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Аннотация

Низкие (8–30 мкМ) концентрации агонистов н-холинорецепторов левамизола и
пирантела вызывают обратимые нарушения функций нервной системы C. elegans, про-
являющиеся в нарушениях моторной программы плавания. Чувствительность поведения
к действию левамизола выше у C. elegans, чем у C. briggsae, но у C. briggsae выше, чем
у C. elegans чувствительность к пирантелу. Отсутствие корреляции изменений чувст-
вительности к левамизолу и пирантелу в эволюции Caenorhabditis объясняется разли-
чиями в действии этих нематоцидов, выявляющимися как на организменном, так и моле-
кулярном уровнях.
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Введение

В связи с широким распространением популяций паразитических червей
в организмах людей, сельскохозяйственных и домашних животных, сельскохо-
зяйственных растений и в природе [1–6] эти черви продолжают оставаться объек-
тами многочисленных исследований в зоологии, медицине и ветеринарии. Одним
из направлений этих исследований является изучение механизмов действия анти-
гельминтных средств, которые используются в практике или предполагаются для
этого использования, на организмы и популяции паразитических червей [5, 7, 8].
Сложность и высокая стоимость таких исследований в медицине и ветеринарии
обусловлена как патогенностью многих паразитических червей для человека, так
и необходимостью проведения экспериментов с заражением лабораторных жи-
вотных, которыми, как правило, являются грызуны [5, 8, 9]. Поэтому в настоящее
время в качестве модельного организма для изучения механизмов действия анти-
гельминтных средств и определения их биологической активности часто исполь-
зуется свободноживущая почвенная нематода Caenorhabditis elegans [9–11].

Одним из основных направлений борьбы с гельминтами в организмах че-
ловека и животных продолжает оставаться применение агонистов никотиновых
рецепторов ацетилхолина, которые высокотоксичны для червей, но безопасны
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для человека и млекопитающих из-за различий молекулярной структуры н-холи-
норецепторов, появившихся в ходе эволюции животных [9–11]. В этом направ-
лении происходит поиск не только новых антигельминтных средств [9, 10], но
и инсектицидов [12].

Известно, что мишенью действия неоникотиноидов – инсектицидов нового
поколения, которые с высокой селективностью действуют на н-холинорецеп-
торы насекомых, – является нервная система [12]. Поэтому целью настоящей
работы явилась проверка гипотезы, предполагающей, что нервная система яв-
ляется самой чувствительной мишенью токсического действия агонистов н-
холинорецепторов на организмы не только насекомых, но и паразитических
червей. Для проверки этой гипотезы в качестве модельного был использован
организм C. elegans. Дополнительно эксперименты проводились с организмами
близкородственного к C. elegans вида Caenorhabditis briggsae.

Методы

Для экспериментов использовали червей трехдневного возраста C. elegans
дикой линии N2 и C. briggsae дикой линии AF16, выращенных при температуре
20 °C в стандартной среде выращивания нематод (СВН) с E. coli OP50 [13].
Эксперименты проводились с червями, инкубированными индивидуально в 1 мл
жидкой среды (СВН, из которой были исключены агар, пептон и холестерин,
или стандартная среда М9 [13]) при температуре 20 °C. Левамизол и пирантел
фирмы Sigma растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО). Конечная концентра-
ция ДМСО в среде при введении вместе с нематоцидами или в контрольных
экспериментах составляла 0.5%. Для оценки нарушений поведения, индуциро-
ванных левамизолом и пирантелом, использовался микроскоп марки МБС-10, а
критериями этих нарушений служили:

1) паралич червей, заключающийся в полной потере ими способности к пла-
ванию, индуцированному механическим стимулом (встряхивание пробирки с
червем). Черви в этом состоянии не реагируют на стимул или отвечают на него
только движением концов тела;

2) нарушения моторной программы плавания червей. Черви сохраняют спо-
собность к плаванию, индуцированному механическим стимулом, но при этом
выявляются различные его нарушения, такие как нарушения координации мышц,
необходимой для синусоидальных движений тела, временная приостановка
плавания, плавание по кругу и др.

При действии левамизола и пирантела на поведение C. elegans и C. briggsae
в широком диапазоне варьировались концентрации нематоцидов и оценивалась
зависимость нарушений поведения от времени экспозиции червей к нематоциду.
Статистическую обработку экспериментальных данных проводили с использо-
ванием t-критерия Стьюдента [14].

