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Відомо дві основні форми існування трансгенів — інтегрована в геном реципієнта та екстрахро-
мосомна. Хоча інтегровані трансгени зустрічаються значно частіше, ніж таки які здатні до 
сталого позахромосомного існування, останні є набагато цікавішими і перспективнішими для 
біотехнології та біомедицини. Однак механізми, що визначають форму існування екстрахромо-
сомних ДНК, наразі досліджені ще недостатньо. В даному огляді проаналізовано ці механізми та 
розглянуто екстрахромосомні ДНК різного походження. 

Вступ. Кожна стадія розвитку організму характе
ризується диференційною активацією або репре
сією певних генів, пов'язаними зі специфічною 
взаємодією окремих частин геному. Трансгеноз 
наразі став одним з важливіших підходів для вив
чення механізмів функціонування геному в цілому, 
взаємодії його частин, ролі окремих генів та регу
ляції їхньої експресії. Цей метод широко викори
стовується для виявлення функцій окремих генів 
шляхом їхнього спрямованого руйнування або ви
падкового інсерційного мутагенезу з наступним 
дослідженням отриманих фенотипових ефектів, ви
вченням активації промоторів на різних етапах 
онтогенезу та ін. Надзвичайно широке використан
ня цей метод також знаходить при розв'язанні 
прикладних завдань біотехнології та біомедицини. 
Тут слід назвати спрямовану зміну генотипу сіль
ськогосподарських тварин для отримання порід, що 
мають нові господарсько цінні ознаки, та корекцію 
генетичних захворювань людини завдяки введенню 
ззовні в її клітини повноцінних копій генів, що 
мали дефекти. Однак дестабілізація геному ре
ципієнта, викликана внесенням чужорідної гене
тичної інформації, а також нерідко важкопередба-
чувана поведінка трансгенів, пов'язана з їхньою 
частою модифікацією та неконтрольованою екс
пресією, істотно утруднюють використання транс-
генозу як у дослідницьких, так і прикладних цілях. 
У зв'язку з цим важливого значення набуває вив
чення взаємодії між трансгенами та геномами ха-
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зяїв, а також створення модельних систем для 
пошуку закономірностей такої взаємодії. 

Відомо три основних варіанти поведінки транс
генів — повна елімінація, інтеграція в геном ре
ципієнта та існування в екстрахромосомному стані. 
Як інтегровані, так і екстрахромосомні форми 
трансгенів часто зазнають істотних модифікацій, 
механізми і закономірності яких практично не 
досліджено. Крім того, інтегровані трансгени (на 
відміну від більшості екстрахромосомних) можуть 
викликати небажані інсерційні мутації, що надає 
важливого значення вивченню спорідненості транс
генів до конкретних геномних нуклеотидних послі
довностей. З точки зору передбачуваності та керо
ваності зручнішими видаються трансгени, здатні 
існувати позахромосомно. Однак увесь комплекс 
факторів, що визначають форму існування трансге
на та впливають на його стабільність, поки що 
залишається невивченим. У зв'язку з цим привер
тають увагу екстрахромосомні ДНК еукаріот, які, 
на думку автора, маючи високу рекомбінаційну 
активність, можуть відігравати суттєву роль у мо
дифікації трансгенів та їхньому екстрахромосомно
му функціонуванні. 

Довгий час існувала точка зору стосовно того, 
що геном еукаріот складається лише з хромосом, а 
наявність екстрахромосомної ДНК є характерною 
тільки для прокаріот. Тому, коли з'явилися пові
домлення про виділення позахромосомних ДНК з 
ядер еукаріот, спочатку вважалося, що це — арте
факти, продукти руйнування хромосом у процесі 
маніпуляцій. Однак після візуалізації великих по
захромосомних ДНК за допомогою електронної 
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мікроскопії та покращання методів виділення та 
аналізу малих екстрахромосомних ДНК не зали
шилося сумнівів, що ці ДНК також є частинами 
геномів еукаріот та до того ж вельми важливими. 

Мініхромосоми та ампліфіковані гени. Взагалі 
існує доволі умовний поділ екстрахромосомних 
ДНК еукаріот за розміром на великі й малі, при
чому до великих звичайно відносять ампліфіковані 
гени, а до малих — позахромосомні ДНК, що мі
стять повторювані послідовності. Однак нерідко 
серед малих екстрахромосомних ДНК також знахо
дяться такі, що містять унікальні нуклеотидні по
слідовності геномного або вірусного походження. 
Тому для чіткішої класифікації доцільно виділити 
в одну групу ампліфіковані гени та часто утворю
вані ними мініхромосоми, а в другу — екстрахро
мосомні ДНК, що містять повторювані, неідентифі-
ковані унікальні та вірусні нуклеотидні послідов
ності. 

