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Â ãåìîëèìôå ðå÷íîãî ðàêà Astacus astacus ïðèñóòñòâóþò òðè òèïà êëåòîê: àãðàíóëÿðíûå ãåìîöèòû
(ÃÖ I), ãåìîöèòû, ñîäåðæàùèå ìåëêèå ãðàíóëû (ÃÖ II), è ãåìîöèòû, ñîäåðæàùèå êðóïíûå ãðàíóëû
(ÃÖ III). Ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèàöèÿ è ôóíêöèè ÃÖ ðàêîîáðàçíûõ èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Ïðè ïî-
ìîùè ñâåòîîïòè÷åñêîé è ÝÌ-àâòîðàäèîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì 3H-òèìèäèíà ìû ïîêàçàëè, ÷òî òîëüêî
ÃÖ I ñïîñîáíû ê ñèíòåçó ÄÍÊ è ìèòîçàì, òîãäà êàê ÃÖ II è ÃÖ III íå ïðîëèôåðèðóþò. Äëÿ ïðîâåðêè
ïðåäïîëîæåíèÿ î òîì, ÷òî ÃÖ I ÿâëÿþòñÿ ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè ãðàíóëÿð-
íûõ ÃÖ, áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû àâòîãðàôû ïîïóëÿöèè ÃÖ ÷åðåç 1, 2, 7 è 21 ñóò ïîñëå îäíîêðàòíîãî ââå-
äåíèÿ 3H-òèìèäèíà. Âîïðåêè îæèäàíèþ, ìå÷åííûõ ÃÖ II è ÃÖ III íå áûëî îáíàðóæåíî. Ýòè ðåçóëüòàòû
ñòàâÿò ïîä ñîìíåíèå ñïîñîáíîñòü ÃÖ I äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â äðóãèå òèïû ÃÖ. Ìåòîäîì àâòîðàäèîãðà-
ôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì 3H-óðèäèíà íàèáîëüøàÿ àêòèâíîñòü ñèíòåçà ÐÍÊ áûëà çàôèêñèðîâàíà â ÃÖ I è
ïðèìåðíî â 2 è 4 ðàçà ìåíüøàÿ — â ÃÖ II è ÃÖ III ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, ìåòîäîì ÝÌ-èììóíîöè-
òîõèìèè ANP-èììóíîðåàêòèâíûé ìàòåðèàë áûë îáíàðóæåí â áîëüøèõ ãðàíóëàõ ÃÖ III. Íàëè÷èå ANP â
ñåêðåòîðíûõ ãðàíóëàõ çíà÷èòåëüíî ðàñøèðÿåò ñïåêòð âîçìîæíûõ ôóíêöèé ÃÖ ðàêà è ïðåäïîëàãàåò èõ
ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè âîäíî-ñîëåâîãî áàëàíñà è èììóííûõ ðåàêöèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñèíòåç ÄÍÊ, ñèíòåç ÐÍÊ, ANP.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÖ — ãåìîöèòû, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ØÝÐ — øåðîõîâà-
òûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ANP — ïðåäñåðäíûé íàòðèéóðåòè÷åñêèé ïåïòèä.

Ó ðàêîîáðàçíûõ â ãåìîëèìôå ðàñïîçíàþò òðè òèïà ãå-
ìîöèòîâ (ÃÖ), êîòîðûå îïèñûâàþò ïîä ðàçíûìè íàçâàíè-
ÿìè: I òèï — àãðàíóëÿðíûå ÃÖ, ãèàëèíîöèòû è êîàãóëî-
öèòû; II òèï — ÃÖ ñ ìåëêèìè ãðàíóëàìè, ôàãîöèòû, àìå-
áîöèòû, ïîëóãðàíóëÿðíûå êëåòêè è ïðîìåæóòî÷íûå
êëåòêè; III òèï — ÃÖ ñ êðóïíûìè ãðàíóëàìè, ãðàíóëîöè-
òû, ýîçèíîôèëüíûå ÃÖ è ãðàíóëÿðíûå àìåáîöèòû
(Stang-Voss, 1971; Mix, Sparks, 1980; Martin, Graves, 1985;
Uhrík et al., 1989). Ìû èõ áóäåì îáîçíà÷àòü êàê ÃÖ I, ÃÖ II
è ÃÖ III ñîîòâåòñòâåííî. Îäíè èññëåäîâàòåëè ðàññìàòðè-
âàþò ýòè ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷àþùèåñÿ ôîðìû ÃÖ êàê
ôóíêöèîíàëüíûå è (èëè) âîçðàñòíûå âàðèàöèè îäíîãî
òèïà êëåòîê (ñì. îáçîðû: Stang-Voss, 1974; Bauchau,
1981), äðóãèå ñêëîííû ñ÷èòàòü èõ îòäåëüíûìè êëåòî÷íû-
ìè ëèíèÿìè (Gargioni, Barracco, 1998). Ñóùåñòâóåò è âåð-
ñèÿ íåçàâèñèìîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ÃÖ II è ÃÖ III îò àãðà-
íóëÿðíûõ ÃÖ I (Van de Braak et al., 2002). Â öèòèðîâàí-
íûõ ðàáîòàõ îòìå÷àþò òàêèå ôóíêöèè ÃÖ ðàêîîáðàçíûõ,
êàê ñèíòåç ãåìîöèàíèíà, ôàãîöèòîç è èíêàïñóëÿöèÿ ÷óæå-
ðîäíûõ òåë, ó÷àñòèå â êîàãóëÿöèè ãåìîëèìôû, ðåãåíåðà-
öèè òêàíåé è èììóííûõ ðåàêöèÿõ. Ñîäåðæèìîå ãðàíóë
ÃÖ ðàêîîáðàçíûõ èçó÷åíî ìàëî.

