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Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è èììóíîýëåêòðîííîé öèòîõèìèè èññëåäîâàëè ñòðîåíèå è
ñîñòàâ êàïñóëû êàðèîñôåðû (êàðèîñîìû) ÿäåð îîöèòîâ ëàáîðàòîðíîãî íàñåêîìîãî Tribolium castaneum.
Íà îñíîâàíèè èçó÷åíèÿ äèíàìèêè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð âûäåëåíî 8 ñòàäèé, õàðàêòåðèçóþùèõ ïåðèîä ðîñòà
îîöèòà. Íà ñòàäèè äèïëîòåíû õðîìîñîìû îîöèòà T. castaneum äîâîëüíî ðàíî îáúåäèíÿþòñÿ â êîìïàêò-
íóþ êàðèîñôåðó, îäíàêî çíà÷èòåëüíîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò. Ïðîöåññ ôîð-
ìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçâèòèåì âîêðóã õðîìàòèíà îáøèðíîé ýêñòðàõðîìîñîìíîé
êàïñóëû, êîòîðàÿ ñîñòîèò èç ôèáðèëëÿðíîãî ìàòåðèàëà ðàçíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ. Ñóùåñòâåííûì
ìîëåêóëÿðíûì êîìïîíåíòîì êàïñóëû êàðèîñôåðû T. castaneum ÿâëÿþòñÿ áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, â
òîì ÷èñëå ôèáðèëëÿðíûé àêòèí è ëàìèí Â. Ïîìèìî ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ â êàïñóëå êàðèîñôåðû èììóíî-
öèòîõèìè÷åñêè âûÿâëÿþòñÿ Sm-áåëêè ìàëûõ ÿäåðíûõ (ìÿ) ÐÍÏ è «çðåëûå» ìÿÐÍÊ, 5R-êîíåö ìîëåêóë
êîòîðûõ íåñåò 2,2,7-òðèìåòèëãóàíîçèíîâûé (TMG) êýï. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ñëóæèòü îñíîâîé
äëÿ äàëüíåéøåãî ðàñøèðåíèÿ ïðåäñòàâëåíèé î ôóíêöèÿõ êàïñóëû êàðèîñôåðû êàê ñïåöèàëèçèðîâàííî-
ãî ýêñòðàõðîìîñîìíîãî ÿäåðíîãî äîìåíà îîöèòîâ. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî êàïñóëà êàðèîñôåðû T. castaneum
èãðàåò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ðîëü, íî ìîæåò áûòü íàïðÿìóþ âîâëå÷åíà â ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñ ýêñ-
ïðåññèåé ãåíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Tribolium castaneum, ÿäðî îîöèòà, ýêñòðàõðîìîñîìíûå ÿäåðíûå äîìåíû, êàðèî-
ñôåðà, êàïñóëà êàðèîñôåðû, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÈÃ — êëàñòåð(û) èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë, ìÿÐÍÏ — ìàëûå
ÿäåðíûå ÐÍÏ, SC35 — êîìïîíåíò ñïëàéñîñîìû (spliceosome component) 35, TMG — 2,2,7-òðèìåòèëãóà-
íîçèí.

Ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû, èëè êàðèîñîìû, ÿâëÿåòñÿ
óíèêàëüíîé îñîáåííîñòüþ ñòðîåíèÿ ÿäðà îîöèòîâ (ðåæå
ñïåðìàòîöèòîâ) ìíîãèõ æèâîòíûõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîìà-
òè÷åñêèìè êëåòêàìè. Â ðóññêî- è íåìåöêîÿçû÷íîé ëè-
òåðàòóðå ïðèíÿòî èñïîëüçîâàòü îðèãèíàëüíûé òåðìèí
«êàðèîñôåðà» (Karyosphäre), ïðåäëîæåííûé åùå â íà÷àëå
XX â. (Blackmann, 1901, öèò. ïî: Gruzova, Parfenov, 1993).
Îäíàêî â ñîâðåìåííîé àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå îáû÷íî
ïðèìåíÿþò òåðìèí «êàðèîñîìà» (karyosome). Ïî ðàçúÿñ-
íåíèÿì Ì. Í. Ãðóçîâîé (ëè÷íîå ñîîáùåíèå), êàðèî-
ñôåðà — áîëåå øèðîêîå ïîíÿòèå, à êàðèîñîìà — ýòî êà-
ðèîñôåðà, ëèøåííàÿ ýêñòðàõðîìîñîìíîé êàïñóëû. Êà-
êèõ-ëèáî äîïîëíèòåëüíûõ ñâåäåíèé â ëèòåðàòóðå ïî
äàííîìó âîïðîñó íàì îáíàðóæèòü íå óäàëîñü. Â ñâîèõ ðà-
áîòàõ ìû èñïîëüçóåì îðèãèíàëüíûé òåðìèí «êàðèîñôå-
ðà», ðàññìàòðèâàÿ òåðìèí «êàðèîñîìà» â êà÷åñòâå ñèíî-
íèìà.

Êàðèîñôåðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðåçóëüòàò êîíöåíòðà-
öèè âñåõ õðîìîñîì ïîëîâîé êëåòêè â îãðàíè÷åííîì îáúå-
ìå ÿäðà. Â ðåçóëüòàòå ôîðìèðóåòñÿ ñëîæíàÿ ñòðóêòóðà, â
ñîñòàâ êîòîðîé ìîæåò âêëþ÷àòüñÿ ìàòåðèàë ÿäðûøêà è
(èëè) ðàçíîîáðàçíûõ ýêñòðàõðîìîñîìíûõ ÿäåðíûõ òåëåö
(Ãðóçîâà è äð., 1995). Êàðèîñôåðà îïèñàíà áîëåå ÷åì ó
120 âèäîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê 4 òèïàì æèâîòíîãî öàðñòâà
(Gruzova, Parfenov, 1993; Ãðóçîâà è äð., 1995). Ñðåäè áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ îíà äîñòèãàåò íàèáîëåå ÿðêîãî,

òèïè÷íîãî ñâîåãî âûðàæåíèÿ â ðàñòóùèõ îîöèòàõ íàñåêî-
ìûõ ñ ìåðîèñòè÷åñêèìè ÿè÷íèêàìè (î ñòðîåíèè æåíñêèõ
ãîíàä íàñåêîìûõ, èõ ýâîëþöèè è îñîáåííîñòÿõ îîãåíåçà
ñì. îáçîðû: Büning, 1994; Bili *nski, 1998). Ïðè íàëè÷èè àê-
òèâíî ôóíêöèîíèðóþùèõ ïèòàþùèõ êëåòîê (òðîôîöè-
òîâ) êàðèîñôåðà ôîðìèðóåòñÿ â íà÷àëå äèïëîòåíû è ñó-
ùåñòâóåò âïëîòü äî êîíöà ïåðèîäà ðîñòà îîöèòà.

Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ôîðìèðîâàíèÿ êàðèîñôå-
ðû èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî, îäíàêî ñóùåñòâåííóþ ðîëü â
íèõ, ïî-âèäèìîìó, èãðàþò ïðîöåññû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ.
Òàê, â îîöèòàõ Drosophila äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êàðèîñôåðû
íåîáõîäèìî ñïåöèôè÷åñêîå ôîñôîðèëèðîâàíèå Thr-119 â
ìîëåêóëàõ ãèñòîíà H2A (Ivanovska et al., 2005). Ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ôàêòîðà BAF (barrier to autointegrator factor)
êîíñåðâàòèâíîé êèíàçîé NHK-1 (Vrk-1 ó Drosophila)
òîæå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ïðîöåññ ôîðìè-
ðîâàíèÿ êàðèîñôåðû (Lancaster et al., 2007). Ñèãíàëüíûé
ïóòü, áëîêèðóþùèé ìåéîç â îïðåäåëåííîé êîíòðîëüíîé
òî÷êå (meiotic checkpoint), ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü NHK-1,
ïðåïÿòñòâóÿ äàëüíåéøåé ðåîðãàíèçàöèè ÿäðà îîöèòà,
âêëþ÷àÿ ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû (Lancaster et al.,
2010). Äðóãàÿ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíàÿ êèíàçà SRPK
òîæå ðåãóëèðóåò ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû ó Drosophila,
ïîñêîëüêó íîðìàëüíàÿ ñáîðêà õðîìîñîì â êàðèîñôåðó íà-
ðóøàåòñÿ ó ñòåðèëüíûõ ñàìîê, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó srpk
(Loh et al., 2012).
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Îáùèé õàðàêòåð ìîðôîãåíåçà êàðèîñôåðû â îîöèòàõ
ðàçëè÷íûõ íàñåêîìûõ îêàçûâàåòñÿ ñõîäíûì è ñîñòîèò â
ïðîãðåññèâíîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è ïðîäóêöèè ðàç-
íîãî ðîäà ýêñòðàõðîìîñîìíîãî ìàòåðèàëà. Âìåñòå ñ òåì
ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè êàðèîñôåðû íîñÿò âèäî-
ñïåöèôè÷íûå ÷åðòû, íàèáîëåå ÿðêèå èç êîòîðûõ — ñòå-
ïåíü êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà è íàëè÷èå â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ îñîáîé ýêñòðàõðîìîñîìíîé êàïñóëû, îêðóæàþùåé
õðîìàòèí. Ïðè ðàçâèòèè êàïñóëû êàðèîñôåðó íàçûâàëè
ñâîåîáðàçíûì «ÿäðîì â ÿäðå» (Gruzova, Parfenov, 1993),
ïîä÷åðêèâàÿ çíà÷èòåëüíóþ èçîëèðîâàííîñòü õðîìîñîì
îò îñòàëüíîé ÷àñòè íóêëåîïëàçìû.

Ñðåäè íàñåêîìûõ ñ ìåðîèñòè÷åñêèìè ïîëèòðîôíûìè
ÿè÷íèêàìè ðàçâèòàÿ êàïñóëà êàðèîñôåðû õàðàêòåðèçóåò,
íàïðèìåð, îîöèòû ñåò÷àòîêðûëûõ íàñåêîìûõ (Neuropte-
ra) (Gruzova et al., 1972; Rübsam, Büning, 2001). Íàïðîòèâ,
îíà îòñóòñòâóåò ó èññëåäîâàííûõ ïðåäñòàâèòåëåé îòðÿ-
äîâ Mecoptera (Batalova et al., 2005) è Phthiraptera (¯ela-
zowska, Jaglarz, 2004). Ñëîæíî óñòðîåííàÿ êàïñóëà êàðè-
îñôåðû, â ôîðìèðîâàíèè êîòîðîé ïðèíèìàþò ó÷àñòèå, â
÷àñòíîñòè ïðîèçâîäíûå ñèíàïòîíåìíûõ êîìïëåêñîâ, ðàç-
âèâàåòñÿ â îîöèòàõ êîìàðîâ (Fiil, Moens, 1973; Fiil, 1974).
Îäíàêî êàðèîñôåðà íå èìååò êàïñóëû â îîöèòàõ ïðåäñòà-
âèòåëåé âûñøèõ Diptera, âêëþ÷àÿ Drosophila, Musca, Cal-
liphora, Sarcophaga è Glossina (Bier et al., 1967; Maho-
wald, Tiefert, 1970; Huebner et al., 1975; Cardoen et al.,
1986).

Ñðåäè èçó÷åííûõ íàñåêîìûõ ñ ìåðîèñòè÷åñêèìè òå-
ëîòðîôíûìè ÿè÷íèêàìè, ê êîòîðûì ïðèíàäëåæèò èññëå-
äóåìûé â íàñòîÿùåé ðàáîòå âèä æóêîâ-÷åðíîòåëîê (Te-
nebrionidae) — Tribolium castaneum, êàïñóëà êàðèîñôåðû
ðàçâèâàåòñÿ â îîöèòàõ ìåðòâîåäîâ (Silphidae) (Matuszews-
ki et al., 1977) è äîëãîíîñèêîâ (Curculionidae) ( :Swiàtek,
1999; Nardon, 2006). Ó òåíåáðèîíèä êàïñóëà êàðèîñôåðû
ïðèñóòñòâóåò â îîöèòàõ Blaps lethifera, B. mortisaga,
Gnaptor spinimanus (Ãðóçîâà, 1979; Ãðóçîâà, Áàòàëîâà,
1979; Gruzova, 1982), Tenthyria nomas taurica (Àëåêñàíä-
ðîâà, 1992) è T. castaneum (Bogolyubov et al., 2013), íî îò-
ñóòñòâóåò ó Tenebrio molitor (Bogolyubov et al., 2000; Bo-
golyubov, Parfenov, 2001). Ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé äðóãèõ
ñåìåéñòâ âñåÿäíûõ æóêîâ êàïñóëà êàðèîñôåðû íå ðàçâè-
âàåòñÿ â îîöèòàõ ñåìèòî÷å÷íîé áîæüåé êîðîâêè Coccinel-
la septempunctata (Êîæàíîâà, Ïàñè÷íèê, 1979), ôàñîëåâîé
çåðíîâêè Bruchidius obtectus (Büning, 1972), à çà ïðåäåëà-
ìè Coleoptera-Polyphaga — ó âåðáëþäêè Raphidia flavipes
(Büning, 1980).

Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü êàïñóëû êàðèîñôåðû è åå ìî-
ëåêóëÿðíûé ñîñòàâ îñòàþòñÿ äî êîíöà íå âûÿñíåííûìè
(ñì. ðàçäåë «Îáñóæäåíèå»).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîäîëæàåì íà÷àòûå íàìè
ðàíåå (Áîãîëþáîâ è äð., 2012; Bogolyubov et al., 2013) èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñòðîåíèÿ, ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà è ìîðôîäè-
íàìèêè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð, â òîì ÷èñëå êàðèîñôåðû è åå
êàïñóëû, â îîãåíåçå æóêà-÷åðíîòåëêè T. castaneum. Áóëà-
âîóñûé ìó÷íîé õðóùàê T. castaneum â ïîñëåäíèå ãîäû
ïðèâëåêàåò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé êàê ïåðñïåêòèâíûé
ìîäåëüíûé îáúåêò áëàãîäàðÿ òîìó, ÷òî ãåíîì äàííîãî
âèäà ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàí, âûðîâíåí è ÿâëÿåòñÿ äî-
ñòîÿíèåì íàó÷íîé îáùåñòâåííîñòè (Tribolium genome se-
quencing consortium, 2008). Ýòè æóêè ÿâëÿþòñÿ îïàñíûìè
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûìè âðåäèòåëÿìè è ìîãóò âûçûâàòü
àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè ó ÷åëîâåêà, íî íå ñïîñîáíû ðàñ-
ïðîñòðàíÿòü çàáîëåâàíèÿ è ïîâðåæäàòü äåðåâÿííûå ñòðî-
åíèÿ èëè ìåáåëü. Ïî ñðàâíåíèþ ñ äðîçîôèëîé — òðàäè-
öèîííûì ëàáîðàòîðíûì íàñåêîìûì — Tribolium êàê ìî-

äåëüíûé îáúåêò èìååò ðÿä íåñîìíåííûõ ïðåèìóùåñòâ
(Peel, 2009). Òàê, Drosophila õàðàêòåðèçóåòñÿ ðÿäîì ýâî-
ëþöèîííî ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ÷åðò, íåòèïè÷íûõ äëÿ
Arthropoda â öåëîì. Ê òàêèì ÷åðòàì îòíîñÿòñÿ, â ÷àñòíî-
ñòè, ìàëûé ðàçìåð ãåíîìà äðîçîôèëû è ðÿä ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ, ôèçèîëîãè÷åñêèõ, ïîâåäåí÷åñêèõ
è ýêîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ.

Î÷åâèäíî, ÷òî íîâûé ìîäåëüíûé âèä òðåáóåò âñåñòî-
ðîííåé õàðàêòåðèñòèêè. Îäíàêî äàííûå â îòíîøåíèè
îîãåíåçà è ñòðîåíèÿ îîöèòîâ T. castaneum äî íàñòîÿùåãî
âðåìåíè îñòàþòñÿ ñêóäíûìè. Äåòàëüíî îïèñàíà ëèøü
ìèêðîàíàòîìèÿ æåíñêèõ ãîíàä ýòîãî âèäà è ïðîñëåæåíà
äèôôåðåíöèðîâêà îîöèòîâ è ïèòàþùèõ êëåòîê (Trauner,
Büning, 2007). Äðóãèå èññëåäîâàíèÿ æåíñêîé ïîëîâîé ñè-
ñòåìû T. castaneum êàñàëèñü âëèÿíèÿ òåïëîâîãî øîêà íà
ðàçâèòèå ÿè÷íèêîâ è ýêñïðåññèþ ãåíà hsp83, ãîìîëîãè÷-
íîãî ãåíó hsp90 ÷åëîâåêà (Xu et al., 2009, 2010a). Êðîìå
òîãî, âûÿâëåíî íåñêîëüêî òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ,
èãðàþùèõ ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ðåïðîäóêöèè è ýìáðèî-
ãåíåçå T. castaneum (Bitra, Palli, 2010; Xu et al., 2010b).
Íàêîíåö, íåñêîëüêî èññëåäîâàíèé áûëî ïîñâÿùåíî èçó-
÷åíèþ ãîðìîíàëüíîé ðåãóëÿöèè ðåïðîäóêöèè, ðàçâèòèÿ
ÿè÷íèêîâ è ñèíòåçà âèòåëëîãåíèíà ó ñàìîê äàííîãî âèäà
(Parthasarathy et al., 2010a, 2010b; Parthasarathy, Palli,
2011). Îá îñîáåííîñòÿõ ñòðîåíèÿ ÿäåð îîöèòîâ T. castane-
um äî íà÷àëà íàøèõ èññëåäîâàíèé (Áîãîëþáîâ è äð.,
2012; Bogolyubov et al., 2013; íàñòîÿùàÿ ðàáîòà) íè÷åãî
èçâåñòíî íå áûëî.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êóëüòóðó T. castaneum (Herbst.) (Coleoptera-Polypha-
ga, Tenebrionidae) ñîäåðæàëè â òåìíîòå ïðè 28 °C. Ãîíà-
äû âçðîñëûõ ñàìîê ïðåïàðèðîâàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå äëÿ íàñåêîìûõ (0.75 % NaCl, 0.035 % KCl è
0.021 % CaCl2). Èçîëèðîâàííûå ÿäðà îîöèòîâ ðàçíûõ ñòà-
äèé ðàçâèòèÿ íàáëþäàëè â íåôèêñèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ñ
ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica DM IRB,
îñíàùåííîãî îïòèêîé Íîìàðñêîãî (äèôôåðåíöèîííûé
èíòåðôåðåíöèîííûé êîíòðàñò, DIC), ïðè äîáàâëåíèè
â ðàñòâîð 1.0 ìêã/ìë 4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîëà
(DAPI).

Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
îòäåëüíûå ÿéöåâûå òðóáêè (îâàðèîëû) ôèêñèðîâàëè â
2.5 %-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå (Polyscience, ÑØÀ), ïðèãî-
òîâëåííîì íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðå, äîôèêñèðîâà-
ëè 4%-íûì OsO4 â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå è çàêëþ÷àëè â ñìîëó Ñïóðð (Ted Pella, Inc., Redding,
CA, ÑØÀ). Óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîíòðàñòèðîâàëè óðà-
íèëàöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà è ïðîñìàòðèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà Libra 120 èëè JEM-7A ïðè
óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 80 êÂ.

Äëÿ èììóíîýëåêòðîííîãî èññëåäîâàíèÿ îâàðèîëû
ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå, êîòîðûé ñîäåðæàë 0.5 % ãëóòà-
ðàëüäåãèäà è ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî èç ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäà 4%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà íà PBS, â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì â 2%-íîì ôîðìàëüäåãèäå
íà PBS â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C. Ïîñëå ïðîìûâêè â PBS,
ñîäåðæàùåì 0.05 M NH4Cl, è ïîñëåäóþùåãî îáåçâîæèâà-
íèÿ ìàòåðèàë çàêëþ÷àëè â ñìîëó LR White (Sigma, ÑØÀ).

Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà: ê áåëêó SC35 (Fu, Maniatis,
1990) â êîíöåíòðàöèè 2.5 ìêã/ìë, K121 ê TMG-êýïó
ìÿÐÍÊ (Krainer, 1988) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë, Y12 ê
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ñèììåòðè÷íûì äèìåòèëàðãèíèíàì Sm-ýïèòîïà ìÿÐÍÏ
(Lerner et al., 1981; Brahms et al., 2000) áåç ðàçâåäåíèÿ,
MAB030 ê äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (Chemicon International,
ÑØÀ) ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 300, 1501R ê àêòèíó (Chemicon)
ïðè ðàçâåäåíèè 1 : 50, à òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå êîçüè àí-
òèòåëà M-20 ê ëàìèíó B (Santa Cruz Biotechnology) ïðè
ðàçâåäåíèè 1 : 50. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâà-
ëè àíòèòåëà îñëà ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè èëè êîçû,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî çîëîòà 10
èëè 15 íì (Abcam), ïðè ðàçâåäåíèè â 10—20 ðàç. Ïîñëå
îáðàáîòêè àíòèòåëàìè óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîíòðàñòèðî-
âàëè óðàíèëàöåòàòîì.

