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Про а на ли зи ро ва ны дан ные ли те ра ту ры от но си тель но из уче ния но вой век тор ной сис те мы для кле -
ток по зво ноч ных, осно ван ной на ви ру сах на се ко мых – ба ку ло ви ру сах. Рас смот ре ны пути и ме ха низ -
мы про ник но ве ния ре ком би нан тных ба ку ло ви ру сов в клет ки, фак то ры, вли я ю щие на эф фектив-
ность транс дук ции, при нци пы мо ди фи ка ции ви рус но го дис плея, ре ак ция раз ных ти пов кле ток на
внед ре ние ви ру са. Обсуж да ют ся пер спек ти вы ис поль зо ва ния ре ком би нан тных ба ку ло ви ру сов в кле -
точ ной ин же не рии.

Клю че вые сло ва: ба ку ло ви рус, по зво ноч ные, вза и мо де йствие, транс дук ция, дис плей, кле точ ный от вет.

Вве де ние. В по след ние годы бур ное раз ви тие по -
лу чи ли ис сле до ва ния, по свя щен ные раз ра бот ке
век тор ных сис тем для це ле вой дос тав ки те ра пев ти -
чес ки важ ных ге нов в клет ки и тка ни вы сших орга -
низ мов. Сре ди них вы де ля ют ви рус ные век тор ные
сис те мы на осно ве аде но ви ру сов, ви ру сов гер пе са,
лен ти ви ру сов и рет ро ви ру сов [1]. Каж дая из этих
сис тем име ет свои дос то и нства и не дос тат ки. К по -
след ним сле ду ет от нес ти ма лую кло ни ру ю щую ем -
кость ге но ма аде но ас со ци и ро ван но го ви ру са (до
4 тыс. н.)  и на ли чие силь но го им мун но го от ве та на
ви рус ные бел ки. 

Ши ро ко ис поль зу е мые в ис сле до ва те льских це -
лях век то ры на осно ве рет ро ви ру сов и лен ти ви ру -
сов ин тег ри ру ют транс ген в ге ном транс ду ци ру е -
мой клет ки, что чре ва то воз ник но ве ни ем ин сер ци -
он ных му та ций. По иск аль тер на ти вы это му при вел
к раз ра бот ке  мно го чис лен ных не ви рус ных сис тем
дос тав ки, основ ным огра ни че ни ем при ме не ния ко -
то рых яв ля ет ся низ кая эф фек тив ность транс дук ции 
[2]. 

Обна ру же ние в се ре ди не 90-х го дов про шло го
сто ле тия спо соб нос ти ба ку ло ви ру сов (ви ру сов, ин -
фи ци ру ю щих бо лее 500 ви дов на се ко мых), а имен -
но – ви ру са Autographa californica, на и бо лее изу-
чен но го из них и со дер жа ще го коль це вую ко ва лен -
тно за мкну тую двус пи раль ную ге ном ную ДНК
(мо ди фи ци ро ван ную за счет встра и ва ния спе ци -
фич ной для кле ток мле ко пи та ю щих экс прес си он -
ной кас се ты), об ес пе чи вать син тез ре пор тер но го
бел ка в клет ках мле ко пи та ю щих со зда ло пред по -
сыл ки для раз ра бот ки еще од ной век тор ной сис те -
мы [3]. Осо бен нос тью  ба ку ло ви ру сов яв ля ет ся на -
ли чие двух силь ных про мо то ров по здних ге нов –
по ли эд ри на и р10, об услов ли ва ю щих су персин тез
ко ди ру е мых ими бел ков. Это сво йство ис поль зо ва -
ли при ко нстру и ро ва нии на осно ве ба ку ло ви ру сов
и куль ти ви ру е мых кле ток на се ко мых вы со ко эф -
фек тив ных экс прес си он ных сис тем, с по мощью ко -
то рых син те зи ро ва но боль шое ко ли чес тво ре ком -
би нан тных бел ков [4]. 

Пре и му щес тво ба ку ло ви рус но го век то ра по от -
но ше нию к дру гим ви рус ным век то рам со сто ит в
том, что он не реп ли ци ру ет ся в клет ках мле ко пи та -

441

ISSN 0233-7657. Biopolymers and Cell. 2010. Vol. 26. N 6. Р. 441–449

  Institute of Molecular Biology and Genetics NAS of Ukraine, 2010 



ю щих, при этом сла бо транс кри би ру ет ся часть ран -
них ге нов и не транс кри би ру ют ся основ ные ре гу ля -
тор ные ге ны. Раз мер его ге но ма (око ло 130 тыс. п.
н.) по зво ля ет де лать круп ные встав ки. Ви рус ма ло -
ток си чен для кле ток и орга низ мов по зво ноч ных
из-за от су тствия в них про дук тив ной ба ку ло ви рус -
ной ин фек ции и бла го да ря это му пред су щес тву ю -
щих ан ти тел к не му. Учи ты вая вы ше пе ре чис лен -
ные сво йства, ба ку ло ви рус A. californica  в по след -
ние го ды стал по ли фун кци о наль ным инстру мен-
том мо ле ку ляр ной би о ло гии. 

Даль ней шее со вер ше нство ва ние но вой ба ку ло -
ви рус ной век тор ной сис те мы шло в не сколь ких на -
прав ле ни ях: ис сле до ва ние спек тра кле точ ных ли -
ний мле ко пи та ю щих, транс ду ци ру е мых ре ком би -
нан тным ба ку ло ви ру сом, мо ди фи ка ция ви рус но го
дис плея для по вы ше ния эф фек тив нос ти транс дук -
ции in vitro и in vivo, об ес пе че ния спе ци фич нос ти
тка не- и орга нот ро пиз ма при ре ше нии про блем до-
став ки им му но ген ных вак цин, тка не вой ин же не -
рии и те ра пии ра ка.