Ïðåäñåðäíûé íàòðèéóðåòè÷åñêèé ïåïòèä (ANP) âõî-
äèò â ñèñòåìó íàòðèéóðåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, âêëþ÷àþ-
ùóþ â ñåáÿ òàêæå BNP è CNP. Ãåí ANP êîäèðóåò ñîñòîÿ-
ùèé èç 126 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïðîãîðìîí ANP,
êîòîðûé â äàëüíåéøåì ðàñïàäàåòñÿ íà ÷åòûðå ãîðìîíà:

LANP (long-acting natriuretic peptide), äèëàòàòîð ñîñóäîâ,
êàëèéóðåòè÷åñêèé ïåïòèä è ñîáñòâåííî íàòðèéóðåòè÷å-
ñêèé ïåïòèä — ANP (Vesely, 2002). Ñîáñòâåííî ANP ðàñ-
ïîëîæåí íà Ñ-êîíöå ìîëåêóëû ïðîãîðìîíà è ñîñòîèò èç
28 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (99—126). Õîðîøî èçâåñòíî
ó÷àñòèå íàòðèéóðåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ â ðåãóëÿöèè âîä-
íî-ñîëåâîãî áàëàíñà, êðîâÿíîãî äàâëåíèÿ è îáúåìà ïëàç-
ìû êðîâè. Èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî
ôóíêöèè ýòèõ ïåïòèäîâ ìîãóò áûòü çíà÷èòåëüíî øèðå.
Òàê, áûëî âûÿâëåíî èõ öåíòðàëüíîå ó÷àñòèå â ìîäóëÿ-
öèè èììóííîãî îòâåòà ïðè àñòìå (Mohapatra et al., 2004), à
òàêæå àíòèêàíöåðîãåííûå ñâîéñòâà (Vesely, 2005; Saba,
Vesely, 2006). Ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå íàòðèéóðå-
òè÷åñêèõ ïåïòèäîâ ñâÿçàíî ñ èõ ñïîñîáíîñòüþ ïîíèæàòü
àêòèâíîñòü òàêèõ ðîñòñòèìóëèðóþùèõ âåùåñòâ, êàê
ERK-1/2 (Extracellular Receptor Kinase) è ôàêòîðà òðàíñ-
êðèïöèè NfkappaB (Nuclear Factor Kappa Beta), à òàêæå
èíãèáèðîâàòü ñèíòåç ÄÍÊ (Vesely, 2005; Saba, Vesely,
2006).

ANP ÿâëÿåòñÿ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûì áåëêîì;
îí îáíàðóæåí â ðàñòåíèÿõ, à òàêæå ó îäíîêëåòî÷íûõ è
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ (Vesely, Vesely, 1999; Vesely,
2002). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè íàëè÷èå ANP-èììóíîðåàêòèâ-
íîãî ìàòåðèàëà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ñåðäöà áðàõèî-
ïîäû Rhynchonella psitacea è àííåëèäû Arenicola marina,
à òàêæå â ãðàíóëÿðíûõ êëåòêàõ ñåðäöà áðþõîíîãèõ ìîë-
ëþñêîâ Achatina fulica è Helix pomata (Bystrova et al.,
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2002; Ìàðòûíîâà è äð., 2004). Ó ðàêîîáðàçíûõ ýêñïðåññèÿ
ãåíà ANP áûëà âûÿâëåíà áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè â
ñåðäöå êðàáà Callinectes sapidus (Poulos et al., 1995) è â
ñåðäöå è ÃÖ ìå÷åõâîñòà Limulus polyphemus (Vesely, Vese-
ly, 1999), îäíàêî êëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïåïòèäà â îðãàíå
íå áûëà óñòàíîâëåíà.

