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В огляді основну увагу приділено екстрахромосомним трансгенам. Такі трансгени викликають 
підвищену цікавість тому, що в порівнянні з інтегративними трансгенами вони не можуть 
спричинювати інсерційний мутагенез та є більш контрольованими і ефективними. 

Механізми утворення екстрахромосомних транс
генів. Слід відзначити, що в екстрахромосомному 
стані трансгени існують значно рідше, ніж в ін
тегрованому. Є кілька стратегій створення конст
рукцій, здатних до екстрахромосомної реплікації. 
Одна з найважливіших — це використання нуклео-
тидних послідовностей вірусів, у життєвому циклі 
яких є екстрахромосомні форми. 

Одним з перших цим шляхом пішов Берг, який 
показав утворення моно- та олігомерних кільцевих 
форм вірусу поліоми в інфікованих клітинах [2]. 
Після відкриття цього явища нуклеотидні послі
довності вірусу поліоми широко використовували 
для створення позахромосомних векторів. Плаз-
міда, яка містила ген великого Т-антигена вірусу 
поліоми, реплікувалася екстрахромосомно в клі
тинах миші, але її інтеграції не було виявлено. 
Однак плазміда, виділена з трансгенних тварин, 
відрізнялася від введеної плазміди делецією части
ни вірусних послідовностей та вставкою фрагмента 
геномної ДНК миші, який, імовірно, сприяв сегре
гації плазміди [3 ]. 

Зроблено також спроби використання вірусу 
поліоми, який уражує гризунів, для створення 
векторів, здатних реплікуватися екстрахромосомно 
в клітинах інших ссавців. Проте ці спроби закін
чилися невдачею — реплікації вірусу не спосте
рігалося. Виявилося, що пермісивність хазяїв ви
значається наявністю специфічної ДНК-полімера-
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зи — а-праймази [4, 5 ]. Напевно, є й інші факто
ри, що забезпечують пермісивність, але їх поки що 
не ідентифіковано. Серед інших вірусів досить 
широкого використання набув вірус папіломи бика 
(ВПБ). Рекомбінантний ВПБ, що містив два довгих 
кінцевих повтори вірусу лейкемії Молоні, реплі-
кувався екстрахромосомно, але зазнавав модифі
кації. 

Причиною перебудов була незаконна реком
бінація, причому вона завжди відбувалася в певних 
ділянках [б]. Цікавим є те, що цей вірус міг 
утворювати епісоми та автономно реплікуватися 
також у клітинах непермісивного хазяїна (миші). 
При цьому модифікацій вірусу не спостерігалося, а 
його реплікація відбувалася незалежно від клітин
ного циклу. Поряд з епісомами, деякі клітинні лінії 
містили інтегровані копії ВПБ [7, 8 ]. Поява кіль
цевих молекул вірусної ДНК, які автономно реплі-
куються, спостерігалася також після інфекції куль
тури клітин печінки гепаднавірусами, зокрема, ві
русом гепатиту В [9, 10]. 

Цікаві результати отримано Тарантулом та 
співавт. [11] при мікроін'єкції плазміди, що мі
стила довгі кінцеві повтори вірусу саркоми Рауса, 
в грену тутового шовкопряду. Незважаючи на те, 
що ретровіруси є інтегративними вірусами, транс-
генні метелики багатьох субліній містили трансген 
у вигляді епісом. При цьому в складі трансгена 
виявлено інсерції фрагментів геномної ДНК туто
вого шовкопряду. Аналіз вбудованих фрагментів 
показав, що вони відносяться до фракції помірних 
повторів, що є еволюційно консервативними. Мож-
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ливо, ці фрагменти забезпечували позахромосомну 
реплікацію та сегрегацію трансгена [11, 12]. Отже, 
при взаємодії гетерологічних геномів відбувалася 
своєрідна «адаптація» трансгенів до геному хазяїна. 
Схоже явище, коли в результаті перебудов транс-
ген набував здатності до позахромосомного існу
вання, спостерігалося при введенні у зиготи миші 
плазміди pATV8, яка складалася з провірусної ДНК 
вірусу саркоми Рауса, клонованої у бактеріальний 
вектор pBR322. З трансгенних мишей покоління F 0 

