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Предисловие редакторов перевода

Все возрастающий интерес к вирусам — мельчайшим объек
там жизни, стоящим да самой границе между живым и неживым 
и не способным к проявлению 'каких-либо признаков живого вне 
клеток, обусловлен, как «ам кажется, двумя главными причи
нами. Первая заключается в том, что вирусы являлись в прош
лом и остаются до сих пор одними из главных возбудителей мно
гих инфекционных и неинфекционных заболеваний. Достаточно 
напомнить читателям, что черная оспа, уносившая в прошлом 
миллионы жизней и 'побежденная в наши дни, является вирус
ным заболеванием, 'известным человечеству тысячелетия. Вирус
ную природу имеет и массовое заболевание наших дней — грипп, 
который до сих пор, несмотря 'на огромные усилия исследовате
лей многих стран мира, не может считаться -побежденным. Мож
но напомнить, что еще 20 лет назад вирус, вызывающий тяжелое 
заболевание нервной системы — полиомиелит — представлял 
серьезную опаоность, в особенности для детей. Сейчас общепри
знано, что существуют вирусы, непосредственно вовлеченные в 
образование опухолей у человека и животных. Что касается ви
русов растений, то вызываемые ими болезни уносят миллионы 
тонн сельскохозяйственных продуктов и заметно уменьшают про
довольственные ресурсы человечества.

Сказанного было бы достаточно, чтобы оправдать то неос
лабное внимание, которое уделяют изучению вирусов несколь
ко поколений биологов. Однако дело не исчерпывается огромной 
практической важностью вирусов для здравоохранения, ветери
нарии и растениеводства. Как показал опыт последних 2—3-х 
десятилетий, вирусы являются незаменимыми, самой природой 
созданными объектами и моделями, помогающими решать обще
биологические, генетические, биохимические, молекулярно-био
логические, эволюционные и ряде других проблем. Так, выяс
нение фундаментальных принципов репликации, транскрипции, 
трансляции и способов регуляции генной активности, а также 
расшифровка генетического кода, структур белков и нуклеино
вых кислот — все это делалось и продолжает делаться при по
стоянном использовании как целых вирусных частиц, так и их 
отдельных компонентов. Можно без преувеличения сказать, что
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Предисловие редакторов перевода

'ш  один биолОг не может считать себя достаточно образованным, 
если он не знаком с основами вирусологии в ее современном 
виде.

Дело не только в том, что вирусология поставляла и продол
жает поставлять почти идеальные объекты исследования смеж
ным научным дисциплинам и тем самым значительно их обога
щает. Сама вирусология, широчайшим образом заимствуя идеи 
и методы смежных научных направлений (генетики, биохимии, 
молекулярной биологии, биоорганической химии и т. д.), полу
чила возможность быстрого и высокоэффективного развития. По 
существу за последние 15—20 лет 'большинство разделов виру
сологии было переписано заново.

В предлагаемой вниманию читателя книге подведены итоги 
этой методической эволюции и дана современная картина виру
сологии как науки во всей полноте и объеме. В последние годы 
отечественная научная литература почти не пополнялась книга
ми по общей и частной вирусологии, поэтому выход в свет этого 
трехтомника существенным образом воополняет имеющийся 
пробел. Эту книгу можно с полным правом назвать энциклопе
дией вирусологии, и мы надеемся, что читатель согласится с по
добным определением. Энциклопедичность этого труда опреде
ляется тем, что в нем совмещено рассмотрение общих проблем 
вирусологии, таких как структура вирионов, механизмы репли
кации, пути распространения вирусов и т. д., и частных харак
теристик отдельных групп вирусов (частная вирусология). Такое 
построение книги позволяет читателю выбрать ту главу или тот 
раздел, который ему 'необходим в данный момент. Другими сло
вами, возможно избирательное чтение отдельных глав без обя
зательного прочтения предшествующих разделов.

Разные главы написаны различными авторами, и преиму
щества подобного разделения труда очевидны, поскольку при 
этом каждую главу пишет специалист, признанный в соответст
вующей области. Вместе с тем, благодаря определенным прин
ципам, которых придерживались все авторы, книга воспринима
ется как единое целое и не страдает от сильного разнобоя ав
торских стилей и манер изложения.