Ме ха низ мы про ник но ве ния ба ку ло ви ру сов
в клет ки мле ко пи та ю щих. Для боль ши нства ис -
сле до ван ных ви ру сов опи са но не сколь ко ме ха низ -
мов их про ник но ве ния в клет ки: по сре дством клат -
рин- или ди на мин-опос ре до ван но го эн до ци то за,
всле дствие об ра зо ва ния ка ве ол и ло каль но го ли зи -
са мем бра ны кле ток, а так же мак ро пи но ци то за. Для 
боль ших ДНК-со дер жа щих ви ру сов ха рак тер но
внед ре ние за счет сли я ния ви рус ной и кле точ ной
об оло чек с ис поль зо ва ни ем на бо ра спе ци фи чес ких
бел ков. Про цесс про ник но ве ния ба ку ло ви ру са в
клет ки на се ко мых и ме ха низ мы его осу ще ствле ния
де таль но про а на ли зи ро ва ны в об зо ре [5]. 

Ба ку ло ви рус ным бел ком сли я ния, ха рак тер ным 
для так на зы ва е мо го budded-ви ру са, об ра зу ю ще го -
ся по сле пер вич но го ин фи ци ро ва ния кле ток эпи те -
лия ки шеч но го трак та на се ко мо го и функ ци о наль -
но пред наз на чен но го для ин фи ци ро ва ния кле ток
раз лич ных  его тка ней и орга нов, яв ля ет ся gp64.
Этот бе лок име ет в сво ем со ста ве сиг наль ный пеп -
тид, вов ле чен ный в про цесс сли я ния. В даль ней -
шем речь по й дет имен но об этой фрак ции ви рус -
ных час тиц, ис поль зу е мых при ра бо те с куль ти ви -
ру е мы ми клет ка ми на се ко мых и мле ко пи та ю щих.
Де таль ный ме ха низм эн до ци то за и учас тву ю щие в
нем мо ле ку лы, спо со бству ю щие функ ци о наль но му 
внед ре нию ба ку ло ви ру са в клет ки – ми ше ни  мле -

ко пи та ю щих, все еще не по лнос тью оха рак те ри зо -
ва ны. Отра жая об щие чер ты с клет ка ми
на се ко мо го, ба ку ло ви рус ное внед ре ние  в клет ки
мле ко пи та ю щих осу ще ствля ет ся, по одним дан -
ным, че рез low-pH-dependent-путь эн до ци то за,
по-ви ди мо му вклю ча ю щий клат рин-за ви си мый эн -
до ци тоз и/или мак ро пи но ци тоз [6]. (Клат рин – кле -
точ ный кон сер ва тив ный фиб рил ляр ный бе лок, об -
ра зу ю щий вмес те с дру гим по ли пеп ти дом спе ци -
фи чес кий мно гог ран ный че хол на по вер хнос ти так
на зы ва е мых «окай млен ных пу зырь ков», воз ни ка ю -
щих при ре цеп тор ном эн до ци то зе.) 

Одна ко есть и дру гие ре зуль та ты экс пе ри мен -
таль ных ис сле до ва ний [7], сви де т ельству ю щие о
су щес тво ва нии клат рин-не за ви си мо го пу ти встра -
и ва ния ба ку ло ви ру са, по край ней ме ре, для из учен -
ных ав то ра ми ли ний кле ток че ло ве ка. При этом до-
ста точ но убе ди тель но про де мо нстри ро ва но от сут-
ствие ас со ци а тов ба ку ло ви ру са с тя же лой цепью
клат ри на при транс дук ции. Бо лее то го, уста нов ле -
но, что внед ре ние ба ку ло ви ру са уси ли ва ет по гло -
ще ние не спе ци а ли зи ро ван ны ми эпи те ли аль ны ми
клет ка ми бак те ри аль ных час тиц Escherichia coli
пу тем, на по ми на ю щим фа го ци тоз и так же ре гу ли -
ру е мым ди на ми ном. Вы шеп ри ве ден ные дан ные
двух раз ных групп ис сле до ва те лей сви де т ельству -
ют о су щес тво ва нии раз лич ных функ ци о наль ных
пу тей встра и ва ния ба ку ло ви ру сов в клет ки мле ко -
пи та ю щих.

По ка за но так же, что по сле ду ю щие эта пы про -
цес са транс дук ции – вы ход из ран них эн до сом, эн -
доп лаз ма ти чес кий транс порт и ядер ный им порт –
яв ля ют ся кри ти чес ки ми ста ди я ми в про цес се по па -
да ния ба ку ло ви ру са в клет ки мле ко пи та ю щих [8]. 

Изу че ние ме ха низ ма внед ре ния и ядер но го им -
пор та ба ку ло ви рус но го ге но ма в клет ках мле ко пи -
та ю щих с ис поль зо ва ни ем ме то да элек тро нной ми-
крос ко пии на мо де ли не де ля щих ся кле ток, об ла да -
ю щих ядер ной мем бра ной в от ли чие от кле ток, на -
хо дя щих ся в ми то зе, вы я ви ло на ли чие ви рус но го
кап си да в ядер ных по рах и по сле ду ю щую его ло ка -
ли за цию в яд ре [9], что сви де т ельству ет об об щнос -
ти пу тей транс пор та и ло ка ли за ции ба ку ло ви ру са
как в клет ках на се ко мых, так и в клет ках мле ко пи -
та ю щих. Одна ко для не ко то рых ли ний кле ток  этот
про цесс име ет свои осо бен нос ти. 

Так, для кле ток YAC-1 ха рак тер но ин ги би ро ва -
ние про цес са ядер но го транс пор та ви рус ных час -
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тиц [10], впол не ве ро ят но про ис хо дя щее при учас -
тии мик ро ту бу ли но вой се ти, де по ли ме ри за ция ко -
то рой но ко да зо лом или вин блас ти ном в ге па то-
ци тах че ло ве ка уси ли ва ет транс пор ти ров ку ви рус -
но го кап си да в яд ра кле ток и по вы ша ет уро вень
экс прес сии транс ге на [11]. В то же вре мя  для  ли -
нии мак ро фа галь ных им му но ком пе тен тных кле ток 
RAW264.7 по ка за но внед ре ние ба ку ло ви ру са пу-
тем фа го ци то за с по сле ду ю щей транс ло ка ци ей  и
дег ра да ци ей нук ле о кап си да во внут рик ле точ ных
ком пар тмен тах  [12].