та їхніх нащадків було виділено ідентичну плаз-
міду, яка реплікувалася позахромосомно та відріз
нялася від первинної плазміди делеціями довгих 
ділянок та внутрішніми перебудовами. Аналіз нук-
леотидної послідовності цієї плазміди дозволив зро
бити висновок, що функції огі реплікації виконува
ли новоутворені в результаті перебудов ділянки 
[13]. 

Для перевірки частоти мутування екстрахро-
мосомних трансгенів створено різні модельні систе
ми. В одній з них плазміда, яка містила огі 
реплікації вірусу SV40 та маркерний ген, у пер-
місивних клітинах реплікувалася позахромосомно, 
а частота мутацій у цій плазміді перевищувала 
частоту спонтанних мутацій [14, 15]. Тут слід 
відзначити, що підвищений рівень мутацій не є 
характерним для більшості екстрахромосомних 
трансгенів. Частіше буває, що перебудова трансге
на відбувається одноразово, через короткий час 
після введення його в ядро, після чого структура 
трансгена стабілізується. 

У геномах еукаріотів є численні стартові точки 
реплікації. При клонуванні геномних фрагментів у 
векторні плазміди та наступною трансфекцією та
кими бібліотеками відповідних еукаріотичних клі
тин можна виявити плазміди, які здатні реплі-
куватися автономно. Це свідчить про наявність у 
клонованому фрагменті елементів, здатних здійс
нювати реплікацію конструкції. Такі елементи, до 
складу яких входять огі реплікації та додаткові 
нуклеотидні послідовності, звуться ARS-елемента-
ми (ARS — autonomously replicating sequence, по
слідовність, яка автономно реплікується). Вперше 
їх отримано у дріжджів [16, 17], а пізніше — у 
дрозофіли [18] та вищих еукаріотів, включаючи 
людину [19, 20]. 

Потрібно зазначити, що відомі випадки ін
теграції ARS-елементів у геном після кількох ра
ундів позахромосомної реплікації [17]. Деякі з 
ARS-елементів одержано за допомогою огі реплі
кації, які містилися в генах, здатних до амплі
фікації, таких як cad [21 ]. Аналіз нуклеотидних 
послідовностей, що забезпечують позахромосомну 
реплікацію ARS-елементів, показав, що в усіх еу

каріотів є досить консервативна АТ-багата ка
нонічна послідовність. Ці послідовності майже од
накові навіть у дріжджів та людини [22 ], причому 
за допомогою білкового блотингу показано, що 
дріжджові огі реплікації взаємодіють з відповід
ними білками вищих еукаріотів [23 ]. 

Одним з видів ARS-елементів є штучно ство
рювані хромосоми. Вони мають великі розміри та 
містять усі основні складові хромосом — теломери, 
центромери та огі реплікації. Теломери є необ
хідними для лінійних штучних хромосом — це за
побігає їхній інтеграції у хромосоми хазяїна. Най-
розповсюдженішими є штучні хромосоми дріжджів 
(YAC — yeast artificial chromosomes). Використову
ються також штучні хромосоми бактерій (ВАС — 
bacterial artificial chromosomes). Останні створю
ються зазвичай на основі F'-епісом бактерій або 
бактеріофага Р1. Завдяки високій консервативності 
нуклеотидних послідовностей, які беруть участь у 
процесах реплікації та сегрегації хромосом, дріжд
жові і навіть бактеріальні штучні хромосоми мо
жуть автономно реплікуватися у клітинах вищих 
еукаріотів [24]. Відзначено можливість інтеграції 
YAC у геном ссавців, а також нестабільність сегре
гації екстрахромосомної форми YAC, що пов'язана, 
можливо, з порушенням функцій центромер дріжд
жів у клітинах ссавців. Пізніше показано, що YAC 
можуть бути стабільними та реплікуватися поза
хромосомно в клітинах миші, формуючи структу
ри, схожі на DM (double-minute chromosomes, один 
з видів природних позахромосомних ДНК еука
ріотів) [25, 26]. Такі конструкції, що здатні під
тримувати свою чисельність у клітинах ссавців, 
звуться штучними хромосомами ссавців (МАС — 
mammalian artificial chromosomes). Іноді для підви
щення ефективності МАС у вихідні YAC вводяться 
теломери, центромери та (або) огі реплікації ссавців 
[27]. 

