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В обзоре кратко описаны основные черты процесса амплификации генов и охаракте-
ризованы экспериментальные системы изучения этого процесса как у эукариот, так 
и прокариот. Суммированы последние данные по обнаружению генной амплификации 
у растений, в результате чего последние приобрели устойчивость к антиметаболитам, 
использующимся как гербициды. Показано, что при исследовании механизма этого 
явления выделяются два направления: одно из них связано с изучением области 
ori репликации ДНК на отдельных участках генома, другое — с анализом рекомби-
нантных структур амплифицированных участков ДНК. 

Введение. Получение растений, устойчивых к гербицидам, составляет 
важную задачу сельскохозяйственного производства. В последнее вре-
мя в решении этой проблемы большое внимание стало уделяться изу-
чению фундаментальных механизмов жизнедеятельности клетки. Од-
ним из таких механизмов является генная амплификация, заключаю-
щаяся в резком увеличении количества Д Н К на определенных участ-
ках генома, составляющих 102—104 тыс. п. н. [57]. В результате этого 
число копий того или иного гена и его продукта увеличивается и, сле-
довательно, в статусе клетки возможны изменения, позволяющие ей 
приспосабливаться к конкретным условиям. Таким образом, генная 
амплификация — это один из регуляторных механизмов клетки. Впер-
вые она была выявлена в клетках развивающегося организма низших 
эукариот [30, 55]. Обнаружена она также при действии на клетки раз-
личных цитотоксических веществ. Оказалось, что с помощью изменения 
содержания в клетке молекул — мишеней действия агента или моле-
кул, ответственных за его транспорт, клетка может защищаться и вы-
живать [21]. При злокачественном перерождении клеток также най-
дены амплификация клеточных онкогенов и резко выраженные ано-
мальные перестройки хромосом [6, 54]. 

В настоящее время работы, посвященные изучению генной ампли-
фикации, ведутся в двух направлениях. Первое развивается в плане 
изучения механизмов данного явления. Полученные в этой области ре-
зультаты суммированы в ряде обзоров [6, 8, 21, 23, 50—52, 56, 57, 61]. 
Второе составляют исследования, цель которых состоит в получении 
повышенного содержания в клетке того или иного продукта на основе 
амплифицирующих векторов, а также вследствие коамплификации 
[9, 11, 29, 59]. 

Генная амплификация привлекла также внимание как механизм, 
лежащий в основе проявления различными видами организмов устойчи-
вости к пестицидам и антимикробным веществам. Так, оказалось, что 
устойчивость комара Culex mosquito к органофосфонным инсектицидам 
связана с амплификацией гена эстеразы, гидролизующей эти соедине-
ния [37]. Амплификация гено^ обнаружена у стойких к антимикроб-
ным веществам клеток дрожжей [70], лейшманий [18, 40], малярий-
ного плазмодия [71], а также у организмов, устойчивых к тяжелым 
металлам [24, 28]. 
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При воздействии на клетки растений гербицидов, представленных 
аналогами аминокислот, также обнаружена амплификация генов, коди-
рующих ферменты, являющиеся мишенью для данных ингибиторов [13, 
53]. Происходит ли такое в условиях действия подобных ингибиторов 
на клетки прокариот, устойчивость которых к аналогам аминокислот 
возникает достаточно легко? Изучение этого вопроса представляет ин-
терес не только в связи с обнаружением параллелизма и отличий про-
цесса амплификации генов у прокариот и эукариот, но и с простотой 
подхода к выявлению генов, амплификация которых может привести к 
фенотипу устойчивости клеток к антиметаболиту, обладающему, в част-
ности, гербицидным действием. Целью настоящего обзора явилось рас-
смотрение известных к середине 1990 г. результатов изучения генной 
амплификации у прокариот и эукариот. 

Краткая история изучения генной амплификации. О б а м п л и -
ф и к а ц и и г е н о в в к л е т к а х ж и в о т н ы х . В ранних обзорах, 
указанных во введении, описано обнаружение амплификации генов 
рРНК в развивающихся яйцах лягушки и приведены таблицы эукарио-
тических генов, амплифицирующихся при развитии организма и диффе-
ренциации клеток, под действием цитотоксических агентов и при зло-
качественных перерождениях клеток. Кратко перечислим здесь наибо-
лее исследуемые гены. 

Помимо генов рРНК к первой группе амплифицирующихся генов 
относятся идентифицированные у дрозофилы кластеры генов белка 
оболочки яйца — хориона. При работе с зондом, представленным сДНК 
гена α-актина, отмечены большие вариации в содержании продукта 
этого гена в процессе миогенеза, но полные доказательства его ампли-
фикации отсутствуют [61]. 