Тран сдук ция ре ком би нан тны ми ба ку ло ви -
ру са ми кле ток по зво ноч ных. Мно го чис лен ны ми
ис сле до ва ни я ми раз лич ных ла бо ра то рий опре де -
лен ши ро кий спектр кле точ ных ли ний вы сших и
низ ших по зво ноч ных, пер мис сив ных для ба ку ло -
ви рус ной транс дук ции. Сре ди них клет ки че ло ве ка, 
в том чис ле ра ко вые, ство ло вые ме зен хи маль ные и
эм бри о наль ные, клет ки при ма тов, бычьи, сви ные,
овечьи, клет ки кро ли ков, рыб и птиц, гры зу нов и
ко шек [13, 14]. При ве ден ный ав то ра ми об зо ров
спи сок транс ду ци ру е мых ре ком би нан тны ми ба ку -
ло ви ру са ми кле ток эу ка ри о тов яв ля ет ся да ле ко не
по лным, одна ко да ет пред став ле ние о том, что в по- 
дав ля ю щем боль ши нстве ис поль зо ва ли ли нии кле -
ток че ло ве ка. Это об ъ яс ня ет ся, в пер вую оче редь,
ге но те ра пев ти чес кой на прав лен нос тью ис сле до ва -
ний. Эффек тив ность транс дук ции варь и ру ет от
5–10 до 90 % в за ви си мос ти от про ис хож де ния кле -
точ ной ли нии, про то ко ла транс дук ции (ис поль зу е -
мые сре ды, тем пе ра ту ра и вре мя ин ку ба ции с ви ру -
сом,  мно жес твен ность ин фи ци ро ва ния) и ря да дру -
гих фак то ров [15]. Нап ри мер, до бав ле ние неспе-
ци фи чес ко го ин ги би то ра деа це ти ла зы гис то нов бу -
ти ра та на трия по вы ша ет уро вень экс прес сии
трансду ци ро ван ных ге нов во мно гих кле точ ных
ли ни ях [16]. 

Весь ма су щес твен ной со став ля ю щей ре ком би -
нан тно го ба ку ло ви рус но го век то ра яв ля ет ся на ли -
чие силь но го про мо то ра, ак тив но го в клет ках по -
зво ноч ных и, в иде а ле, об ла да ю ще го орга но- и тка -
нес пе ци фич нос тью. Как пра ви ло, ис поль зу ют про-
мо то ры ви ру сов мле ко пи та ю щих, та кие как CMV
(ци то ме га ло ви рус), RSV (ви рус сар ко мы Ра у са ),
SV40 (об езь я ний ви рус) и гиб рид ный про мо тор
CAG [17]. 

Во мно гих слу ча ях при ме ня ют силь ный гиб -
рид ный про мо тор CAG, со дер жа щий про мо тор ную 

по сле до ва тель ность ку ри но го ге на β-ак ти на и эн -
хан сер ную по сле до ва тель ность про мо то ра не мед -
лен но-ран не го ге на CMV, а так же сиг нал
по ли а де ни ли ро ва ния кро личь е го ге на β-гло би на
[18]. Кро ме вы ше пе ре чис лен ных ви рус ных, в от -
дель ных ра бо тах ис поль зо ва ны тка нес пе ци фи чес -
кие кле точ ные про мо то ры: ге на гли аль но го кис ло -
го фиб рил ляр но го бел ка ас тро ци тов [19], не й рон -
спе ци фи чес ко го бел ка си нап си на-1 и фак то ра
рос та β из тром бо ци тов [20], кле точ ные про мо то ры
ге на че ло ве чес ко го убик ви ти на С [21] и ге на бел ка
EF-1α  [22].

Для боль ши нства ре ком би нан тных ба ку ло ви -
ру сов от ме че на не зна чи тель ная дли тель ность экс -
прес сии транс ге на – от 7 до 14 дней, что да ле ко не
всег да устра и ва ет ис сле до ва те лей. Это свя за но,
ско рее все го, с дег ра да ци ей ви рус но го ге но ма и от -
су тстви ем ин тег ра ции транс ге на в ге ном клет ки-
хо зя и на [23]. 

В не ко то рых слу ча ях все же про ис хо дит ин тег -
ра ция мар кер но го транс ге на в ге ном кле ток по зво -
ноч ных [24, 25]. Пос лед няя ра бо та ин те рес на тем,
что транс ду ци ро ва ли ство ло вые клет ки низ ше го
по зво ноч но го – ры бы. Эффек тив ность транс дук -
ции дос ти га ла 100 % и транс ген об на ру жи вал ся в
ря де хро мо сом. Одна ко эти ре зуль та ты тре бу ют
уточ не ния и де та ли за ции в от но ше нии то го, ка кие
фраг мен ты имен но ба ку ло ви рус но го ге но ма встра-
ива ют ся в ге ном транс ду ци ро ван ных кле ток, свой-
ствен но ли это пре и му щес твен но клет кам низ ших
по зво ноч ных или яв ля ет ся об щим со бы ти ем? 