Вперше ампліфікацію генів було помічено в 
культурах еукаріотичних клітин, які вирощували в 
присутності отрут та антиметаболітів. Існують два 
варіанти ампліфікації: внутрішньохромосомна та 
позахромосомна. Перший шлях веде до утворення 
ділянок хромосом, що гомогенно забарвлюються 
(тобто таких, що не утворюють смуг при забарв
ленні за методом Гімза) [1 ], а другий — до появи 
в ядрі кільцевих копій мультиплікованого гена 
(генів) розміром від 50 до 3000 тис. п. н. 

При культивуванні клітин еукаріот у присут
ності метатрексату (МТХ) у них відбувається 
ампліфікація гена дигідрофолатредуктази (dhfr), 
продукт якого забезпечує стійкість клітин до цієї 
речовини. Найчастіше така ампліфікація веде до 
утворення епісом, кожна з яких містить кілька 
тандемно розташованих копій гена [2, 3 ]. Поперед
никами епісом є лінійні амплікони, кожен з яких 
складається з однієї копії гена. Ці попередники 
з'єднуються тандемно (можливо, в цьому процесі 
бере участь механізм, за допомогою якого утворю
ються тандемно з'єднані копії трансгенів, що їх 
було описано в попередньому розділі) та замика
ються у кільця [4 ]. Ген dhfr відноситься до групи 
генів стійкості до отрут «multidrug-resistance genes 
(mdr)». У цю ж групу входить також ген cad, який 
забезпечує стійкість клітин до іншого антимета
боліте — N-фосфонацетил-Ь-аспартату (PALA). 
При додаванні цієї речовини до культурального 
середовища відбувається ампліфікація гена cad з 
утворенням епісом [5, 6 ] . Ще один представник 
mdr-генів — ген металотіонеїну І, ампліфікується 
при додаванні до культурального середовища солей 
важких металів [7, 8 ]. При вирощуванні клітин у 
присутності двох агентів — МТХ та PALA від

бувається коампліфікація відповідних генів [9]. 
Ампліфікація генів, продукти яких надають кліти
нам стійкості до токсичних компонентів середови
ща, не обмежується генами групи mdr. У присут
ності овабаїну спостерігається ампліфікація а-суб-
одиниці Na, К-АТРази, в результаті чого клітини 
стають стійкими до цієї сполуки [10]. У клітинах, 
стійких до піразофурину, виявлено ампліфікацію 
гена, що кодує UMP-синтазу [11]. 

Питання про те, чи можуть епісоми, які мі
стять ампліфіковані копії генів, реплікуватися, чи 
вони просто існують деякий час у позахромосомно-
му стані для збільшення дози генів та поповнюють
ся новими копіями за рахунок ампліфікації, довгий 
час залишалося відкритим. Для реплікації епісоми 
мають містити принаймні стартову точку (огі) ре
плікації та, можливо, деякі додаткові нуклеотидні 
послідовності. Важливі докази на користь віро
гідності екстрахромосомної реплікації ампліфіко-
ваних генів групи mdr було отримано під час 
вивчення хромосомних огі реплікації. Наявність огі 
реплікації було показано у гені dhfr та в його 
екстрахромосомних копіях [12]. Пізніше було під
тверджено і екстрахромосомну реплікацію епісом, 
які містять цей ген [13—15]. Аналогічні дані отри
мано також для ген cad [5, 16]. Іншим відносно 
добре вивченим випадком ампліфікації є амплі
фікація протоонкогенів у клітинах пухлин [17]. 
Одне з перших спостережень такої ампліфікації 
було зроблене для протоонкогена тус [18—21]. 
Копії гена звичайно містяться в епісомах у поло
женні «голова—хвіст», а фізична карта цих копій 
відповідає такій хромосомного гена [22 ]. Так само, 
як і гени групи mdr, ген тус містить огі реплікації, 
який дозволяє myc-епісомам реплікуватися поза-
хромосомно [23 ]. Будучи клонованим, цей огі реп
лікації здатний здійснювати реплікацію конструк
цій, що його містять [24, 25]. 

Ампліфікація протоонкогенів майже завжди 
спостерігається в різних пухлинах, причому набір 
ампліфікованих онкогенів є пухлиноспецифічним. 
Ампліфікація — одна з найранішніх подій пухли-
ноутворення, тобто збільшення дози та гіперекс-
пресія відповідних генів стають причиною розвитку 
пухлини [17]. Низькі концентрації певних агентів, 
таких як гідроксисечовина чи диметилсульфоксид, 
знижують кількість епісом та мініхромосом у клі
тинах. При цьому клітини пухлин, які були іммор-
талізовані внаслідок ампліфікації гена тус, втрача
ють імморталізований статус та починають дифе
ренціюватися [26]. 

