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АНАЛІЗ «ВРЯТОВАНОЇ» ПЛАЗМІДИ 
З ТРАНСГЕННОГО ТУТОВОГО ШОВКОПРЯДУ 

За допомогою оригінальної методики мікроін'єкцій ДНК до грени тутового шовкопряду 
отримано трансгенні особини. З сумарної ДНК F2-нащадків цих тварин «врятовано» 
плазміду (рг8а), котра відрізнялася за своєю структурою від перенесеної плазміди 
pl.5LTR і спадкувалася позахромосомно. У складі плазміду рг8а виявлено повторювані 
послідовності ДНК_ тутового шовкопряду, які є еволюційно консервативними. 

Вступ. При трансгенозі у тварин екзогенна Д Н К частіш за все інте-
грує з ядерним геном [1, 2] , хоча може існувати й у екстрахромосом-
ній формі [3, 4]. На моделі тутового шовкопряду раніш вперше було 
показано, що при перенесенні плазмід шляхом мікроін'єкцій до гре-
ни вони як у першому поколінні дорослих комах (Fo), так і у наступ-
них (Fi і F2) є присутніми головним чином поза хромосомною Д Н К 
[5, 6]. Д л я дослідження механізму перенесен-
ня та екстрахромосомного наслідування транс-
гену було здійснено його клонування за допомо-
гою метода «врятування» плазміди [3]. У цьому 
повідомленні наведено дані про молекулярний 
аналіз однієї з «врятованих» рекомбінантних 
плазмід, яку отримано за трансформації клітин 
Escherichia coli Д Н К з Р2-покоління трансген-
ного тутового шовкопряду. 

Мал. 1. Блот-гібридизація міченої pl.5LTR з нерестриційо-
ваною сумарною ДНК, виділеною з трансгенного тутового 
шовкопряду № 4 (Fo-покоління) (4) та його Р2-нащадків 
№ 8а ( / ) , № 16а (2) і № 166 (3) 

Матеріали і методи. До грени тутового шовкопряду за допомогою 
оригінальної методики мікроін'єкцій [6, 7] переносили рекомбінант-
ну плазміду pl.5LTRy яка містить BamHI/£соі?/-фрагмент плазміди 
pBR322 (3,9 тис. п. н.) та півтора довгих кінцевих повтора (LTR) ві-
русу саркоми Payca (RSV) [8]. Схрещування метеликів, виділення 
Д Н К та блот-гібридизацію провадили так, як описано раніше [7]. 

Результати і обговорення. За допомогою блот-гібридизації су-
марної нерестриційованої Д Н К з трансгенного шовкопряду № 4 з мі-
ченою плазмідою pl.5LTR встановлено, що у цій комасі (самець) міс-
титься декілька екстрахромосомних Д Н К , які відрізняються за розмі-
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Мал. 2. Рестрикційна карта врятованої плазміди рг8а. Жирна риска — pBR322,\ тонка 
риска — клітинна ДНК; P — PstI; Pv — PvuJI; E — EcoRI; θ — BamHI 

десятків стійких до ампіциліну колоній, які містили плазмідну ДНК. 
Усі врятовані плазміди виявилися ідентичними за молекулярною ма-
сою і картиною рестрикції. З двох видів молекул екстрахромосомної 
ДНК, які виявлено у нерестриційованій сумарній Д Н К трансгенних 
комах (мал. 1, доріжки І—3), певно, лише менша за розміром несе 
Ori реплікації, а також сайт стійкості до ампіциліну (Ampr) плазміди 
Е. соїі. У подальших експериментах використовували одну з цих плаз-
мід — рг8а. Рестрикційний та гібридизаційний аналізи виявили, що 
плазміда рг8а, як і усі інші врятовані плазміди, містить цілком 
BamHI/EcoRI-фрагмент, котрий був присутнім у ініційованій плаз-
міді pl.5LTR, але в ній, за цими даними, відсутні вірусні послідов-
ності (мал. 2). 

Разом з тим, оскільки сумарний розмір врятованої плазміди до-
рівнює 7,6 тис. п. н., очевидно, що в ній, окрім фрагменту pBR322, є 
присутньою якась додаткова послідовність довжиною біля 3,7 тис. п. н. 
Елімінація усіх вірусних послідовностей і збереження у плазміді 
рг8а фрагменту pBR322 дуже нагадують ситуацію, яку виявлено ра-
ніш при врятуванні плазміди pMARl з геномної Д Н К трансгенної ми-
ші [10, 11], хоча на відміну від трансгенних шовпорядів у трансген-
ної миші мала місце інтеграція екзогенної Д Н К з геномною. Таким 
чином, як за інтеграції з геномом, так і за екстрахромосомної локалі-
зації трансгену у процесі перенесення можлива специфічна елімінація 
вірусних послідовностей екзогенної ДНК. 

