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Êîìïîíåíòû ñèãíàëüíîé ñèñòåìû êîðòèêîëèáåðèíà â ïðåäñåðäèè óëèòêè

Êîðòèêîëèáåðèí-ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà ïîçâîíî÷íûõ ñîñòîèò èç êîðòèêîëèáåðèíà (ÊË), ðåöåïòîðîâ ê
êîðòèêîëèáåðèíó (ÊË-Ð) äâóõ òèïîâ è êîðòèêîëèáåðèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà (ÊË-ÑÁ). Öåëü íàñòîÿùåé
ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿñíåíèè íàëè÷èÿ è èññëåäîâàíèè ëîêàëèçàöèè ÊË, åãî ðåöåïòîðà ÊË-Ð2 è
ÊË-ÑÁ â íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñàõ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè Achatina achatina, êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåáÿ
ãðàíóëÿðíûå êëåòêè (ÃÊ), íåðâíûå âîëîêíà, òåñíî ñ íèìè êîíòàêòèðóþùèå, è ãëèîèíòåðñòèöèàëüíûå
êëåòêè, ñîïðîâîæäàþùèå íåðâíûå âîëîêíà. Ìåòîäàìè èììóíîôëóîðåñöåíòíîé è èììóíîýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë áûëà âûÿâëåíà èììóíîðåàêòèâíîñòü ê ýòèì
áåëêàì â ãðàíóëàõ âñåõ òðåõ êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñîâ. Âåñòåðí-áëîòèíã
ëèçàòà áåëêîâ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè âûÿâèë ÊË-Ð2-èììóíîïîëîæèòåëüíóþ ïîëîñó, ñîîòâåòñòâóþùóþ áåë-
êó ñ ìîë. ìàññîé 56 êÄà. Ýòî ïåðâûå äàííûå î ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ýòîãî ðåöåïòîðà ó ìîëëþñêîâ. Êðîìå
òîãî, äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíûõ ôóíêöèé ÊË â íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñàõ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ñ
ÃÊ, èçîëèðîâàííûìè èç ïðåäñåðäèÿ, áûë äîáàâëåí ÊË â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 50 íÌ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì äîëÿ äåãðàíóëèðîâàííûõ ÃÊ ïîñëå âíåñåíèÿ ÊË âîçðîñëà ïî÷òè âäâîå (45.5 % ïðîòèâ 24.5,
P < 0.05). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè íàëè÷èå âñåõ òðåõ êîìïîíåíòîâ ÊË-ñèãíàëüíîé ñèñòåìû â
íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñàõ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè. Èõ ïðèñóòñòâèå è â ñåêðåòîðíîì, è â íåðâíîì êîì-
ïîíåíòàõ êîìïëåêñà ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÊË-ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà ó÷àñòâóåò êàê â íåðâíîé ðåãó-
ëÿöèè ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè ÃÊ, òàê è â ïåðåäà÷å èíôîðìàöèè îò ÃÊ â ÖÍÑ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãðàíóëÿðíûå êëåòêè, íåéðîýíäîêðèííûå êîìïëåêñû, ðåöåïòîðû ê êîðòèêîëè-
áåðèíó, êîðòèêîëèáåðèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, èììóíîëîêàëèçàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊ — ãðàíóëÿðíûå êëåòêè, ÈÔÎ — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøè-
âàíèå, ÈÝÌ — èììóíîýëåêòîðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÊË — êîðòèêîëèáåðèí, ÊË-Ð2 — ðåöåïòîðû âòîðîãî
òèïà ê êîðòèêîëèáåðèíó, ÊË-ÑÁ — êîðòèêîëèáåðèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ.

Êîðòèêîòðîïèí-ðåëèçèíã ôàêòîð, èëè êîðòèêîëèáå-
ðèí (ÊË), — íåéðîïîëèïåïòèä, ñîñòîÿùèé èç 41 àìèíî-
êèñëîòíîãî îñòàòêà. ÊË ÿâëÿåòñÿ ïåðâûì çâåíîì, çàïóñ-
êàþùèì êàñêàä ïðîöåññîâ òàê íàçûâàåìîé îñè ñòðåññà —
ãèïîòàëàìóñ—ãèïîôèç—íàäïî÷å÷íèêè. Â ïðåäåëàõ ýòî-
ãî êàñêàäà îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ ÊË çàêëþ÷àåòñÿ â èíäóêöèè
ñåêðåöèè àäðåíîêîðòèêîòðîïíîãî ãîðìîíà â ãèïîôèçå,
êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ñòèìóëèðóåò ñåêðåöèþ ãëþêî-
êîðòèêîèäîâ íàäïî÷å÷íèêàìè. Îäíàêî ÊË ó ïîçâîíî÷íûõ
îáíàðóæèâàåòñÿ íå òîëüêî â ÖÍÑ, íî è â ïåðèôåðè÷åñêèõ
íåðâàõ, à òàêæå â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ, ãäå îêàçûâàåò íåïî-
ñðåäñòâåííîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî in
vitro ÊË óñèëèâàåò ïðîëèôåðàöèþ ëåãî÷íûõ ðàêîâûõ
êëåòîê è ðåîðãàíèçàöèþ èõ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, èõ
ìèãðàöèþ (Arranz et al., 2010), íåïîñðåäñòâåííî âëèÿåò íà
ïåðèñòàëüòèêó êèøå÷íèêà è ôóíêöèþ ñëèçèñòîé (Tache,
Perdue, 2004; Porcher et al., 2006).