Очевидно, в первую очередь .книга понадобится студентами 
аспирантам биологических, медицинских и частично химических 
факультетов университетов и соответствующих институтов. Вме
сте с тем она будет безусловно полезна и научным сотрудникам.

Конечно, вирусология стремительно развивается, и справед
ливости ради следует упомянуть о том, что в самое последнее 
время в разных разделах вирусологии получены интересные ре
зультаты, которые еще не удалось отразить в этой книге. Однако 
какова судьба любой монографии в любой быстро развиваю
щейся науке. Важно другое: основные сведения, основная идео



Предисловие редакторов перевода 7

логия, основные факты и наблюдения и их интерпретация оста
ются в полной мере достоверными, актуальными и сохраняют 
свое значение как фундамент общей и частной вирусологии. Мы 
надеемся, что читатели по достоинству оценят широту и глубину 
этого фундаментального труда, отдадут должное авторам и пе
реводчикам и с большой пользой будут обращаться к этой книге 
многие годы. К сожалению, в книге совсем не освещен вопрос о 
вирусе СПИДа. Тем, кто им интересуется, советуем прочитать 
№ 12 журнала «В мире науки», — М.: Мир, 1988, целиком посвя
щенный проблемам СПИДа.

Книгу перевели А. В. Гудков (предисловие, гл. 13, 19, 20, 23, 
24, 28), JI. В. Малинина (гл. 1, 3, 11, 12, 25—27, 29, 30), 
Е. И. Склянская (гл. 4—6, 9, 10, 14, 16, 17, 31, 32) и К. М. Чума
ков (гл. 2, 7, 8, 15, 18, 21, 22, 33).

Н. В. Каверин 
Л. Л. Киселев



Предисловие

В последнее десятилетие революция, начавшаяся с открытия 
роли ДНК в передаче 'наследственной информации, 'продолжала 
приносить свои плоды. На первых этапах этого периода главным 
объектом исследований были наиболее просто устроенные ви
русы бактерий — бактериофаги. Позже столь же 'плодотворную 
роль в развитии молекулярной генетики эукариот сыграли виру
сы животных. iB то же время, когда на этих объектах делались 
по существу фундаментальные открытия, происходили изменения 
в структуре самих природных вирусных инфекций: исчезла оспа 
и появился СПИД. Все более широкое распространение имму
носупрессии ‘привело к возрастанию роли «естественных», или 
латентных, вирусов в патогенезе. В настоящее время распростра
нение многих классических вирусных инфекций '(полиомиелита, 
кори, краснухи) в значительной степени ограничено широким 
применением эффективных вакцин, тогда как распространение 
других (например, вызываемых респираторно-си'нцитиальным 
вирусом) все еще не поддается эффективной профилактике.

Замечательные открытия в молекулярной биологии сопро
вождались формированием новых представлений о вирусах как 
инфекционных агентах. Были найдены принципиально новые 
пути создания вакцин, а в биохимических исследованиях удалось 
ответить на многие классические вопросы эпидемиологии и пато
генеза вирусных болезней. Целью первого варианта учебника 
(«Virology») 1 было собрать воедино все аспекты вирусологии и 
представить их в более исчерпывающем виде, чем это обычно 
делается. Таким образом, он планировался как справочник для 
студентов и выпускников медицинских институтов, а также для 
научных сотрудников, экспериментаторов и врачей, интересую
щихся биологией вирусов.

Представляемая нами на суд читателя книга состоит из глав, 
отобранных из «Virology». Она предназначена для студентов 
старших курсов и выпускников институтов, научных сотрудников,

1 Virology, ed. by В. N. Fields, D. M. Knipe, D. M. Chanock, J. L. Melnick,
B. Roizman, and R. E. Shope, Raven Press, 1985.
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Предисловие 9

исследователей-экспериментаторов, интерес которых направлен 
скорее на фундаментальные, чем на клинические или прикладные 
аспекты вирусологии. Во вводных главах обсуждаются основные 
вопросы общей вирусологии, а в последующих представлены све
дения о биохимии, молекулярной биологии и клеточных аспек
тах репликации различных групп вирусов. Книгу будет весьма 
полезно использовать в курсах общей и молекулярной вирусо
логии.