Не об хо ди мость про лон ги ро ван ной экс прес сии
транс ге на для про ве де ния экс пе ри мен та и ген ной
те ра пии ста ла при чи ной по яв ле ния ра бот, свя зан -
ных с мо ди фи ка ци ей ге но ма ре ком би нан тно го ба -
ку ло ви ру са за счет со зда ния гиб рид ных ба ку ло ви -
ру сов. На и бо лее при вле ка тель ной, с на шей точ ки
зре ния, яв ля ет ся мо ди фи ка ция вве де ни ем в конст-
рук цию по сле до ва тель нос тей орид жи на реп ли ка -
ции (OriP) ви ру са Эпштейн-Бар ра (EBV) и ге на
ядер но го ан ти ге на это го ви ру са (EBNA-1). Та кая
ко нструк ция об ес пе чи ва ет экс прес сию мар кер но го 
ге на EGFP на про тя же нии двух ме ся цев за счет
под дер жа ния в эпи сом ном со сто я нии ре ком би нан-
тно го транс ге на, че му спо со бству ет син тез ви рус -
но го ядер но го ан ти ге на, от ве ча ю ще го за эпи сом ное 
со сто я ние ге но ма  EBV в ла тен тно ин фи ци ро ван -
ных клет ках [26]. 
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Дру гой ва ри ант об ес пе че ния про лон ги ро ван -
ной экс прес сии це ле во го ге на за клю ча ет ся в конст-
ру и ро ва нии гиб рид но го ба ку ло ви рус но го/аде но ас -
со ци и ро ван но го ви рус но го век то ра, со дер жа ще го
ген ную кас се ту, на об е их кон цах ко то рой на хо дят -
ся по сле до ва тель нос ти ин вер ти ро ван ных тер ми -
наль ных по вто ров аде но ас со ци и ро ван но го ви ру са
(AAV ITR). В ре зуль та те ин тег ра ции мо ди фи ци ро -
ван ной ген ной кас се ты в ге ном клет ки по лу че на
дли тель ная экс прес сия мар кер но го ге на [27, 28].
Не об хо ди мо от ме тить, что в ра бо те [28] экс пе ри -
мен ты вы пол не ны на эм бри о наль ных ство ло вых
клет ках че ло ве ка и дос то вер но уста нов ле но, что
транс дук ция ба ку ло ви ру сом не вли я ет на их нор -
маль ный рост и плю ри по тен тность. Это сви де тель-
ству ет о бе зо пас нос ти ге не ти чес ких ма ни пу ля ций
не толь ко с эм бри о наль ны ми ство ло вы ми клет ка ми 
при ис поль зо ва нии транс ду ци ру ю щих ре ком би -
нан тных ба ку ло ви ру сов.

Ба ку ло ви рус ный дис плей. Одним из важ ных
на прав ле ний раз ви тия ба ку ло ви рус ной век тор ной
сис те мы, как уже упо ми на лось, яв ля ет ся по вы ше -
ние эф фек тив нос ти транс дук ции кле ток и тка ней
по зво ноч ных, в пер вую оче редь, мле ко пи та ю щих,
а так же мо ди фи ка ция тро пиз ма ба ку ло ви ру са. Для
это го про из во дят опре де лен ные ген но-ин же нер-
ные ма ни пу ля ции, свя зан ные с ма жор ным  гли ко-
про те и ном gp64, экс по ни ро ван ным на по вер хнос ти 
ви рус ной час ти цы и не об хо ди мым для вза и мо дей-
ствия ви рус ной час ти цы с по вер хнос тью кле ток 
на се ко мых и мле ко пи та ю щих, или кап сид ным бел -
ком vp39, а так же ис поль зу ют хи ми чес кие спо со бы
мо ди фи ка ции дис плея ви рус ной час ти цы. 

В пер вом слу чае мо ди фи ка ции осу ще ствля ют
ко нстру и ро ва ни ем слит но го ге на, вклю ча ю ще го
по сле до ва тель ность ви рус но го ге на gp64 и ге те ро -
ло гич но го бел ка или пеп ти да под кон тро лем силь -
ных про мо то ров од но го из по здних ба ку ло ви рус -
ных ге нов – по ли эд ри на или р10. По ка за но, что до -
бав ле ние к ко нструк ции еще од ной ко пии ге на gp64 
по вы ша ет эф фек тив ность транс дук ции раз лич ных
ти пов кле ток мле ко пи та ю щих [29]. Для уве ли че ния 
уров ня свя зы ва ния и про ник но ве ния ре ком би нант-
но го ба ку ло ви ру са ис поль зу ют весь ма раз но об раз -
ные и мно го чис лен ные ва ри ан ты  ген но-ин же нер -
но го сли я ния с gp64, вклю чая ави дин-би о ти но вую
тех но ло гию [30], осно ван ную на ме та бо ли чес ком
би о ти ни ли ро ва нии в жи вых клет ках. Эта ре ак ция

ка та ли зи ру ет ся би о ти но вой ли га зой E. coli, при со е -
ди ня ю щей би о тин к спе ци фи чес ким бел кам че рез
амид ную связь меж ду кар бок силь ной груп пой би о -
ти на и ами ног руп пой ли зи на. Прин цип ме та бо ли -
чес ко го би о ти ни ли ро ва ния ра нее успеш но при ме -
нен при мо ди фи ка ции аде но ви ру са для по вы ше ния
сте пе ни его очис тки и ис поль зо ва ния в опы тах in
vitro [31] и  in vivo [32]. 

Ме тод ме та бо ли чес ко го би о ти ни ли ро ва ния ба -
ку ло ви ру са со вер ше нству ет ся в на прав ле нии уве -
ли че ния эф фек тив нос ти транс дук ции, а так же спо -
со ба очис тки и кон цен тра ции мо ди фи ци ро ван но го
ви ру са. Уста нов ле но, что встав ка не боль шо го би о -
тин-ак цеп тор но го пеп ти да (ВАР) в раз лич ные сай -
ты ви рус но го гли коп ро те и на gp64 по зво ля ет варь и -
ро вать сте пень свя зы ва ния би о ти на на по вер хнос ти 
ви рус ной час ти цы и опти ми зи ро вать эф фек тив -
ность транс дук ции ра ко вых кле ток, а так же упрос -
тить спо соб кон цен три ро ва ния ви ру са [33].