Активне вивчення ДНК різних пухлин дозво
лило виявити численні випадки ампліфікації генів, 
що не відносяться до групи протоонкогенів. У 
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клітинах пухлини молочної залози та однієї з форм 
гліобластоми виявлено ампліфікацію гена рецепто
ра епідермального фактора росту [27]. Ампліфі-
кований ген однієї з серин-треонінових кіназ також 
знайдено в клітинах пухлини молочної залози лю
дини [28]. Гени, що кодують дві інші серин-тре-
онінові кінази, відповідальні за регуляцію клітин
ного циклу, ампліфікуються в деяких пухлинах 
людини [29]. Велику зацікавленість представляє 
ампліфікація генів циклінів D1 та D2 у різних 
пухлинах [ЗО—32 ]. Гени, що кодують білки CDK4 
та MDM2, часто коампліфікуються у саркомах 
людини [33]. В клітинах пухлини передміхурової 
залози in vivo спостерігається ампліфікація гена, 
який кодує рецептор андрогенних гормонів [34 ]. У 
деяких пухлинах типу гліом ампліфікується ген 
білка GAC1, члена родини лейцин-багатих білків. 
Функції цього білка не зовсім зрозумілі, але він 
має гомологію з білками, які забезпечують клітин
ну адгезію, та з рецепторами, що беруть участь у 
передачі сигналу [35]. Хотілося б підкреслити той 
факт, що, крім протоонкогенів, в імморталізованих 
клітинах ампліфікуються або гени білків, що бе
руть участь у регуляції клітинного циклу, або гени 
рецепторів чи сигнальних молекул. Сучасні методи 
дозволяють також виявити ампліфікацію окремих 
ділянок хромосом. Не завжди вдається пов'язати ці 
ділянки з конкретними генами, але поступово, по 
мірі накопичення інформації про локалізацію генів 
на хромосомах, це стає можливим [29, 35]. 

Епісоми, що містять гени групи mdr, протоон-
когени, епідермальний фактор росту та, вочевидь, 
інші гени, що ампліфікуються у пухлинах, об'єд
нуючись, здатні до утворення мініхромосом 
(DM's —double minute chromosomes), які часто є 
видимими у світловому мікроскопі [37]. Як епі
соми, так і мініхромосоми можуть інтегрувати в 
геном, утворюючи ділянки хромосом, що гомогенно 
забарвлюються, та навпаки, виникати з таких ді
лянок шляхом ексцизії [38 ]. Між інтра- та екст-
рахромосомними копіями генів спостерігається та
кож так звана інтерконверсія — вторинні перебудо
ви, пов'язані з рекомбінацією окремих ділянок та 
копій генів [39 ]. Мініхромосоми (як і епісоми), що 
містять гени mdr, поступово елімінують при від
сутності селективного тиску [40]. 

Всі згадані випадки ампліфікації було виявлено 
при різних патологіях та стресових станах. Про 
ампліфікацію генів у нормі відомо значно менше, 
але вона є дуже цікавою, оскільки демонструє 
необхідність цього процесу для життєдіяльності 
клітини. Хоча ідентифіковано лише невелику кіль
кість генів, здатних до подібної ампліфікації, і 
пошук ампліфікації в нормі, особливо у дорослих 

організмів, є досить важким [41, 42], все ж таки 
можна припустити, що це — розповсюджене яви
ще, переважно в ранньому ембріогенезі, коли на 
деяких стадіях потрібний швидкий синтез великих 
кількостей певних білків або при перебудовах дея
ких нестабільних локусів, як у випадку /?-рецепто-
ра Т-клітин, який ампліфікується у тимусі миша
чих ембріонів [43 ]. Під час ембріогенезу дрозофіли 
ампліфікуються гени білків хоріону, продукти яких 
з'являються на певних стадіях онтогенезу у вели
ких кількостях [44, 45]. Слід зазначити, що цей 
процес контролюється спеціальним елементом 
(АСЕ — amplification control element), який може 
викликати ампліфікацію розташованих поруч нук-
леотидних послідовностей при переміщенні в іншу 
область геному. Ампліфікація окремих генів ще 
однієї комахи, Sciara coprophila, регулюється екди-
зоном, і ці гени містять відповідний екдизонзв'язу-
ючий елемент. Інший характерний приклад — це 
ампліфікація генів, що кодують рибосомні РНК 
(рРНК), яка відбувається у різних організмів. Впе
рше епісоми, що містили гени рРНК, було виявле
но в ооцитах шпорцової жаби Xenopus laevis. Ці 
епісоми мали різний розмір у залежності від кіль
кості копій гена [46]. Аналогічне явище відбу
вається також в ооцитах деяких комах [47, 48 ]. На 
універсальність цих процесів вказує той факт, що 
екстрахромосомні копії кількох генів виявлено на 
деяких стадіях клітинного циклу зеленої водорості 
хламідомонади [49]. У дріжджів збільшення кіль
кості екстрахромосомних кільцевих копій генів 
рРНК у клітині є ознакою старіння. Клітини, в 
яких вміст таких епісом переважає деяке порогове 
значення, гинуть [50]. 

Оскільки гени рРНК та міжгенні області мі
стять численні огі реплікації, ампліфіковані копії 
цих генів можуть реплікуватися автономно [50, 
51 ]. Гени рРНК демонструють здатність коампліфі-
куватися з геном cad у клітинах, стійких до PALA 
[52]. Для генів, що кодують рРНК (рДНК), харак
терним є високий ступінь метильованості. Не є 
виключенням і ампліфікована рДНК. Гени рРНК, 
які містяться в епісомах, також метильовані, що 
вказує на збереження відповідних сигнальних нук-
леотидних послідовностей [53]. 

