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Baculoviridae — родина різнорідних патогенних вірусів, шр інфікують комах і характеризуються 
складним реплікаційним циклом, який завершується включенням віріонів у кристалічний білковий 
матрикс. Бакуловірусні гени експресуються за типом транскрипційного каскаду, в якому кожний 
наступний етап залежить від експресії генів на попередньому етапі. Даний огляд узагальнює 
сучасні уявлення як про згаданий унікальний механізм генної експреси, так і про механізми 
бакуловірусної реплікації, пов'язаної з ним. Описуються нуклеотидні послідовності та гени, шр 
беруть участь у цих процесах. 

Бакуловірусні інфекції виявлено більш ніж у 600 
видів комах, до яких відносяться представники 
Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera і Coleoptera [1 ]. 
Спустошення, яке бакуловіруси можуть спричиня
ти в природній популяції комах, робить їх не
замінними як біоінсектициди. Впродовж багатьох 
років основна зацікавленість, проявлена до баку
ловірусів, стосувалася саме цього напрямку. В ос
таннє десятиріччя, у зв'язку з розвитком баку
ловірусної експресійної векторної системи, почало
ся суперінтенсивне дослідження цих вірусів. Баку
ловіруси мають великий двоспіральний кільцевий 
ковалентно замкнений ДНК-геном розміром від 88 
до 160 тисяч пар нуклеотидів (тис п. н.). Розмір 
вірусного геному визначає довжину нуклеокапси-
ду, яка може складати від 200 до 400 мкм. Товщи
на залишається постійною — біля 36 мкм [2 ]. Нук-
леокапсиди упаковані всередені ліпопротеїнової 
оболонки, утворюючи віріон. Ці структури можуть 
входити до складу поліедрів або гранул (тільця 
включення), які формуються в ядрах інфікованих 
клітин [3]. Поліедри складаються, в основному, з 
одного білка — поліедрину. За розміром вони коли
ваються від 1 до 15 мкм у діаметрі, мають зов
нішню ліпосахаридну мембрану [4, 5] . 

Варіації в кількості нуклеокапсидів усередині 
кожного віріону і кількості віріонів усередині ті
лець включення стали основою для класифікації 
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бакуловірусів. У залежності від тілець включення 
бакуловіруси поділяються на три субгрупи. Субгру-
па А —віруси ядерного поліедрозу (NPV): у по
ліедр включено декілька віріонів — нуклеокапсид у 
мембрані. Відповідно до особливостей ізоляту кож
ний віріон може включати в мембрану один (S) чи 
багато (М) нуклеокапсидів. Субгрупа В — віруси 
гранульозу (GV): мають віріони, які містять у 
мембрані лише один нуклеокапсид. Єдиний віріон 
оточується білком грануліном і утворюється грану
ла. Субгрупа С — невключені віруси (NOV): ві
руси, що не утворюють тілець включення. Баку
ловіруси звичайно називають за ім'ям хазяїна, з 
якого їх одержано. 

Найдокладніше на молекулярному рівні вивче
но NPV Autographa californica (AcMNPV). Для 
геному цього вірусу вперше визначено повну нук-
леотидну послідовність [6] (геном складаєтся з 
133844 п. н. і містить 41 % G + C). Це дозволило 
виявити генну організацію і передбачити кодуючий 
потенціал геному. Ідентифіковано 154 відкриті ра
мки зчитування (ORFs), які мають ініціюючий 
метіоніновий кодон і не мають протяжних послі
довностей, що перекриваються, тобто поодиноких 
екзонів. Ці ORFs потенційно можуть кодувати 
білки, які містять понад 50 амінокислотних за
лишків. Кодуючі послідовності розташовуються на 
обох нитках ДНК і мають різну орієнтацію. ORFs 
звичайно дуже щільно розміщуються на геномі: 
регуляторні області мають мінімальний розмір. 
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Схожу будову має і геном NPV Orgia pseudotsugata 
(OpMNPV), для якого нещодавно теж було визна
чено повну нуклеотидну послідовність [7]. Геном 
цього вірусу складається з 131990 п. н. і містить 
55 % G + C. Ідентифіковано 152 ORFs, з яких 126 
мають гомологів в AcMNPV, що складає приблизно 
80 % геному. Ідентичність за амінокислотним 
складом між гомологічними ORFs становить у се
редньому 56 %. 

В залежності від часу експресії протягом роз
витку інфекції бакуловірусні гени поділяються на 
ранні і пізні [8]. Враховуючи функціональне на
вантаження їх можна поділити на регуляторні, 
структурні і несуттєві гени [9]. До регуляторних 
відносяться ранні гени, їхня функція полягає в 
регуляції реплікації вірусної ДНК і регуляції експ
ресії інших генів. Структурні гени кодують білки 
віріонів і поліедрів. Організацію і властивості регу
ляторних і структурних генів буде розглянуто далі. 
Несуттєвими є такі гени, мутації в яких не впли
вають на здатність вірусу реплікуватися як у куль
турі клітин, так і в комахах. Можливо, що не
суттєві гени необхідні для росту або виживання 
вірусу за певних специфічних умов. 