Ко второй группе амплифицирующихся генов, позволяющих клет-
кам селективно выживать в условиях действия токсического агента, от-
носятся следующие гены. Ген dhfr, кодирующий дигидрофолатредук-
тазу — DHFR,— необходим для синтеза de novo пуринов, тимидилата 
и глицина. Амплификация его обнаруживается при действии на клетки 
ингибитора этого фермента — метотрексата (MTX). Далее это — ген, 
кодирующий полифункциональный белок CAD, участвующий в трех ре-
акциях, приводящих к синтезу UMP de novo. Амплификация этого гена 
видна на фоне воздействия такого аналога аминокислоты, как N-фос-
фоноацетил-і-аспартат (PALA), являющегося ингибитором аспартат-
транскарбамилазной активности белка CAD. Влияние аналога метио-
нина — метнонинсульфоксимина (MSX) способствует проявлению амп-
лификации гена глутамин синтетазы, синтезирующей глутамин из глу-
тамата и аммония, а под действием дезоксикоформицина выявляется 
амплификация гена аденозиндеаминазы, катализирующей превращение 
аденииовых нуклеотидов в их инозиновые аналоги. При изучении кле-
ток, устойчивых к целому ряду лекарственных веществ, обнаружена 
амплификация специального локуса — mdr. В таких клетках резко уве-
личивается содержание мембранного белка — Р-гликопротеина, функ-
ционирующего как АТФ-зависимый «насос», выводящий лекарства из 
клеток [16]. Возможно, что Р-гликопротеин — это лишь один из ком-
понентов общего механизма лекарственной устойчивости, поскольку об-
наружено, что наряду с амплификацией гена mdr-1 происходит ампли-
фикация еще каких-то пяти генов [65]. 

При действии тяжелых металлов установлена амплификация ге-
нов, кодирующих специальные цистеин-богатые белки — металлотионе-
ины, связывающие ионы этих металлов. В настоящее время наиболее 
изучены гены MT-I и MT-II. При работе с клетками слизистой плесени 
обнаружены автономные последовательности хромосомного происхож-
дения, присутствие которых в клетках в селективных условиях обуслов-
ливает устойчивость таких клеток к кобальту [28]. Характерно, что эта 
последовательность отличалась от известного ранее гена устойчивости 
к кобальту, следовательно, существуют по крайней мере два гена, от-
вечающих за этот признак. 
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Отличительной особенностью генов второй группы является ТО, что 
они могут быть использованы в качестве удобных амплификационных 
векторов. Таким образом, введение в клетки гена в составе генетической 
конструкции, способной к амплификации, открывает возможность син-
теза в клетке повышенных количеств продукта введенного гена. Pe-
зультаты исследований такого типа суммированы в работе [9]. 

Следует отметить, что получение клеток, устойчивых к тому или 
иному ингибитору, не свидетельствует однозначно об амплификации 
гена, кодирующего мишень этого ингибитора. В основе наблюдаемого 
явления могут лежать разные механизмы. Один из них — интенсифика-
ция экспрессии гена за счет подключения его к более сильному промо-
тору [17]. Другой — мутационное изменение мишени, утрачивающей 
чувствительность к ингибитору [44, 60]. Возможны также изменения в 
процессах транспорта внутрь клеток и выведение веществ из клеток 
[16, 45, 46, 64]. И лишь увеличение копий исследуемого гена подтверж-

дает истинность его амплификации. 
Третью группу амплифицирующихся генов составляют многочис-

ленные клеточные онкогены. Данные по их изучению суммированы в 
обзорах [6, 23, 56]. Здесь отметим, что анализ амплификации этих ге-
нов позволил показать возможность прохождения этого процесса в по-
давляющем числе мест клеточного генома, поскольку онкогены распо-
лагаются в самых разнообразных местах генома. При исследовании 
различных амплифицированных генов выявлен ряд общих черт, прису-
щих процессу амплификации. Число копий генов варьирует в широких 
пределах — от нескольких десятков до нескольких сотен. Амплифика-
ция бывает нестабильной и стабильной. В первом случае выявляются 
специальные структуры (double minutes — DMs), которыми могут быть 
катенированные молекулы экстрахромосомной ДНК, выявляющейся в 
субмикроскопической форме [48]. Лишенная центромерных последова-
тельностей такая структура нерегулярно наследуется в клеточных де-
лениях, что объясняет нестабильность амплификации. Если DMs интег-
рирует в хромосомы, вызывая образование специфических областей 
ECR (expanded chromosomal regions), сохраняемых при митозах, то 
такой тип амплификации будет стабильным. Обычно в устойчивых 
клетках наблюдаются либо DMs-структуры, либо ECR. Однако описан 
случай и совместного присутствия этих элементов в одной клетке [20], 
при этом нестабильность наблюдалась не только для DMs, но и для 
ECR-структур. 

Для получения клонов с амплифицироваиными генами, отвечающи-
ми за устойчивость клеток к цитотоксическим веществам, как правило, 
проводится ступенчатая селекция. В многочисленных опытах удалось 
измерить вероятность процесса амплификации, которая составила ве-
личину IO-3 на одно клеточное деление. Вещества, влияющие на синтез 
ДНК, способствуют возрастанию этой величины на порядок [51]. Бо-
лее того, удалось отобрать мутантные линии клеток, у которых вероят-
ность генной амплификации резко увеличена [57]. Механизм мутаций, 
вызывающих такой фенотип, еще неясен, и чисто условно для таких 
клеток вводится понятие об амплификаторе. 

Многочисленные примеры и самый разнообразный характер генов, 
подвергающихся амплификации, указывают на существование специ-
ального механизма (или механизмов), осуществляющего этот процесс. 
В основе его, очевидно, лежат различные процессы. Амплифицирующие 
гены могут возникать в геноме либо в результате излишней реплика-
ции на локальных участках генома, либо в результате рекомбинации, 
происходящей между сестринскими хроматидами с помощью неравного 
кроссинговера. При изучении механизмов амплификации генов у эука-
риот большое внимание привлекли данные, показывающие возможность 
амплификации генов в геномах бактерий, более доступных для изуче-
ния на генетическом уровне. К р а т к о р а с с м о т р и м эти данные. 