ÊË-ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà âêëþ÷àåò â ñåáÿ òðè îñíîâ-
íûõ êîìïîíåíòà — ñàì ÊË, ÊË-ðåöåïòîðû (ÊË-Ð) è
ÊË-ñâÿçûâàþùèé áåëîê (ÊË-ÑÁ). ÊË-Ð, ÷åðåç êîòîðûå
ÊË îñóùåñòâëÿåò ñâîå äåéñòâèå, ïðåäñòàâëåíû äâóìÿ òè-

ïàìè — ÊË-Ð1 è ÊË-Ð2. Îíè âõîäÿò â ñåìåéñòâî ðåöåïòî-
ðîâ, ñîïðÿæåííûõ ñ G-áåëêîì (GPCRs), êîäèðóþòñÿ
ðàçíûìè ãåíàìè, õàðàêòåðèçóþòñÿ ñâÿçüþ ñ ðàçíûìè ïðî-
öåññàìè â êëåòêå è ðàçíîé àíàòîìè÷åñêîé ëîêàëèçàöèåé.
Òàê, ÊË-Ð1 ïðèñóòñòâóþò ïðåèìóùåñòâåííî â ìîçãîâîé
òêàíè è ãèïîôèçå, à ÊË-Ð2 — â îòäåëüíûõ ðàéîíàõ ìîçãà
è â ïåðèôåðè÷åñêèõ îðãàíàõ (Dautzenberg, 2001; Yang
et al., 2010). ÊË-ÑÁ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãëèêîïðîòåèí
ðàçìåðîì 37 êÄà, îáëàäàþùèé âûñîêîé àôôèííîñòüþ ïî
îòíîøåíèþ ê ÊË. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî îí ìîäóëèðóåò áèî-
àêòèâíîñòü ÊË ïóòåì èëè ïîíèæåíèÿ äîñòóïíîñòè ÊË,
èëè ñîäåéñòâèÿ ÊË ëèãàíäèíäóöèðîâàííîé àêòèâàöèè
ÊË-Ð.

Â öàðñòâå ïîçâîíî÷íûõ óæå íà ôèëîãåíåòè÷åñêîì
óðîâíå ðûá ïîêàçàíî ó÷àñòèå ÊË â èììóíîýíäîêðèííûõ
âçàèìîäåéñòâèÿõ (Mola et al., 2011). Êîìïîíåíòû ÊË-ñèã-
íàëüíîé ñèñòåìû îáíàðóæåíû è ó ìíîãèõ ïðåäñòàâèòåëåé
áåñïîçâîíî÷íûõ — ÊË õèìè÷åñêè èäåíòèôèöèðîâàí ó
íàñåêîìûõ (Kataoka et al., 1989; Coast, 2007), êîëü÷àòûõ
÷åðâåé (Lubics et al., 2003) è îáîëî÷íèêîâ (Lovejoy, Barsy-
te-Lovejoy, 2010). Âûÿâëåíî è íàëè÷èå ÊË-ÑÁ ó íàñåêî-
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ìûõ (Huising, Flik, 2005) è ðàêîîáðàçíûõ (Lee et al., 2008).
Ó ìîëëþñêîâ â ýòîé ñâÿçè èññëåäîâàíû ïî÷òè èñêëþ÷è-
òåëüíî êëåòêè ãåìîëèìôû — ãåìîöèòû, êîòîðûå ðàñ-
ñìàòðèâàþò â êà÷åñòâå èõ ãëàâíûõ èììóíîêîìïåòåíòíûõ
êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåìîöèòû äâóñòâîð÷àòîãî ìîëëþ-
ñêà Mytilus galloprovincialis ýêñïðåññèðóþò ÊË-ïîäîáíóþ
èììóíîðåàêòèâíîñòü, à òàêæå ÊË-Ð1- è ÊË-Ð2-ïîäîáíóþ
èÐÍÊ (Malagoli et al., 2000, 2007). Îòíîñèòåëüíî ôóíêöèé
äàííîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ó áåñïîçâîíî÷íûõ èìåþòñÿ
äàííûå î òîì, ÷òî ÊË âûçûâàåò èçìåíåíèå ôîðìû èììó-
íîöèòîâ (Malagoli et al., 2000), èíäóöèðóåò âûäåëåíèå
áèîãåííûõ àìèíîâ (íîðýïèíåôðèíà, ýïèðåôðèíà è äîïà-
ìèíà) èç ãåìîöèòîâ áðþõîíîãîãî ìîëëþñêà ðîãîâîé êà-
òóøêè Planorbarius corneus (Ottaviani et al., 1994), à òàêæå
î òîì, ÷òî ó íàñåêîìûõ îí ôóíêöèîíèðóåò êàê äèóðåòè÷å-
ñêèé ïåïòèä (Kataoka et al., 1989; Coast, 2007). Âûÿñíåíî
òàêæå, ÷òî îäíè ôðàãìåíòû ìîëåêóëû ÊË ñòèìóëèðóþò
ìèãðàöèþ ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ, òîãäà êàê äðóãèå ôðàã-
ìåíòû ýòîé ìîëåêóëû åå ïîäàâëÿþò (Genedani et al.,
1994).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿâëåíèè,
ëîêàëèçàöèè è ôóíêöèè êîìïîíåíòîâ ÊË-ñèãíàëüíîé ñè-
ñòåìû â ïðåäñåðäèè óëèòêè ñ ôîêóñèðîâàíèåì âíèìàíèÿ
íà ðàñïîëîæåííûõ â ïðåäñåðäèè áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ
íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñàõ, ñîñòîÿùèõ èç êðóïíûõ
ñåêðåòîðíûõ ãðàíóëÿðíûõ êëåòîê (ÃÊ), íåðâíûõ âîëîêîí,
òåñíî ñ íèìè êîíòàêòèðóþùèõ, è ãëèîèíòåðñòèöèàëüíûõ
êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùèõ ýòè âîëîêíà. Ðàíåå ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî ãðàíóëû ïðåäñåðäíûõ ÃÊ ñîäåðæàò öåëûé ðÿä
áèîàêòèâíûõ âåùåñòâ, òàêèõ êàê áåëîê òåïëîâîãî øîêà
Hsp70 (Ìàðòûíîâà è äð., 2004; Martynova et al., 2007),
ñóáñòàíöèÿ P è FRMF-àìèä (Øàáåëüíèêîâ è äð., 2008),
ñåðîòîíèí è ãèñòàìèí (Bystrova et al., 2014), ÷òî ïîçâîëÿ-
åò îáîñíîâàííî ïðåäïîëàãàòü ó÷àñòèå ýòèõ êîìïëåêñîâ â
ïðîöåññàõ àäàïòàöèè ê ñòðåññîðíûì âîçäåéñòâèÿì è ïîä-
äåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà. Ìû ïðåäïîëàãàåì òàêæå, ÷òî ÊË
ìîæåò áûòü âêëþ÷åí â ðåãóëÿöèþ ñåêðåòîðíîé àêòèâíî-
ñòè íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñîâ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòå-
ðèàëà èñïîëüçîâàëè ïðåäñåðäèÿ ãèãàíòñêîé àôðèêàíñêîé
óëèòêè àõàòèíû Achatina achatina. Ïîïóëÿöèÿ óëèòîê â
òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ëåò ñîäåðæèòñÿ â ëàáîðàòîðèè ïðè
ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå (îêîëî 25 °C), èñêóññòâåííîì
ñâåòîâîì ðåæèìå (12-÷àñîâîì îñâåùåíèè), íà âåãåòàðèàí-
ñêîé äèåòå. Â ýêñïåðèìåíò áðàëè âçðîñëûõ àõàòèí ìàññîé
15—20 ã.