Дослідження функціональної організації ORFs 
показало, що практично немає кластерів генів, які 
були б зв'язані функціонально або в часі. Також 
було показано, що гени, які транскрибуються в 
пізній фазі, часто перемішані з генами, транс
крипція яких відбувається в ранній чи дуже пізній 
час. Зроблено припущення, що така організація 
геному може відігравати регуляторну роль в експ
ресії генів [10]. 

Однією з особливостей геному бакуловірусів є 
присутність гомологічних областей (hr) [11, 12]. Ці 
області (розміром від 0,2 до 1,0 тис. п. н.) склада
ються з повторюваних послідовностей, які вмі
щують недосконалий паліндром з ЗО п. н. У центрі 
кожного паліндрому розташований EcoRI-сшт. З 
обох боків паліндром оточений прямими повторами 
розміром 20 п. н. Тобто hr складаються з високо-
консервативних послідовностей розміром 70 п. н., 
кількість яких для різних hr відмінна. В геномі 
AcMNPV виявлено вісім hr-послідовностей. 

Області hr функціонують як с^-діючі енхансе-
ри транскрипції деяких ранніх генів — 39К, іе-п> 
р35 і гелікази [13, 14]. Показано, що ці послідов
ності можуть бути важливими в ініціації реплікації 
ДНК в інфікованих клітинах [15, 16]. 

Як і у випадку з багатьма іншими еукаріо-
тичними ДНК-вірусами, в бакуловірусних систе
мах спостерігається високоврегульована і впорядко
вана експресія бакуловірусних генів впродовж ін
фекційного циклу. 

Бакуловірусні гени експресуються в транс
крипційному каскаді, де кожна наступна фаза за
лежить від експресії генів протягом попередньої 
фази. Бакуловірусні гени можна розділити на дві 
генеральні категорії — ранні і пізні гени. Ранні 
гени транскрибуються хазяйською РНК-полімера-
зою II [17]; пізні гени транскрибуються вірусспе-
цифічною РНК-полімеразою [18]. Ранні гени по
діляються на безпосередньо ранні і затримано ран
ні, а пізні — на пізні і дуже пізні. Промотори 
ранніх генів характеризуються наявністю консерва
тивної послідовності CAGT, у межах якої відбу
вається ініціація транскрипції [19]. У переважної 
більшості пізніх і дуже пізніх генів транскрипція 
ініціюється в межах консервативної ділянки з 12 
нуклеотидів, у центрі якої розміщена TAAG послі
довність [3, 20]. Промотори дуже пізніх генів 
відрізняються від промоторів пізніх генів наявністю 
додаткових промоторних елементів, які мають на
зву «вибухових» послідовностей і розміщені в лі-
дерній ділянці промоторів від TAAG до кодона 
ATG [21 ]. Більшість генів транскрибутєься протя
гом однієї фази, але транскрипція деяких генів 
відбувається впродовж двох або трьох фаз. 

Численні дослідження показали, що продукти 
ранніх бакуловірусних генів беруть участь у регу
ляції реплікації вірусної ДНК і регуляції транс
крипції пізніх і дуже пізніх генів. Пізні і дуже пізні 
гени кодують структурні білки, що беруть участь у 
процесі вірусного морфогенезу і утворенні поліед
рів. Активація пізніх і дуже пізніх генів залежить 
від експресії ранніх вірусних генів і від реплікації 
вірусної ДНК. Бакуловіруси мають унікальний і 
складний транскрипційний механізм, за допомогою 
якого експресується багато РНК, що перетинають
ся, із спільними 5'- або З'-кінцями. Виходячи з 
аналізу декількох транскрипційних одиниць було 
припущено, що регуляція експресії генів у часі 
може відбуватися через деактивацію ранніх нижче-
розташованих промоторів і наступну активацію 
вищерозташованих пізніх промоторів [22]. 

Безпосередньо ранні гени, до яких відносяться 
гени іе-1 і іе-2, транскрибуються за повної від
сутності експресії вірусного геному, тобто ці гени 
трансактивуються хазяйськими факторами і не по
требують синтезованих de novo продуктів іншіх 
вірусних генів. В останні роки переконливо доведе
но, що гени іе-1 і іе-2 відіграють дуже важливу 
роль у розвитку інфекції. Виявлено, що саме ці 
гени є трансактиваторами багатьох затримано ран
ніх генів, експресія яких необхідна для процесу 
реплікації вірусної ДНК і експресії пізніх і дуже 
пізніх генів [23, 24]. 