Ампліфікуватися можуть не лише гени струк
турних білків. Ще в 1991 році було запропоновано 
апріорну гіпотезу про екстрахромосомні регуля
торні гени [54]. Згідно з цією гіпотезою, регуля
торні гени, продукти яких відповідають за дифе
ренціювання клітин та тканиноспецифічну екс
пресію генів, є неактивними в складі хромосом, а 
під час індукції ампліфікуються та замикаються у 
кільця, виходячи з-під контролю негативних регу-
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ляторних елементів, після чого починається їхня 
експресія. Останнім часом отримано докази на 
користь цієї гіпотези. З печінки людини виділено 
кільцеву екстрахромосомну ДНК, що має хромо
сомне походження. При трансфекції дедиферен-
ційованих клітин гепатоми цією ДНК вони зазна
ють термінальної диференціації. Згадана ДНК мог
ла індукувати диференціювання тільки перебува
ючи у формі епісоми, але не в інтегрованому в 
геном вигляді [55—57]. Під час диференціювання 
in vitro ембріональних стовбурових клітин, з них 
було виділено екстрахромосомні ДНК, що містили 
унікальні послідовності геномного походження, 
яких не було в таких ДНК у недиференційованих 
клітинах [58 ]. З клітин ембріональної карциноми, 
диференціацію яких у нейроноподібні клітини було 
індуковано додаванням ретиноєвої кислоти, також 
виділено епісоми, що містили унікальні нуклео
тидні послідовності, які мали гомологію з геномни-
ми послідовностями та були відсутніми у фракції 
кільцевих позахромосомних ДНК недиференційо
ваних клітин [59]. Існує обгрунтоване припущен
ня, що гени, які визначають асиметрію організмів 
хребетних у ході ембріогенезу, також ампліфі
куються, що дозволяє їм виконувати свої функції 
[60]. Отже, стає очевидним, що гіпотеза про екст
рахромосомні регуляторні гени має сенс. 

На основі наведених даних можна зробити 
висновок про те, що ампліфікація та екстрахромо-
сомна форма існування генів є вельми розповсюд
женими та, напевно, відіграють важливу роль у 
функціонуванні геномів. Порушення нормальної 
ампліфікації може призвести до загибелі всього 
організму, як у випадку з генами рРНК дріжджів. 

Малі кільцеві екстрахромосомні ДНК. На від
міну від епісом, що містять ампліфіковані гени 
розміром від 50 до 3000 тис. п. н. (за виключенням 
екстрахромосомних регуляторних генів, які мають 
дещо менші розміри), не кажучи вже про міні
хромосоми, малі кільцеві ДНК мають розмір від 
кількох сотень до кількох тисяч п. н. [61, 62 ]. Одне 
з перших повідомлень щодо наявності в клітинах 
еукаріот малих кільцевих ДНК було зроблене ще в 
1978 році. Тоді було відмічено, що ДНК, які було 
виділено з клітин Фабрицієвої сумки курячих емб
ріонів та курчат, різняться за розміром та кіль
кістю на клітину [63 ]. Автори роботи припустили, 
що, оскільки екстрахромосомні ДНК було виділено 
з Фабрицієвої сумки, вони можуть містити продук
ти перебудов імуноглобулінових генів. Це припу
щення підтвердилося, коли в ембріонах мишей 
було знайдено кільцеві інтермедіати перебудов іму
ноглобулінових генів, що містили нуклеотидні по
слідовності, які не транскрибуються [64 ]. 

Досить швидко з'ясувалося, що малі кільцеві 
ДНК присутні в клітинах практично всіх дослід
жених еукаріот, у тому числі і в рослин [65]. 
Згодом велику кількість малих кільцевих ДНК 
різного походження було детально проаналізовано 
[66]. Більшість з них складалася з повторюваної 
ДНК різних родин. При цьому представленість тих 
чи інших повторів в екстрахромосомній ДНК не 
відповідала частоті зустрічаємості цих повторів у 
геномі. В складі малих кільцевих ДНК знайдено 
практично всі типи повторюваних послідовностей: 
Яш/ЗЛ-повтори [67], АЫ1-, BJ-, В2- та І АР (intra-
cisternal A-particles)-повтори [68, 69], Ы-повтори 
[70], ^« / -повтори [66], /?-сателітну ДНК [71]. 
Деякі з цих повторюваних послідовностей, таких 
як /АР-повтори, L7-, BJ- та 2?2-повтори, мають у 
своєму складі регуляторні елементи (енхансери та 
промотори) та кодують білки з властивостями зво
ротної транскриптази [72—75]. Характерним є те, 
що склад повторів в екстрахромосомних ДНК роз
різняється в різних органах [68 ], що може свідчити 
про органоспецифічні розбіжності в процесах пере
будов ДНК. Аналогічно склад (але не кількість) 
малих кільцевих ДНК достовірно змінюється у 
мишей різних вікових груп [69]. Можливо, це 
пов'язане зі змінами в рекомбінаційній активності 
різних повторів у результаті старіння організму або 
з тим, що самі ці ДНК беруть участь у цьому 
процесі (про подібне явище з ампліфікованими 
генами рРНК вже йшлося раніше). 