Незважаючи на наявність теломер, у клітинах 
ссавців іноді відбувається олігомеризація YAC Пі
сля стабілізації новоутворені МАС можуть мати 
розмір до 5000 тис п. н. [28]. Активність реплі
кації МАС можна значно збільшити шляхом вве
дення до їхнього складу вірусних огі реплікації. 
Кільцеві YAC, що містили огі вірусу Епштейна-
Барр, стабільно реплікувалися як епісоми в клі
тинах людини [29 ]. Можливо, це пояснюється тим, 
що в еукаріотів є кілька типів огі реплікації, які 
активуються на різних етапах S-фази клітинного 
циклу [30]. Тому, якщо штучна хромосома містить 
у своєму складі огі, які активуються неодночасно, 
вона може реплікуватися більше одного разу за 
клітинний цикл. 

Слід зазначити, що в еукаріотів є родина білків 

268 



MCM (minichromosome maintenance proteins). Впер
ше їх виявлено у дріжджів як білки, що зв'язують
ся з огі реплікації дріжджових епісом. У дріжджів, 
мутантних за генами цих білків, епісоми не могли 
реплікуватися [31 ]. Ці білки знайдено в усіх еука-
ріотів і вони є висококонсервативними. Різні члени 
родини зв'язуються з різними типами огі реплікації 
[32]. Мутанти за генами окремих МСМ-білків не 
можуть підтримувати реплікацію мініхромосом з 
відповідними огі реплікації [33 ]. У таких мутантів 
також спостерігаються порушення реплікативного 
циклу хромосом [34]. 

Сегрегація екстрахромосомних трансгенів. 
Що стосується шляхів сегрегації екстрахромосом
них трансгенів, то найвірогіднішими, на нашу дум
ку, є такі: перший — це сегрегація за участю 
центромер, ДНК яких виявлено в складі епісом та 
мініхромосом [35]. Трансгени можуть, скоріше за 
все, набувати центромер через утворення неоцент-
ромер з так званих «латентних» центромер, які 
містяться в деяких повторюваних послідовностях 
[35]. Так, відомо, що ацентричні мініхромосоми 
дрозофіли сегрегують подібно до нормальних хро
мосом, тобто функції центромер виконують якісь 
інші нуклеотидні послідовності [36], як, наприк
лад, у малих кільцевих ДНК [37]. 

Можливий і другий шлях сегрегації — випад
кове розділення між дочірніми ядрами у процесі 
клітинного поділу. Окремо треба підкреслити третю 
можливість сегрегації автономних трансгенів — во
на стосується тих ДНК, які не мають у своєму 
складі центромер, та базується на тій же основі, що 
й сегрегація низькокопійних плазмід у прокаріотів. 
Ці плазміди кодують білкі, які зв'язуються з цент-
ромероподібними нуклеотидними послідовностями 
плазмід та одночасно з певними ділянками бак
теріальної хромосоми. 

Таким чином, під час поділу клітини вони 
розходяться до дочірних клітин разом з хромосома
ми, а вже потім відділяються від них. Подібний 
механізм виявлено при сегрегації кільцевої реплі-
кативної форми ВПБ [38]. У дріжджів виявлено 
білок, що зв'язується з сайтами одного з ацентрич-
них екстрахромосомних елементів. Цей білок має 
дуже високу гомологію з ідентифікованим раніше 
білком людини CENP-B, який асоційований з ДНК 
центромер [39]. Дуже вірогідно, що схожий ме
ханізм діє також у випадку інших автономних 
трансгенів, які, хоча й не кодують специфічних 
білків, але можуть використовувати для цього ха
зяйські ДНК-зв'язуючі білки. 