Альтернативный под ход для мо ди фи ка ции ви -
рус но го дис плея на осно ве ис поль зо ва ния якор но го 
мем бран но го до ме на ви ру са ве зи ку ляр но го сто ма -
ти та по зво лил экс по ни ро вать на по вер хнос ти ви -
рус ной час ти цы ряд ге те ро ген ных мем бран ных
бел ков и пеп ти дов, сре ди ко то рых ре цеп то ры ви ру -
са ко ри [34], не й ра ми ни да зы [35], G-бе лок ви ру са
ве зи ку ляр но го сто ма ти та, что да ло воз мож ность
по вы сить сте пень транс дук ции мо ди фи ци ро ван -
ным ба ку ло ви ру сом в усло ви ях in vitro и in vivo
[36]. 

При ме не ние ге на G-бел ка ви ру са ве зи ку ляр но -
го сто ма ти та в ка чес тве пар тне ра для ко нстру и ро -
ва ния слит но го бел ка по зво ли ло экс по ни ро вать на
ви рус ной по вер хнос ти опу хо лес пе ци фи чес кие ли -
ган ды, та кие как LyP-1, F3 CGKRK, что при ве ло к
уси ле нию свя зы ва ния с кле точ ны ми ре цеп то ра ми и 
воз рас та нию уров ня транс дук ции кле ток кар ци но -
мы че ло ве ка [37].

Ге те ро ген ные бел ки и пеп ти ды мо гут быть экс -
по ни ро ва ны на ви рус ной час ти це так же бла го да ря
сли я нию с ма жор ным ви рус ным кап сид ным бел -
ком  vp39 [8], ас со ци и ро ван ным с про цес сом по ли -
ме ри за ции ак ти на во вре мя вхож де ния ви ру са в ци -
топ лаз му и яд ра ин фи ци ро ван ных кле ток на се ко -
мых [38].

В осно ве при нци пи аль но от лич но го под хо да к
мо ди фи ка ции дис плея ба ку ло ви ру сов ле жит спо -
соб хи ми чес кой мо ди фи ка ции, осно ван ный на свя -
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зы ва нии по вер хнос тных ви рус ных бел ков с це ле -
вы ми ли ган да ми или пеп ти да ми. Конъ ю га ты ба ку -
ло ви ру са с по ли э ти лен гли ко лем (ПЭГ) или с ПЭГ и 
фо ла том в от дель ных слу ча ях дают возмож ность
повы сить эф фек тив ность транс дук ции, одна ко по -
до бная мо ди фи ка ция су щес твен но сни жа ет титр
ви ру са в ин фи ци ро ван ных мо ди фи ци ро ван ным ви -
ру сом клет ках на се ко мых [39, 40]. 

Тем не ме нее, да ле ко не всег да уве ли че ние
уров ня свя зы ва ния ре ком би нан тно го ба ку ло ви ру са 
с кле точ ной по вер хнос тью при во дит к воз рас та -
нию эф фек тив нос ти транс дук ции [41].

В то вре мя как ре ком би нан тный ба ку ло ви рус -
ный век тор де мо нстри ру ет дос та точ но вы со кую
эф фек тив ность в транс дук ции кле ток мле ко пи та ю -
щих in vitro, в сис те ме in vivo она су щес твен но сни -
жа ет ся из-за ком пле мент-опос ре до ван ной инак ти -
ва ции ви ру са. Сис те ма ком пле мен та вклю ча ет в се -
бя сы во ро точ ные и мем бра нос вя зан ные бел ки, уча- 
ству ю щие в раз лич ных спе ци фич ных и не спе ци -
фич ных им мун ных ре ак ци ях. При вза и мо де йствии
с ви ру сом сис те ма ком пле мен та ак ти ви ру ет ряд
фер мен та тив ных ре ак ций, что при во дит ли бо к мо -
ди фи ка ции ви ру са и его инак ти ва ции, ли бо к ли зи -
су ин фи ци ро ван ных та ким ви ру сом кле ток.

Не об хо ди мость мо ди фи ка ции ви рус но го век то -
ра с ис поль зо ва ни ем син те ти чес ких по ли ме ров вы -
зва на по треб нос тью пред охра не ния его от инак ти -
ва ции сис те мой ком пле мен та в опы тах in vivo. При -
ме ня е мые для это го ра нее ге не ти чес кие мо ди фи ка-
ции с по мощью ге нов ком пле мент-ре гу ля тор но го
бел ка че ло ве ка DAF [42], G-бел ка ви ру са ве зи ку -
ляр но го сто ма ти та и рас тво ри мо го ин ги би то ра
ком пле мен та 1 (sCR1) хо тя и по зво ля ли за щи тить
ви рус от вли я ния сис те мы ком пле мен та, одна ко
при этом су щес твен но сни жа лась ли бо во об ще от -
су тство ва ла экс прес сия транс ге на  [43, 44].

На этом фо не по вы шен ный ин те рес вы зы ва ет
со зда ние но вых гиб рид ных век тор ных сис тем на
осно ве ви ру сов и ка ти он ных син те ти чес ких по ли -
ме ров, в час тнос ти, по ли э ти ле ни ми на и его про из -
вод ных, ис поль зу е мых в ка чес тве ком по нен тов не -
ви рус ных век то ров [45, 46]. Гиб рид ная  век тор ная
сис те ма фор ми ру ет ся бла го да ря элек тро ста ти чес -
ко му вза и мо де йствию меж ду по ло жи тель но за ря -
жен ным по ли мер ным ком плек сом и от ри ца тель но
за ря жен ной ви рус ной час ти цей. Пер спек тив ность
по до бных гиб рид ных век тор ных сис тем для ис -

поль зо ва ния в экс пе ри мен тах in vitro и in vivo за -
клю ча ет ся в со че та нии вы со кой внут рик ле точ ной
эф фек тив нос ти  ре ком би нан тных ви ру сов и низ кой 
им му но ген нос ти, об ес пе чи ва е мой зна чи тель ным
сис тем ным по тен ци а лом по ли э ти ле ни мин ных эк -
ра ни ру ю щих не ви рус ных век то ров. Аналогичные
гиб рид ные сис те мы раз ра бо та ны и для ба ку ло ви -
ру сов [47, 48]. 