Öåëü äàííîãî èññëåäîâàíèÿ — ïîïûòàòüñÿ âûÿâèòü
ãåíåòè÷åñêèå ñâÿçè ìåæäó ÃÖ ðàçíûõ òèïîâ, ïðîñëåäèòü
êîððåëÿöèþ ìîðôîëîãèè ÃÖ ðàêà ñ èõ ðåïëèêàòèâíîé è
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ, à òàêæå èçó÷èòü íàëè÷èå
è ëîêàëèçàöèþ ANP â ÃÖ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Øèðîêîïàëîãî ðå÷íîãî ðàêà Astacus astacus, äîáûòî-
ãî â îçåðàõ Âñåâîëîæñêîãî ð-íà Ëåíèíãðàäñêîé îáë., ñî-
äåðæàëè â ïëàñòìàññîâûõ êþâåòàõ ñ âîäîïðîâîäíîé âî-
äîé ïðè 14 °Ñ è ïîñòîÿííîì ñâåòîâîì ðåæèìå (12 ÷ îñâå-
ùåíèÿ). Ïèùåâîé ðàöèîí ñîñòîÿë èç æèâûõ ëè÷èíîê
õèðîíîìóñà è îïàâøèõ ëèñòüåâ. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâî-
äèëè íà ðàêàõ ñðåäíåãî ðàçìåðà ìàññîé îêîëî 15 ã.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ (ÝÌ). Èçîëèðîâàí-
íûå ñåðäöà ðàêà ôèêñèðîâàëè â 2.5%-íîì ãëóòàðàëüäåãè-
äå íà 0.05 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ
10%-íûì ñîäåðæàíèåì ñàõàðîçû â òå÷åíèå 2 ÷, ïîñòôèê-
ñèðîâàëè â 1%-íîì OsO4 íà êàêîäèëàòíîì áóôåðå ñ
4%-íûì ñîäåðæàíèåì ñàõàðîçû â òå÷åíèå 1 ÷ è çàòåì
îáåçâîæèâàëè â ðÿäó ñïèðòîâ ïîâûøàþùåéñÿ êîíöåíòðà-
öèè ñ äîáàâëåíèåì çàìåùàþùåãî ñïèðò àöåòîíà íà êîíå÷-
íûõ ñòàäèÿõ ïðîâîäêè. Â êà÷åñòâå çàëèâî÷íîé ñìîëû èñ-
ïîëüçîâàëè ñìåñü Àðàëäèòà è Ýïîíà-812. Óëüòðàòîíêèå
ñðåçû èçãîòàâëèâàëè íà óëüòðàòîìå LKB-III ñ ïîìîùüþ
àëìàçíîãî íîæà. Ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè óðàíèë-àöåòà-
òîì è öèòðàòîì ñâèíöà. Ìàòåðèàë ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêò-
ðîííîì ìèêðîñêîïå JEM-7 ïðè 80 êÂ.

Ñ â å ò î î ï ò è ÷ å ñ ê à ÿ è Ý Ì - à â ò î ð à ä è î ã ð à ô è ÿ.
Â ïåðèêàðäèàëüíûé ñèíóñ ðàêà ââîäèëè 3H-òèìèäèí ñî
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ 732.6 ÃÁê/ìîëü (ÃÈÏÕ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â äîçå 0.8 ÌÁê íà 1 ã ìàññû æèâîòíîãî
èëè 3H-óðèäèí (ÃÈÏÕ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â òàêîé æå äîçå.
Ñåðäöà èçîëèðîâàëè è ôèêñèðîâàëè â îïûòàõ ñ 3H-óðèäè-
íîì ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ èçîòîïà, à â îïûòàõ ñ 3H-òè-
ìèäèíîì — ÷åðåç 4 ÷, à òàêæå ÷åðåç 1, 2, 7 è 21 ñóò ïîñëå
ââåäåíèÿ èçîòîïà. Äëÿ êàæäîé âðåìåíí *îé òî÷êè èñïîëü-
çîâàëè ïî 5 ðàêîâ. Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó è çàëèâêó îñó-
ùåñòâëÿëè ïî ïðèâåäåííîé âûøå ñõåìå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ÝÌ-àâòîãðàôîâ (Larra, Droz, 1970) óëüòðàòîíêèå ñðåçû
ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ïîêðûòûå öåëëþëîçíîé
ïëåíêîé, êîíòðàñòèðîâàëè öèòðàòîì ñâèíöà è ïîêðûâàëè
ôîòîýìóëüñèåé Ì (Ìîñêîâñêèé çàâîä òåõíè÷åñêèõ ôîòî-
ïëàñòèíîê). Ïðåïàðàòû ýêñïîíèðîâàëè îò 1 äî 2 ìåñ. Ïî-
ñëå ïðîÿâëåíèÿ ñðåçû ïåðåíîñèëè íà ñåòî÷êè äëÿ ÝÌ.
Ñâåòîîïòè÷åñêèå àâòîãðàôû ïîëó÷àëè íà ïîëóòîíêèõ ñðå-
çàõ (1 ìêì). Âðåìÿ ýêñïîçèöèè ñ ôîòîýìóëüñèåé ñîñòàâëÿ-
ëî îò 20 äî 30 ñóò. Ïîñëå ïðîÿâëåíèÿ ñðåäû îêðàøèâàëè
îñíîâíûì ôóêñèíîì ñ ìåòèëåíîâûì ãîëóáûì è àçóðîì II
(Ontell, 1974).

Äëÿ îöåíêè èíòåíñèâíîñòè ñèíòåçà ÐÍÊ â ÿäðàõ ÃÖ
ðàçíûõ òèïîâ íà ñâåòîîïòè÷åñêèõ àâòîãðàôàõ ïîäñ÷è-
òûâàëè êîëè÷åñòâî çåðåí âîññòàíîâëåííîãî ñåðåáðà.
Äëÿ êàæäîãî èç òðåõ òèïîâ ÃÖ àíàëèçèðîâàëè ïî 100 ÿäåð.
Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå îò ñðåäíåãî ïðè 95%-íîì äî-
âåðèòåëüíîì èíòåðâàëå îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ñòüþ-
äåíòà.