Продуктом гена іе-1 є мультифункціональний 
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білок ІЕ-1 (67 кДа), який було виділено і охарак
теризовано [25, 26 ]. При інфікуванні вірусом дико
го типу ІЕ-1 синтезується дуже рано і зберігається 
до пізньої фази. Одна з декількох електрофоретич
них форм ІЕ-1 пов'язана з BV віріонами і це 
підтверджує раніше висловлене припущення щодо 
проникнення ІЕ-1 до клітин разом з віріонами. 
Трансрегуляторний білок ІЕ-1 містить N-кінцевий 
домен, необхідний для трансактивації вірусних 
промоторів, і С-кінцевий домен, який є суттєвим 
для утворення ДНК-білкового комплексу [27]. 

Для гена іе-2 в дослідах з транзієнтної екс-
прессії встановлено, що цей ген трансактивує ві
русні промотори, прямо чи опосередковано стиму
лює реплікацію ДНК і затримує клітинний цикл 
[28, 29]. Припускається, що продукт цього гена — 
білок ІЕ-2 (42 кДа) — бере участь в активації гена 
іе-1 у тих випадках, коли кількість білка ІЕ-1 
обмежена [23]. 

Аналіз результатів досліджень останніх років 
свідчить про те, що майже всі ранні гени експресу-
ють декілька РНК-транскриптів, які ініціюються з 
різних регуляторних ділянок промоторів. Деякі з 
цих транскриптів виявляються лише в ранній фазі 
інфекції, інші зберігаються на постійному рівні до 
пізньої фази. Можливо, саме ця властивість разом 
з наявністю послідовностей, що перекриваються, є 
основним фактором, який забезпечує раннім генам 
регуляторну роль у процесах реплікації ДНК і 
експресії пізніх і дуже пізніх генів. 

Нещодавно в кількох лабораторіях здійснено 
експерименти, результати яких призвели до знач
ного прогресу в розумінні факторів, які беруть 
участь в реплікації бакуловірусної ДНК. Це сто
сується ідентифікації припустимих ділянок ініціації 
реплікації ДНК (origins, огі) і виявлення баку
ловірусних генів, за наявності яких відбувається 
реплікація ДНК. 

Для ідентифікації потенційних огі реплікації 
використано дві різні стратегії. Перша полягала в 
генерації дефектних віріонів, які мали мажорні 
геномні делеції, але в яких залишалися послідов
ності, необхідні для реплікації ДНК. Друга стра
тегія стосувалася пошуку клонованих послідов
ностей вірусного геному, які підтримували реплі
кацію плазмідної ДНК, введеної в інфіковані 
клітини комах. 

У кількох лабораторіях виявлено, що серійні 
пасажі AcMNPV при високій множинності вірусу в 
культурі продукували віріони зі зміненим геномом 
[15, ЗО—32]. У таких мутантах знайдено вставки 
хазяйської ДНК або невеликі делеції в ділянках 
геному, які не впливали на репродукцію вірусу в 
культурі. Але віріони з мажорними геномними 

делеціями також утворювалися після серійних па
сажів. Такі віріони не здатні реплікуватися са
мостійно, тому їх неможливо отримати за допомо
гою методу бляшок. Виявлено, що в геномах таких 
дефектних віріонів залишалися тільки ds-діючі 
послідовності, які були необхідні для реплікації 
дефектних геномів і мали характеристики реплі-
кативних огі [32, 34]. Trans-діючі фактори вноси
лися інтактним вірусом-помічником. Докладне до
слідження структури вірусного геному після кож
них п'яти пасажів AcMNPV нерозведеним вірусом 
у культурі клітин Sf з'ясувало, що перші делеції 
відбуваються після 10—15 пасажів [33]. Практично 
всі ранні делеції локалізовані в локусі гена fp25 і в 
ділянці хітиназного гена, яка не є суттєвою для 
репродукції вірусу в культурі [35 ]. При подальших 
пасажах геномні делеції поширюються на сусідні 
ділянки. 

Аналіз ДНК після 81-го пасажу виявив, що 
більшість молекул ДНК мають розмір 50 тис п. н. 
Такі дефектні геноми складалися з багатьох по
вторів Hindi11-Кфрагмента геному розміром 2,8 
тис п. н. На основі отриманих результатів зробле
но припущення, що огі реплікації вірусної ДНК 
розміщується в Hindll1-Я-фрагменті. Тут же ло
калізовано ділянку, яка включає паліндроми і по
втори, але гомології з hr-послідовностями не було 
виявлено [36]. Аналогічний фрагмент (Hindlll-N) 
локалізований в геномі OpMNPV [37 ]. 