З приводу реплікації малих кільцевих ДНК 
єдиної думки немає. Такі ДНК виявлено, наприк
лад, серед нуклеотидних послідовностей приматів, 
що реплікуються в ранній S-фазі [76 ]. Разом з тим 
додекасателітні повтори, суперпредставлені в ма
лих кільцевих ДНК (існувала думка, що вони 
містять численні огі реплікації), є нездатними під
тримувати реплікацію плазмід у культурі клітин 
[77]. Незважаючи на це, можливість реплікації 
малих кільцевих ДНК здається більш ймовірною, 
ніж неможливість, оскільки частина повторюваних 
послідовностей, що входять до їхнього складу, здат
на виконувати функції огі реплікації. Крім того, 
зокрема, 2?7-повтори мають істотну гомологію з огі 
реплікації паповавірусів [78] і, можливо, це не 
унікальний випадок. Слід усе ж зазначити, що 
реплікацію малих кільцевих ДНК вивчено значно 
гірше, ніж реплікацію ампліфікованих генів та 
мініхромосом, але докладно це буде обговорювати
ся пізніше. 

На закінчення цього розділу хотілося б згадати 
про інші класи малих кільцевих ДНК. У клітинах 
мишей лінії L(tk") виявлено близько 5000 копій на 
клітину плазміди, що стабільно передавалася на-
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щадкам в екстрахромосомному стані без патологіч
ного ефекту для клітин. її було названо L-факто-
ром. Аналіз плазміди показав, що вона складається 
з нуклеотидних послідовностей вірусу поліоми та 
деяких геномних послідовностей миші [79, 80]. 
Вочевидь, ця плазміда утворилася в результаті 
рекомбінації вірусу поліоми (можливо, його мутан
тної форми) з геномною ДНК миші. Для ряду 
вірусів ссавців взагалі є характерною наявність у 
життєвому циклі кільцевих реплікативних форм. 

Ще одну групу екстрахромосомних ДНК вияв
лено в клітинах асцитної пухлини Ерліха. На 
відміну від тих, про які йшлося раніше, ці ДНК є 
лінійними (розміром від 50 до 500 п. н.) та знахо
дяться в цитоплазмі. Вони міцно зв'язані з кіль
кома білками та відсутні в нормальних клітинах, 
їхні функції незрозумілі, але вони здатні модулю
вати активність промоторів та індукувати іммор-
талізацію інших клітин in vitro [81, 82]. 

Отже, малі кільцеві ДНК відіграють певну, але 
ще недостатньо вивчену роль. Можливо, якась 
частина їх дійсно є інтермедіатами спадкових пере
будов геному та транспозиції, але основна частина 
присутня в клітинах невипадково. Не виключено, 
що вони являють собою один із механізмів, що 
регулюють роботу геному та забезпечують його 
стабільність. Крім того, малі кільцеві ДНК, які 
містять регуляторні елементи, можуть оперативно 
змінювати експресію тих чи інших генів, якщо 
припустити наявність специфічних механізмів ін
теграції чи транс-регуляції за типом послідовної 
передачі сигналу. Порушення механізмів, які кон
тролюють динаміку кільцевих ДНК, може призве
сти до дестабілізації геному та, в підсумку, до 
загибелі клітини. Фактори, здатні викликати таке 
порушення, будуть обговорюватися у наступних 
розділах. 

Утворення та підтримання чисельності екст
рахромосомних ДНК. Найвагоміший внесок в ут
ворення екстрахромосомних ДНК робить гомоло
гічна та негомологічна рекомбінація. На користь 
цього свідчить той факт, що гени, які здатні до 
ампліфікації, часто фланковані повторюваними по
слідовностями [83, 84]. Так, у фланкуючих по
слідовностях гена cad виявлено «гарячі точки» 
незаконної рекомбінації, що являють собою мо
заїчно організовані нуклеотидні послідовності, які 
складаються з А/и/-поді6них повторів та довгих 
АТ-багатих недосконалих паліндромів. Ці палін
дроми обмежені GC-багатими блоками [85—87]. 
Ген /9-рецептора Т-клітин має у 5 '- та З'-фланку-
ючих областях семи- та дев'ятичленні повні палін
дроми [43]. Ген dhfr, що ампліфікується в кліти
нах, стійких до МТХ, подовжений Л/и-повторами 