Ðåçóëüòàòû

Ïîäîáíî äðóãèì âèäàì òåíåáðèîíèä, T. castaneum
èìååò æåíñêèå ãîíàäû, óñòðîåííûå òèïè÷íî äëÿ ÿè÷íè-
êîâ ìåðîèñòè÷åñêîãî òåëîòðîôíîãî òèïà. Êàæäàÿ ÿéöåâàÿ
òðóáêà, èëè îâàðèîëà (àíàòîìè÷åñêàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ
åäèíèöà ÿè÷íèêîâ íàñåêîìûõ; ñì.: Büning, 1994), ñîñòîèò
èç ãåðìàðèÿ (òðîôàðèÿ), ïåðåõîäíîé çîíû («øåéêè») è
âèòåëëÿðèÿ (ðèñ. 1, à). Ãåðìàðèè èìàãî ñîäåðæàò äèôôå-
ðåíöèðîâàííûå ïèòàþùèå êëåòêè (òðîôîöèòû) è íàèáî-
ëåå ìîëîäûå îîöèòû. Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê íà îîöè-
òû è òðîôîöèòû ó T. castaneum ïðîèñõîäèò òîëüêî íà ñòà-
äèÿõ ëè÷èíêè è êóêîëêè (Trauner, Büning, 2007).
Â âèòåëëÿðèè â îêðóæåíèè ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ
ðàñïîëîæåíû 2—3 îîöèòà íà ñòàäèÿõ ïðåâèòåëëîãåíåçà è
âèòåëëîãåíåçà (ðèñ. 1, à).

Ïðè îïèñàíèè ñòàäèé ðàçâèòèÿ îîöèòîâ T. castaneum
îáû÷íî èñïîëüçóþò íîìåíêëàòóðó, ïðåäëîæåííóþ äëÿ
Tenebrio molitor (Ullmann, 1973). Ìû ðàñøèðèëè ïðåæíèå
õàðàêòåðèñòèêè äàííûõ ñòàäèé ñ ó÷åòîì äèíàìèêè ÿäðà è
ÿäåðíûõ ñòðóêòóð, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âûäåëåíî 8 ñòàäèé,
îõâàòûâàþùèõ ïåðèîä ðîñòà îîöèòà T. castaneum (ñì.
òàáëèöó; ðèñ. 1, á—è). Â ãåðìàðèè îáíàðóæèâàþòñÿ îîöè-
òû I ñòàäèè ðàçâèòèÿ, êîòîðûå íå âñòóïèëè â ïåðèîä ðîñ-
òà. Òàêèå îîöèòû èìåþò îêðóãëóþ ôîðìó è íå îòëè÷à-
þòñÿ ïî ðàçìåðó îò òðîôîöèòîâ. Öèòîïëàçìà çàíèìàåò
îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé îáúåì êëåòêè. Îíà ñëàáî äèô-
ôåðåíöèðîâàíà. Â ÿäðå âûÿâëÿþòñÿ îòäåëüíûå ãåòåðîõðî-
ìàòèíîâûå áëîêè (ðèñ. 2, à).

Îîöèòû, ðàñïîëîæåííûå â «øåéêå» îâàðèîëû, íàõî-
äÿòñÿ íà II è III ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ. Íà ñòàäèè II íåñêîëüêî
îîöèòîâ ðàñïîëîæåíî ïî ñîñåäñòâó äðóã ñ äðóãîì è îê-
ðóæåíî ïðåôîëëèêóëÿðíûìè êëåòêàìè. Íà äàííîé ñòà-
äèè íà÷èíàåòñÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèé ðîñò îîöèòà. Íà
äàâëåíûõ ïðåïàðàòàõ äèàìåòð ÿäðà îîöèòà ñîñòàâëÿåò
2.5—2.7 ìêì. Õðîìîñîìû â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè äåêîí-
äåíñèðîâàíû, íî â ÿäðå îáíàðóæèâàþòñÿ îòäåëüíûå õðî-
ìîöåíòðû (ðèñ. 2, á).

Íà ñòàäèè III íà÷èíàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ôîëëèêóëà.
Ïðè ýòîì îîöèò çàìåòíî óâåëè÷èâàåòñÿ â ðàçìåðàõ, à ïðå-
ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè îêðóæàþò îîöèò, îáðàçóÿ ñòîëá-
÷àòûé ôîëëèêóëÿðíûé ñëîé. Ôîëëèêóëû âûñòðàèâàþòñÿ
äðóã çà äðóãîì. Äèàìåòð ÿäðà ñîñòàâëÿåò 6.0—6.5 ìêì.
Ñî ñòàäèè III íà÷èíàåòñÿ ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ êàðèî-
ñôåðû. Ïåðâîíà÷àëüíî õðîìîñîìû îáúåäèíÿþòñÿ â íå-
ñêîëüêî ãðóïï; ïðè ýòîì â íóêëåîïëàçìå îáíàðóæèâàþòñÿ
ïåðâûå ýêñòðàõðîìîñîìíûå ýëåìåíòû êàïñóëû â âèäå
ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ôèáðèëëÿðíûõ áëîêîâ (ñì. òàáëèöó;
ðèñ. 1, á; 2, â) è òÿæåé, êîòîðûå ñîñòîÿò èç ïîïåðå÷íî èñ-
÷åð÷åííûõ íèòåé òîëùèíîé 20 íì, óëîæåííûõ â ñîñòàâå
òÿæà â íåñêîëüêî ðÿäîâ (ðèñ. 3, à). Ïðè èññëåäîâàíèè ñå-

ðèéíûõ ñðåçîâ ïðîñëåæèâàåòñÿ ñâÿçü òÿæåé ñ ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûìè áëîêàìè.

Íà ñòàäèè IV ïðîèñõîäèò äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ îîöèòà. Ôîëëèêóëû ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàíû.
Ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè îðãàíèçîâàíû â ñòîëá÷àòûé ýïè-
òåëèé. Â ÿäðå îîöèòà ïðèñóòñòâóåò êàðèîñôåðà ñ ðàçâèòîé
êàïñóëîé. Íà ñòàäèè V íà÷èíàåòñÿ èíòåíñèâíûé îîïëàç-
ìàòè÷åñêèé ðîñò. ßäðî îîöèòà âñå åùå ðàñïîëîæåíî â
öåíòðå êëåòêè. Ïðîäîëæàåòñÿ ìîðôîãåíåç êàðèîñôåðû è
åå êàïñóëû, êîòîðàÿ îêðóæàåò ðûõëûé õðîìàòèí, ñîáðàí-
íûé â êàðèîñôåðó (ðèñ. 2, ã). Ê êîíöó äàííîé ñòàäèè êàï-
ñóëà êàðèîñôåðû äîñòèãàåò íàèáîëüøåé ìîðôîëîãè÷å-
ñêîé ñëîæíîñòè.