Ý Ì - è ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Âûÿâëåíèå êëåòî÷íîé
ëîêàëèçàöèè ANP ïðîâîäèëè íà óëüòðàòîíêèõ ñðåçàõ ìà-
òåðèàëà, çàêëþ÷åííîãî â ýïîêñèäíûå ñìîëû. Ñðåçû, ïîìå-
ùåííûå íà íèêåëåâûå ñåòî÷êè, îáðàáàòûâàëè 3%-íîé ïå-
ðåêèñüþ âîäîðîäà â òå÷åíèå 20 ìèí äëÿ ðàçðûõëåíèÿ ñìî-
ëû è ïîâûøåíèÿ èììóíîðåàêòèâíîñòè òêàíè. Çàòåì ñðåçû
èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ANP
(amino acids 99—126, Peninsula Lab. Inc., Bachem) ñ ðàáî-
÷èì ðàçâåäåíèåì 1 : 1000 â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè 4 °Ñ. Â êà÷å-
ñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè áåëîê À, êîíúþãèðî-
âàííûé ñ êîëëîèäíûì çîëîòîì (10 íì) (Èíñòèòóò áèîõè-
ìèè è ôèçèîëîãèè ðàñòåíèé è ìèêðîîðãàíèçìîâ ÐÀÍ,
Ñàðàòîâ), ñ ðàáî÷èì ðàçâåäåíèåì 1 : 20. Êîíòðîëåì ñëó-
æèëè ñðåçû, îáðàáîòàííûå òîëüêî âòîðûìè àíòèòåëàìè.

Ðåçóëüòàòû

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð à Ã Ö. ÃÖ I — íåáîëüøèå êëåòêè
äèàìåòðîì îêîëî 7 ìêì ñëåãêà îâàëüíîé ôîðìû è ñ âû-
ñîêèì ÿäåðíî-ïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì (ðèñ. 1, à).
Ëîïàñòíîå ÿäðî îêðóæåíî óçêèì îáîäêîì öèòîïëàçìû,
ñîäåðæàùåé ìåëêèå ãðàíóëû, íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ìè-
òîõîíäðèé, ðàñøèðåííûå êàíàëüöû øåðîõîâàòîãî ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ØÝÐ), âàêóîëè è ëàìåëëÿð-
íûå òåëüöà. ÃÖ II — îâàëüíûå êëåòêè ðàçìåðîì îêîëî
12.5 � 7.5 ìêì, ñîäåðæàùèå áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåëêèõ
ãðàíóë (ðèñ. 1, á). Ãðàíóëû ëîêàëèçóþòñÿ âîêðóã ëîïàñò-
íîãî ÿäðà, à íåïîñðåäñòâåííî ïîä êëåòî÷íîé îáîëî÷êîé
ðàñïîëîæåí ñëîé öèòîïëàçìû, ñâîáîäíûé îò ãðàíóë.
Êëåòêè íåñóò íà ïîâåðõíîñòè íåáîëüøèå âûðîñòû. Ïîìè-
ìî ãðàíóë â ÃÖ II èìåþòñÿ ðàñøèðåííûå êàíàëüöû ØÝÐ
è âàêóîëè. Èíîãäà ìîæíî íàáëþäàòü êàðòèíû ýêçîöèòîçà
ñîäåðæèìîãî èõ îáðàçîâàíèé â ãåìîëèìôó (ðèñ. 1, â). Öè-
òîïëàçìà ñîäåðæèò òàêæå íåáîëüøèå ìèòîõîíäðèè è êîì-
ïëåêñû Ãîëüäæè, ÃÖ III — áîëüøèå êëåòêè îâàëüíîé ôîð-
ìû ñî ñðåäíèì ðàçìåðîì 245 � 10.5 ìêì (ðèñ. 4, ã). ßäðî
íåãëóáîêî ëîïàñòíîå. Öèòîïëàçìà çàïîëíåíà êðóïíûìè
ãðàíóëàìè, ñîäåðæèìîå êîòîðûõ íåîäíîðîäíî ïî ýëåêò-
ðîííîé ïëîòíîñòè. Â öèòîïëàçìå èìååòñÿ íåñêîëüêî êîì-
ïëåêñîâ Ãîëüäæè, îêîëî êîòîðûõ ðàñïîëîæåíû ìåëêèå
ãðàíóëû.

Áîëüøèíñòâî ÃÖ ìîæíî ëåãêî ïðè÷èñëèòü ê îäíîé
èç òðåõ îïèñàííûõ ãðóïï. Îäíàêî îòäåëüíûå ÃÖ îáëàäà-
þò ñìåøàííûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè.
Òàê, èìåþòñÿ ÃÖ, ñîîòâåòñòâóþùèå ïî ðàçìåðó ÃÖ I, íî
ñîäåðæàùèå óæå çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ãðàíóë. Âñòðå-
÷àþòñÿ òàêæå ÃÖ, èìåþùèå íàðÿäó ñ áîëüøèì êîëè÷åñò-
âîì ìåëêèõ íåñêîëüêî êðóïíûõ ãðàíóë. Òàêèå êëåòêè
ïðåäñòàâëÿþòñÿ ñòàäèÿìè äèôôåðåíöèðîâêè çðåëûõ òè-
ïîâ ÃÖ.