О б а м п л и ф и к а ц и и г е н о в у п р о к а р и о т . В обзорах 
[8, 56| суммированы результаты генетического анализа штаммов бак-
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• терии , полученных в условиях действия увеличивающихся количеств 
различных селективных агентов. В таких штаммах, как правило, обна-
руживались дупликации соответствующих генов. Учитывая данные о 
вероятности возникновения генных дупликаций в различных условиях 
р о с т а бактерий, Андерсон и Рот подсчитали, что примерно 3 % бакте-
риального генома представлено дуплицированными генами [8]. Если 
дупликации обеспечивают селективное преимущество клеток, то должен 
существовать специальный механизм (или механизмы), поддерживаю-
щий это состояние. 

При изучении таких механизмов внимание привлекла работа, в ко-
торой показана важность коротких гомологичных участков в бактери-
альном репликоне, являющихся местом рекомбинационных процессов, 
приводящих к делениям и объясняющих спонтанный характер образо-
вания последних [1, 5]. Однако эти же последовательности могут оп-
ределять и обратный процесс — дупликацию гена, которая может про-
исходить в результате неравного кроссинговера. Если это так, то осо-
бенностью дуплицированного участка бактериального генома является 
наличие повторяющейся последовательности, которая была обнаружена 
в работе [15]. Изучая область ampC Escherichia coli, удалось показать 
амплификацию участка генома размером 10—20 тыс. п. и., и число ко-
пий генетического материала, включающего данную область, варьиро-
вало в пределах 30—50. Характерно, что это явление наблюдалось 
лишь в гесЛ+-штаммах. При секвенировании фрагмента ДНК, содер-
жащего область ampC, найден короткий повтор последовательности, со-
стоящий из 12 п. н. Эти короткие гомологичные последовательности от-
стояли друг от друга на 10 тыс. п. н. Большой интерес вызвала также 
работа, в которой роль прямого повтора, фланкирующего участок амп-
лификации, изучали с помощью различных манипуляций in vitro, а так-
же исследовали влияние текста этой последовательности на процесс 
амплификации генов у бактерий [22]. При анализе механизма ампли-
фикации генов лекарственной устойчивости, передаваемых, с помощью 
плазмиды, были обнаружены короткие повторяющиеся последователь-
ности, совершенно отличные от IS-элементов [43]. 

При изучении фрагмента Д Н К из области генома клеток Е. coii, 
содержащего маркеры pit-glyS-xyl, в котором ген glyS, кодирующий 
глицил-тРНК синтетазу, часто обнаруживается в дуплицированном со-
стоянии, было найдено новое семейство повторяющихся последователь-
ностей, фланкирующих этот участок бактериального генома. Эти по-
следовательности получили название rhs — rearrangement hot spot 
[34]. Они также отличаются от IS-элементов и представляют собой до-
статочно большие молекулы порядка 5500 п. н. Из них молекулы 
3800 п. п.— это текст кора всего семейства. Остальная часть текста 
варьирует в зависимости от участка его обнаружения в геноме. Охарак-
теризованы rhsA и rhsB. Первая расположена между маркерами xyl 
и mil, вторая отстоит от этих маркеров на 140 тыс. п. н. в направлении 
движения часовой стрелки. Возможно, что прохождение неравного крос-
синговера между rhsA и rhsB неизбежно приводит к дупликации гена 
glyS. Оказалось, что дупликация этого гена осуществляется только в 
гесА+-штаммах. 

Для исследования механизмов амплификации генов у прокариот 
была сконструирована специальная система на модели лактозного one-
рона [63]. Особенность ее заключается в том, что регуляторная область 
гена β-галактозидазы, считывающегося с промотора гена репрессорно-
го белка, содержит мутацию X, обеспечивающую лишь 8 % эффектив-
ности трансляции. Клетки, содержащие такую конструкцию, имели фе-
нотип Lac-. При увеличении количества копий такой конструкции, что 
может происходить в результате процесса амплификации, становится 
возможным проявление фенотипа Lac+, легко наблюдаемое в экспери-
менте. В условиях работы с этой системой было показано, что ампли-
сЬикация изучаемой генетической конструкции происходила в составе 
фрагмента ДНК, размер которого составлял от 7 до 37 тыс. п. н. и чис-
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ло копий такого фрагмента варьировало в пределах 40—200. При этом 
в местах стыковки амплифицированной Д Н К с флангами короткие по-
вторяющиеся последовательности не обнаружены: либо они вообще от-
сутствуют, либо слишком короткие [63]. Действительно, оказалось, что 
на флангах амплифицированного участка, представленных негомологич-
ными последовательностями, можно выделить специальный рекомбина-
ционный сайт, состоящий из 3—5 п. н. [71]. Возможно, амплификация 
тех или иных генетических локусов является результатом работы доста-
точно различных механизмов. Следует отметить, что все описанные слу-
чаи амплификации генов в клетках Е. coli происходили в рекомбина-
ционно активных клетках, однако в рекомбинационно дефектных 
клетках амплифицированные привнесенные гены наследовались более 
стабильно [8]. 