Припущення стосовно здатності hr-послідовно-
стей функціонувати як origins реплікації вірусної 
ДНК виникло давно [11] і знайшло вагому під
тримку внаслідок визначення, що ці послідовності 
теж залишаються в геномах дефектних вірусних 
часток [15]. Використання методу транзієнтної ре
плікації дозволило виявити, що сім hr-послідов-
ностей геному AcMNPV, вбудованих у плазміди, 
підтримували реплікацію цих плазмід у вірус-
інфікованих клітинах комах [15, 36—38]. Віднос
ний рівень ефективності реплікацій різних hr-
послідовностей не залежав від кількості присутніх 
паліндромів [38 ]. Недавніми дослідженнями пока
зано, що суттєвою для ініціації реплікації є цент
ральна ділянка паліндрому в області EcoRl-стта 
[38 ]. Індивідуальна роль цих восьми огі впродовж 
реплікації вірусної ДНК і їхня функціональна ак
тивність in vivo невідомі. Але окремі результати 
свідчать, що не всі потенційні огі необхідні для 
реплікації геному [15, 33]. Наявність декількох огі 
не є унікальною властивістю бакуловірусів. Так, 
геном вірусу герпесу HSV-1 має три огі, але 
присутності лише одного будь-якого огі достатньо 
для реплікації геному [39]. Геном вірусу райдуж-
ності Chilo (CIV) має шість потенційних огі [40]. 
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Результати низки робіт з реплікації плазмід в 
інфікованих клітинах комах показали, що переду
мовою для оп-залежної реплікації є кільцева топо
логія плазмід. Лінійна ДНК, навіть яка має огі, не 
реплікується [15, 38]. Ці дані узгоджуються з 
кільцевою природою бакуловірусного геному і да
ють підставу для припущення щодо правомірності 
моделі для реплікації бакуловірусної ДНК, яка 
використовує проміжні тета- чи ролінг-кільцеві 
структури. Ролінг-модель підтримується результа
тами дослідження структури геномів дефектних 
вірусних часток, ДНК яких являє собою конката-
мери фрагмента HindIII-K [33 ]. Крім того, визна
чення структури плазмід, які реплікуються в інфі
кованих клітинах комах, також виявило конката-
мери плазмідної ДНК [38 ]. При дослідженні 
структури реплікативних молекул ДНК NPV Ма-
lacosoma neustria (MnNPV) в інфікованих клітинах 
комах з використанням електронного мікроскопу 
виявлено молекули, за формою схожі на тета-
структури [41 ]. Зроблено припущення, що ре
плікація ДНК MnNPV відбувається за Кернсом з 
проміжними тета-формами. Але також знайдено 
молекули ДНК, контурна довжина яких значно 
перебільшувала довжину геному, а це свідчить про 
можливість і ролінг-моделі реплікації бакулові
русної ДНК. При реплікації за ролінг-моделлю для 
ініціації реплікації потрібно один огі для продуку
вання множини геномів. Наявність декількох огі 
може сприяти швидкій початковій ампліфікації 
кільцевої ДНК при використанні тета-моделі реплі
кації. Таким чином, на даному етапі досліджень 
питання про модель реплікації бакуловірусної ДНК 
і про роль та функціонування припустимих огі 
реплікації залишається відкритим. Більш того, зо
всім недавно опубліковано результати досліджень, 
в яких показано, що промотори вірусних ранніх 
генів можуть функціонувати з такою ж ефек
тивністю, як і hr-послідовності в процесі ініціації 
реплікації плазмідних ДНК у вірус-інфікованих 
клітинах [42]. Автори припускають, що ділянки 
вірусного геному, здатні зв'язувати хазяйські і 
вірусні транскрипційні фактори, можуть функціо
нувати як огі реплікації. Нещодавно в геномі 
MnNPV виявлено особливу ділянку, функціональ
на навантаженість якої залишається поки що не-
дослідженою, але цілком імовірним є припущення 
про зв'язок цієї ділянки з огі реплікації [43]. В 
процесі пасирування MnNPV у клітинах Antheraea 
pernyi спостерігається поява вірусних геномів, 
електрофоретична картина яких після обробки ен-
донуклеазами рестрикції відрізняється від вихідної. 
В певній ділянці цих геномів, що дістала назву 
«гарячої точки», відмічено розрив при обробці 

будь-якою з використаних ендонуклеаз рестрикції. 
Оскільки малоймовірною є поява в процесі пасиру
вання в геномі вірусу полілінкерної ділянки з 
сайтами для семи використаних ендонуклеаз ре
стрикції, припущено наявність вірусних форм, що 
несуть розрив у даній точці геному незалежно від 
обробки ферментами рестрикції. Структурно-функ
ціональні особливості ділянки, в якій локалізовано 
розрив, досліджуються. 