Ñ è í ò å ç Ä Í Ê. Íà ñâåòîîïòè÷åñêèõ àâòîãðàôàõ òêà-
íåé ñåðäöà, çàôèêñèðîâàííûõ ÷åðåç 4 ÷, 1, 2, 7 è 21 ñóò
ïîñëå ââåäåíèÿ 3H-òèìèäèíà (3HÒ), ìåòêà ïðèñóòñòâîâàëà
íàä ÿäðàìè òîëüêî ÃÖ I. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå
àâòîãðàôû ïîêàçàëè, ÷òî ÿäðà 3HÒ-ìå÷åííûõ ÃÖ ñîäåðæàò
íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåëêèõ ãðàíóë è ðàñøèðåííûå êà-
íàëüöû ýðãàñòîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (ðèñ. 2). Èç-
ðåäêà âñòðå÷àëèñü ÃÖ I, íàõîäÿùèåñÿ â ñòàäèè ìèòîçà
(ðèñ. 2, âñòàâêà). Âêëþ÷åíèÿ ïðåäøåñòâåííèêà ñèíòåçà
ÄÍÊ â ÿäðà ÃÖ II è ÃÖ III íå íàáëþäàëè íè ïðè èìïóëü-
ñíîì, íè ïðè îòñòàâëåííîì ìå÷åíèÿõ.

Ñ è í ò å ç Ð Í Ê. Àêòèâíîñòü ñèíòåçà ÐÍÊ â ÃÖ ðàêà
îöåíèâàëè íà ìàòåðèàëå, çàôèêñèðîâàííîì ÷åðåç 4 ÷ ïî-
ñëå ââåäåíèÿ 3H-óðèäèíà. Ìåòêà ðàñïîëàãàëàñü ãëàâíûì
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îáðàçîì íàä ÿäðàìè ÃÖ âñåõ òðåõ òèïîâ (ðèñ. 3). Ïîäñ÷åò
êîëè÷åñòâà çåðåí âîññòàíîâëåííîãî ñåðåáðà íà ñâåòîîïòè-
÷åñêèõ àâòîãðàôàõ ïîêàçàë ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå
ðàçëè÷èÿ èíòåíñèâíîñòè ìå÷åíèÿ ÿäåð ÃÖ ðàçíûõ òèïîâ.
×èñëî çåðåí ìåòêè íàä ÿäðàìè ÃÖ I ñîñòàâèëî 27.3 ±3.3,
íàä ÿäðàìè ÃÖ II — 17.3 ± 1.7 è íàä ÿäðàìè ÃÖ III —
7.6 ± 1.5.

È ì ì ó í î ë î ê à ë è ç à ö è ÿ A N P. Èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë íàëè÷èå ANP-èììóíîðåàêòèâíîãî
ìàòåðèàëà â êðóïíûõ ãðàíóëàõ ÃÖ III (ðèñ. 4). Ìåëêèå
ãðàíóëû, íàõîäÿùèåñÿ â ýòèõ æå ÃÖ è â ÃÖ äðóãèõ òèïîâ,
à òàêæå ñîäåðæèìîå ðàñøèðåííûõ êàíàëüöåâ ØÝÐ
ANP-èììóíîðåàêòèâíîñòè íå ïðîÿâëÿëè. Îêîëî àïïàðàòà
Ãîëüäæè ìîæíî áûëî íàáëþäàòü ìåëêèå çàðîæäàþùèåñÿ
â äèêòèîñîìàõ ãðàíóëû, íå íåñóùèå èììóííîé ìåòêè, è
ðàñïîëîæåííûå ïîáëèçîñòè êðóïíûå ìå÷åíûå ãðàíóëû
(ðèñ. 5).

Îáñóæäåíèå

Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî òîëüêî àãðàíóëÿð-
íûå ÃÖ I âêëþ÷àþò 3H-òèìèäèí è ìèòîòè÷åñêè äåëÿòñÿ,
òîãäà êàê ñîäåðæàùèå ãðàíóëû ÃÖ II è ÃÖ III ýòîé ñïîñîá-
íîñòüþ íå îáëàäàþò. Ìû îæèäàëè, ÷òî ÷åðåç íåñêîëüêî
ñóòîê ïîñëå ââåäåíèÿ 3H-òèìèäèíà âêëþ÷èâøèå èçîòîï
ÃÖ I äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ãðàíóëÿðíûå ÃÖ, ÷òî ïðèâåäåò
ê ïîÿâëåíèþ ìå÷åíûõ ÃÖ II è ÃÖ III. Îäíàêî è ïðè îò-
ñòàâëåííîì âðåìåíè ôèêñàöèè òîëüêî ÃÖ I äåìîíñòðèðî-
âàëè ìåòêó. ÃÖ I òàêæå çíà÷èòåëüíî àêòèâíåå ñèíòåçèðó-
þò ÐÍÊ, ÷åì ãðàíóëÿðíûå ÃÖ; èíòåíñèâíîñòü ìå÷åíèÿ
3H-óðèäèíîì ÃÖ I áîëåå ÷åì â 2 ðàçà ïðåâûøàëà èíòåí-
ñèâíîñòü ìå÷åíèÿ ÃÖ II è ïî÷òè ÷åòûðåõêðàòíî ïðåâîñõî-
äèëà ýòîò ïîêàçàòåëü ó ÃÖ III. Âûÿâëåííûå õàðàêòåðèñòè-
êè ÃÖ ðàêà íå ïîçâîëÿþò îäíîçíà÷íî ðåøèòü âîïðîñ î ãå-
íåòè÷åñêèõ ñâÿçÿõ ìåæäó ÃÖ ðàçíûõ òèïîâ. Ïðèñóòñòâèå
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðà ãåìîöèòîâ (ÃÖ) ðå÷íîãî ðàêà.