Бернард Н. Филдс 
Дэвид М. Найп

Благодарности
Эта книга — результат труда многих людей. Нам бы хоте

лось особо поблагодарить Розмари Бэкко и Филлис Коэн-Гар
лэнд из Гарвардской медицинской школы за их помощь в ее 
подготовке. С самого начала нас поддерживала доктор Диана 
Шнейдер из Рейвен 'Пресс, благодаря чему нам удалось достичь 
намеченной цели. Мы также благодарны Ровене Хауэлле за ее 
неоценимую помощь в издании «Virology» ‘. Кроме названных, 
выполнить задуманное редакторам и авторам помогли многие 
другие. Хотя у нас нет возможности перечислить их здесь или 
в отдельных главах, мы глубоко признательны всем, чей труд 
способствовал появлению этой инвги.

1 См. сноску на с. 8.



Введение

Бернард Н. Филдс, Дэвид М. Найп 1

Глава 1

Введение в вирусологию животных

Вирусы — это реплицирующиеся микроорганизмы, одни из 
мельчайших представителей существующего многообразия форм 
жизни. Простота организации вирусов обусловливает их главную 
особенность, которая заключается в том, что они размножаются 
только внутри клеток-хозяев и находятся в сильной зависимо
сти от их структуры и метаболизма. Хотя в последние годы ви
русологи затратили много усилий, чтобы понять, как происхо
дит это размножение, до сих пор вирусы являются основной при
чиной болезней человека.

Вирусные болезни—■ одни из главных бичей человечества. 
К ним относятся оспа, желтая лихорадка, бешенство, полиомие
лит и др. Несмотря иа успехи профилактики и почти полную 
ликвидацию наиболее опасных, смертельных вирусных заболе
ваний человека, вирусы тем не менее остаются самой распро» 
страненной причиной человеческих недомоганий, например ост
рых респираторных и желудочно-кишечных заболеваний, а также 
таких серьезных хронических болезней, как гепатит и гениталь
ный герпес.

Указанные заболевания имеют ясные и легко наблюдаемые 
симптомы. Однако известно, что многие вирусные инфекции про
текают без внешних симптомов (т. е. имеется бессимптомная 
форма инфекции). Это означает, что следует различать поня
тая инфекции (размножения вируса в зараженном хозяине) и 
заболевания (нарушений в организме из-за размножения вируса, 
приводящего к 'повреждению тканей). Для некоторых вирусных 
инфекций размножение вируса без явных признаков заболева
ния (инаппарантная инфекция) нехарактерно или даже никогда 
не встречается. Примером такого рода является вирус кори. 
Вместе с тем в других случаях, напротив, на 100 или более боль

1 Bernard N. Fields and David M. Knipe, Department of Microbiology and 
Molecular Genetics, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115.



Введение 11

ных с инапларантной инфекцией приходится лишь один больной 
с клиническими проявлениями.

Кроме того, что большинство вирусных инфекций инаппа- 
рантны, многие из вирусов могут вызывать болезни нескольких 
клинических типов. При этом может затрагиваться не один ор
ган, а несколько ;(мозг, дыхательные шути), а форма заболева
ния может варьировать от слабой до скоротечной и смертельной. 
Дополнительная трудность при клинической диагностике вирус
ных заболеваний состоит в том, что одну и ту же клиническую 
картину (например, острый респираторный синдром) могут да
вать разные вирусы. Таким образом, чтобы с определенностью 
установить этиологию каждого индивидуального заболевания, 
абсолютно необходимы лабораторные исследования, даже если 
клинические данные достаточно очевидны.

Вирусология в значительной степени занимается изучением 
вирусов, вызывающих болезни у человека. Кроме того, вирусы 
сыграли очень важную роль в установлении основных законов 
современной биологии. Например, они были использованы как 
простые генетические системы для изучения структуры и функ
ции генов, т. е. их значение в истории молекулярной биологии 
трудно переоценить. Цель этой книги — представить обширные 
современные данные, касающиеся как медицинских, так и моле
кулярных характеристик тех вирусов, которые важны для меди
цины.