Описаны случаи амплификации генов и в клетках Bacillus subtilis, 
также хорошо изученные генетически. В этих клетках данный процесс 
мог проходить как в зависимости от основного фермента рекомбинации, 
кодируемого геном гесЕ74, так и независимо от функции этого гена [2]. 
В обоих случаях наблюдаемая генная амплификация носила нестабиль-
ный характер. С другой стороны, в рекомбинационно активных клетках 
В. subtilis удалось наблюдать совершенно стабильную амплификацию 
генов, введенных в хромосому этих клеток при использовании специ-
альных генетических конструкций [38]. В подобных конструкциях ге-
ны разных генетических маркеров фенотипа антибиотикоустойчивости 
окружены различными прямыми повторами протяженностью от 2 до 
4 тыс. п. п. В отдельных вариантах амплификация маркерного гена 
происходила неодинаково, и особенно сильно она проявлялась тогда, 
когда маркерный ген был окружен прямым повтором, представленным 
последовательностью плазмиды pBR322. Во всех случаях амплифика-
ция оказывалась очень стабильной и еще неясно, с чем это связано. 
Более того, было показано, что каждая копия амплифицированного 
маркерного гена полностью активна в штаммах, сконструированных 
таким образом. Размер амплифицированного участка при этом остался 
неизменным. 

Обнаружение генной амплификации у растений. В опытах с куль-
турами клеток растений было замечено, что при ступенчатой селекции 
можно получить клетки, устойчивые к широко используемому герби-
циду — глифосату. Поскольку установлено, что этот гербицид являет-
ся ингибитором одного из ферментов на пути синтеза ароматических 
аминокислот — 5-енолпирувил-шикимат-З-фосфат синтетазы (EPSP) 
[58] (см. обзоры [2, 31]), представляло интерес проверить, связана ли 
устойчивость таких клеток с повышением содержания EPSP. В резуль-
тате показано, что в устойчивой линии культуры клеток Petunia hyb-
rida активность данного фермента была в 15—20 раз выше, чем в чув-
ствительных к глифосату клетках. Объясняется ли этот факт амплифи-
кацией гена EPSP в таких клетках? Чтобы ответить на этот вопрос, 
необходимо было выделить ген из клеток петунии и, применяя его как 
зонд, определить число копий гена EPSP в чувствительных и устойчи-
вых клетках. Для этого использовали олигонуклеотидные зонды, син-
тезированные по аминокислотной последовательности с 8-го по 13-е по-
ложение молекулы EPSP, выделенной из линии клеток — сверхпроду-
центов данного белка и частично секвенированной с N-конца [53]. Из 
этих же клеток-сверхпродуцентов выделяли поли (A+) РНК, получали 
сДНК, которую затем встраивали в векторный фаг. С помощью олиго-
нуклсотидных зондов выявлено вставку в фаге клеточной последова-
тельности Д Н К размером не более 330 п. н., хотя размер полного гена 
EPSP, представленного сДНК, составляет 1,9 тыс. п. н. Секвенирова-
ние 330 п. п. показало, что данный фрагмент содержит начало гена 
EPSP, включающее, как и ожидалось, транзиторную последователь-
ность, кодирующую пептид, необходимый для транспорта этого фермен-
та из цптозоля в хлоропласты. При использовании этого секвестирован-
ного фрагмента как зонда для скрининга геномной библиотеки клеток 
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петунии идентифицирован клон, несущий вставку размером 20 тыс. п. н. 
Рестриктное картирование и субклонирование такого клона позволили 
выделить фрагмент размером 4,6 тыс. п. н., который оказался продол-
жением текста 330 п. н. Благодаря этому удалось выявить в библиоте-
ке с Д Н К клеток петунии, полученной на основе поли (А+) Д Н К , выде-
ленной из устойчивых к глифосату клеток, последовательности разме-
ром 900 и 1600 п. н. Оказалось, что фрагменты размером 1600 и 330 п. н. 
являются частями единого целого и их можно соединить по EcoRI-сай-
ту. Так из частей был собран целый ген EPSP, включающий 27 н. 5'~ 
нетранслируемой лидерной части гена, затем 72 кодона, кодирующих 
сигнальный пептид, 444 кодона, кодирующих зрелый белок, и 400 н. 
З'-нетранслируемой области. 

При гибридизации зонда, представленного геном EPSP с EeoRI- и 
Hindi 11-фрагментами ДНК, выделенными из чувствительных и устойчи-
вых клеток соответственно, было показано, что если в первых содер-
жится лишь одна копия гена EPSP, то в устойчивых клетках таких 
копий имеется около 20. Все они транскрипционно активны, так как ре-
зультаты анализа количества мРНК данного фермента также показа-
ли 20-кратное его превышение над количеством, имеющимся в чувстви-
тельных клетках [53]. Итак, повышение содержания в клетках расте-
ния лишь одного вида молекул может привести к фенотипу гербицидо-
устойчивости, что еще раз подтверждает строго направленное мишен-
ное действие глифосата. 

В клетках растений, так же как и в клетках животных, концентра-
ция того или иного генного продукта может быть увеличена не только 
за счет возрастания числа копий гена этого продукта, но и вследствие 
интенсификации экспрессии данного гена, наблюдаемой в том случае, 
если ген выражается под контролем более сильного промотора. Для 
растений сильным является промотор 35S транскрипта вируса мозаики 
цветной капусты. Воспользовавшись вектором на основе 77-плазмиды, 
подсоединив к этому промотору клонированный ген E P S P и снабдив его 
взятой от гена нопалинсинтазы сигнальной последовательностью для 
полиаденилирования, удалось поднять концентрацию EPSP более чем 
в 30 раз в экстрактах клеток, устойчивых к глифосату. В полевых ус-
ловиях данные трансгенные растения выдерживали полив с примене-
нием глифосата в дозах 0,5 кг на 1 га, что в 2—4 раза выше доз, при-
меняемых на практике. 