Гени, які беруть участь у реплікації ДНК, 
виявлено при застосуванні бібліотеки клонованих 
ділянок бакуловірусного геному, введених в неін-
фіковані клітини комах разом з репортерною плаз-
мідою, що мала очікуваний огі реплікації. При 
цьому визначали мінімальний комплект клонів, 
при яких відбувалася реплікація плазміди. Саме 
таким чином шість генів, суттєвих для транзієнтної 
реплікації ДНК, і чотири стимуляторних гени було 
ідентифіковано для AcMNPV [36, 44] і OpMNPV 
[45, 46]. 

Отже, в реплікації плазмідної ДНК у клітинах 
комах за присутності вірусного геному беруть 
участь 10 генів: ДНК-полімераза і геліказа, іе-1, 
lef-J, lef-2, lef-3, pJ5, ie-2, pe-38 і lef-7. Один із 
генів, важливий для реплікації ДНК, — це ДНК-
полімераза (dna-pol) [47—49]. Гени ДНК-полі-
мерази клоновано і секвеновано для кількох баку-
ловірусів [47—49 ]. Бакуловірусна ДНК-полімераза 
(115 к Да) має характеристики, подібні до еука-
ріотичних ДНК-полімераз, але відрізняється за 
рядом фізичних та біохімічних властивостей від 
клітинних ДНК-полімераз [50, 51 ]. Амінокислотні 
послідовності ДНК-полімераз різних бакуловірусів 
схожі між собою. У двох лабораторіях показано, що 
ген ДНК-полімерази є важливим для реплікації 
ДНК [15], але за певних умов може відігравати 
лише стимулюючу роль [44 ]. 

Необхідними ферментами для реплікації ДНК 
є гелікази. Ген з частковою гомологією до геліказ 
(р143) ідентифіковано в AcMNPV [52]. Він кодує 
білок з м. м. 143 кДа, який містить області, типові 
для геліказ. Показано, що цей ген має вплив на 
коло хазяїв для бакуловірусів. NPV Bombyx mori 
(BmNPV ) і AcMNPV інфікують клітини культур 
В. mori і Spodoptera frugiperda відповідно, але не 
реплікуються в гетерологічних лініях. Проте ре-
комбінанти AcMNPV, які містили фрагмент гелі-
казного гена BmNPV замість відповідної послі
довності AcMNPV, були здатні реплікуватися в 
обох культурах [53]. Тобто цей ген, без сумніву, є 
суттєвим для реплікації бакуловірусної ДНК. 

Виявлено, що ген іе-1 необхідний також для 
реплікації вірусної ДНК [54]. Крім активації екс
пресії інших реплікативних генів, він може і безпо-
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середньо брати участь у реплікації ДНК, що про
являється у зв'язуванні з огі реплікації і каталізі 
ранніх етапів, які ведуть до утворення репліка-
тивного комплексу. 

Окрім генів іе-1, ДНК-полімерази і гелікази, в 
бакуловірусних системах знайдено ще кілька реплі-
кативних генів. Два гени, lef-І і lef-2, іденти
фіковані раніше як гени, необхідні для пізньої 
генної транскрипції [55, 56], є важливими для 
реплікації вірусної ДНК. Ці гени безпосередньо 
причетні до реплікації ДНК AcMNPV і OpMNPV 
[36, 44, 46]. 

На основі біохімічних досліджень зроблено 
припущення, що геном AcMNPV кодує однонитко-
во-зв'язуючий білок (SSB) [57]. Цей білок було 
отримано, його молекулярна маса складає 44,3 к Да 
і відповідає такій білка, який, можливо, є продук
том гена lef-3. SSB білки важливі для реплікації 
ДНК, отже, ген lef-З також є важливим для цього 
процесу. Ще один ген, р35, за різних умов може 
бути стимулюючим [36] або суттєвим для реплі
кації ДНК [44]. Ген р35 є інгібітором вірус-ін-
дукованого апоптозу в клітинах комах і роль його 
в реплікації може полягати саме в пригніченні 
апоптозу, що вберігає інфіковані клітини від пере
дчасної загибелі [58 ]. Для ефективної транзієнтної 
реплікації плазмідної ДНК потрібні ще три гени, 
які стимулюють реплікацію. Два з цих генів, іе-2 і 
ре38, кодують трансактиватори транскрипції ран
ніх генів [23, 59 ]. Ген ре38 активує експресію гена 
гелікази, а ген іе-2 стимулює ген р-38 і експресію 
гена іе-1 [60]. Третій ген, lef-7, теж є стимулято
ром реплікації ДНК [44 ]. 

Таким чином, до реплікації плазмідної ДНК у 
клітинах комах за присутності вірусного геному 
причетні 10 генів. Які гени беруть участь у реплі
кації вірусної ДНК in vivo, поки ще не ясно. Тільки 
для двох генів — іе-1 і р!43 (ген гелікази) за 
допомогою температурочутливих мутантів показа
но, що вони є важливими для реплікації баку-
ловірусної ДНК [52, 61 ]. 