Результаты

Известно, что высокие концентрации левамизола и пирантела (0.5–1.0 мМ)
вызывают у C. elegans гиперсокращение мышц тела и, как следствие, паралич
червей [11].
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Рис. 1. Зависимость полного прекращения двигательной активности C. elegans от кон-
центрации левамизола. По оси ординат – доля червей, потерявших способность к пла-
ванию, индуцированному механическим стимулом; по оси абсцисс – концентрация ле-
вамизола. Время экспозиции червей к левамизолу – 90 мин. Эксперименты проводили
в среде М9. В каждом варианте использовано 30 червей
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Рис. 2. Зависимость нарушений моторной программы плавания C. elegans от концентра-
ции левамизола. По оси ординат – доля червей с нарушениями координации мышц, не-
обходимой для плавания, индуцированного механическим стимулом; по оси абсцисс –
концентрация левамизола. Время экспозиции червей к левамизолу – 90 мин. Экспери-
менты проводили в среде М9. В каждом варианте 30 червей

В соответствии с этими данными в среде М9, которая используется в боль-
шинстве исследований действия нематоцидов на организм C. elegans [10, 11],
высокие (0.1–1.0 мМ) концентрации левамизола вызывали полную потерю спо-
собности червей к плаванию, индуцированному механическим стимулом (рис. 1).
В то же время эта способность сохранялась при снижении концентраций лева-
мизола, но выявлялись различные нарушения моторной программы плавания
червя, такие как нарушения координации мышц, необходимой для синусои-
дальных движений тела при плавании, плавание с временными перерывами или
по кругу и др. В среде М9 левамизол вызывал обратимые нарушения плавания
C. elegans при пороговой концентрации 8·10–6 М (рис. 2).
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Рис. 3. Действие левамизола и пирантела на поведение C. elegans. По оси ординат – доля
червей с нормальной моторной программой плавания, индуцированного механическим
стимулом. По оси абсцисс – время экспозиции червей к левамизолу или пирантелу.
Эксперименты проводили в СВН, из состава которой исключены агар, пептон и холе-
стерин. В каждом варианте использовано 30 червей

Результаты экспериментов, в которых сравнивалась чувствительность по-
ведения C. elegans к действию левамизола в среде М9 и в среде, соответствую-
щей ионному составу СВН, показали, что эта чувствительность выше в среде М9
(рис. 2), так как в среде, ионный состав которой соответствует СВН, левамизол
нарушал поведение червей при пороговой концентрации 3·10–5 М (рис. 3). Это
различие может быть следствием разной скорости транспорта левамизола в ор-
ганизм, так как среда М9 гипертонична по сравнению с СВН, или неодинакового
физиологического состояния организмов червей в этих средах, так как среда
М9 используется в экспериментах с C. elegans из-за того, что черви в ней сте-
рильны [13]. В связи с тем что инкубация C. elegans в среде М9 изменяет фи-
зиологическое состояние C. elegans, последующие эксперименты проводились
в среде, ионный состав которой соответствовал СВН.

Результаты наших экспериментов, в которых исследовалась зависимость
изменений поведения от времени экспозиции червей к левамизолу и пирантелу,
выявили качественные различия действия этих нематоцидов на поведение
C. elegans. Из-за высокой эффективности барьерной функции организма
C. elegans (низкая проницаемость кутикулы для нематоцидов и низкая скорость
обмена между кишечником червя и окружающей средой) увеличение времени
экспозиции к нематоциду монотонно повышает его концентрацию во внутрен-
ней среде организма и, как следствие, должно усиливать токсический эффект
нематоцида. В соответствии с этим представлением увеличение времени экспо-
зиции к левамизолу усиливает нарушения поведения (рис. 3). При этом увели-
чение времени экспозиции червей к низким концентрациям пирантела с 30 до
90 мин не оказывает влияния на нарушения поведения, и более того, в эти сроки
наблюдается нормализация поведения у части червей (рис. 3).
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Рис. 4. Нарушения поведения C. elegans и C. briggsae левамизолом и пирантелом. По оси
ординат – доля червей, сохранивших нормальное плавание, индуцированное механиче-
ским стимулом, в условиях 30-минутной экспозиции к левамизолу (а) и пирантелу (б).
По оси абсцисс – концентрация левамизола (а) и пирантела (б). Эксперименты прово-
дили в СВН, из состава которой исключены агар, пептон и холестерин. В каждом вари-
анте 30 червей

Результаты проведенных экспериментов показали, что у C. briggsae по
сравнению с C. elegans повышена чувствительность поведения к действию ле-
вамизола, развивающемуся во времени, но понижена чувствительность к пи-
рантелу (рис. 4).