В связи с вышеизложенным ген E P S P растений привлек большое 
внимание, и в настоящее время он изучен у таких растений, как петуния 
и помидоры [19], а также у арабидопсиса [32]. В последнем случае 
было показано также, что подсоединение этого гена к 35Б-промотору 
приводило к повышению количества фермента в клетках арабидопсиса 
и гербицидоустойчивости этого растения. Так, подключение гена E P S P 
к сильному промотору, обеспечивающему высокий уровень его экспрес-
сии в растительной клетке, явилось надежным методом получения рас-
тений, устойчивых к такому гербициду, как глифосат. Однако установ-
ленная возможность амплификации в условиях ступенчатой селекции 
клеток под действием глифосата сделали ген E P S P новой моделью при 
изучении механизмов генной амплификации, происходящих в раститель-
ной клетке. 

Генная амплификация в растениях обнаружена и в случае такого 
гена, как глютаминсинтетаза (GS), участвующая в азотном обмене 
клеток прокариот и эукариот. Данные об этом гене суммированы в ра-
боте [62] . В экспериментах с суспензионными культурами клеток лю-
церны удалось отобрать линии, устойчивые к концентрациям избира-
тельного ингибитора GS — фосфинотрицину (РРТ), которые 20—100 
раз превышают концентрацию, использующуюся для полного подавле-
ния роста клеток. Активность GS в таких клетках была повышена в 
3—7 раз по сравнению с контролем [13]. Используя описанную выше 
стратегию, авторами идентифицирован клон сДНК, кодирующий часть 
гена, и с помощью такого зонда было обнаружено, что в хромосомной 
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Д Н К устойчивых линий клеток люцерны число копий GS составляет 
4—11. Это коррелирует с данными по измерению активности указанного 
белка в исследуемых клетках. Позже удалось клонировать и секвени-
ровать ген GS полностью. В результате показано, что величина ампли-
фицированного участка в линиях клеток люцерны, устойчивой к РРТ, 
составляет ~ 3 5 тыс. п. н., в то время как размер гена GS — 4 тыс. п. н. 
[62]. Итак, в клетках растений, очевидно, так же широко, как и в клет-
ках животных, происходит амплификация генов, которая может слу-
жить приспособительным целям, а обнаруженные амплифицирующиеся 
гены растений — выступать в роли новой экспериментальной модели 
при изучении этого процесса. 

Современное состояние изучения проблемы генной амплификации. 
Как отмечалось выше, работы по этой проблеме ведутся в двух на-
правлениях — биотехнологическом и фундаментальном. При использо-
вании генов описываемого типа в качестве амплификационных векторов 
для получения повышенных количеств продукта того или иного гена, 
включенного в систему амплификации, наилучшие результаты в насто-
ящее время удалось получить при экспрессии в клетках яичников ки-
тайского хомячка гена, кодирующего тканевый ингибитор металлопро-
теиназ [11]. Этот ген выбран в качестве модели для анализа макси-
мальных возможностей процесса амплификации по той причине, ч т о 
данный белок выводится из клеток и может быть точно измерен с по-
мощью высокочувствительных иммунологических реакций. Оказалось, 
что в случае такого вектора, как GS, амплификация гена которой видна 
на фоне действия метиониисульфоксимидина, высокий уровень экспрес-
сии репортерного гена наблюдался при его включении в единую систе-
му транскрипции с векторным геном и подключении первого гена к от-
дельному промотору, представленному промотором цитомегаловируса 
человека, содержащим энхансер. 

Так как при амплификации гена в процесс вовлекается участок ге-
нома значительной протяженности, способный кодировать не один, а 
большое число генов, становится возможной коамплификация гена, 
сцепленного с амплифицирующимся маркером, и это также можно ис-
пользовать в практических целях. Наиболее подробное изучение ко-
амплификации проведено в работе [47]. Здесь на примере гена AMP-
деаминазы, амплифицирующегося при действии на клетки коформици-
на, с помощью техники «прогулки по хромосоме» обнаружена коампли-
фикация нуклеотидных последовательностей, отличных от последова-
тельности изучаемого гена. Одна из таких последовательностей обла-
дала кодирующей способностью, и предполагаемый ген условно назва-
ли YI. Используя банк данных, удалось показать, что текст сДНК гена 
Yl соответствует тексту гена, кодирующего глутатион-Б-трансферазу 
(GST), относящуюся к классу μ. (Известно, что этот белок кодируется 
семейством негибридизующихся между собой генов, относящихся к 
классу α, μ и π [16].) Действительно, в клетках, устойчивых к кофор-
мицину за счет амплификации гена АМР-деаминазы, выявлена повы-
шенная активность GST. Соответствия между числом копий гена YI и 
уровнем активности GST в данном случае не наблюдалось. Случайно 
это или закономерно? Биологическая роль амплифицированных генов 
заключается в передаче клеткам селективных преимуществ. Отражает-
ся ли на. судьбе клетки факт коамплификации YI-гена, не являющегося 
селективным маркером? Возможно, что коамплификация GST — особый 
случай, поскольку это специальный белок, проявляющий активность в 
отношении многих электрофильных и липофильных субстратов, возрас-
тающую в клетках с множественной лекарственной устойчивостью. 
Возможно, также, что GST служит одним из компонентов общего ме-
ханизма устойчивости клеток к различным воздействиям. В последнее 
время интерес к этому белку возрастает (см. обзор [3]), и своего ре-
шения ждут вопросы о связи между уровнями активности GST в рас-
тениях, устойчивости к гербицидам, амплификацией генов-МИШенвЙ И 
коамплификацией сцепленных генов в системах амплификаций. В на-
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стоящее время проведение таких исследований на растениях 
возможно. 