Перехід від ранньої до пізньої генної транс
крипції в бакуловірусній системі залежить від ре
плікації ДНК [62, 63 ] і залучення нової (аманітин-
стійкої) РНК-полімерази, яка з'являється в процесі 
розвитку вірусної інфекції [64, 65]. Визначення 
низки вірусних генів, що беруть участь в експресії 
пізніх вірусних генів, — це важливий крок у ро
зумінні механізму, за яким транскрипція і реплі
кація ДНК разом з РНК-полімеразою нового типу 
залучаються до транскрипції пізніх генів. До ос
танніх відносять, в основному, гени, що кодують 
структурні білки віріонів, і деякі гени, які причетні 
до формування поліедрів. Це гени vp39, cor, gp64, 

р38у4, р74, fp25, сіх і кілька генів білків оболонки 
віріонів. Ген vp39 кодує мажорний капсидний білок 
39К, який утворює каркас паличкоподібного нук-
леокапсиду. Цей ген локалізовано в геномах Ac
MNPV [66], OpMNPV [67, 19], Lymantria dispar 
(LdMNPV) [68]. 

Ген cor кодує 6,9 к Да білок, до складу якого 
входить більш ніж 40 % аргініну. Цей дуже луж
ний протаміноподібний білок асоційований з вірус
ною ДНК усередені капсидної структури. Його 
виявлено у віріонах вірусів гранульозу [69, 70] і 
поліедрозу [71, 72]. Припускається, що лужні 
аргінінові залишки нейтралізують кислі залишки 
вірусної ДНК і при цьому утворюється компактна 
структура. При проникненні в клітини комах ДНК-
зв'язуючий білок може фосфорилюватися протеїн-
кіназою, що спричинює розгортання вірусної ДНК. 
Це підтверджується присутністю протеїнкінази, 
асоційованої з очищеними капсидами вірусів гра
нульозу [73 ] і поліедрозу [74 ]. 

Ген gp64 кодує мажорний глікопротеїн BV 
віріонів, який відіграє важливу роль у розвитку 
інфекції [75]. Припускається, що gp64 забезпечує 
проникнення BV віріонів у хазяйські клітини за 
допомогою ендоцитозу [76]. Синтез білка GP64 
проходить у дві фази [77] і регулюється на рівні 
транскрипції, яка ініціюється раннім промотором 
на ранньому етапі інфекції і пізнім промотором на 
пізньому етапі, а між ними виявлено лаг-період 
[77]. 

Ген р34,8 кодує білок 34,8 кДа, який, можли
во, є структурним білком, але його роль доки не 
з'ясовано. Генетичні дослідження показали важ
ливість гена р34,8 [78]. Припускається, що згада
ний білок є компонентом мембрани поліедрів, але 
дані про це суперечливі [79 ]. 

Ген gp41 кодує О-глікозильований структур
ний білок OV віріонів [80 ]. Вірогідно, що цей білок 
розташований між оболонкою і нуклеокапсидом. 

Ген р26,4 кодує структурний ацильований бі
лок 26,4 кДа, асоційований з оболонкою OV вірі
онів [81]. 

Ген р74 кодує білок, який, можливо, також 
асоційований з оболонкою OV віріонів і видіграє 
значну роль при інфікуванні цими віріонами тка
нин середнього кишечника, первинного місця ві
русної інфекції у комах [82]. 

Нещодавно локалізовано ген ще для одного 
структурного білка DPV-E66 [81]. Білок знайдено 
в клітинах комах після 12—72 год інфікування. Він 
локалізується в оболонці OV віріонів, а також у 
місцях розташування мікропухирців у ядрах ін
фікованих клітин. 

Гени ще для трьох структурних білків виявле-
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но нещодавно. Це два гени, які кодують білки 
оболонки OV віріонів — ODV-E18 і ODV-35, і ген 
для білка ODV-EC27, що поєднує 0V віріони в 
капсиди [83]. 

Несуттєвий ген сіх кодує білок РЕ, асоці
йований з оболонкою поліедрів. Цей білок надає 
поліедрам додаткової міцності [84, 85]. 

Порушення fp25 гена призводить до утворення 
FP-фенотипу, що супроводжується значним змен
шенням кількості поліедрів в інфікованих клітинах: 
утворюються 1—2 поліедри на ядро [86, 87]. FP-
мутанти з'являються внаслідок вбудовування 
транспозонового елемента комахи в локус гена fp25 
[8, 31, 86]. 