Â å ñ ò å ð í - è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Èññëåäîâàëè òîòàëü-
íûé ëèçàò áåëêîâ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè. Ýëåêòðîôîðåç
ïðîâîäèëè â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèë-
ñóëüôàòîì íàòðèÿ ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (La-
emmli, 1970). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ìåòîäîì ïîëóñóõîãî ïåðå-
íîñà (Towbin et al., 1979). Èììóíîäåòåêöèþ ïðîâîäèëè
ïðè ïîìîùè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ÊË-Ð2 (Sig-
ma, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1700 è ìåòîäà ócèëåííîé õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè êîçëèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ àíòèãåíîâ êðûñû, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé, â ðàçâåäåíèè 1 : 20 000. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èññëåäóåìîãî áåëêà
èñïîëüçîâàëè íàáîð ìàðêåðíûõ áåëêîâ PAGE RULER
(Thermo Scientific, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å
ò ê à í è (ÈÔÎ). Àíàëèç ïðîâîäèëè, ñëåäóÿ ñòàíäàðòíî-
ìó èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîìó ïðîòîêîëó. Èçîëèðîâàííûå
ïðåäñåðäèÿ ðàñòÿãèâàëè ïðåïàðîâàëüíûìè èãëàìè íà
ïðåäìåòíîì ñòåêëå è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëü-
äåãèäîì â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4 °C. Ïîñëå 3-êðàòíîé ïðîìûâ-
êè â PBS òêàíü îáðàáàòûâàëè DMSO ñ êàðáèíîëîì (1 : 4)
â òå÷åíèå 1 ÷ è ïîìåùàëè â ÷èñòûé êàðáèíîë íà 1 ñóò ïðè
–25 °C. Âíîâü òêàíü ïðîìûâàëè òðèæäû ïî 5 ìèí â PBS è
îáðàáàòûâàëè 10%-íîé ôåòàëüíîé ñûâîðîòêîé äëÿ áëîêè-
ðîâêè íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Ïîñëå ýòî-
ãî òêàíü èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå
1 ñóò ïðè 4 °C è çàòåì ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè (1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå). Äëÿ ïðîâåðêè ñïåöèôè÷íîñòè
îêðàøèâàíèÿ áûë ïðîâåäåí òåñò íà íåéòðàëèçàöèþ àíòè-
òåë ìåòîäîì àäñîðáöèè ñïåöèôè÷åñêèì àíòèãåíîì —
îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ñìåñüþ ðàñòâîðà àíòèòåë ê ÊË
(20 ïÌ/ìë) è ðàñòâîðà ÊË (200 ïÌ/ìë) â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 1.

Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axio-
vert 200 M (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîãî öèôðîâîé
êàìåðîé Leica DFC 420C (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ),
ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 40�.