Обсуждение

Левамизол и пирантел являются селективными агонистами никотиновых
рецепторов ацетилхолина L-субтипа [9, 11, 15], которые широко используются
в медицине и ветеринарии для лечения гельминтозов. Основой использования
левамизола и пирантела как антигельминтных препаратов являются различия
в молекулярной структуре никотиновых рецепторов млекопитающих и гель-
минтов, так как н-холинорецепторы L-субтипа, чувствительные к левамизолу и
пирантелу, выявлены в организмах гельминтов, но не в организмах человека и
млекопитающих.

Известно, что мишенью действия агонистов н-холинорецепторов, исполь-
зуемых как инсектициды нового поколения (неоникотиноиды), на организмы
насекомых является нервная система [12]. В то же время токсическое действие
этих агонистов (левамизол, пирантел и морантел) на организмы паразитиче-
ских нематод и C. elegans традиционно рассматривается только как следствие
связывания нематоцидов с н-холинорецепторами мышц тела, которое вызывает
гиперсокращение этих мышц и, как следствие, парализует червей [8, 11]. Этому
представлению противоречат результаты исследований, в которых методами
молекулярной генетики показано, что гены н-холинорецепторов L-субтипа
экспрессируются не только в мышцах, но и во многих нейронах C. elegans [16].

а) б)

C. elegans C. briggsae
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В соответствии с результатами этих исследований наши эксперименты по-
казывают, что нервная система является самой чувствительной мишенью нега-
тивного влияния агонистов н-холинорецепторов на организмы не только насе-
комых [12], но и C. elegans. Во-первых, плавание червей, индуцированное ме-
ханическим стимулом, нарушается концентрациями левамизола и пирантела,
которые являются подпороговыми для гиперсокращения мышц тела и после-
дующего паралича червей. Гиперсокращение мышц тела индуцируется левами-
золом и пирантелом при их высоких концентрациях (≈ 10–3 М) [11], в то время
как нарушения моторной программы плавания происходят при введении в среду
низких концентраций левамизола (8·10–6 М) (рис. 2) и пирантела (3·10–5 М)
(рис. 3). Во-вторых, из-за отсутствия у организма C. elegans циркуляторной
системы и органа внешнего дыхания нарушения поведения, индуцированные
низкими концентрациями левамизола и пирантела, не могут быть следствием
нарушений дыхания или циркуляции внутренней среды организма. В третьих,
нарушения моторной программы плавания C. elegans, индуцированные левами-
золом и пирантелом, сходны с нарушениями поведения червя, индуцирован-
ными воздействиями с рассеянными эффектами в нервной системе червя, та-
кими как тепловой стресс [17] и введение в среду алкоголя [18].

Выявленная в настоящей работе высокая чувствительность нервной системы
C. elegans к левамизолу и пирантелу согласуется с тем, что при использовании
этих агонистов н-холинорецепторов L-субтипа в качестве антигельминтных
средств в ряде случаев может проявляться их побочное негативное влияние на
функции центральной нервной системы человека [19].

Известно, что н-холинорецепторы в нейронах и мышцах млекопитающих
и птиц качественно различны (субъединицы α1, β1, γ, δ и ε в мышцах и α2-10,
β2-4 в нейронах) [20]. Поэтому низкие после прохождения через слизистую
кишечника и гематоэнцефалический барьер концентрации этих антигельминт-
ных средств потенциально могут быть эффективными для нарушения интегра-
тивных функций центральной нервной системы человека [19].

Известно, что низкие концентрации левамизола (5·10–5 М) могут стимулиро-
вать откладку яиц C. elegans в результате активации н-холинорецепторов в ней-
ронах [21], но этот эффект рассматривается как физиологический, так как лева-
мизол в этих экспериментах имитировал действие эндогенного ацетилхолина.
Нарушения моторной программы плавания, проявляющиеся при действии лева-
мизола и пирантела в наших экспериментах, свидетельствуют о том, что низкие
концентрации этих нематоцидов нарушают интегративные функции нервной
системы C. elegans, и поэтому их действие на организм червя токсично.

Левамизол и пирантел являются селективными агонистами н-холинорецеп-
торов L-субтипа и традиционно рассматриваются как воздействия на организм
C. elegans, различающиеся только по эффективности [11]. Поэтому неожидан-
ными оказались результаты экспериментов, в которых выявились качественные
различия в действии левамизола и пирантела на поведение C. elegans. Эти раз-
личия заключаются в том, что нарушения поведения червей усиливаются уве-
личением времени экспозиции C. elegans к левамизолу, но не к пирантелу
(рис. 3), а при сравнении чувствительности к нематоцидам поведения червей
близкородственных видов (C. elegans и C. briggsae) различия в чувствительности
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к левамизолу и пирантелу разнонаправлены (рис. 4). Качественные различия в
действии левамизола и пирантела на организм C. elegans ранее не выявлялись,
но были обнаружены при действии этих нематоцидов на мышцы и организмы
паразитических червей. При действии на мышцы нематоды Ascaris suum функ-
ция «доза – эффект» монотонная с насыщением для левамизола и имеет коло-
колообразную форму для пирантела [22], а при действии пирантела на парази-
тических червей рода Oesophagostomum в организмах рыб нематоды приобре-
тают резистентность к нему, но не к левамизолу [23].