Додаткова послідовність, яка з'являється у плазміді рг8а, може 
бути (подібно до додаткової послідовності плазміди pMARl) елемен-
том геному або ж частиною кільцевих екстрахромосомних Д Н К 
(кеДНК), які присутні у клітинах комах [12] та ссавців [13]. Друге 
припущення здається нам більш вірогідним, оскільки кеДНК явно 
повинна містити послідовності, які забезпечують автономну репліка-
цію цих молекул, і внаслідок поєднання з екзогенною Д Н К з великою 
долею імовірності передавати їй цю властивість. Як правило, у кеДНК 
присутні також послідовності, гомологічні повторюваним елементам 
геному [12, 13]. 

Для з'ясування питання про природу «додаткової» Д Н К у плаз-
міді рг8а було проведено два типи блот-гібридизації; 1) плазмідні 
Д Н К гібридизували з міченою сумарною клітинною Д Н К тутового 
шовкопряду (мал. З, в) та 2) геномні Д Н К різних трансгенних тва-
рин гібридизували з міченим фрагментом врятованої плазміди 
(мал. З, а ) . Результати цих досліджень свідчать про наявність у Д Н К 
трансгенних метеликів таких же за розміром рестрикційних фрагмен-
тів, як і в плазміді рг8а, що мають гомологію з останньою. Це під-
тверджує походження врятованої плазміди з Д Н К трансгенних мете-
ликів тутового шовкопряду ^-покоління. Крім того, вони свідчать про 
присутність у рг8а послідовності (ей), гомологічної (их) повторенням, 

84 ISSN 0233-7657. БІОПОЛІМЕРИ І КЛІТИНА. 1992. T. 8. JSs З 

ром і мають гомологію з pl.5LTR (мал. 1, доріжка 4). З Д Н К усіх 
трансгенних Р2-нащадків цієї комахи картина блот-гібридизації була 
однаковою (мал. 1, доріжки 1—3), але відрізнялася від тієї, яка мала 
місце у батьківської особини. Таким чином, трансген є присутнім як 
у F0- так і у Р2-поколіннях комах у екстрахромосомній формі, струк-
тура якої перебудовується у процесі передавання у спадок [6]. 

Сумарну ДНК, виділену з метеликів Р2-покоління (№№ 8а, 16а і 
166), без рестрикції використовували для трансформації компетент-
них клітин. Е. COii (штам JM101) [9]. Внаслідок отримано біля двох 



які представлені у Д Н К тутового шовкопряду, оскільки при гібриди-
зації з сумарною міченою Д Н К можуть бути виявлені тільки повто-
рювані послідовності геному. 

При гібридизації за м'яких умов міченої врятованої плазміди з 
Д Н К , виділеними з різних видів організмів, видно (мал. 4), що у 
плазміді рг8а є присутніми послідовності, які мають гомологію з ди-
спергованими повтореннями як комах (шовкопряд, дрозофіла), так і 
ссавців (миша, бик). Цікаво, що у плазміді pMARl, «врятованій» з 
клітин миші, також містився фрагмент, гомологічний консервативним 

1 Z J 4 

Мал. 3. Блот-гібридизація міченої pl.5LTR з рестриційованою PstI Д Н К трансгенних 
шовкопрядів № 8а ( / ) , № 16а (2) і № 166 (З) за жорстких умов (а) та міченої су-
марної Д Н К контрольного шовкопряду з рестриційованими Pstl врятованими плазмі-
дами pr8a (І), ргіба (2) і ргібб (3) (в); б — електрофореграма рестриційованих PstI 
плазмід, які використовували для гібридизації у в 
Мал. 4. Блот-гібридизація за м'яких умов (гібридизація у 5 X S S C при 55 °С, відми-
вання у 5 5 X S S C при 55°С) сумарних клітинних Д Н К шовкопряду (I)y дрозофіли (2), 
миші (3) і бика (4), рестриційованих EcoRIy з міченим BamHI/Pstl-фрагментом плаз-
міди рг8ау розташованим зліва від послідовності pBR322 , 

в еволюції повторюваним послідовностям геномної Д Н К {Ю]. Більш 
того, мабуть, у більшості випадків поряд з інтегрованим трансгеном 
розташовані повторювані елементи [14, 15]. Всі ці факти свідчать про 
переважну рекомбінацію екзогенної Д Н К у процесі перенесення з 
повторюваними послідовностями, котрі нерідко е консервативними. 

Як було наведено вище, у процесі наслідування відбуваються кон-
формаційні зміни трансгена, які, мабуть, стабілізують його структу-
ру. Підтвердженням цього можуть бути наші неопубліковані дані з 
повторного переносу врятованої плазміди рг8а до ранніх ембріонів 
тутового шовкопряду. У двох одержаних трансгенних комах екзоген-
на Д Н К існувала у екстрахромосомній формі і не відрізнялася за кар-
тиною рестрикції від введеної плазміди. Таким чином, маємо вагомі 
аргументи на користь того, що описані в даній роботі «врятовані» 
плазміди за рахунок рекомбінацій в клітинах трьох поколінь тутово-
го шовкопряду «адаптувалися» до цих клітин. 
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