È ì ì ó í î ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ (ÈÝÌ).
Èçîëèðîâàííûå ïðåäñåðäèÿ ôèêñèðîâàëè â 2.5%-íîì ãëó-
òàðàëüäåãèäå íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðå, pH 7.2, ñ
2%-íûì ñîäåðæàíèåì ñàõàðîçû â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
4 °C. Ïîñòôèêñàöèþ ïðîâîäèëè â 1%-íîì OsO4 íà 0.1 Ì
êàêîäèëàòíîì áóôåðå, pH 7.4, ñ 5%-íûì ñîäåðæàíèåì ñà-
õàðîçû â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 4 °C. Çàòåì îáðàçöû òêàíè îáåç-
âîæèâàëè â ñåðèè ðàñòâîðîâ ýòàíîëà ñ ïîâûøàþùåéñÿ
êîíöåíòðàöèåé è çàêëþ÷àëè â ñìåñü Àðàëäèòà è Ýïîíà.
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ àëìàçíîãî
íîæà íà LKB-Ultratome (Øâåöèÿ). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììó-
íîõèìè÷åñêèõ òåñòîâ óëüòðàòîíêèå ñðåçû ñîáèðàëè íà
íèêåëåâûå ñåòî÷êè, îáðàáàòûâàëè 3%-íîé ïåðåêèñüþ âî-
äîðîäà â òå÷åíèå 20 ìèí äëÿ ðàçðûõëåíèÿ ñìîëû, 1 ñóò
èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ïðè 4 °C âî âëàæ-
íîé êàìåðå è ïîñëå ïðîìûâêè â áóôåðå (PBS) èíêóáèðî-
âàëè ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî îêðàøèâàëè óðàíèë-àöåòàòîì è
öèòðàòîì ñâèíöà è ïðîñìàòðèâàëè íà ýëåêòðîííîì ìèê-
ðîñêîïå Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óñêîðÿ-
þùåì íàïðÿæåíèè 80 êÂ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: äëÿ ÈÝÌ-ðåàêöèé
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ÊË â
ðàçâåäåíèè 1 : 2000, ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
ÊË-Ð2 â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 è ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ïðîòèâ ÊË-ÑÁ â ðàçâåäåíèè 1 : 50. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-
òèòåë ïðèìåíÿëè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûõ ñ êîëëîèäíûì çîëîòîì â ðàç-
âåäåíèè 1 : 10. Äëÿ ÈÔÎ ïðèìåíÿëè òå æå àíòèòåëà â ðàç-
âåäåíèè 1 : 2000 (àíòè-ÊË) è 1 : 100 (àíòè-ÊË-ÑÁ), â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë â äàííîì ñëó÷àå èñïîëüçîâàëè
êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáèíîâ êðûñû, êîíú-
þãèðîâàííûå ñ FITC â ðàçâåäåíèè 1 : 200. Âñå àíòèòåëà
ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

È ç î ë ÿ ö è ÿ è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ï ð å ä ñ å ð ä -
í û õ Ã Ê. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ÊË íà ãðàíóëîöèòû
â óñëîâèÿõ in vitro ñóñïåíçèè êëåòîê ïðåäñåðäèÿ âûäåëÿ-
ëè èç 12 îñîáåé A. fulica. Ðàêîâèíû æèâîòíûõ ïåðåä
ýêñïåðèìåíòîì òùàòåëüíî ïðîìûâàëè è îáðàáàòûâàëè
õëîðãåêñèäèíîì. Â 1 ìë ñìåñè ôåðìåíòîâ ïîìåùàëè ïî
2 ïðåäñåðäèÿ è èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå ïðè ïîêà÷èâàíèè â òå÷åíèå 2 ÷. Ñìåñü ôåðìåíòîâ ñî-
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ñòîÿëà èç êîëëàãåíàçû ïå÷åíè êðàáà (10 ìã/ìë; Ðîñìåä-
áèî, Ðîññèÿ) è ïðîòåàçû Streptomyces griseus (10 ìã/ìë;
Sigma, ÑØÀ) â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå äëÿ Achatina
(4 ìÌ KCl, 61 ìÌ NaCl è 10 ìÌ HEPES). Îáðàáîòàííûå
ôåðìåíòîì ïðåäñåðäèÿ ïåðåíîñèëè â 1 ìë ïèòàòåëüíîé
ñðåäû L-15 (Sigma, ÑØÀ) ñ äîáàâêàìè (5 ìÌ ãëþêîçû,
14 ìÌ HEPES, 10 ìÌ CaCl2 è 10 ìÌ MgCl2). Òêàíè èíêó-
áèðîâàëè â ñðåäå â òå÷åíèå 1—2 ÷ ïðè ëåãêîì ïîêà÷èâà-
íèè äëÿ âûñâîáîæäåíèÿ ãðàíóëîöèòîâ, çàòåì óäàëÿëè íå-
ðàñïàâøóþñÿ òêàíü ïðåäñåðäèÿ, ôèëüòðîâàëè ïîëó÷åí-
íóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ÷åðåç íåéëîíîâîå ñèòå÷êî ñ
äèàìåòðîì îòâåðñòèé 40 ìêì, ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðî-

âàëè 3 ìèí ïðè 800 îá/ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäà-
ëÿëè, à îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ïèòàòåëüíîé
ñðåäû. Ñóñïåíçèè êëåòîê êàæäîãî îáðàçöà, ïîëó÷åííîãî
ïðè äèññîöèàöèè äâóõ ïðåäñåðäèé, íàíîñèëè íà 2 ëóíêè
4-ëóíî÷íûõ ïëàò (Nunc) â 500 ìêë L-15. Âûäåëåííûå ãå-
òåðîãåííûå ñóñïåíçèè êëåòîê âêëþ÷àëè â ñåáÿ êàðäèîìè-
îöèòû, êëåòêè ýïèêàðäà, ýíäîòåëèîïîäîáíûå êëåòêè è
ãðàíóëîöèòû. ×èñëî ãðàíóëîöèòîâ â 1 ìë ñóñïåíçèé ñî-
ñòàâëÿëî îêîëî 1000. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ñîäåðæàëè
ïðè 25 °C â òå÷åíèå 20 ÷ ïåðåä äîáàâëåíèåì ÊË. Äëÿ ïîä-
ñ÷åòà ñîîòíîøåíèÿ íîðìàëüíûõ è äåãðàíóëèðîâàííûõ
ãðàíóëîöèòîâ â êàæäîì èç òðåõ êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ

202 Ì. Ã. Ìàðòûíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êîðòèêîëèáåðèí (ÊË) â ïðåäñåðäèè Achatina achatina.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ÊË, ñòðåëêè óêàçûâàþò íà íåðâíûå âîëîêíà, çâåçäî÷êîé îòìå÷åíà ãðàíóëÿðíàÿ êëåòêà (ÃÊ), îêðàøåííûå ñ
ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÊË; îá. 40�. á — òåñò íà ñïåöèôè÷íîñòü îêðàøèâàíèÿ. Àäñîðáöèÿ àíòèòåë ñïåöèôè÷åñêèì àíòèãåíîì ïðèâåëà ê
îòñóòñòâèþ ðåàêöèè; ñòðåëêà óêàçûâàåò íà ÃÊ; îá. 40�. â — íà ÝÌ-óðîâíå èììóíîðåàêòèâíîñòü ê àíòèòåëàì ïðîòèâ ÊË ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ãðàíó-
ëû ãëèîèíòåðñòèöèàëüíûõ êëåòîê (ñòðåëêè) è íåéðîñåêðåòîðíûå ãðàíóëû íåðâíûõ âîëîêîí; ïðè ýòîì â ðÿäîì ðàñïîëîæåííûõ íåðâíûõ âîëîêíàõ îä-
íîãî íåðâíîãî ïó÷êà ñîäåðæàëèñü áîëåå (çâåçäî÷êà) è ìåíåå (òðåóãîëüíèê) èíòåíñèâíî îêðàøåííûå íåéðîñåêðåòîðíûå ãðàíóëû. ã — èììóíîðåàêòèâ-
íîñòü ê àíòèòåëàì ïðîòèâ ÊË áûëà âûÿâëåíà è â ãðàíóëàõ ÃÊ; çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû îêðàøåííûå ãðàíóëû; ìàñøòàáíûå îòðåçêè íà ýëåêòðîíîãðàì-

ìàõ — 0.5 ìêì.



ôîòîãðàôèðîâàëè ïî 20 ïîëåé çðåíèÿ íà ìèêðîñêîïå ZOE
Fluorescent Cell Imager (BioRad, ÑØÀ) ïðè 20�. Çàòåì çà-
ìåíÿëè ñðåäó L-15 íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ÊË äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 50 íÌ. ×åðåç 1 ÷ ëóíêè ôîòîãðàôè-
ðîâàëè äëÿ ïîäñ÷åòà äîëè äåãðàíóëèðîâàííûõ ãðàíóëî-
öèòîâ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Ïîäñ÷åò äîëè äå-
ãðàíóëèðîâàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè â íåñêîëüêèõ ñëó-
÷àéíûõ ïîëÿõ çðåíèÿ (â ñóììå íå ìåíåå 300 êëåòîê) â ïðå-
ïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ â òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ
íà 2 îñîáÿõ óëèòêè â êàæäîì. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê
ñðåäíåå è åãî îøèáêà, à íà ãèñòîãðàììå — êàê ñðåäíåå è
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå; ðàçëè÷èå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà è ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûì ïðè
P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ Ê Ë â ò ê à í è ï ð å ä ñ å ð ä è ÿ ó ë è ò -
ê è èññëåäîâàëè ìåòîäàìè ÈÔÎ è ÈÝÌ. ÈÔÎ ïîêàçàëî
íàëè÷èå ÊË-èììóíîïîçèòèâíîãî ìàòåðèàëà â ïðåäñåðä-
íûõ ÃÊ è ïîäõîäÿùèõ ê íèì íåðâíûõ âîëîêíàõ (ðèñ. 1,
à). Ïðè äîáàâëåíèè ÊË ê àíòèòåëàì ñâå÷åíèå íå íàáëþäà-
ëè íè â êàêèõ ýëåìåíòàõ ïðåäñåðäíîé òêàíè óëèòêè (ðèñ.
1, á), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïåöèôè÷åñêîì âçàèìîäåéñò-
âèèè àíòèòåë ïðîòèâ ÊË ñ ñîîòâåòñòâóþùèì àíòèãåíîì â
èññëåäóåìîé òêàíè. Ïðè ïðîâåäåíèè ÈÝÌ-îêðàøèâàíèÿ
ìåòêà îáíàðóæåíà íàä íåéðîñåêðåòîðíûìè ãðàíóëàìè
íåðâíûõ âîëîêîí, ãðàíóëàìè ãëèîèíòåðñòèöèàëüíûõ êëå-
òîê (ðèñ. 1, â), à òàêæå íàä ãðàíóëàìè ÃÊ (ðèñ. 1, ã). Ïëîò-
íîñòü ìåòêè íàä íåéðîñåêðåòîðíûìè ãðàíóëàìè â âîëîê-
íàõ, âõîäÿùèõ â îäèí íåðâ, çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àëàñü
(ðèñ. 1, â).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ Ê Ë - Ð 2 â ò ê à í è ï ð å ä ñ å ð ä è ÿ
ó ë è ò ê è èññëåäîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà ñ èì-