Опти ми за ция усло вий при со зда нии ком плек са
по ли э ти ле ни ми на и ба ку ло ви ру са по зво ли ла су -
щес твен но умень шить ци то ток сич ность мо ди фи -
ци ро ван но го ба ку ло ви ру са в сис те ме in vitro на
клет ках гли об лас то мы че ло ве ка ли нии U87 и об ес -
пе чить дос та точ но вы со кую экс прес сию мар кер но -
го транс ге на в этих клет ках и клет ках ге па то кар ци -
но мы HepG2.

Кле точ ный от вет на внед ре ние ба ку ло ви ру -
са в сис те ме in vitro. Весь ма важ ным ас пек том про -
цес са вза и мо де йствия транс ду ци ру ю ще го ба ку ло -
ви ру са с клет ка ми по зво ноч ных яв ля ет ся струк тур -
но-функ ци о наль ное со сто я ние ви рус но го и кле-
точ но го ге но мов и ве ро ят ность учас тия транс крип -
ци он но го ком плек са  клет ки  в  экс прес сии век тор -
но го ге но ма.

Уста нов ле но, что вза и мо де йствие ба ку ло ви ру -
са с клет ка ми мле ко пи та ю щих ве дет к ак ти ва ции
транс крип ции це ло го ря да ви рус ных ге нов, при
этом су щес тву ют зна чи тель ные раз ли чия в ко ли -
чес тве экс прес си ру е мых ге нов в за ви си мос ти от
ли нии кле ток. Так, в клет ках HeLa14 (че ло век) с ис -
поль зо ва ни ем тех ни ки ДНК-мик ро ар ре ев по ка за на
транс крип ция 43 ви рус ных ге нов, а в клет ках BHK
(хо мя чок) – лишь 14 ба ку ло ви рус ных ге нов,  при
этом экс прес сия 12 ран них ба ку ло ви рус ных ге нов
яв ля ет ся об щей для об оих ти пов кле ток. В этом
слу чае от ме че на и кле точ ная ре ак ция на встра и ва-
ние ви ру са в ви де вре мен но го уве ли че ния транс -
крип ции кле точ но го β-ак ти но во го ге на [49], как и в
клет ках на се ко мых, где на блю да ет ся су перэ кспрес -
сия кле точ но го ак ти на. Сре ди транс кри би ру е мых
ба ку ло ви рус ных ге нов за фик си ро ва ны три ран них
ге на: ie-0,ie-1,pe-38, про дук ты ко то рых учас тву ют
в транс актив а ции про мо то ров дру гих ви рус ных ге -
нов.

Тран сдук ция кле ток мле ко пи та ю щих еще од-
ним чле ном се ме йства ба ку ло ви ру сов, Bombyx mori
NPV, так же при во дит к транс крип ции ран них ви -
рус ных ге нов [50].
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Бо лее то го, в ре зуль та те ис сле до ва ния при част-
нос ти двух основ ных  ба ку ло ви рус ных транс ре гу -
ля то ров транс крип ции IE1 и IE2 к ак ти ва ции ви рус -
но го ге но ма в клет ках VeroE6 (клет ки по чек зе ле -
ной мар тыш ки) уста нов ле но, что ком би на ция обо-
их фак то ров вы зы ва ет сти му ля цию экс прес сии 59
ба ку ло ви рус ных ге нов (око ло тре ти ба ку ло ви рус -
но го ге но ма). 

На ли чие в про мо то рах ви рус ных ге нов, вза и мо -
де йству ю щих с транс актив а то ра ми, ба ку ло ви рус -
но го ран не го транс крип ци он но го cай та  CAGT (яв -
ляюще го ся и фраг мен том эу ка ри от но го сай та ини -
ци а ции транс крип ции) и мо ти ва TATA вызывает
фор ми ро ва ние про мо тор ной струк ту ры, ана ло гич -
ной та ко вой эу ка ри от ной РНК-по ли ме ра зы II,
следстви ем че го яв ля ет ся учас тие хо зяй ской по ли -
ме ра зы в транс крип ции ба ку ло ви рус ных ге нов
[51], как и при ин фи ци ро ва нии ба ку ло ви ру сом кле -
ток на се ко мых.

Тра нскрип ция не мед лен но-ран них транс акти-
ва тор ных ба ку ло ви рус ных ге нов ie-1, ie-2 про де мо -
нстри ро ва на в че ло ве чес ких клет ках по чек ли нии
293 и пе че ни HepG2. Одним из по сле дствий встра и -
ва ния ба ку ло ви ру са в клет ку и даль ней ше го его
транс пор та в яд ро яв ля ет ся су щес твен ная мо ди фи -
ка ция ядер ной ар хи тек то ни ки  транс ду ци ро ван ных 
кле ток [52], что ха рак тер но и для ря да ви ру сов мле -
ко пи та ю щих. При этом дос то вер но уста нов ле на
экс прес сия бел ка IE-2, ко то рый в клет ках на се ко -
мо го на кап ли ва ет ся в од ном сай те с по ли фун кци о -
наль ной ядер ной суб струк ту рой – PML NBs (pro-
myeolocytic leukemia nuclear bodies), на хо дя щей ся в 
не пос ре дствен ной бли зос ти от зо ны реп ли ка ции
ви ру са [53]. 