[14]. Довгі обернені повтори виявлено також у 
складі епісом, DM's та ділянок хромосом, що гомо
генно забарвлюються [88]. Такі повтори є суттє
вими і для утворення зворотних дуплікацій генів у 
процесі ампліфікації [89 ]. Отже, рекомбінація між 
повторюваними нуклеотидними послідовностями 
виконує важливу роль в ампліфікації генів. Описа
но також ампліфікацію кількох генів внаслідок 
нерівної рекомбінації між сестринськими хромати-
дами [90 ]. У цей же час сигнали, які індукують ці 
процеси, поки що є незрозумілими. Відомо, на
приклад, що антибіотик мітоміцин С викликає у 
дрозофіли різні перебудови геному, в тому числі 
активацію ретропозонів [91 ]. Аналогічно інші от
рути та антиметаболіти призводять до активації 
всіх видів рекомбінації в клітинах ссавців in vitro 
[92, 93 ]. Разом з тим проміжні події між обробкою 
отрутами та індукцією ампліфікації невідомі. Мож
на лише припустити, що після індукції в ексцизії 
генів, які ампліфікуються, беруть участь нуклеази. 
В клітинах, стійких до отрут та антиметаболітів, 
відмічено збільшену активність 2п 2 +-незалежної 
нуклеази, яка, за припущенням, генерує екстра-
хромосомну ДНК [94]. Деякі нуклеази, що від
носяться до групи рестриктаз, упізнають саме палі-
ндромні нуклеотидні послідовності, які часто при
сутні у фланкуючих областях генів, що амплі
фікуються. Певний внесок в ампліфікацію генів 
робить і їхня транскрипція. При активації гена тус 
у його регуляторній області утворюється тетрап-
лекс з неканонічною структурою ДНК, яка, мож
ливо, сприяє ампліфікації [95]. Так само регуля
торні елементи транскрипції генів рРНК можуть 
бути причетними до їхньої ампліфікації [51 ]. 

На інтенсивність ампліфікації впливає також 
метилювання ДНК. При обробці клітин 5-азацити-
дином ампліфікація маркерного гена, що кодує 
асоційований з пухлиноутворенням поверхневий 
антиген, різко знижується [96]. Можна припусти
ти, що цей механізм пов'язаний з припиненням 
транскрипції метильованої ДНК або з тим, що вона 
стає недоступною для факторів, які здійснюють 
ампліфікацію. 

Що стосується малих кільцевих ДНК, біль
шість з яких складається з повторів, то роль 
рекомбінації в їхньому утворенні є очевидною. У 
попередньому розділі вже згадувалося, що неста
більність мінісателітів у ранньому ембріогенезі веде 
до утворення малих кільцевих ДНК [97]. Екстра
хромосомні кільцеві копії повторів родини БаиЗА 
утворюються за участю коротких нуклеотидних 
послідовностей, які гомологічні с/и-послідовностям, 
необхідним для рекомбінації у прокаріот [67, 98 ]. 

Рекомбінація — не єдиний з відомих механіз-
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мів утворення малих кільцевих ДНК. Частина з 
них утворюється шляхом зворотної транскрипції та 
є інтермедіатами ретротранспозиційних подій. Еле
менти, здатні до ретротранспозиції, виявлено та
кож у міжгенних областях генів рРНК дрозофіли 
[91 ]. Питання про те, як регулюється цей процес, 
залишається відкритим. Слід відзначити той факт, 
що кількість малих кільцевих ДНК у клітині збіль
шується при трансгенозі [99 ]. 

Суттєвий внесок в ампліфікацію генів та діля
нок хромосом роблять дволанцюгові розриви хро
мосом. На думку деяких авторів, пошкодження 
хромосом відіграють центральну роль в амплі
фікації [100]. Фрагменти, які утворюються при 
розривах, можуть замикатися в кільця та, якщо 
вони досить великі, утворювати мініхромосоми 
[101 ], а якщо ні — то поповнювати фракцію малих 
кільцевих ДНК. Можливо, завдяки такому ме
ханізмові утворення іноді в одній мініхромосомі 
виявляється кілька різних генів. Наприклад, ген 
тус може коампліфікуватися з генами орнітинде-
карбоксилази, рибонуклеотидредуктази, синдека-
на-1 та іншими [102, 103]. Ген епідермального 
фактора росту також майже завжди коампліфі-
кується з іншими генами [104]. Це явище можна 
пояснити тим, що гени, здатні до сумісної ампліфі
кації, локалізовані на хромосомах поруч та при 
фрагментації хромосом виявляються в одному фра
гменті. З іншого боку, можливе і злиття екстрахро-
мосомних ДНК, які містять різні гени. Утворення 
дволанцюгових розривів є однією з причин амплі
фікації генів групи mdr. У цьому випадку обробка 
отрутами та антиметаболітами може призвести до 
виникнення розривів хромосом у гіперчутливих 
сайтах, що знаходяться у фланкуючих областях 
генів. Показано, що сайти, які формують ламкі 
ділянки хромосом, розташовані поблизу протоонко-
генів та відіграють важливу роль в їхній амп
ліфікації [105]. Таким чином, незважаючи на уяв
ну випадковість ампліфікації шляхом дволанцюго
вих розривів хромосом, існує механізм, котрий 
забезпечує переважне утворення розривів у певних 
місцях. Звичайно, при цьому не відбувається вибір
кової ампліфікації одного гена, однак у популяції 
екстрахромосомної ДНК з великою ймовірністю 
виявиться потрібний ген, який забезпечить клітині 
стійкість проти того чи іншого агента. 