ìóíîáëîòèíãîì è ÈÝÌ. Âåñòåðí-èììóíîáëîòèíã ïîêàçàë
íàëè÷èå â ëèçàòå áåëêîâ ïðåäñåðäèÿ àõàòèíû áåëêà ñ ìîë.
ìàññîé îêîëî 56 êÄà, äåìîíñòðèðóþùåãî ïîçèòèâíóþ ðå-
àêöèþ ñ àíòèòåëàìè ê ÊË-Ð2 (ðèñ. 2, à). ÈÝÌ-èññëåäîâà-
íèå âûÿâèëî ÊË-Ð2-ïîçèòèâíûé ìàòåðèàë â íåðâíûõ âî-
ëîêíàõ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè (ðèñ. 2, á). Õàðàêòåð ìå÷åíèÿ
áûë àíàëîãè÷åí òàêîâîìó â ðåàêöèè ñ àíòèòåëàìè ê ÊË —
íåéðîñåêðåòîðíûå ãðàíóëû ðÿäîì ðàñïîëîæåííûõ íåð-
âíûõ âîëîêîí îäíîãî ïó÷êà ìåòèëèñü ñ ñóùåñòâåííî ðàç-
íîé èíòåíñèâíîñòüþ.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è þ Ê Ë - Ñ Á â ò ê à í è ï ð å ä ñ å ð ä è ÿ
ó ë è ò ê è èññëåäîâàëè ìåòîäàìè ÈÔÎ è ÈÝÌ. Ôëóîðåñ-
öåíòíàÿ èììóíîãèñòîõèìèÿ ïîêàçàëà ýêñïðåññèþ ÊË-ÑÁ
òîëüêî â ïðåäñåðäíûõ ÃÊ (ðèñ. 3, à). Ïðè àíàëèçå ìåòî-
äîì ÈÝÌ ìåòêà áûëà îáíàðóæåíà êàê íàä ãðàíóëàìè ÃÊ
(ðèñ. 3, á), òàê â íåáîëüøîé ñòåïåíè è íàä íåéðîñåêðåòîð-
íûìè ãðàíóëàìè íåðâíûõ âîëîêîí (ðèñ. 3, â).

Â ë è ÿ í è å Ê Ë í à ä å ã ð à í ó ë ÿ ö è þ ï ð å ä ñ å ð ä -
í û õ Ã Ê i n v i t r o. Â êóëüòóðå èçîëèðîâàííûõ èç ïðåä-
ñåðäèÿ àõàòèíû êëåòîê áûëè õîðîøî ðàçëè÷èìû èíòàêò-
íûå è äåãðàíóëèðîâàííûå ÃÊ (ðèñ. 4, à). Áåç äîïîëíè-
òåëüíûõ âîçäåéñòâèé äîëÿ äåãðàíóëèðîâàííûõ ÃÊ ÷åðåç
1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 24.5 � 0. 8 %. ×åðåç
1 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó ÊË ïðîèñõîäèëî óâåëè÷åíèå
äîëè äåãðàíóëèðîâàííûõ ÃÊ ïî÷òè âäâîå è ñîñòàâëÿëî
44.5 � 4.0 % (Ð < 0.01).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î ïðèñóòñòâèè âñåõ òðåõ êîìïîíåíòîâ ÊË-ñèã-
íàëüíîé ñèñòåìû â íåéðîñåêðåòîðíûõ êîìïëåêñàõ ïðåä-
ñåðäèÿ óëèòêè, èç ÷åãî ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ýòî òðèî
ÿâëÿåòñÿ ýâîëþöèîííî ñòàáèëüíîé ôóíêöèîíèðóþùåé
àññîöèàöèåé. Â ïðåäåëàõ íåéðîñåêðåòîðíûõ êîìïëåêñîâ
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Ðèñ. 2. Ðåöåïòîðû âòîðîãî òèïà ê êîðòèêîëèáåðèíó (ÊË-Ð2) â ïðåäñåðäèè Achatina achatina.

à — Âåñòåðí-áëîòèíã áåëêîâ èç ëèçàòà ïðåäñåðäèÿ óëèòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ÊË-Ê2; ñïðàâà óêàçàíû ìàðêåðû ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàññ. á — ÝÌ-èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê ÊË-Ð2 âûÿâèëî ýêñïðåññèþ ÊË-Ð2-ïîäîáíîãî ìàòåðèàëà â íåéðîñåêðåòîðíûõ
ãðàíóëàõ íåðâíûõ âîëîêîí; êàê è â ñëó÷àå îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ê ÊË, â îäíîì íåðâíîì ïó÷êå ñîñåäñòâîâàëè âîëîêíà ñ áîëåå (çâåçäî÷êà) è ìåíåå

(òðåóãîëüíèê) èíòåíñèâíîé ìåòêîé. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 0.5 ìêì.



ïðåäñåðäèÿ óëèòêè êîìïîíåíòû ÊË-ñèãíàëüíîé ñèñòåìû
ëîêàëèçîâàíû êàê â íåéðîñåêðåòîðíûõ ãðàíóëàõ íåðâíûõ
âîëîêîí è ãðàíóëàõ, ñîïðîâîæäàþùèõ íåðâíûå âîëîêíà
èíòåðñòèöèàëüíûõ êëåòîê, òàê è â ãðàíóëàõ ÃÊ. Òàêîå
ðàñïðåäåëåíèå ãîðìîíà è ðåöåïòîðîâ ê íåìó ïðåäïîëàãà-
åò ó÷àñòèå ÊË-ñèãíàëüíîé ñèñòåìû â ñëîæíûõ âçàèìî-
âëèÿíèÿõ íåðâíûõ îêîí÷àíèé è ñåêðåòèðóþùèõ ÃÊ äðóã
íà äðóãà. Ïåðåäà÷à ñèãíàëà ìîæåò èäòè êàê îò ÖÍÑ ê ñåê-
ðåòèðóþùèì áèîàêòèâíûå âåùåñòâà ÃÊ, òàê è îò ÷óâñòâè-
òåëüíûõ ê ñîñòîÿíèþ ñâîåãî òêàíåâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ
ÃÊ ê ÖÍÑ.