à — àãðàíóëÿðíûé ÃÖ I îòëè÷àåòñÿ âûñîêèì ÿäåðíî-ïëàçìåííûì îòíîøåíèåì, ñîäåðæèò ðàñøèðåííûå êàíàëüöû ØÝÐ (äâîéíûå ñòðåëêè) è ìàëåíüêèå
âàêóîëè (ñòðåëêè); á — ÃÖ II ñîäåðæèò íàðÿäó ñ ðàñøèðåííûìè êàíàëüöàìè ØÝÐ è âàêóîëÿìè áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåëêèõ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðà-
íóë (ñòðåëêè); â — àïïàðàò Ãîëüäæè â ÃÖ II è âûáðîñå ñîäåðæèìîãî îäíîé èç äâóõ êðóïíûõ âàêóîëåé; ã — ÃÖ III ñîäåðæèò ìíîæåñòâî êðóïíûõ ãðàíóë.

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.



â ãåìîëèìôå ÃÖ ñî ñìåøåííûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè õà-
ðàêòåðèñòèêàìè è ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ñèí-
òåçà ÐÍÊ îò ÃÖ I è ÃÖ II è çàòåì ÃÖ III ïîçâîëÿþò ïîñòðî-
èòü åäèíóþ ëèíèþ ïîñòåïåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÃÖ,
îäíàêî îïûòû ñ îòñòàâëåííîé ìåòêîé 3H-òèìèäèíîì ýòó
âåðñèþ íå ïîäòâåðæäàþò.

ANP-èììóíîðåàêòèâíûé ìàòåðèàë áûë âûÿâëåí òîëü-
êî â êðóïíûõ ãðàíóëàõ ÃÖ III. Ïî-âèäèìîìó, ANP-ïîäîá-

íûé ìàòåðèàë íàêàïëèâàåòñÿ â ãðàíóëàõ ïî ìåðå èõ
ñîçðåâàíèÿ, òàê êàê ìåëêèå ãðàíóëû, ðàñïîëîæåííûå îêî-
ëî àïïàðàòà Ãîëüäæè, åãî åùå íå ñîäåðæàò. Èñïîëüçîâàí-
íûå íàìè àíòèòåëà ê Ñ-òåðìèíàëüíîìó ôðàãìåíòó ìîëå-
êóëû ANP ðàñïîçíàþò êàê ñîáñòâåííî ãîðìîí ANP, òàê è
åãî ïðåäøåñòâåííèê — ïðîãîðìîí ANP, è, ñëåäîâàòåëü-
íî, íå èñêëþ÷åíî ïðèñóòñòâèå â ãðàíóëàõ îáåèõ ôîðì
ïåïòèäà.
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Ðèñ. 2. ÝÌ-àâòîãðàô. Ìå÷åííûé 3H-òèìèäèíîì ÃÖ I.

Âñòàâêà — ÃÖ I â ñòàäèè ìèòîçà.

Ðèñ. 3. Ñâåòîîïòè÷åñêèé àâòîãðàô ÃÖ I (ñòðåëêè) è ÃÖ III (äâîéíûå ñòðåëêè), ìå÷åííûõ 3H-óðèäèíîì.

Îêðàñêà îñíîâíûì ôóêñèíîì ñ ìåòèëåíîâûì ãîëóáûì è àçóðîì II.

Ðèñ. 4. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ANP-ïîäîáíîãî ìàòåðèàëà â áîëüøèõ ãðàíóëàõ ÃÖ III (äâîéíûå ñòðåëêè).

Ñîäåðæèìîå ãðàíóë èìååò íåðàâíîìåðíóþ ýëåêòðîííóþ ïëîòíîñòü. Ìåëêèå ãðàíóëû (ñòðåëêè) îñòàþòñÿ íåìå÷åíûìè.

Ðèñ. 5. Àïïàðàò Ãîëüäæè â ÃÖ III.

Ìåëêèå ãðàíóëû (ñòðåëêè) âáëèçè äèêòèîñîì íå ìå÷åíû àíòèòåëàìè ê ANP, òîãäà êàê êðóïíûå ãðàíóëû (äâîéíûå ñòðåëêè) íåñóò ìåòêó. Ìàñøòàáíûå
îòðåçêè: 2 è âñòàâêà, 4 è 5 — 1 ìêì; 3 — 10 ìêì.