Певним чином з дволанцюговими розривами 
хромосом пов'язаний і третій основний механізм 
ампліфікації — шляхом повторної активації огі ре
плікації. Це можливе у випадку стресорних впливів 
на клітину, які пригнічують реплікацію ДНК. Ко
ли після зняття стресорного тиску реплікація від
новлюється, то вона знов починається з огі ре

плікації, раніше синтезовані фрагменти при цьому 
видаляються [100]. Вони можуть замкнутися в 
кільця (якщо не зазнають нуклеазного гідролізу) 
та існувати позахромосомно. Цей спосіб ампліфі
кації не буде видаватися таким неспецифічним, 
якщо згадати, що багато з генів, які було знайдено 
в ампліфікованому стані, містять у своєму складі 
(або у фланкуючих областях) огі реплікації, про 
що вже йшлося в попередніх розділах. Якщо в 
згаданих недореплікованих фрагментах виявляться 
гени, що надають клітині селективну перевагу, то 
такі клітини дають початок популяціям клітин з 
новим набором екстрахромосомних ДНК. Можли
во, цей механізм діє при виникненні резистентних 
клітин під час хіміотерапії пухлин. Крім того, він 
сам може бути причиною пухлиноутворення. Пока
зано, що одна з форм раку виникає у зв'язку з 
наявністю мутацій в генах, продукти яких залучені 
до системи реплікації ДНК [106]. Як уже згадува
лося, в огі реплікації часто формуються нека-
нонічні структури ДНК, що є «гарячими точками» 
рекомбінації. Один з білків, що зв'язуються з огі 
реплікації, сприяє утворенню петель ДНК поблизу 
огі гена dhfr [107 ]. 

Цікаве спостереження зроблено авторами робо
ти [108], які виявили, що після короткого періоду 
гіпоксії в клітинах починається суперреплікація та 
ампліфікація ДНК. Оскільки відомо, що клітини 
пухлин постійно перебувають у гіпоксичних умо
вах, можливо, цим пояснюється ампліфікація в них 
багатьох генів. 

Наявність вільних кінців ДНК (при розривах 
хромосом, повторній активації огі реплікації, 
трансгенозі) активує захисні механізми клітини. 
При цьому часто виникає блокада клітинного цик
лу, до якої причетний білок р53. Останній блокує 
клітинний цикл також при зниженні концентрації 
рибонуклеотидів у клітині, що може бути виклика
не, наприклад, обробкою таким антиметаболітом, 
як PALA. Якщо через деякий час не відбувається 
репарації вільних кінців ДНК чи не відновлюється 
нормальний рівень синтезу нуклеотидів, починає
ться апоптоз. Отже, для успішної ампліфікації 
необхідними є додаткові чинники, які сприяють 
зняттю блокади клітинного циклу. Якщо не зважа
ти на ліквідацію вільних кінців ДНК шляхом 
замикання лінійних молекул у кільця, таким чин
ником може бути втрата обох алелей р53 в резуль
таті помилкової рекомбінації [109, 110], мутації 
[111—113] (при цьому введення екзогенного р53 
відновлює нормальний клітинний цикл та пригні
чує ампліфікацію [114]) або інактивація функціо
нально активного р53. Така інактивація може бути 
викликана, наприклад, великим Т-антигеном віру-
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су SV40, який зв'язується з р53. В цей же час 
реплікація клітинної ДНК відновлюється та почи
нається ампліфікація [115]. Інший шлях — це 
зняття блокади клітинного циклу в результаті над-
експресії протоонкогенів, яка є наслідком їхньої 
попередньої ампліфікації. Продукт протоонкогена 
тус індукує початок мітозу в клітинах з р53-за-
лежною зупинкою клітинного циклу, що стимулює 
початок ампліфікації інших генів [116]. Можливо, 
саме таким чином діють цикліни та циклін-залежні 
кінази, про ампліфікацію генів яких йшлося ра
ніше. Отже, стає очевидним, що ампліфікація — це 
складний ланцюг подій, котрий зачіпає різні систе
ми клітини та серйозно впливає на її функції та 
життєдіяльність. 

Питання про те, як відбувається реплікація 
екстрахромосомних ДНК, вже обговорювалося під 
час розгляду окремих класів цих молекул. Прак
тично всі вони мають у своєму складі цис-діючі 
послідовності, на яких починається реплікація (огі 
реплікації). Відзначу тільки, що в еукаріот є роди
на білків МСМ (minichromosome maintenance pro
teins). Вперше їх було виявлено у дріжджів як 
білки, що зв'язуються з огі реплікації дріжджових 
епісом. У дріжджів, які були мутантними за генами 
цих білків, епісоми не могли реплікуватися [117]. 
Ці білки знайдено у всіх еукаріот і вони є високо-
консервативними. Різні члени родини зв'язуються 
з різними типами огі реплікації [118]. Мутанти за 
генами окремих МСМ-білків не можуть підтриму
вати реплікації мініхромосом з відповідними огі 
реплікації [119]. У таких мутантів також спо
стерігаються порушення реплікативного циклу хро
мосом [120]. 

