
õåìîñèãíàëüíûå ñèñòåìû, ðåãóëèðóåìûå àìèíîêèñëîòàìè
è èõ ïðîèçâîäíûìè, êîòîðûå ïî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíà-
ëüíîé îðãàíèçàöèè ñõîäíû ñ ãîðìîíàëüíûìè ñèãíàëüíû-
ìè ñèñòåìàìè ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìîâ è, êàê ìû ïî-
ëàãàåì, ÿâëÿþòñÿ èõ ýâîëþöèîííûìè ïðåäøåñòâåííè-
êàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 09-04-00692).
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THE STUDY OF MOLECULAR MECHANISMS OF ACTION OF NATURAL AMINO ACIDS

AND SEROTONIN ON ADENYLYL AND GUANYLYL CYCLASES OF THE CILIATES
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It has been previously shown that some amino acids and their derivatives are capable of regulating the acti-
vity of adenylyl cyclase (AC) and guanylate cyclase (GC) in free-living ciliates Dileptus anser and Tetrahyme-
na. The aim of this work was to study the molecular mechanisms of action of methionine, tyrosine, alanine and
neurohormone serotonin on the activity of enzymes-cyclases and the identification of their specific receptors in
D. anser and T. pyriformis. Methionine and serotonin significantly increased the basal AC activity in both cilia-
tes, and the AC effect of serotonin in T. pyriformis was carried out with the participation of Ca2+-dependent
form of AC and heterotrimetic G proteins. AC stimulating effect of tyrosine and alanine was expressed weakly
and only detected in D. anser. Serotonin is both ciliates and alanine in D. anser stimulated GC activity, whereas
methionine and tyrosine had no effect on GC. Methionine and serotonin bind to surface receptors of the ciliates
with high affinity. KD for [methyl-3H] methionine binding to D. anser and T. pyriformis were 7.5 and 35.6 nM,
and for [3H] serotonin binding were 2.7 and 4.7 nM, respectively. Alanine and tyrosine bind to the ciliates with
low affinity. Thus, ciliates D. anser and T. pyriformis have chemosignaling systems regulated by amino acids
and their derivatives and including the enzymes with cyclase activity. There is an assumption that these systems
are similar to hormonal signaling systems of higher eukaryotes and are their predecessors.

K e y w o r d s: adenylyl cyclase, amino acid, guanylyl cyclase, ciliate, methionine, receptor, serotonin, Di-
leptus anser, Tetrahymena pyriformis.
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