Весь ма ин те рес ны ре зуль та ты ав то ров ра бо ты
[54] от но си тель но функ ци о наль ной ак тив нос ти
ран не-по здне го ба ку ло ви рус но го про мо то ра ETL в
клет ках мле ко пи та ю щих, про дукт ге на ко то ро го
не об хо дим для экс прес сии ря да ба ку ло ви рус ных
ге нов. Активность это го про мо то ра не оди на ко ва в
ис сле ду е мых кле точ ных ли ни ях, на и бо лее низ кой
она ока за лась в клет ках COS1 (по чеч ные фиб ро-
блас то по доб ные клет ки зе ле ной аф ри кан ской мар -
тыш ки) в от ли чие от вы со кой ак тив нос ти в че ло ве -
чес ких клет ках эм бри о наль ных осте об лас тов
hFob1.19. Авторы де ла ют вы вод о не дос та точ нос ти 
ли бо от су тствии в клет ках COS1, HeLa и хо мяч ко -
вых клет ках СНО-К1 транс крип ци он ных фак то ров, 

не об хо ди мых для про яв ле ния по лно цен ной ак тив -
нос ти  ба ку ло ви рус но го ETL-про мо то ра. 

В свя зи с этим до воль но зна чи тель ны ре зуль та -
ты из уче ния транс крип ци он ной ак тив нос ти транс -
ду ци ро ван но го с по мощью ба ку ло ви ру са мо дель -
но го транс ге на в ря де про из вод ных ме зен хи маль -
ных ство ло вых кле ток – пред шес твен ни ков остео-
ци тов, ади по ци тов  и хон дро ци тов.  При прак ти чес -
ки оди на ко вой эф фек тив нос ти транс пор та транс ге -
на в яд ра ис сле до ван ных ти пов кле ток транс крип -
ция мар кер но го ге на ока за лась су щес твен но ни же в 
пред шес твен ни ках хон дро ци тов. Исполь зо ва ние
при этом в ко нструк ци ях раз лич ных про мо то ров
ге нов CMV, CAG и EF-1α вы я ви ло не су щес твен -
ные про мо тор за ви си мые от ли чия в уров не транс -
крип ции транс ге на. Сле до ва тель но, не оди на ко вый
уро вень эф фек тив нос ти транс крип ции свя зан со
сте пенью и на прав ле ни ем диф фе рен ци а ции пред -
шес твен ни ков, а так же воз мож ной раз ни цей в ко -
ли чес тве и на бо ре транс крип ци он ных фак то ров,
со от ве тству ю щих спе ци а ли за ции час тич но диф фе -
рен ци ро ван ных пред шес твен ни ков [22].

Ре ак ция кле точ но го ге но ма на внед ре ние ба ку -
ло ви ру са про яв ля ет ся в боль ши нстве слу ча ев  в
час тич ной де ре гу ля ции экс прес сии ря да кле точ -
ных ге нов в за ви си мос ти от их функ ци о наль ной и
ви до вой спе ци фич нос ти. Преж де все го важ но от -
ме тить ак ти ва цию кле точ но го им мун но го от ве та,
что ин ду ци ру ет син тез не ко то рых ци то ки нов –
TNF-α, IL1-α, IL1-β в ге па то ци тах кры сы [55],  хе -
мо ки нов и ин тер фе ро нов пер во го ти па [56]. 

Так, транс дук ция ви ру сом ту то во го шел коп ря -
да (BmNPV) при во дит к из ме не нию про фи ля экс -
прес сии 22 ге нов кле ток НЕК293 [50]. Еще бо лее
дра ма ти чес кой ока зы ва ет ся ре ак ция ме зен хи маль -
ных ство ло вых кле ток че ло ве ка на вве де ние ба ку -
ло ви ру са AcNPV – око ло 816 ге нов, свя зан ных с
функ ци о ни ро ва ни ем пя ти сиг наль ных пу тей, де мо -
нстри ру ют су щес твен ные от кло не ния в транс крип -
ци он ной ак тив нос ти как в сто ро ну ее уве ли че ния,
так и сни же ния. При этом на блю да ет ся су ще-
ствен ное воз рас та ние син те за двух ци то ки нов – IL6 
и IL8, в то же вре мя об щий про филь экс прес сии ци -
то ки но вых ге нов весь ма от ли ча ет ся от та ко во го
для спе ци а ли зи ро ван ных им мун ных кле ток [57].
Авторы от ме ча ют ак ти ва цию Toll-like 3-ре цеп тор -
но го сиг наль но го пу ти ДНК-со дер жа щим ви ру сом
в ство ло вых ме зен хи маль ных клет ках че ло ве ка,
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что весь ма не о быч но для ак ти ви ру е мо го двус пи -
раль ны ми ви рус ны ми и син те ти чес ки ми РНК кас -
ка да ге нов. Важ ным ре зуль та том этих ис сле до ва -
ний яв ля ет ся вы вод о том, что ба ку ло ви рус ин ду ци -
ру ет в ме зен хи маль ных ство ло вых клет ках уме рен- 
ный и крат кос роч ный от вет. Это по зво ля ет рас счи -
ты вать на эф фек тив ную и бе зо пас ную мо ди фи ка -
цию их для ген ной те ра пии.

Активация ба ку ло ви ру сом ре цеп то ров дру го го
сиг наль но го пу ти – Toll-like 9, об ыч но рас поз на ю -
щих не ме ти ли ро ван ные CpG-ди нук ле о ти ды мо ле -
ку лы бак те ри аль ной ДНК, сти му ли ру ет син тез
про вос па ли тель ных ци то ки нов в клет ках пе ри то не -
аль ных мак ро фа гов  и спле ни чес ких ден дрит ных
клет ках мы ши [12]. Учи ты вая, что ба ку ло ви рус ная
ДНК со дер жит зна чи тель ное ко ли чес тво по тен ци -
аль но ак тив ных CpG-ди нук ле о ти дов, этот вы вод
мож но бы ло бы при знать ло гич ным. Одна ко даль -
ней шее ис сле до ва ние этих же ав то ров [58] по ка зы -
ва ет, что на ря ду с учас ти ем  Toll-like 9-ре цеп тор но -
го сиг наль но го пу ти в ак ти ва ции син те за ин тер фе -
ро на β и сти му ли ру е мых им хе мо ки нов в им му но-
ком пе тен тных клет ках эм бри о наль ных фиб роб ла-
стов мы ши его ин дук ция  про ис хо дит не за ви си мо
от это го сиг наль но го пу ти – с при вле че ни ем ин тер -
фе рон-ре гу ля тор ных фак то ров IRF7/IRF3. Сле до -
ва тель но, в этом слу чае име ет мес то за ви си мая от
функ ци о наль ной спе ци а ли за ции кле ток сиг наль -
ная сис те ма ин дук ции кле точ но го адап тив но го и
им мун но го от ве тов. По ка что окон ча тель но это не
уста нов ле но.