Îòíîñèòåëüíî ñîäåðæèìîãî ãðàíóë ÃÖ ðàêîîáðàçíûõ
èìåþòñÿ âåñüìà íåìíîãî÷èñëåííûå äàííûå. Òàê, â ãðàíó-
ëàõ ÃÖ êðåâåòêè Sicyonia ingentis âûÿâëåíî íàëè÷èå àíòè-
áàêòåðèàëüíûõ ìîëåêóë, ëèçîñîìíûõ ýíçèìîâ è
ïðîôåíîëîêñèäàçû (Martin, Chiu, 2003). Èíôîðìàöèîííàÿ
ÐÍÊ àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ ðàêîîáðàçíûõ, òàêèõ êàê
ïåíàèäèíû è êðóñòèí, à òàêæå ýëåìåíòû ïðîôåíîëîêñè-
äàçíîé ñèñòåìû îáíàðóæåíû â ÃÖ êðåâåòêè Litopenaeus
vannamei (Okumura, 2007). Ãðàíóëÿðíûå ÃÖ ðàêà Procam-
barus clarki, êàê áûëî ïîêàçàíî, ïîçèòèâíû ê íåñïåöèôè-
÷åñêîé ýñòåðàçå è äåìîíñòðèðóþò ôåíîëîêñèäàçíóþ àê-
òèâíîñòü (Lanz et al., 1993). Íàèáîëåå ïîäðîáíî èçó÷åíî
ó÷àñòèå ÃÖ ðàêîîáðàçíûõ â èììóííûõ ïðîöåññàõ. Âðîæ-
äåííàÿ íåñïåöèôè÷åñêàÿ èììóííàÿ ñèñòåìà áåñïîçâîíî÷-
íûõ âêëþ÷àåò â ñåáÿ êëåòî÷íóþ è ãóìîðàëüíóþ êîìïî-
íåíòû. Â îáåèõ ðåàêöèÿõ çàäåéñòâîâàíû ÃÖ, êîòîðûå àê-
òèâíî ôàãîöèòèðóþò è (èëè) èíêàïñóëèðóþò ÷óæåðîäíûé
ìàòåðèàë, à òàêæå âûäåëÿþò â ãåìîëèìôó èììóíîàêòèâ-
íûå âåùåñòâà. Ñèñòåìå êîìïëåìåíòà ïîçâîíî÷íûõ ó áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ ñîîòâåòñòâóåò ïðîôåíîëîêñèäàçíàÿ (proPO)
ñèñòåìà. Åå äåÿòåëüíîñòü, åñëè êðàòêî, ñâîäèòñÿ ê ñëåäó-
þùåìó. Ñâÿçûâàíèå ëèïîïîëèñàõàðèäîâ è â-1,3-ãëþêà-
íîâ êëåòî÷íûõ ñòåíîê ìèêðîîðãàíèçìîâ ðàñïîçíàþùèìè
áåëêàìè èììóííîé ñèñòåìû áåñïîçâîíî÷íîãî æèâîòíîãî
àêòèâèçèðóåò êàñêàä ñåðèíîâûõ ïðîòåèíàç ïðîôåíèëîê-
ñèäàçíîé ñèñòåìû, ÷òî âåäåò ê âûñâîáîæäåíèþ ôåíîëîê-
ñèäàçû, îêèñëÿþùåé ôåíîëû äî ìåëàíèíà — ñîåäèíåíèÿ,
òîêñè÷íîãî äëÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ (Cerenius, Soderhall,
2004). Àêòèâèçàöèÿ ïðîôåíèëîêñèäàçíîé ñèñòåìû ñîïðî-
âîæäàåòñÿ è àêòóàëèçàöèåé ðÿäà äîïîëíèòåëüíûõ èììóí-
íûõ áåëêîâ, íàïðèìåð ïåðîêñèïåêòèíà — ôàêòîðà êëå-
òî÷íîé àäãåçèè. Èíôîðìàöèîííàÿ ÐÍÊ ïðîôåíèëîêñèäà-
çû îáíàðóæåíà â ÃÖ êðåâåòêè Litopenaeus vannamei (Lai et
al., 2005). Ïðîôåíèëîêñèäàçà âûÿâëåíà â ÃÖ II è III òèïîâ
íåñêîëüêèõ âèäîâ äåñÿòèíîãèõ ðàêîâ (Soderhall, Smith,
1983). Íàëè÷èå ïåðîêñèíåêòèíà è åãî ïðåäøåñòâåííèêà
ïðîïåðîêñèíåêòèíà îáíàðóæåíî â ÃÖ ðàêà Pacifastacus le-
niusculus (Lin et al., 2007). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî êîìïîíåí-
òû ïðîôåíèëîêñèäàçíîé ñèñòåìû èíäóöèðóþò äåãðàíóëÿ-
öèþ ÃÖ ðå÷íîãî ðàêà Astacus astacus (Smith, Soderhall,
1983). Òàêèì îáðàçîì, ANP â ÃÖ ðàêà êîëîêàëèçóåòñÿ ñ
ïðîèììóííûìè êîìïîíåíòàìè ïðîôåíèëîêñèäàçíîé ñèñ-
òåìû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå îá ó÷àñ-
òèè ANP â èììóííûõ ðåàêöèÿõ (ñì. îáçîð: Vollmar, 2005).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ANP óñèëèâàåò èììóííûé ïî-
òåíöèàë ÃÖ.

Ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷àþùèåñÿ ÃÖ II è ÃÖ III, âåðî-
ÿòíî, âûïîëíÿþò ðàçíûå ôóíêöèè. Òàê, ó ðàêà Astacus lep-
todactylus ÃÖ II îáëàäàþò âûðàæåííîé ôàãîöèòàðíîé àê-
òèâíîñòüþ, òîãäà êàê ÃÖ III çàäåéñòâîâàíû â àêòèâèçàöèè
ïðîôåíèëîêñèäàçíîé ñèñòåìû (Giuliani et al., 2007). Ïå-
ðîêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü áûëà îáíàðóæåíà òîëüêî â áîëü-
øèõ ãðàíóëàõ ÃÖ ðàêà Procambarus clarki (Lanz et al.,
1993). ANP, êàê íàìè áûëî ïîêàçàíî, ëîêàëèçîâàí òàêæå
òîëüêî â áîëüøèõ ãðàíóëàõ ÃÖ III.

Ýâîëþöèîííûå ñâÿçè êðîâåòâîðíûõ òêàíåé è êëåòîê
êðîâè ó áåñïîçâîíî÷íûõ è ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ íåÿñ-
íû. Íà îñíîâàíèè ìîðôîëîãè÷åñêîãî ñõîäñòâà è íàëè÷èÿ
ANP â ãðàíóëàõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íåêîòîðóþ ôóíê-
öèîíàëüíóþ àíàëîãèþ ìåæäó òó÷íûìè êëåòêàìè ïîçâî-
íî÷íûõ è ãðàíóëÿðíûõ ÃÖ ðàêà. Ó ïîçâîíî÷íûõ æèâîò-
íûõ òó÷íûå êëåòêè îáû÷íî èíòåãðèðîâàíû â ñîåäèíè-
òåëüíóþ òêàíü îðãàíîâ. Â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè îíè
íàõîäÿòñÿ â æèäêîñòè ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè, à íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííûå ïðåäøåñòâåííèêè òó÷íûõ êëåòîê ìèã-

ðèðóþò â êðîâÿíîì ðóñëå îò êðîâåòâîðíûõ îðãàíîâ, ãäå
îíè çàðîæäàþòñÿ, ê ìåñòàì ñâîåé ðåçèäåíöèè â ðàçëè÷-
íûõ îðãàíàõ. Íàëè÷èå ANP âûÿâëåíî â ãðàíóëàõ òó÷íûõ
êëåòîê ñåðäöà (Belloni et al., 2005) è ïåðèòîíåàëüíîé ïî-
ëîñòè (Martynova et al., 2005) êðûñû.

Íà îñíîâàíèè íàëè÷èÿ ANP ñïåêòð âîçìîæíûõ ôóíê-
öèé ÃÖ ðàêà ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî ðàñøèðåí. Âåðîÿò-
íî, îíè ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè âîäíî-ñîëåâîãî áàëàíñà,
ìîäóëÿöèè èììóííûõ ðåàêöèé, âëèÿþò íà ïðîëèôåðàòèâ-
íîå ïîâåäåíèå äðóãèõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49393) è ãðàíòà ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÍØ-1125.2006.4).
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SYNTHESIS OF NUCLEIC ACIDS AND LOCALIZATION OF ATRIAL NATRIURETIC PEPTIDE

IN THE CRAYFISH HAEMOCYTES

M. G. Martynova, O. A. Bystrova, V. N. Parfenov

Institute of Cytology RAS, St.. Petersburg;

e-mail: heartdev@mail.cytspb.rssi.ru

Three types of cells circulate in haemolymph of the crayfish Astacus astacus: agranular haemocytes
(HCs I), small-granule haemocytes (HCs II) and large-granule haemocytes (HCs III). Their proliferation, diffe-
rentiation and function remain poorly understood. By means of light and electron microscopic autoradiography
using [3H]-thymidine, we have revealed that only HCs I are capable of DNA synthesis and mitosis whereas
HCs II and HCs III are replicatively inactive. To determine whether the HCs I are proliferating progenitor cells
for the granular HCs, we have analyzed autographs of HC population in 1, 2, 7 and 21 days after a single
[3H]-thymidine administration. Contrary to the expectation, we have failed to find labeled HCs II and HCs III.
These findings raise doubts on the capacity of the HCs I to differentiate into two other types of HCs. By autora-
diography using 3H-uridine, it has been detected that intensity of the RNA synthesis was the greatest in HCs I
and less by a factor of two and four in HCs II and HCs III, respectively. Additionally, by EM immunocytoche-
mistry, ANP-like immunoreactivity was revealed in the large granules of the HCs III. We assume that availabili-
ty of ANP in secretory granules extends the possible functions of the crayfish HCs and suggests their participati-
on in regulation of water-salt balance and immune responses.
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