Известно, что при действии никотина на организм C. elegans зависимость
изменения поведения от времени экспозиции к этому агонисту н-холинорецеп-
торов сходна с той, которая выявлена нами при действии пирантела (рис. 3), и
объясняется быстрой адаптацией червей к никотину [16].

При действии левамизола на организм C. elegans развитие нарушений по-
ведения при увеличении времени экспозиции червей к нему объясняется моно-
тонным увеличением концентрации левамизола во внутренней среде организма
вследствие низкой проницаемости кутикулы червя для нематоцидов и многих
других токсикантов. При этом развитие токсического действия никотина на
организм C. elegans во времени ограничивается противоположно направленным
процессом быстрой адаптации нервной системы C. elegans к никотину [15]. По-
этому отсутствие развития токсического эффекта пирантела при увеличении
продолжительности его действия на организм свидетельствует о том, что нерв-
ная система C. elegans способна быстро адаптироваться к действию не только
никотина [15], но и пирантела, при том что адаптация C. elegans к левамизолу
отсутствует или малоэффективна.

Противоположно направленные различия чувствительности к левамизолу и
пирантелу между C. elegans и C. briggsae (рис. 4) могут быть объяснены резуль-
татами исследований н-холинорецепторов L-субтипа, проводившихся методами
молекулярной биологии и молекулярной генетики, которые показали возмож-
ность существования генетических вариантов этих н-холинорецепторов, у кото-
рых отсутствует корреляция чувствительности к пирантелу и левамизолу [24].
Результаты наших экспериментов с C. elegans и C. briggsae подтверждают эту
возможность.

В настоящее время остаются неизвестными причины гибели C. elegans и
паразитических нематод при длительном действии на их организмы низких кон-
центраций нематоцидов – агонистов н-холинорецепторов – или при кратковре-
менном действии высоких концентраций этих нематоцидов [10, 11]. Сохранение
гомеостатической функции многоклеточного организма животного, заключаю-
щейся в стабилизации параметров внутренней среды организма (ионный состав,
концентрация глюкозы и др.), необходимых для выживания составляющих ор-
ганизм клеток, является основным условием выживания целого организма жи-
вотного при действии экстремальных факторов среды [25]. В свою очередь, со-
хранение гомеостаза невозможно без сохранения интегративных функций
нервной системы, так как все жизненно важные переменные внутренней среды
регулируются нервными системами не только у млекопитающих, но и у беспо-
звоночных [26]. Поэтому нарушения левамизолом интегративных функций
нервной системы, которые первоначально проявляются только в обратимых
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нарушениях локомоции, но развиваются во времени, могут быть причиной ги-
бели организмов C. elegans и паразитических нематод.

В целом результаты работы позволяют сделать следующие выводы.
Нервная система является самой чувствительной мишенью токсического

действия нематоцидов – агонистов н-холинорецепторов – на организм C. elegans.
Высокая чувствительность поведения C. elegans к этим нематоцидам позво-

ляет использовать C. elegans как модельный организм для определения биоло-
гической активности нематоцидов, применяемых в медицине и ветеринарии.

Выявлены качественные различия чувствительности поведения двух близ-
кородственных нематод – C. elegans и C. briggsae – к левамизолу и пирантелу.

Summary

R.R. Kolsanova, A.Kh. Timoshenko, M.Kh. Gainutdinov, T.B. Kalinnikova. Levamisole
and Pyrantel Action on the Behavior of Soil Nematodes Caenorhabditis elegans and Caeno-
rhabditis briggsae.

Low (8–30 μM) concentrations of n-cholinoreceptor agonists of levamisole and pyrantel
cause reversible disturbances of C. elegans nervous system functions revealed in damage
of the motor program for swimming. C. elegans sensitivity to levamisole is higher than that of
C. briggsae, while C. briggsae is more sensitive to pyrantel. The lack of correlation between
the sensitivity to levamisole and pyrantel in Caenorhabditis evolution is explained by differ-
ent action of these nematocides at both organismic and molecular levels.

Key words: Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae, levamisole, pyrantel,
n-cholinoreceptors.
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