Визначення вірусних генів, що беруть участь у 
регуляції експресії пізніх генів, є необхідним ета
пом з'ясування механізму, за яким транскрипція і 
реплікація ДНК разом з РНК-полімеразою нового 
типу включаються в транскрипцію пізніх генів. 
Ідентифікація таких регуляторних генів значно 
полегшилася завдяки розвитку методу транзієнтної 
експресії. Цей метод засновано на здатності бібліо
теки клонів, яка перекриває повний вірусний ге
ном, підтримувати експресію репортерного гена, 
який знаходиться під контролем пізніх вірусних 
промоторів. Так, у лабораторії Міллера показано, 
що для підтримки оптимального рівня транзієнтної 
експресії репортерного гена, який знаходиться під 
контролем промотору пізнього ур39 гена AcMNPV, 
необхідно 18 генів. Ці гени отримали назву пізніх 
експресійних факторів (lefs) [24, 88—92]. 

Дев'ять з цих генів необхідні для ефективної 
реплікації в клітинах комах плазмідної ДНК, яка 
містить очікуваний огі вірусної реплікації. До них 
відносять: іе-1, іе-2, dna-pol, р143, lef~U Ш~2, lef-3, 
lef-7, р35. їхні властивості розглянуто вище. Про
дукти інших дев'яти генів необхідні для підтримки 
постійного рівня транскриптів репортерного гена, 
вбудованого під промотор vp39. До них належать: 
ген 39К — кодує білок фосфопротеїн ррЗІ, асо
ційований з вірогенною стромою [93]; lef-8 і lef-
9 — кодують поліпептиди з послідовностями, кон
сервативними для багатьох РНК-полімераз [44,91 ]; 
lef-4, lef-5, lef-6, lef-JO, lef-11 і ^ / — функціону
ють або на рівні транскрипції, або беруть участь у 
стабілізації мРНК [44, 94 ]. 

Нещодавно визначено, що ці ж самі 18 генів 
необхідні для ефективної транзієнтної експресії 
репортерного гена, вбудованого під промотор ін
шого пізнього гена — рб.9 [92]. Можливо, для 
експресії пізніх генів потрібні і клітинні фактори, 
але на сьогодні ясно, що для їхньої оптимальної 
експресії потрібна експресія 18 ранніх вірусних 
генів — lefs. 

До дуже пізніх генів відносяться гени polh і 
рІО. Промотори саме цих генів переважно викори
стовуються в бакуловірусних системах для екс
пресії гетерологічних генів. Обидва промотори 
сильно активуються в дуже пізній фазі розвитку 
інфекції, яка супроводжується утворенням в ядрах 
клітин комах поліедрів. Хоча експресія деяких 
інших генів може також відбуватися протягом дуже 
пізньої фази інфекції, гени polh і рІО є унікальни
ми через супервисокий рівень транскриптів і ген
них продуктів, що й зумовило використання про
моторів цих генів в експресійних системах. 

Поліедрин є мажорним компонентом поліедрів. 
Цей білок в інфікованих клітинах експресується у 
великих кількостях і в пізній фазі інфекції його 
частка складає 25 % і більше від тотального 
клітинного білка [95]. Білок РІО теж синтезується 
у великих кількостях і також в дуже пізній час 
інфекції. В ядрах інфікованих клітин він утворює 
фібрілярноподібний матеріал [5]. Припускається, 
що білок РІО причетний до лізису інфікованих 
клітин, а саме — до дезинтеграції ядер [96 ]. На 
відміну від пізніх бакуловірусних промоторів, які 
активуються між 6 і 12 год транскрипція промо
торів генів polh і рІО сильно активується після 
18—24 год інфікування. В транзієнтних експресив
них дослідах для трансактивації промотору гена 
apolh потрібні всі 18 генів-Ze/s, необхідних для 
трансактивації промоторів пізніх генів ур39 і р6,9 
[55, 56, 60, 90, 97 ]. Ці ж самі гени були потрібні і 
при дослідженні рівня експресії з промотору гена 
рІО [92]. Але відносно низький рівень експресії з 
polh і рІО промоторів у цих дослідах припускав, що 
необхідні додаткові фактори для активації дуже 
пізніх промоторів. 