Çàïàñàíèå æåëòêà (ðàííèé âèòåëëîãåíåç) íà÷èíàåòñÿ
ñî ñòàäèè VI. Îîöèò áûñòðî óâåëè÷èâàåòñÿ â ðàçìåðå.
Ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ êóáè÷åñêèìè. ßäðî
îîöèòà ðàñïîëîæåíî â öåíòðå êëåòêè (ðèñ. 1, ã). Êàðèî-
ñôåðà (ðèñ. 1, ã—å) ïî ñâîèì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíà-
êàì íåçíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé íà ïðåäûäóùåé
ñòàäèè, îäíàêî ê óæå èìåþùèìñÿ ýëåìåíòàì êàïñóëû äî-
áàâëÿþòñÿ íîâûå — âíóòðèÿäåðíûå ïîðèñòûå ïëàñòèíêè
(annulata lamellae) (ðèñ. 3, á).

Íà ñòàäèè ñðåäíåãî âèòåëëîãåíåçà (ñòàäèÿ VII) ÿäðî
îîöèòà äîñòèãàåò 35 ìêì â äèàìåòðå è ïåðåìåùàåòñÿ â
ñðåäíåäîðñàëüíóþ ÷àñòü îîöèòà. Ýëåìåíòû êàïñóëû êà-
ðèîñôåðû ðàçðûõëÿþòñÿ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâèäåòåëüñò-
âóåò î íà÷àëå åå ðàçáîðêè (ðèñ. 1, æ, ç). Íà ñòàäèè ïîçä-
íåãî âèòåëëîãåíåçà (ñòàäèÿ VIII) ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè
ñòàíîâÿòñÿ ïëîñêèìè, ôîðìèðóÿ ÷åøóé÷àòûé ýïèòåëèé, è
íà÷èíàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå õîðèîíà. ßäðî îîöèòà äîñòèãà-
åò 100 ìêì â äèàìåòðå. Êàðèîñôåðà ñ êàïñóëîé âñå åùå
îáíàðóæèâàåòñÿ, îäíàêî ýëåìåíòû êàïñóëû ïîñòåïåííî
ðàçáèðàþòñÿ, à ðàçìåðû êàïñóëû óìåíüøàþòñÿ (ðèñ. 1, è;
3, â). Ñòàäèþ IX ñîãëàñíî êëàññèôèêàöèè Óëüìàí (Ul-
lmann, 1973), êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâóåò ÿéöàì ñ ïîëíîñòüþ
ðàçâèòûì õîðèîíîì â ïåðèîä ðåçîðáöèè ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè, â äàííîì èññëåäîâàíèè ìû íå ðàññìàòðèâàëè.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ñóùåñòâåííûì ìîëåêóëÿðíûì êîìïîíåíòîì êàïñóëû êà-
ðèîñôåðû T. castaneum ÿâëÿþòñÿ áåëêè ÿäåðíîãî ìàòðèê-
ñà, â òîì ÷èñëå ôèáðèëëÿðíûé àêòèí, è ëàìèí B (ðèñ. 4, à,
á). Ïîìèìî ñòðóêòóðíûõ áåëêîâ â ñîñòàâå êàïñóëû êàðèî-
ñôåðû âûÿâëåíû ìÿÐÍÏ (ðèñ. 4, â, ã) â êà÷åñòâå äîâîëü-
íî íåîæèäàííîãî êîìïîíåíòà; äëÿ èõ îáíàðóæåíèÿ ìû
èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà, ðàñïîçíàþùèå ñèììåòðè÷íûå
äèìåòèëàðãèíèíû «Sm-ýïèòîïà» ìÿÐÍÏ (ðèñ. 4, â), è àí-
òèòåëà ê TMG-êýïó 5R-êîíöà ìîëåêóë «çðåëûõ» ìÿÐÍÊ
(ðèñ. 4, ã). Ïðè ýòîì ìàðêåðíûé êîìïîíåíò êëàñòåðîâ èí-
òåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë SR-áåëîê SC35 âûÿâëÿåòñÿ
òîëüêî â ÿäåðíûõ òåëüöàõ, íî íå â êàïñóëå êàðèîñôåðû
(ðèñ. 5).

Îáñóæäåíèå

Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî íà ñòàäèè äèïëîòåíû ìåéîçà
õðîìîñîìû îîöèòà T. castaneum äîâîëüíî ðàíî îáúåäèíÿ-
þòñÿ â êîìïàêòíóþ êàðèîñôåðó, èëè êàðèîñîìó. Îäíàêî
â îòëè÷èå îò Tenebrio molitor (Bogolyubov et al., 2000; Bo-
golyubov, Parfenov, 2001) — ïðåäñòàâèòåëÿ òîãî æå ñå-
ìåéñòâà Tenebrionidae, ê êîòîðîìó ïðèíàäëåæèò T. casta-
neum, çíà÷èòåëüíîé êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà â îîöèòàõ
T. castaneum íå ïðîèñõîäèò (ðèñ. 2, ã).

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ôîðìèðîâàíèå êàðèîñôåðû îò-
ðàæàåò ñóùåñòâîâàíèå â îîãåíåçå ïåðèîäà åñòåñòâåííîé
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(ôèçèîëîãè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàííîé) èíàêòèâàöèè
ÐÍÊ-ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè õðîìîñîìíîãî àïïàðàòà â
ïåðèîä áîëüøîãî ðîñòà îîöèòà. Îäíàêî ïîñòóëàò î âû-
êëþ÷åíèè õðîìîñîìíîãî àïïàðàòà îîöèòà íà ñòàäèè êà-
ðèîñôåðû èç òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîöåññîâ (Gruzova, Par-
fenov, 1993) òðåáóåò ïîñòîÿííûõ ñðàâíèòåëüíûõ èññëå-

äîâàíèé. Ðàíåå íåîäíîêðàòíî îòìå÷àëîñü âêëþ÷åíèå
3H-óðèäèíà êàê ïðåäøåñòâåííèêà ñèíòåçà ÐÍÊ â îáëàñòü
êàðèîñôåðû (íàïðèìåð, â îîöèòàõ íåêîòîðûõ íàñåêîìûõ)
ïðè ïðîâåäåíèè àâòîðàäèîãðàôè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ
(Büning, 1972; Chaminade, Laverdure, 1976; Ray, Rama-
murty, 1979). Êðîìå òîãî, â îîöèòàõ ìÿñíîé ìóõè Sarco-
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à — îáùèé âèä ñðåçà ÿéöåâîé òðóáêè; 1 — ãåðìàðèé, 2 — «øåéêà» îâàðèîëû, 3 — âèòåëëÿðèé. á, â — ñðåçû ôîëëèêóëîâ ñ ïðåâèòåëëîãåííûìè îîöèòà-
ìè íà ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ III (á) è IV (â). ã — ôðàãìåíò ôîëëèêóëà ñ ðàííèì âèòåëëîãåííûì îîöèòîì (ñòàäèÿ VI). ä, å — ñåðèéíûå ñðåçû ÿäðà îîöèòà òîé
æå ñòàäèè ðàçâèòèÿ; âèäíû õîðîøî ðàçâèòûå ýëåìåíòû êàïñóëû êàðèîñôåðû. æ, ç — ôîëëèêóë ñ âèòåëëîãåííûì îîöèòîì ñòàäèè VII (æ) è ÿäðî îîöè-
òà òîé æå ñòàäèè (ç); âèäíà ðàçðûõëåííàÿ êàïñóëà êàðèîñôåðû. è — ÿäðî îîöèòà ñòàäèè VIII â ïåðèîä ðàçáîðêè êàïñóëû êàðèîñôåðû. Îêðàñêà ìåòèëå-