В изучении механизма генной амплификации также сложились два 
направления. Одно из них составляют работы по исследованию процес-
сов репликации на участках генома, содержащих амплифицированные 
гены. Другое посвящено анализу структуры амплифицированных по-
следовательностей ДНК- Кратко изложим имеющиеся данные. 

При рассмотрении инициации синтеза Д Н К на участке генома, где 
осуществляется амплификация, важно установить, существуют ли жест-
ко фиксированные сайты инициации этого процесса или такие сайты 
могут формироваться в каких-то конкретных условиях жизнедеятельно-
сти клетки. В случае амплификации гена dhfr показано, что инициация 
синтеза Д Н К на участке, включающем этот ген, всегда начинается в 
пределах одного и того же рестриктного фрагмента, составляющего 
28 тыс. п. н. и расположенного недалеко от З'-конца этого гена [26]. 
В непосредственной близости от него обнаружена последовательность 
Д Н К , ответственная за постоянное связывание хромосомной Д Н К с 
матриксом ядра [12], в то время как связь движущейся репликативной 
вилки с матриксом является временной [68]. Таким образом, последо-
вательности Д Н К на участке расположения гена dhfr, подвергающего-
ся амплификации, организованы особым способом, который, возможно, 
и определяет процесс амплификации этого участка генома. Более того, 
с применением метода сшивки Д Н К in vivo и блокирования элонгации 
репликации (но не инициации синтеза) изучение новосинтезированных 
фрагментов Д Н К в таких условиях позволило выявить еще одну об-
ласть начала репликации, расположенную неподалеку от известной ра-
нее. Этот новый элемент относится к классу повторяющейся Д Н К ге-
нома клеток млекопитающих [7]. Области огі в районе З'-конца гена, 
кодирующего DHFR в клетках китайского хомячка, выявлены авторами 
[25] при использовании недавно разработанной высоконадежной тех-
ники картирования границ репликонов, подробно описанной в этой же 
работе. Обнаруженные здесь области огі данного ампликона сохра-
няли свою функцию при перенесении с помощью трансфекции в несвой-
ственные им места. Однако детальное изучение огі, расположенной в 
районе З'-конца гена dhfr, проведенное с помощью метода двухмерного 
электрофореза, показало, что в пределах известного фрагмента разме-
ром 28 тыс. п. н. инициация синтеза Д Н К может проходить в самых 
различных местах, и такой жесткой структуры, как огі бактерий, плаз-
мид и вирусов [4], очевидно, не существует. 

Аргументы «за» и «против» существования фиксированных облас-
тей начала репликации в различных ампликонах суммированы в рабо-
те [51]. Примерами данных «за» является то, что амплификация по-
следовательностей Д Н К , примыкающих к геному вируса SV-40, у ко-
торого нарушена область Ori1 не происходит, а также то, что сущест-
вует строго фиксированная огі в случае амплификации кластера генов 
хорионного белка яиц дрозофилы. В последнее время интенсивно изу-
чается роль ds-элементов, регулирующих активность этого Ori1 и среди 
них охарактеризована последовательность АСЕЗ (Amplification Control 
Element) , расположенная, так же как и один из кластеров этих генов, 
в 3-й хромосоме [39]. 

Об отсутствии фиксированных сайтов инициации синтеза Д Н К в 
ампликонах свидетельствует, как уже отмечалось, резко возрастающая 
в случае действия ингибиторов синтеза Д Н К вероятность амплифика-
ции генов, выявляемая в селективных условиях. Особо значимым ока-
зался тот факт, что после удаления ингибитора наблюдается повторная 
репликация той части генома, в которой была остановлена вилка реп-
ликации [73]. 

Большой привлекательной силой обладала гипотеза, объясняющая 
такое явление возможностью отличного от стандартного способа ини-
циации синтеза Д Н К в экспериментальных условиях. Это связано с уча-
стием молекул особого типа, получивших название алармонов [66, 67]. 
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Согласно гипотезе, остановившаяся вилка репликации каким-то обра-
зом служит сигналом для синтеза специальных молекул, получивших 
свое название из-за того, что они синтезируются в клетке в условиях 
стресса. Эти молекулы выполняют роль затравки при синтезе ДНК-

В качестве алармонов особое внимание привлекли такие соедине-
ния, как динуклеотидполифосфаты, среди которых Ap4A был обнаружен 
первым как продукт синтеза in vitro, осуществляемого аминоацил-
TP 1-І к синтетазон [74]. При сверхпродукции многих ферментов этого 
типа в клетках Е. coli, возникающей за счет экспрессии их генов, кло-
нированных на основе мультикопийных плазмид, показана возможность 
синтеза соединений с общей формулой Ap4N и in vivo [10]. Во многих 
работах выявляется связь между метаболическим состоянием клетки и 
уровнем содержания в ней динуклеотидов [74]. Тем не менее данная 
гипотеза остается недоказанной и в последнее время не рассматрива-
ется. Очевидно, это связано с тем, что факт реинициации синтеза Д Н К 
в S-фазе подвергается сомнению. Последнее является предметом об-
суждения в работе [57]. Для окончательного решения этого вопроса, 
очевидно, потребуются более чувствительные методы. 