Показано, що для досягнення оптимального 
рівня дуже пізніх транскриптів потрібен ген vlf-1 
[92 ]. Цей ген виявлено при дослідженні структури 
геному температурочутливого мутанту, в якого 
білковий синтез впродовж ранньої і пізньої фаз 
інфекції не порушений, але не синтезується поліед
рин [98]. Знайдено що рівні транскриптів генів 
polh і рІО знижені. Очікуваний продукт цього гена 
повинен мати новий механізм регуляції генної 
експресії, оскільки він має амінокислотну послідов
ність, подібну до такої родини дріжджових і бак
теріальних інтеграз. Вірогідно, що цей білок взає
модіє безпосередньо з промотором і є основним 
кандидатом на роль факторів, які взаємодіють з 
«вибуховим» елементом, дуже пізніх промоторів 
[92]. Ген vlf-1 є першим ідентифікованим геном, 
який бере участь виключно в експресії дуже пізніх 
генів. Багато областей бакуловіруного геному 
транскрибуються в численні РНК, послідовності 
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яких перекриваються. Такі РНК можуть бути як у 
сенсовому, так і антисенсовому спрямуванні по 
відношенню до ORF. Пізні транскрипти часто пред
ставлені як серія РНК із спільними 5'-кінцевими і 
різними 3'-кінцевими послідовностями. Одним з 
пояснень наявності таких РНК може бути не
здатність ефективно впізнавати поліаденілюючий 
сигнал і/або ефективно термінувати транскрипцію. 
Проте наявність згаданих РНК може відігравати 
певну роль у регуляції механізму дії генів. Це 
припущення знайшло підтвердження при дослід
женні транскрипції двох ORFs, які фланкують 
область гена polh. Ці ORFs транскрибуються в 
пізній фазі інфекції з нитки, протилежної тій, яка 
використовується для транскрипції polh. Рівень за
гальної мРНК (3,2 тис. п. н.), яка є сенсовою для 
фланкуючих ORFs, але включає антисенсову polh-
послідовність, різко зменшується впродовж дуже 
пізньої фази інфекції. Таке різке зниження прямо 
пов'язане з початком polh транскрипції і може бути 
наслідком гібридизації /ю/А-мРНК з антисенсовою 
РНК розміром 3,2 тис. п. н. [10]. Ці результати 
свідчать про те, що транскрипція сусідніх генів 
може впливати на транскрипцію вище- і/або ни-
жчерозташованих генів. 

Таким чином, з наведених даних літератури 
випливає, що бакуловірусний геном, кодуючий по
тенціал якого містить інформацію про більш ніж 
150 білків, має складну і впорядковану систему 
регуляції експресії генів у процесі розвитку інфек
ції. Регуляція генної експресії здійснюється, в ос
новному, на рівні транскрипції, яка регулюється 
trans-віючими вірусними факторами і ds-орієн-
тованими елементами вірусного геному. Показано, 
що експресія безпосередньо ранніх генів, які для 
прояву своєї активності використовують фактори 
клітин хазяїна, трансактивує експресію затримано 
ранніх і пізніх генів, що, в свою чергу, спричинює 
реплікацію вірусного геному і подальшу експресію 
дуже пізніх генів. У регуляції експресії двох безпо
середньо ранніх генів бере участь сплайсинговий 
механізм. 

Знайдено комплекси генів, а також елементи 
геному, які причетні до реплікації вірусної ДНК і 
експресії пізніх і дуже пізніх генів. На підставі 
даних стосовно розподілення генів по вірусному 
геному, а також наявності багатьох РНК-транс-
криптів, які перекриваються, із спільними 5'- чи 
З'-кінцями передбачається, що регуляція експресій 
в часі може відбуватися через механізм деактивації 
раннього нижчерозташованого промотору і наступ
ної активації пізнього вищерозташованого промото
ру. Крім того, існує можливість регуляції транс
крипції за допомогою антисенсового механізму. 

Для деяких бакуловірусних генів не виключається 
регуляція експресії не тільки на рівні транскрипції, 
але й на рівні трансляції. 

Дослідження молекулярно-генетичної органі
зації бакуловірусів та вивчення регуляції експресії 
генів призвели до створення різноманітних конст
рукцій бакуловірусних векторів, які стали основою 
для одержання високоефективних експресійних си
стем. Ці системи забезпечують високий вихід біо
логічно активних гетерологічних білків різного по
ходження —- прокаріотичних, вірусних, рослинних, 
еукаріотичних. 

L. I. Strokovskaya, І. М. Kikhno, R. A. Meleshko 

Structural and functional organization of baculovirus genome 

Summary 

The Baculoviridae is a diverse family of pathogens which are 
infectious for arthropods and are characterized by a complex 
replication cycle that culminates in the occlusion of virions in a 
crystalline protein matrix. Baculovirus genes are expressed in a 
transcriptional cascade in which each successive phase is dependent 
on the expression of genes during the previous phase. The review 
summarizes our current understanding of this unique gene exp
ression mechanism, as well as a mechanism of baculovirus repli
cation connected with it. The nucleotide sequences and genes 
involved in these processes are described. 

JI. И. Строковская, И. M. Кихно, Р. А. Мелеиіко 

Структурно-функциональная организация геномов 
бакуловирусов 

Резюме 

Baculoviridae — семейство разнородных патогенных вирусов, 
инфицирующих насекомых и характеризующихся сложным ре-
пликационным циклом, который завершается включением ви-
рионов в кристаллический белковый матрикс. Бакуловирусные 
гены экспрессируются по типу транскрипционного каскада, 
где каждый следующий этап зависит от экспрессии генов на 
предыдущем этапе. Данный обзор обобщает современные пред
ставления как об этом уникальном механизме генной экспрес
сии, так и о механизмах бакуловирусной репликации, связан
ной с ним. Описываются нуклеотидные последовательности и 
гены, участвующие в этих процессах. 
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