íîâûì ñèíèì.
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Íîìåð ñòàäèè è èçîáðàæåíèÿ îîöèòîâ (ñòàäèè I—II)
è èçîëèðîâàííûõ ÿäåð (ñòàäèè III—VIII),

ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïèè
ïî Íîìàðñêîìó (DIC) è îêðàñêè DAPI
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Íîìåíêëàòóðà ïî Ullmann (1973)
Õàðàêòåðèñòèêà ñòàäèé

íà îñíîâå ÿäåðíîé äèíàìèêè
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Ïîêîÿùèåñÿ ïåðâè÷íûå ïðåôîëëèêó-
ëÿðíûå îîöèòû, ðàñïîëîæåííûå â
ãåðìàðèè. Ïî ðàçìåðó ïîõîæè íà
òðîôîöèòû

ßäðî îâàëüíîé ôîðìû. Õðîìîñîìû
òîíêèå è ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿ-
þòñÿ ñ ïîìîùüþ îêðàñêè DAPI

Îîöèòû ðàñïîëîæåíû â «øåéêå» îâà-
ðèîëû, ìåæäó ãåðìàðèåì è âèòåëëÿ-
ðèåì. Íà÷àëî ïåðèîäà ðîñòà. Íå-
ñêîëüêî îîöèòîâ ðàñïîëîæåíî ïî ñî-
ñåäñòâó äðóã ñ äðóãîì è îêðóæåíî
ïðåôîëëèêóëÿðíûìè êëåòêàìè

ßäðî îîöèòà ñòàíîâèòñÿ ñôåðè÷å-
ñêèì ~2.5—2.7 ìêì â äèàìåòðå.
Õðîìîñîìû â çíà÷èòåëüíîé ñòå-
ïåíè äåêîíäåíñèðîâàíû è çàíè-
ìàþò âåñü îáúåì ÿäðà

Îîöèò çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ â
ðàçìåðàõ è íàõîäèòñÿ â ïåðåõîäíîé
çîíå îâàðèîëû, ãäå ïðåôîëëèêóëÿð-
íûå êëåòêè íà÷èíàþò ðàñïîëàãàòüñÿ
âîêðóã îîöèòà, ôîðìèðóÿ ñòîëá÷à-
òûé ôîëëèêóëÿðíûé ñëîé. Ôîëëèêó-
ëû âûñòðàèâàþòñÿ äðóã çà äðóãîì

ßäðî îîöèòà (~ 6—6.5 ìêì â äèàìåò-
ðå) ðàñïîëîæåíî â öåíòðå êëåòêè.
Õðîìîñîìû îáúåäèíÿþòñÿ â íå-
ñêîëüêî ãðóïï. Ïåðâûå ýêñòðàõðî-
ìîñîìíûå ýëåìåíòû êàïñóëû êà-
ðèîñôåðû ïîÿâëÿþòñÿ â íóêëåî-
ïëàçìå

Îîöèò ñôåðè÷åñêîé ôîðìû åùå áîëüøå
óâåëè÷èâàåòñÿ â ðàçìåðå. Ôîëëèêó-
ëû ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàíû

Õðîìîñîìû ñòÿãèâàþòñÿ, ôîðìèðóÿ
êàðèîñôåðó ñ âûðàæåííîé ýêñòðà-
õðîìîñîìíîé êàïñóëîé

Èíòåíñèâíûé îîïëàçìàòè÷åñêèé ðîñò.
Ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè îðãàíèçîâà-
íû â ñòîëá÷àòûé ýïèòåëèé

ßäðî îîöèòà (~14—17 ìêì â äèà-
ìåòðå) âñå åùå ðàñïîëîæåíî â
öåíòðå êëåòêè. Ïðîäîëæàåòñÿ
ìîðôîãåíåç êàðèîñôåðû è åå êàï-
ñóëû. Ê êîíöó ñòàäèè êàïñóëà êà-
ðèîñôåðû äîñòèãàåò íàèáîëüøåé
ìîðôîëîãè÷åñêîé ñëîæíîñòè
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Ðàííèé âèòåëëîãåíåç. Íà÷èíàåòñÿ çàïà-
ñàíèå æåëòêà. Îîöèò áûñòðî óâåëè-
÷èâàåòñÿ â ðàçìåðå. Ôîëëèêóëÿðíûå
êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ êóáè÷åñêèìè, ìå-
æäó ôîëëèêóëÿðíûì ýïèòåëèåì ïî-
ÿâëÿþòñÿ ïðîìåæóòêè

ßäðî îîöèòà (~22 ìêì â äèàìåòðå)
ðàñïîëîæåíî â öåíòðå êëåòêè. Êà-
ðèîñôåðà ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì
ïðèçíàêàì ñîîòâåòñòâóåò òàêîâîé
íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè. Êàïñóëà
êàðèîñôåðû — ñïëîøíàÿ è íàèáî-
ëåå ñëîæíî óñòðîåííàÿ

Ñðåäíèé âèòåëëîãåíåç. Ìàêñèìàëüíîå
ðàçâèòèå ôîëëèêóëÿðíîãî ýïèòåëèÿ
è èíòåíñèâíîñòè ôîðìèðîâàíèÿ æåë-
òî÷íûõ âêëþ÷åíèé

ßäðî îîöèòà äîñòèãàåò 35 ìêì â
äèàìåòðå è ïåðåìåùàåòñÿ â ñðåä-
íåäîðñàëüíóþ ÷àñòü îîöèòà. Ýëå-
ìåíòû êàïñóëû êàðèîñôåðû ðàç-
ðûõëÿþòñÿ

Ïîçäíèé âèòåëëîãåíåç. Ôîëëèêóëÿð-
íûå êëåòêè óïëîùàþòñÿ, ôîðìèðóÿ
÷åøóé÷àòûé ýïèòåëèé. Çàïàñàíèå
æåëòêà îñëàáåâàåò. Ôîëëèêóëÿðíûå
êëåòêè íà÷èíàþò ïðîäóêöèþ õîðèî-
íà

Êàðèîñôåðà ñ êàïñóëîé âñå åùå îá-
íàðóæèâàåòñÿ, îäíàêî ýëåìåíòû
êàïñóëû íà÷èíàþò ðàçáèðàòüñÿ, à
ðàçìåðû êàïñóëû óìåíüøàòüñÿ



phaga bullata â îáëàñòè êàðèîñôåðû áûëè ëîêàëèçîâàíû
ïîëè(À)+-ÐÍÊ (Cardoen et al., 1986). Ýòè äàííûå ìîãóò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íåïîëíîé èíàêòèâàöèè ãåíîìà îîöè-
òîâ èññëåäîâàííûõ âèäîâ. Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå
(Bogolyubov et al., 2013) ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêöèé â
îîöèòû áðîìî-ÓÒÔ ìû òàêæå âûÿâèëè çàìåòíûé óðîâåíü
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè êàðèîñôåðû â îîöèòàõ
T. castaneum — îáúåêòà íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ.