Вы ше из ло жен ные ре зуль та ты сви де т ельству ют 
о том, что та кие да ле ко от сто я щие в эво лю ци он ном
пла не сис те мы, как клет ки на се ко мых, а так же выс-
ших и низ ших по зво ноч ных, име ют весь ма схо жие
ме ха низ мы вза и мо де йствия с ба ку ло ви ру са ми и их
ге но ма ми. Сле ду ет под чер кнуть, что эф фек тив -
ность транс дук ции кле ток по зво ноч ных де монст-
ри ру ет вы ра жен ную за ви си мость от ти па кле ток,
их тка не вой при над леж нос ти и функ ци о наль но го
со сто я ния. Этот те зис под твер жда ет ся и диф фе рен -
ци ро ван ным на бо ром экс прес си ру е мых ран них ба -
ку ло ви рус ных ге нов, об услов лен ным ти пом кле -
ток. Та кие ре зуль та ты важ ны для опре де ле ния сте -
пе ни бе зо пас нос ти ис поль зо ва ния ре ком би нант-
ных ба ку ло ви ру сов для кле точ ной ин же не рии, со -
зда ния кле точ ных век то ров на ба зе ре ком би нан -
тных ба ку ло ви ру сов и транс ду ци ро ван ных ими
раз лич ных ти пов кле ток, ис поль зо ва ния их в сис те -

ме in vivo для ген ной те ра пии, со зда ния и дос тав ки
ре ком би нан тных вак цин.

Со вер ше нство ва ние тех но ло гии ра бо ты с ба ку -
ло ви ру са ми, воз мож ность дос та точ но лег ко и за ко -
рот кий срок (от се ми до де ся ти дней) ко нстру и ро -
вать ре ком би нан тный ви рус, де лая встав ки   раз ме -
ром до 38 тыс. п. н., по лу че ние вы со ких тит ров ви-
ру са с ис поль зо ва ни ем кле ток на се ко мых де ла ет
весь ма при вле ка тель ной идею при ме не ния ре ком -
би нан тных ба ку ло ви ру сов в со вре мен ной мо ле ку -
ляр ной ме ди ци не. Отме чен ная вы ше экс прес сия
ран них ге нов при транс дук ции кле ток по зво ноч -
ных яв ля ет ся крат ков ре мен ной, и син тез ви рус ных
бел ков яв ля ет ся сле до вым. Низ кая ток сич ность ба -
ку ло ви ру сов для эм бри о наль ных и ме зен хи маль -
ных ство ло вых кле ток, от су тствие ин тег ра ции ба -
ку ло ви рус ных по сле до ва тель нос тей в ге но мы этих
кле ток, а так же дос та точ но быс трая дег ра да ция ви -
ру са от кры ва ют боль шие воз мож нос ти для на прав -
лен ной мо ди фи ка ции ство ло вых кле ток и ис поль -
зо ва ния их для ло каль но го про ду ци ро ва ния це ле -
вых бел ков при вос ста но ви тель ной со че тан ной
кле точ ной и ге но те ра пии. В по след ние го ды ин тен -
сив но про во дят из уче ние по тен ци а ла ре ком би нан -
тных ба ку ло ви ру сов на жи вот ных мо де лях, где по -
лу че ны весь ма ин те рес ные ре зуль та ты. Обзор и
ана лиз по до бных дан ных яв ля ют ся пред ме том на -
шей по сле ду ю щей ра бо ты.

A. P. Solomko, O. A. Zaharuk, L. I. Chashchina, L. I. Strokovskaya

Baculovirus integration with the vertebrate cells in system in vitro

Institute of Molecular Biology and Genetics NAS of Ukraine
150, Akademika Zabolotnoho Str., Kyiv, Ukraine, 03680

Summary
In this review the literature data are analyzed  relative to the study
of a new vector system for the cells of vertebrates, based on the in-
sect viruses – baculoviruses. The ways and mechanisms of recom-
binant baculoviruses penetration into cells,  the factors, which in-
fluence the effectiveness of transduction, the principles of the mo-
dification of virus display, and the reaction  of the different  types  of
cells on virus introduction are examined. The prospects of using
recombinant baculoviruses in cellular engineering are discussed.

Keywords: baculovirus, vertebrates, interaction, transduction,
display, cell response.

О. П. Со лом ко, О. А. За ха рук, Л. І. Ча щи на, Л. І. Стро ко вська

Взаємодія ба ку ловi русів з кліти на ми хре бет них 
у сис темі in vitro

Ре зю ме
Про а налізо ва но дані літе ра ту ри сто сов но вив чен ня но вої век -
тор ної сис те ми для клітин хре бет них, за сно ва ної на віру сах
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ко мах – ба ку ловіру сах. Роз гля да ють ся шля хи та ме ханізми
про ник нен ня ре комбіна нтних ба ку ло ви русів у клітини, фак то -
ри, що впли ва ють на ефек тивність транс дукції, при нци пи мо -
дифікації вірус но го дис плея, ре акція різних типів клітин на
вбу до ву ван ня вірусу. Обго во рю ють ся пер спек ти ви ви ко рис -
тан ня ре комбіна нтних ба ку ловірусів у клітинній інже нерії.
Клю чові сло ва: ба ку ловірус, хре бетні, взаємодія, транс -

дукція, дис плей, клітин на   відповідь.
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