Другое заключение о нестандартности процесса инициации синтеза 
Д Н К в экспериментальных условиях связано с представлением об уве-
личении концентрации белков, причастных к регуляции репликации. 
Основанием для него послужило то, что при остановке синтеза Д Н К 
концентрация DHFR увеличилась в 10 раз [51]. Очевидно, ингибитор 
«замораживал» прохождение клеткой цикла, но не влиял на транскрип-
ционную активность. Наряду с DHFR возрастала концентрация и еще 
каких-то белков, возможно, и инициаторных. При этом в случае бакте-
риального репликона было показано, что с превышением содержания 
белка-инициатора над неким значением нормы размер области ori этого 
репликона, необходимый и достаточный для процесса инициации синте-
за ДНК, резко сокращался [14]. Данные работы [33] указывают на то, 
что в процессе амплификации могут участвовать продукты генов, инду-
цируемых в клетках под влиянием стресса. Роль таких продуктов в 
описываемом процессе обсуждается также в обзоре [57]. 

Помимо важности повышенной концентрации белков, способных 
регулировать процесс репликации, обратил на себя внимание и тот 
факт, что амплификация генов хорионного белка осуществляется в том 
случае, если в клетке наблюдается временная экспрессия, и мРНК ка-
ким-то образом влияет на процесс амплификации данных генов (см. 
обзор [51]). Действительно, в упомянутой выше области АСЕЗ об-
наружены канонические последовательности, определяющие процесс 
транскрипции. 

При изучении вопроса об обязательном наличии в ампликоне об-
ласти ori или возможности ее формирования в специфических условиях 
вызывают интерес данные об изучении влияния на процесс амплифика-
ции эффекта положения амплифицируемого гена в хромосомном аппа-
рате клетки и на роль фланкирующих последовательностей [36, 41, 73]. 
Они изучены еще не так подробно, как последовательность АСЕЗ. 

Второе направление в изучении механизмов генной амплификации 
включает работы, исследующие структуру последовательностей Д Н К 
амплифицированных участков генома. Основу его составили методы, 
позволяющие клонировать сверхбольшие фрагменты Д Н К и гибриди-
зовать их с различными геномными зондами. Это дало возможность 
выявить такую черту процесса амплификации, как образование участ-
ков ДНК, отсутствующих в соответствующих локусах исходных клеток 
и представленных новым сочетанием последовательностей ДНК. По-
добное сочетание может быть как полностью произвольным, так и 
иметь «горячие точки» соединений [57]. Такие участки являются отпе-
чатками прохождения в процессе амплификации реакций разрыва и 
перевоссоединений различных последовательностей Д Н К клеток, нахо-
дящихся в условиях стресса. Они получили название «новых соедине-
ний» (novel joint), или рекомбинационных соединений. Биологическое 
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значение этих реакций заключается, очевидно, в том, что хромосомные 
перестройки, являющиеся результатом разрывов и перевоссоединений 
нитей ДНК, могут обеспечить селективный ген определенными cis-эле-
ментами, ответственными за процесс амплификации [57]. 

Оказалось, что «новые соединения» представлены инвертированны-
ми дупликациями, способными образовывать палиндромы огромного 
размера. Это позволило выявить такие структуры по устойчивости ре-
натурированных продуктов амплифицированных последовательностей к 
нуклеазе S i . Ясно, что сайт, в котором происходит соединение плечей 
палиндрома, представляет большой интерес. Он был клонирован и амп-
лифицирован. В связи с этим возникло представление о том, что самым 
первым шагом в процессе амплификации является образование инвер-
тированного повтора, который затем также подвергается амплифика-
ции. Один из путей формирования-такого повтора показан в работе 
[42]. При использовании маркерной генетической конструкции, не со-

держащей последовательностей крысиной Д Н К и амплифицирующейся 
в клетках крысы, выявлены инвертированные последовательности кры-
синой Д Н К в составе изучаемого ампликона. Следовательно, инверти-
рованный повтор образуется в составе хромосомы, а не экстрахромо-
сомно. Изучение сайта, соединяющего плечи палиндрома, свидетельст-
вует об участии механизмов «незаконной» рекомбинации, не требую-
щей гомологии рекомбинирующих структур. В этой работе дается объ-
яснение и биологического значения возникновения инвертированных ду-
пликаций в системах амплифицирующихся генов. Оно может состоять 
в возможности получения множества копий данного генетического ма-
териала, несмотря на то, что инициация синтеза Д Н К при репликации 
может проходить в S-фазе только единожды. Примером увеличения ко-
пий репликона при однократной инициации области огі является 2μ 
плазмида пекарских дрожжей. Последняя представлена кольцевой 
ДНК, содержащей обратный повтор, асимметрично которому располо-
жена область огі. В процессе репликации этого репликона вилки реп-
ликации движутся навстречу друг другу. Если произойдет рекомбина-
ция между реплицированным плечом обратного повтора, расположен-
ного ближе к области огі, и тем плечом, который еще не реплицирован, 
то вилки репликации начнут двигаться в одном и том же направлении, 
как бы догоняя друг друга. Репликация и увеличение копий репликона 
возможны до тех пор, пока не пройдет второй акт рекомбинации 
между обратными повторами или пока такая структура, обра-
зуемая по модели двойного катящегося кольца, не интегрирует в 
хромосому. 