Íàøè ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ðàçâèòèå êàðèîñôåðû
â îîöèòàõ T. castaneum ñîïðîâîæäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèåì
âîêðóã êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà îáøèðíîé ýêñòðà-
õðîìîñîìíîé êàïñóëû, êîòîðàÿ ñîñòîèò èç ôèáðèëëÿðíî-
ãî ìàòåðèàëà ðàçíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ. Îáðàùàåò

íà ñåáÿ âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî êàïñóëà êàðèîñôåðû íå
ôîðìèðóåòñÿ ó òåõ èññëåäîâàííûõ æèâîòíûõ, ó êîòîðûõ
ãåíîì îîöèòà íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïåðèîäà ðîñòà ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîñòüþ âûêëþ÷àåòñÿ èç òðàíñêðèïöèîííûõ
ïðîöåññîâ. Íàîáîðîò, ïðè ôîðìèðîâàíèè êàðèîñôåðû
êàïñóëà ðàçâèâàåòñÿ, åñëè õðîìîñîìû îîöèòà òðàíñêðèï-
öèîííî èíàêòèâèðîâàíû íå ïîëíîñòüþ.

Îïûòû ïî ìèêðîèíúåêöèÿì â îîöèòû íàñåêîìûõ áðî-
ìî-ÓÒÔ â êà÷åñòâå ïðåäøåñòâåííèêà ñèíòåçà ÐÍÊ ïîêà-
çàëè, ÷òî êàðèîñôåðà, íå èìåþùàÿ êàïñóëû, òðàíñêðèï-
öèîííî íåàêòèâíà â ïîçäíèõ îîöèòàõ T. molitor è ñêîðïè-
îííèöû Panorpa communis (Bogolyubov, 2007). Íàïðîòèâ,
ó T. castaneum ïðè íàëè÷èè ðàçâèòîé êàïñóëû êàðèîñôå-
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Ðèñ. 2. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû ÿäåð îîöèòîâ Tribolium castaneum íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ.

à, á — ÿäðà îîöèòîâ ñòàäèé I (à) è II (á), ïðåäøåñòâóþùèõ ôîðìèðîâàíèþ êàðèîñôåðû, ïîñëå îáðàáîòêè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ àíòèòåëàìè ê äâóõöåïî-
÷å÷íîé ÄÍÊ; õðîìàòèí äèôôóçíî ðàñïðåäåëåí ïî âñåìó îáúåìó ÿäðà. â — ÿäðî îîöèòà ñòàäèè III; â íóêëåîïëàçìå îáíàðóæèâàþòñÿ ïåðâûå ýêñòðàõðî-
ìîñîìíûå ýëåìåíòû êàïñóëû êàðèîñôåðû â âèäå ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ôèáðèëëÿðíûõ áëîêîâ. ã — ôðàãìåíò êàðèîñôåðû ñ êàïñóëîé â ÿäðå îîöèòà ñòà-

äèè V ïîñëå îáðàáîòêè óëüòðàòîíêîãî ñðåçà àíòèòåëàìè ê ÄÍÊ; ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà ñëàáî êîíäåíñèðîâàííîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà.



ðû òðàíñêðèïöèÿ ïðîäîëæàåòñÿ äàæå â ÿäðàõ ïîçäíèõ âè-
òåëëîãåííûõ îîöèòîâ; â ýòîì ñëó÷àå ïåðèõðîìàòèíîâûå
ó÷àñòêè êàðèîñôåðû ñîäåðæàò çàìåòíûå êîëè÷åñòâà
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II â åå ýëîíãèðóþùåé (ãèïåðôîñôîðè-
ëèðîâàííîé) ôîðìå (Bogolyubov et al., 2013). Ñðåäè äðó-
ãèõ íàñåêîìûõ (çëàòîãëàçêà Chrysopa perla (Gruzova et al.,
1972) è æóêè-òåíåáðèîíèäû ðîäîâ Blaps è Gnaptor (Ãðó-
çîâà, Áàòàëîâà, 1979)) àâòîðàäèîãðàôè÷åñêèå èññëåäîâà-
íèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì 3H-óðèäèíà âûÿâèëè 2—3-êðàòíîå
ñíèæåíèå ÐÍÊ-ñèíòåíòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÿäåð ïîçäíèõ
îîöèòîâ. Ñõîäíûå íàáëþäåíèÿ ñäåëàíû è â îòíîøåíèè
êàðèîñôåðû îîöèòîâ òðàâÿíîé ëÿãóøêè Rana temporaria
(Ïàðôåíîâ, Ãðóçîâà, 1975). Âî âñåõ ñëó÷àÿõ êàïñóëà êàðè-
îñôåðû áûëà çàìåòíî ðàçâèòà.

Ðàíåå ñ÷èòàëè, ÷òî êàïñóëà êàðèîñôåðû — ñïåöèàëè-
çèðîâàííûé ýëåìåíò ÿäåðíîãî ìàòðèêñà, à åå îñíîâíàÿ
ôóíêöèÿ ñîñòîèò â èçîëÿöèè õðîìàòèíà îò îñòàëüíîé ÷àñ-
òè íóêëåîïëàçìû ãèãàíòñêîãî ÿäðà îîöèòà (Gruzova, Par-
fenov, 1993). Â îòíîøåíèè íåêîòîðûõ íàñåêîìûõ (Œwi¹-
tek, 1999; Rübsam, Büning, 2001) è ëÿãóøåê (Ïàðôåíîâ,
Ãàëàêòèîíîâ, 1987; Parfenov et al., 1995) ïîêàçàíî, ÷òî
ñòðóêòóðíûì ýëåìåíòîì êàïñóëû êàðèîñôåðû ÿâëÿåòñÿ
F-àêòèí; ýòîò ôàêò ïîäòâåðæäåí è â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ
íà îîöèòàõ T. castaneum (Bogolyubov et al., 2013; íàñòîÿ-
ùàÿ ðàáîòà). Âìåñòå ñ òåì íîâûå äàííûå ïî ìîëåêóëÿðíî-
ìó ñîñòàâó êàïñóëû êàðèîñôåðû íàâîäÿò íà ìûñëü î áî-
ëåå ïðÿìîì åå ó÷àñòèè â ïðîöåññàõ ýêñïðåññèè ãåíîâ â
òîì ñëó÷àå, åñëè õðîìîñîìû îîöèòà, ñîáðàííûå â êàðèî-
ñôåðó, òðàíñêðèïöèîííî íå èíàêòèâèðîâàíû, êàê â ñëó-
÷àå T. castaneum.

Íåîáúÿñíèìûì â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ ôàêò äå-
ïîíèðîâàíèÿ â êàïñóëå êàðèîñôåðû îîöèòîâ íàñåêîìûõ
ìÿÐÍÊ, â òîì ÷èñëå íåñóùèõ TMG-êýï, êîòîðûé õàðàê-
òåðåí äëÿ òåõ ìîëåêóë ìÿÐÍÊ, êîòîðûå óæå çàâåðøèëè
öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ôàçó ñâîåãî ïðîöåññèíãà (Will,
Lührmann, 2001), à òàêæå Sm-áåëêîâ, äåòåêòèðóåìûõ ñ ïî-
ìîùüþ àíòèòåë ê ñèììåòðè÷íûì äèìåòèëàðãèíèíàì
(Brahms et al., 2000).

Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê TMG-êýïó ìÿÐÍÊ è «Sm-ýïè-
òîïó» êîðîâûõ áåëêîâ ìÿÐÍÏ òàêèå ìÿÐÍÏ áûëè èçíà-
÷àëüíî âûÿâëåíû íà óëüòðàñòðóêòóðíîì óðîâíå â êàïñóëå
êàðèîñôåðû îîöèòîâ äîëãîíîñèêà Anthonomus pomorum
(Œwi¹tek, Jaglarz, 2004). Ïîçäíåå ýòè æå àíòèãåíû áû-
ëè âûÿâëåíû íàìè ñ ïîìîùüþ èììóíîôëóîðåñöåíòíîé è
èììóíîýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè â ñîñòàâå êàïñóëû
êàðèîñôåðû T. castaneum (Áîãîëþáîâ è äð., 2012; Bogoly-
ubov et al., 2013; íàñòîÿùàÿ ðàáîòà). Ó A. pomorum còåí-
êè êàïñóëû êàðèîñôåðû ñîñòîÿò èç äâóõ ñëîåâ. Ïåðâûé,
âíóòðåííèé ñëîé — òîíêèé, êîìïàêòíûé. Îí íåïîñðåäñò-
âåííî ñîñåäñòâóåò ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì.
Âòîðîé, âíåøíèé ãóá÷àòûé ñëîé, îáðàùåí ê íóêëåî-
ïëàçìå. Èìåííî âî âíåøíåì ñëîå àâòîðû ëîêàëèçîâà-
ëè ìÿÐÍÏ, è ýòîò ñëîé, î÷åâèäíî, ñîîòâåòñòâóåò ýëåêò-
ðîííî-ïëîòíîìó ýëåìåíòó êàïñóëû êàðèîñôåðû T. casta-
neum, ãäå â íàèáîëüøåé êîíöåíòðàöèè ëîêàëèçîâàíû
ìÿÐÍÏ.
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Ðèñ. 3. Óëüòðàñòðóêòóðà ñîñòàâëÿþùèõ ýëåìåíòîâ êàïñóëû êà-
ðèîñôåðû îîöèòîâ Tribolium castaneum.

à — ñâÿçàííûå ìåæäó ñîáîé ýëåêòðîííî-ïëîòíûé áëîê (çâåçäî÷êà) è òÿæ
(ñòðåëêà), êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ýëåìåíòàìè êàïñóëû êàðèîñ-
ôåðû (íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåí ôðàãìåíò ÿäðà îîöèòà ñòàäèè V). á —
ôðàãìåíò êàïñóëû êàðèîñôåðû ÿäðà îîöèòà ñòàäèè VI; õîðîøî çàìåòíû
âíóòðèÿäåðíûå ïîðèñòûå ïëàñòèíêè (al). â — ýëåìåíò êàïñóëû êàðèîñ-

ôåðû îîöèòà ñòàäèè VIII.
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Ðèñ. 4. Ýëåìåíòû êàïñóëû êàðèîñôåðû ïîñëå îáðàáîòêè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ îîöèòîâ Tribolium castaneum àíòèòåëàìè ê àêòèíó
(à), äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ (á) ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê àêòèíó è ëàìèíó B, ê òðèìåòèëãóàíîçèíîâîìó êýïó ìÿÐÍÊ (â) è «Sm-ýïè-

òîïó» ìÿÐÍÏ (ã).

à, â, ã — âòîðûå àíòèòåëà êîíúþãèðîâàíû ñ ÷àñòèöàìè êîëëîèäíîãî çîëîòà äèàìåòðîì 10 íì; á — âòîðûå àíòèòåëà êîíúþãèðîâàíû ñ ÷àñòèöàìè êîë-
ëîèäíîãî çîëîòà 15 íì äëÿ àêòèíà è 10 íì äëÿ ëàìèíà B.



Â ñîñòàâå êàïñóëû êàðèîñôåðû T. castaneum íàìè íå
âûÿâëåí áåëîê SC35 — îäèí èç âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ
ñïëàéñîñîì, êîòîðûé â ýòîì ñëó÷àå ëîêàëèçóåòñÿ â ýêñò-
ðàõðîìîñîìíûõ ÿäåðíûõ òåëüöàõ (ðèñ. 5). Î÷åâèäíî, ÷òî
ïîñòòðàíñêðèïöèîííûé ñïëàéñèíã â îáëàñòè êàïñóëû êà-
ðèîñôåðû îñóùåñòâëÿòüñÿ íå ìîæåò. Íåèçâåñòíî òàêæå,
ìîæåò ëè â êàïñóëå ïðîèñõîäèòü ñáîðêà ïðåñïëàéñîñîì-
íûõ ìÿÐÍÏ-êîìïëåêñîâ èëè êàïñóëà êàðèîñôåðû ñëóæèò
ëèøü âðåìåííûì «äåïî» äëÿ ìÿÐÍÏ. Òðåáóåò äàëüíåéøå-
ãî ðåøåíèÿ è âîïðîñ î òîì, ìîãóò ëè áûòü àññîöèèðîâàíû
ñ êàïñóëîé êàðèîñôåðû äðóãèå ÐÍÊ, è ê êàêîìó êëàññó
îíè îòíîñÿòñÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Äæ. Ã. Ãîëëó
(J. G. Gall, Carnegie Institute of Washington, Baltimore,
ÑØÀ) çà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå àíòèòåëà a-SC35,
K121 è Y12, à òàêæå Þ. È. Ãóêèíîé çà òåõíè÷åñêóþ ïî-
ìîùü â ïðèãîòîâëåíèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01258) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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KARYOSPHERE CAPSULE IN TRIBOLIUM CASTANEUM OOCYTES

F. M. Batalova, D. S. Bogolyubov1
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Structure and composition of the karyosphere (karyosome) capsule were studied in the oocytes of a labora-
tory insect, Tribolium castaneum, with the use of electron microscopy and immunoelectron cytochemistry. Ba-
sing on the study of nuclear structure dynamics, we distinguished 8 stages that characterize the period of oocyte
growth. At the diplotene stage, T. castaneum oocyte chromosomes conjoin early into a compact karyosphere,
but a significant chromatin condensation does not occur. The process of karyosphere formation is accompanied
by the development of an extensive extrachromosome capsule surrounding chromatin. The capsule consists of a
material of different morphological types. Significant molecular components of the T. castaneum karyosphere
capsule are represented by the proteins of nuclear matrix including F-actin and lamin B. Besides the structural
proteins, the Sm proteins of small nuclear (sn) RNPs and mature 2,2,7-trimethyl guanosine (TMG) 5R-capped
snRNAs are revealed immunocytochemically in the karyosphere capsule. The obtained data can form a basis
for further expansion of ideas on the functions of the karyosphere capsule as a specialized extrachromosomal
nuclear domain of the oocytes. We believe that the T. castaneum karyosphere capsule plays not only a structural
role, but may be involved directly in the processes related to gene expression.

K e y w o r d s: Tribolium castaneum, oocyte nucleus, extrachromosomal nuclear domain, karyosphere, ka-
ryosphere capsule, electron microscopy.
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