Що стосується сегрегації екстрахромосомних 
ДНК, то вона може відбуватися по-різному. Пер
ший шлях — це сегрегація по механізму, за допо
могою якого сегрегують хромосоми, тобто за уча
стю центромер. Центромерну ДНК було виявлено 
у складі багатьох епісом та мініхромосом [121 ]. 
Екстрахромосомна ДНК може набувати центромер 
або внаслідок потрапляння відповідних ділянок при 
утворенні цієї ДНК шляхом фрагментації хромо
сом, реініціації огі реплікації чи ретропозиції, або 
шляхом утворення неоцентромер з латентних цен
тромер, які містяться в деяких повторюваних по
слідовностях, наприклад, сателітній ДНК [122]. 
Доказом останнього припущення є той факт, що 
ацентричні мініхромосоми дрозофіли сегрегують 
так само, як і нормальні хромосоми, тобто функції 
центромер виконують інші нуклеотидні послідов
ності [123]. В малих кільцевих ДНК також знай
дено послідовності, які входять до складу центро
мер [124]. Можливо, функцій неоцентромер може 

набувати сателітна ДНК, що дуже часто зустрі
чається у складі малих кільцевих ДНК. 

Другий шлях сегрегації екстрахромосомної 
ДНК — випадкове розділення між дочірніми ядра
ми в процесі клітинного поділу. При досить вели
кому вмісті екстрахромосомних ДНК у клітині 
дочірні клітини будуть отримувати приблизно од
накові кількості цих ДНК. Достатня кількість екс
трахромосомних ДНК у клітині перед її поділом 
може накопичуватися (навіть якщо ці ДНК реплі-
куються у той самий час, що й хромосомна ДНК 
клітини) завдяки тому, що внаслідок малих роз
мірів цих молекул вони можуть пройти кілька 
раундів реплікації поки реплікує хромосомна ДНК. 

Є й третій шлях сегрегації екстрахромосомних 
ДНК, що здається досить перспективним для роз
ділення тих ДНК, які не мають у своєму складі 
центромер. Цей шлях грунтується на тому ж прин
ципі, що й сегрегація низькокопійних плазмід у 
прокаріот. Такі плазміди кодують білки, які зв'язу
ються з центромероподібними нуклеотидними по
слідовностями цих плазмід та одночасно з певними 
ділянками бактеріальної хромосоми. Під час поділу 
клітини плазміди розходяться в новоутворені до
чірні клітини разом з дочірніми хромосомами, а 
потім від'єднуються від них. Аналогічний механізм 
діє при сегрегації кільцевої реплікативної форми 
вірусу папіломи бика. Один з білків, що кодуються 
вірусом, приєднує вірусну епісому до хромосоми 
хазяїна протягом мітозу і, таким чином, здійснює 
розподіл вірусу між дочірніми клітинами [125]. У 
дріжджів виявлено білок Abpl, котрий зв'язується 
з численними сайтами одного з ацентричних екст
рахромосомних елементів. Цей білок має високу 
гомологію з ідентифікованим раніше білком люди
ни CENP-B, який асоційований з ДНК центромер 
[126]. Можливо, цей білок (Abpl) бере участь у 
сегрегації згаданого елемента. Не виключено, що 
подібний механізм діє також у випадку інших 
екстрахромосомних ДНК, які, хоча й не кодують 
специфічних білків, але можуть використовувати 
для цього хазяйські ДНК-зв'язуючі білки. 

К В. Крисан 

Экстрахромосомные ДНК в клетках эукариот 

Резюме 

В настоящее время известны две основные формы существо
вания трансгенов — интегрированная в геном реципиента и 
экстрахромосомная. Хотя интегрированные трансгены 
встречаются значительно чаще, чем таковые, способные к 
постоянному внехромосом ному существованию, последние яв
ляются намного интереснее и перспективнее для биотехноло
гии и биомедицины. Однако механизмы, определяющие форму 
существования экстрахромосомных ДНК, исследованы еще 
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недостаточно. В данном обзоре проанализированы эти меха
низмы и рассмотрены экстрахромосомные ДНК различного 
происхождения. 

К V. Krysan 

Extrachromosomal DNA in eukaryotic cells 

Summary 

Two forms of transgenes are known — integrated into the host 
genome and extrachromosomal. Although the integrated transgenes 
are more common, the extrachromosomal ones are more interesting 
and perspective for the purposes of biotechnology and biomedicine. 
However, the mechanisms determining the fate of the extra
chromosomal DNA molecule, have not been entirely studied so far. 
In this review we discuss these mechanisms and consider the 
extrachromosomal DNA of different origin. 
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