Висновки. Таким чином, в екстрахромосомно-
му стані можуть існувати трансгени різної природи. 
В цілому, їх можна розділити на дві групи — 

ВЗАЄМОДІЯ ТРАНСГЕНІВ ТА ГЕНОМІВ РЕЦИПІЄНТІВ У ЭУКАР10Т1В 

трансгени, здатні до позахромосомної реплікації 
завдяки наявності у їхньому складі специфічних 
нуклеотидних послідовностей, та такі, що набули 
цієї здатності de novo в результаті вбудовування 
фрагментів геному хазяїна, які містили відповідні 
цис-щючі послідовності ДНК, або внутрішньомоле-
кулярних перебудов, що призвели до утворення 
нових нуклеотидних послідовностей, здатних вико
нувати функції огі реплікації. 

Як пояснити те, що одні молекули ДНК при 
трансгенозі інтегруються у геном реципієнта, а 
інші — утворюють екстрахромосомні трансгени 
(найцікавішим є те, що іноді навіть при введенні 
однакових екзогенних ДНК частина отриманих 
трансгенних тварин містить інтегровані, а части
на — позахромосомні трансгени)? 

По-перше, це може бути наслідком інтеграції в 
різні ділянки геному (через випадкові події або 
спорідненість введеної ДНК до певних ділянок 
геному), результатом чого стають різні перебудови 
трансгена та відповідно спроможність чи неспро
можність до наступної ексцизії та екстрахромосом-
ного існування. 

По-друге, якщо перебудови трансгена відбу
ваються у позахромосомному стані, стає можливою 
селекція плазмід, здатних до автономної реплі
кації, наприклад, разом з природними екстрахро-
мосомними ДНК. 

По-третє, різні причини можуть обумовити 
перебудову трансгенів на окремих етапах раннього 
розвитку зародка, що вплине на характер перебу
дов та на форму існування трансгена. Однією з 
таких причин може бути неодночасність введення 
екзогенної ДНК при роботі з великою кількістю 
зародків. Навіть за невеликий проміжок часу у 
зиготі можуть відбутися процеси, які стануть вирі
шальними для долі трансгена, зокрема, це перехід 
від репресованого стану геному до його мінорної 
активації у пізній С 2-фазі. 

1С V. Krysan, A. P. Solomko 

Interaction of recipient genome and transgenes in eukaryotes. 
Extrachromosomal transgenes 

Summary 

Two forms of transgenes are known — integrated into the host 
genome and extrachromosomal. Although the integrated transgenes 
are more widespread, the extrachromosomal ones are more inte
resting and promising for biotechnology and biomedicine. At the 
same time, the mechanisms determining the fate of the introduced 
DNA molecule, have not been studied entirely. In this review we 
discuss these mechanisms and analyze the extrachromosomal trans
genes of different origin. 
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К. В. КРИСАН, О. П. СОЛОМКО 

К В. Крисан, А. П. Соломко 

Взаимодействие трансгенов и геномов реципиентов у 
эукариотов. Экстрахромосомные трансгены 

Резюме 

Известны две формы существования трансгенов — интегри
рованные в геном реципиента и экстрахромосомная. Хотя 
интегрированные трансгены встречаются значительно чаще, 
чем способные к стабильному внехромосомному существова
нию, последние являются более интересными и перспективны
ми для биотехнологии и медицины. Однако механизмы, опре
деляющие форму существования введенной молекулы ДНК, 
исследованы не в полной мере. В данном обзоре проанализиро
ваны эти механизмы и рассмотрены экстрахромосомные 
трансгены различного происхождения, способные к стабильной 
репликации и сегрегации в клетках эукариотов. 
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