Принципиально другой способ образования обратного повтора 
предлагает модель, описанная в работе [27] и рассмотренная в обзоре 
[57]. Здесь кратко укажем, что данная модель создана в результате 

изучения «нового соединения» в ампликоне АМР-деаминазы, представ-
ленном также инвертированной дупликацией. Модель предполагает об-
разование петли из палиндромной последовательности на одной из мат-
риц дуплекса Д Н К в глазке репликации. Как только вилка репликации 
окажется в месте образования данной петли, становится возможной пе-
реброска нити репликации на противоположную. Используя новосинте-
зированную Д Н К второй неразорвавшейся родительской нити как мат-
рицу, вилка репликации движется в сторону уже дуплицированной 
ДНК, образуя обратный повтор в ориентации голова-к-голове. Если на 
другом конце репликативного глазка происходят аналогичные события, 
то образуется обращенная структура в ориентации хвост-к-хвосту. Ко-
личество циклов репликации сформировавшейся таким образом струк-
туры, позволяющей осуществлять синтез на основе модели двойного ка-
тящегося кольца, предложенной для объяснения механизма репликации 
2μ илазмиды дрожжей, определяет число копий нуклеотидных после-
довательностей того или иного ампликона. Модель амплификации генов 
получила название хромосомной спирали. Согласно ей, вырезание из 
состава хромосомы инвертированной дупликации, содержащей реплика-
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тивный глазок, приведет к появлению в клетке автономно реплицирую-^ 
щейся структуры — эписомы. 

Понятие об эписоме как промежуточном продукте процесса генной 
амплификации является основополагающим не только для объяснения 
механизма образования в клетке структур типа DMs, но и тех случаев, 
когда амплификация обнаруживается в местах генома, которые отлича-
ются от естественного расположения данного гена в хромосомном ап-
парате. Как образуется эписома? Принципиально возможны два спосо-
ба. Один из них связан с формированием новосинтезированного мате-
риала с последующим его лигирозанием. Такой материал должен вклю-
чать область ori, обеспечивающую его автономную репликацию. Другой 
способ образования эписомы, являющейся промежуточным продуктом 
процесса амплификации, состоит в рекомбинационном вырезании дан-
ного участка из состава хромосомы, что приводит к появлению хромо-
сомных делеций. Подобное представление отражено в модели процесса 
генной амплификации, получившей название делеция-плюс-эписома. 
Как может автономно реплицироваться такой продукт рекомбинации? 
Осуществление этого возможно в силу того, что либо в процесс реком-
бинации вовлечен целый репликон, края которого сближены в структу-
ре петли и по которым происходит рекомбинация так, что все функцио-
нально активные элементы репликона сохраняются, либо рекомбинация 
происходит в репликативном глазке. В таком случае вероятно образо-
вание структуры, способной реплицироваться без реинициации синтеза 
ДНК подобно тому, как это, очевидно, происходит при репликации 2μ 
плазмиды дрожжей. Как происходит рекомбинация при возникновении 
делеции? При анализе этого вопроса большой интерес представляют 
данные, показывающие, что наиболее ранним промежуточным продук-
том, доступным для экспериментального изучения (25 клеточных деле-
ний), является инвертированная дупликация [48] в виде нестабильных 
экстрахромосомных элементов, составляющих нуклеотидные последо-
вательности большой протяженности. Таким образом, возможно, что 
рекомбинация, приводящая к делеции, осуществляется на основе па-
линдромных последовательностей огромного размера, способных к ре-
пликации не только на основе областей ori, но и за счет введения вилки 
репликации в двойное катящееся кольцо. 

Недавно предпринятое исследование судьбы эписом как ранних 
промежуточных продуктов процесса амплификации генов показало, что 
в случае ампликона гена CAD, изученного на примере одной из устой-
чивых к PALA линий клеток, экстрахромосомные молекулы, как прави-
ло, быстро интегрируют в самые различные хромосомы, причем в их 
теломерные участки или в участки, прилегающие к теломерам [49]. По-
видимому, с этим связаны наблюдаемые хромосомные аномалии, ха-
рактерные для клеток, претерпевших генную амплификацию. 

Существование большого числа самых разнообразных генов, спо-
собных к амплификации, и такого разнообразия условий, в которых она 
может протекать, свидетельствуют в пользу возможности участия раз-
личных механизмов, осуществляющих этот процесс. Одним из таких 
механизмов является неравный кроссинговер между сестринскими Xpo-
матидами, вследствие чего число копий гена в одной из хроматид уве-
личивается за счет материала другой хроматиды. Такой результат амп-
лификации выявлен при делении клеток и в селективных условиях. Мо-
дель, основанная на представлении о прохождении неравного кроссин-
говера между двумя хроматидами, предсказывает однокопийность 
участка соединения разных копий данного гена и организацию копий 
гена в ампликоне в ориентации голова-к-хвосту. Схема и описание дан-
ной модели приведены в обзоре [57]. 

PTraк, одним из механизмов, способных обусловить гербицидоустой-
чпвс::ть растений, является амплификация участка генома растительной 
клетки, содержащего ген, который кодирует молекулу—мишень данно-
го гербицида. Исследования подобного явления ν растений только на-
чаты, и, безусловно, анализ этого процесса в клетках животных и бак-
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терий представляет интерес. В настоящем обзоре сделана попытка 
краткого описания широкой панорамы данных лидирующего изучения 
этого явления в клетках животных и прокариот, a TaKHie суммирова-
ны первые результаты, демонстрирующие генную амплификацию в клет-
ках растений. 

S u m m a r y . General fea tures of the ampl i f ica t ion process in eukaryotes as well 
as p rokaryotes and the known exemples of the amplif ied genes are brief ly reviewed. 
The discovery of amplif ied genes in p lan t s r e su l t ing in their herbicide res is tance is 
described. The dominan t direct ions in the s tudy of mechan i sm of gene ampl i f ica t ion 
cover the s tudy of ori r eg ions and the recombinant s t ruc tu res of amplif ied DNA. 
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