Îáíàðóæåíèå ÊË-Ð2 íå íà êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ, à âî
âíóòðèêëåòî÷íûõ ãðàíóëàõ íàõîäèò ñâîþ àíàëîãèþ ñ ëî-
êàëèçàöèåé ðåöåïòîðîâ ê ëåéêîòðèåíó â ãðàíóëàõ ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Johansson et al., 2010). Èìåþò-
ñÿ äàííûå è î ðàçëè÷íîì ðàñïîëîæåíèè ïîäòèïîâ ÊË-Ð â
íåéðîíàõ ÿäðà øâà ïðîäîëãîâàòîãî ìîçãà êðûñû: òîãäà
êàê ÊË-Ð1 ëîêàëèçîâàí íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå,
ÊË-Ð2 ëîêàëèçîâàí â öèòîïëàçìå (Waselus et al., 2009).

Ìîë. ìàññà ÊË-Ð2-èììóíîðåàêòèâíîãî ìàòåðèàëà, âûÿâ-
ëåííîãî â ëèçàòå áåëêîâ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè, ñîñòàâèëà
îêîëî 56 êÄà. Ïîêàçàíî, ÷òî ðåöåïòîðû ê ÊË ñóùåñòâóþò
âî ìíîãèõ èçîôîðìàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå. Â ëèòåðàòóðå ïðèâîäÿòñÿ äàííûå î ìîëåêóëÿðíîé
ìàññå ÊË-Ð2 îâöû â 37 è 28 êÄà (Lakshmanan et al., 2008),
ìûøè è êðûñû â 16—32 è 62—83 êÄà ñîîòâåòñòâåííî
(Tian et al., 2006). Â îòíîøåíèè ÊË-Ð2 ìîëëþñêîâ òàêèå
äàííûå ïîëó÷åíû âïåðâûå.

Ðàíåå íàìè áûëà ïîêàçàíà ðàçíàÿ èíòåíñèâíîñòü
ìå÷åíèÿ íåéðîñåêðåòîðíûõ ãðàíóë â ñîñåäíèõ àêñî-
íàõ îäíîãî íåðâíîãî ïó÷êà àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà òåï-
ëîâîãî øîêà 70 (Martynova et al., 2007), à òàêæå ïðî-
òèâ ñóáñòàíöèè P è FMRF-àìèäà (Øàáåëüíèêîâ è äð.,
2008). Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñõîæèå ðåçóëü-
òàòû îòíîñèòåëüíî ëîêàëèçàöèè ÊË è ÊË-Ð2 åùå ðàç
ïîäòâåðæäàþò ôèçèîëîãè÷åñêèå äàííûå î ñìåøàííîì õà-
ðàêòåðå íåðâîâ áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ (Æóðàâëåâ,
1999).
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Ðèñ. 3. Êîðòèêîëèáåðèíñâÿçûâàþùèé áåëîê (ÊË-ÑÁ) â
ïðåäñåðäèè Achatina achatina.

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ ïîëèêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë âûÿâèëî ýêñïðåññèþ ÊË-ÑÁ-ïîäîáíîãî ìàòåðè-
àëà â ÃÊ (ñòðåëêà); îá. 40�. á, â — ÝÌ-èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå ïîêàçàëî íàëè÷èå ÊË-ÑÁ-ïîäîáíîãî ìàòåðèàëà â
íåéðîñåêðåòîðíûõ ãðàíóëàõ íåðâíûõ âîëîêîí (á) è ãðàíóëàõ ÃÊ
(â); ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ãðàíóëû ãëèîèíòåðñòèíàëüíîé êëåòêè;

ìàñøòàáíûå îòðåçêè íà ýëåêòðîíîãðàììàõ — 1 ìêì.



Âûÿâëåííîå ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ ÊË-ñèãíàëü-
íîé ñèñòåìû â ãðàíóëàõ ãëèîèíòåðñòèöèàëüíûõ êëåòîê,
ñîïðîâîæäàþùèõ íåðâíûå âîëîêíà óëèòêè, ñîîòâåòñòâó-
åò ïðåäñòàâëåíèÿì î ðîëè ãëèàëüíûõ êëåòîê íå òîëüêî â
êà÷åñòâå ìåõàíè÷åñêîé çàùèòû íåðâíûõ âîëîêîí, íî è â
êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðà èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ (Chiu, Krieg-
ler, 1994); òàêîé ìîäåðàòîð ôèçèîëîãè÷åñêèõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ, êàê ÊË, íåñîìíåííî ìîæåò ïðèíèìàòü êëþ÷å-
âîå ó÷àñòèå â òàêîé ðåãóëÿöèè.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñëîæèëñÿ âçãëÿä íà ÊË-ÑÁ
êàê íà êîíñåðâàòèâíûé áåëîê â ýâîëþöèè îò íàñåêîìûõ
äî ÷åëîâåêà (Ketchesin et al., 2017). Â íàøåé ðàáîòå âïåð-
âûå ïîêàçàíî åãî ïðèñóòñòâèå ó ìîëëþñêîâ, ãäå îí îáíà-
ðóæåí â òåõ æå êëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ, ÷òî è ÊË, è ÊË-Ð2,
ñ êîòîðûì îí, î÷åâèäíî, ôóíêöèîíàëüíî è ñâÿçàí, ìîäó-
ëèðóÿ áèîàêòèâíîñòü ÊË.

ÃÊ, âõîäÿùèå â ñîñòàâ íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåê-
ñîâ ïðåäñåðäèÿ óëèòêè, îòâå÷àþò íà ðàçäðàæåíèå ñåðäå÷-
íîãî íåðâà (Shabelnikov et al., 2009) è ãèïåðãðàâèòàöèîí-
íóþ íàãðóçêó (Martynova et al., 2015) óñèëåííîé ñåêðå-
öèåé áèîàêòèâíûõ âåùåñòâ, ñîäåðæàùèõñÿ â èõ ãðàíóëàõ.
Ïî ìîðôîëîãèè, ñîäåðæàíèþ â ãðàíóëàõ áèîàêòèâíûõ âå-
ùåñòâ, òåñíîìó êîíòàêòó ñ íåðâíûìè îêîí÷àíèÿìè è ó÷à-
ñòèþ â ïðîöåññàõ àäàïòàöèè è îòâåòà íà ñòðåññîâûå âîç-
äåéñòâèÿ ïðåäñåðäíûå ÃÊ óëèòêè äåìîíñòðèðóþò î÷å-
âèäíóþ àíàëîãèþ ñ òó÷íûìè êëåòêàìè ïîçâîíî÷íûõ.
Â êîíòåêñòå äàííîé ðàáîòû ñëåäóåò îòìåòèòü ïðîäóöèðî-
âàíèå òó÷íûìè êëåòêàìè ÊË è íàëè÷èå ó íèõ ÊË-Ð (Kem-
puraj et al., 2004; Caraffa et al., 2016). Îòíîñèòåëüíî õàðàê-
òåðà äåéñòâèÿ ÊË íà òó÷íûå êëåòêè èìåþòñÿ ïðîòèâîðå-
÷èâûå äàííûå: ïîêàçàíî, ÷òî âíóòðèáðþøèííîå ââåäåíèå
ÊË èíèöèèðóåò äåãðàíóëÿöèþ òó÷íûõ êëåòîê êèøêè êðû-
ñû ÷åðåç ÊË-Ð1 è ÊË-Ð2 (Larauche et al., 2009) è ñåëåêòèâ-
íî èíäóöèðóåò ñåêðåöèþ ôàêòîðà ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñó-
äîâ (VEGF) òó÷íûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà, ýêñïðåññèðóþ-
ùèìè ÊË-Ð (Cao et al., 2005). Îäíàêî â èññëåäîâàíèè íà

òó÷íûõ êëåòêàõ êîæè ìûøè áûëî âûÿâëåíî èíãèáèðóþ-
ùåå äåãðàíóëÿöèþ äåéñòâèå ÊË (Shimoda et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, ÊË-ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà, êîòîðàÿ ó
ïîçâîíî÷íûõ âîâëå÷åíà â ñòðåññ-ðåàêöèè è ìîæåò îñóùå-
ñòâëÿòü ñâîå âîçäåéñòâèå ÷åðåç ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè
òó÷íûõ êëåòîê, ó ìîëëþñêîâ òàêæå âêëþ÷åíà â ñòðåññ-ðå-
àêöèè áëàãîäàðÿ ó÷àñòèþ â ôóíêöèîíèðîâàíèè íåéðîýí-
äîêðèííûõ êîìïëåêñîâ ïðåäñåðäèÿ. Ðåçóëüòàòû íàøèõ
ýêñïåðèìåíòîâ ïî âëèÿíèþ ÊË íà äåãðàíóëÿöèþ èçîëè-
ðîâàííûõ ÃÊ ïîääåðæèâàþò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ôóíêöèÿ ýòîãî ãîðìîíà â íåéðîýíäîêðèííûõ êîìïëåêñàõ
ïðåäñåðäèÿ óëèòêè ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà ñ ðåãóëÿöèåé ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè ÃÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-04-00069).
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COMPONENTS OF THE CRF-SIGNAL SYSTEM IN THE SNAIL ATRIUM
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Vertebrate CRF-signaling system consists of Corticotropin-Releasing Factor (CRF), two types of receptors
to CRF (CRF-R1 and CRF-R2) and CRF-Binding Protein (CRF-BP). The aim of this study was to investigate
the presence and localization of CRF, CRF-R2 and CRF-BP in the snail’s atrial neuroendocrine complexes that
includes granular cells (GCs), tightly connecting with them nerve fibers and glio-interstitial cells. Immunofluo-
rescence assay and immunogold electron microscopy using polyclonal antibodies against these proteins revea-
led immunoreactivity to them in the granules of all these kind of cells. Western blotting analysis of the snail at-
ria lysate using a rabbit anti-CRF-R2 polyclonal antibody revealed a specific band with the weight of 56 kDa.
This is the first data on the molecular weight of this receptor in molluscs. Furthermore, to clarify the possible
functions of CRF in the neuroendocrine complexes, GCs were isolated from the snail atrium and the hormone
was added to the cultural milieu. Compared with that in control the proportion of degranulated GCs after CRF
addition increased almost twice (45.5 % vs. 24.5 %, P < 0.05). The obtained results indicate the presence of all
three components of the CRF-signaling system in the neuroendocrine complexes of snail’s atrium. In addition,
their presence in both secretory and nervous components of the complexes suggests that the CRF-signaling sys-
tem here can participate in nerve regulation of secretory activity of GCs and in the transfer of information from
GCs to the CNS.

K e y w o r d s: granular cells, neuro-endocrine complexes, immunolocalization, CRF-receptors, CRF-bin-
ding protein.
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