Вирусология — новая область науки. Следует отметить, что 
в XIX в. до разработки бактериологических методов все инфек
ционные агенты называли вирусами. Одним из немногих доступ
ных методов изучения причин заразных болезней было введение 
неочищенных материалов, полученных от больных. Только благо
даря работам Коха, который впервые использовал технику чис
тых (бактериальных культур, появилась возможность выделить 
бактерии — возбудителей многих инфекционных заболеваний. 
После того как было установлено, что этиологическими агента
ми инфекционных болезней являются бактерии, стало возмож
ным различать бактериальные и небактериальные заболевания. 
В сущности наиболее ранние описания агентов, 'которых можно 
рассматривать как вирусы, появились после развития представ
лений о фильтрующихся возбудителях. Такие возбудители были 
ияфекционны, но их не удавалось идентифицировать с помощью 
бактериальных методов, доступных в конце XIX щ. Их отличи
тельной особенностью являлось то, что они сохраняли инфек- 
ционность после прохождения через фильтры, задерживающие 
бактерии.
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История методов и концепций в вирусологии

Системы животного-хозяина

Чтобы осознать происходящий в XX столетии 'Прогресс в по
нимании того, что такое вирусы, следует подробно обсудить ме
тоды, используемые в вирусологии с конца XIX в. и до настоя
щего времени, а также рассмотреть концепции, которые сыграли 
роль в этом понимании.

Пастер был первым, кто начал (1881 г.) систематически ис
пользовать лабораторных животных в работах по изучению ви
руса бешенства [22]. Его исследования по инокуляции материа
ла, полученного от больных бешенством, в мозг кролика были 
провозвестниками более поздних экспериментов, в которых ви
русные агенты стали вводить непосредственно в высоковоспри
имчивый к заболеванию орган или ткань. Другая важная веха 
на рубеже столетия — это опыты Военной комиссии США по 
желтой лихорадке, которыми руководил Уолтер Рид [23]. В них 
было установлено, что вирус желтой лихорадки — первый обна
руженный вирус человека — присутствует в крови больного в те
чение первых трех дней лихорадки, что вирус может передавать
ся при укусе комара и что прежде, чем комар приобретает спо
собность передавать инфекцию, должно пройти определенное 
•время. Так появилось представление о внешнем инкубационном 
периоде. После этого прошло более 30 лет, когда Макс Тейлор, 
положивший начало современному этапу работ над желтой ли
хорадкой, усовершенствовал и ввел в систему использование в 
качестве восприимчивых животных-хозяев мышей [32]. Развитие 
его подхода в конечном итоге привело к получению других ви
русов, причем кульминацией в этом цикле работ стало выделе
ние Далдорфом и Сайклзом в 1948 г. группы вирусов эпидеми
ческой млалгии «а мышах-сосунках [7]. В начале тридцатых го
дов кроме мышей стали использовать также куриные эмбрионы, 
т. е. появился еще один источник тканей, чувствительных к за
ражению вирусами и способных поддерживать их размножение, 
особенно подходящий для группы поксвирусов.

По мере того как появлялись и совершенствовались все эти 
экспериментальные системы, развивались количественные мето
ды исследований. К «им относится тестирование «а людях лим
фы, содержащей вирус осповакцины, которое начали проводить 
с 1920 г., а также методы определения других вирусов, разрабо
танные после появления работы Гарви и Актона с вирусом бе
шенства в 1923 г. [12].
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Культура клеток

Развитие вирусологии очень сильно зависело от разработки 
метода культур клеток, которые сначала появились в конце 20-х 
годов, а затем в 40-х годах были применены для 'исследования 
вирусов энцефалитов. В 1949 г. в ключевом эксперименте Эн
дерса и др. [11] было показано, что культуры клеток способны 
поддерживать рост вируса полиомиелита. Это открытие возве
стило о приходе эры современной вирусологии и послужило 
толчком к ряду исследований, которые в конечном итоге привели 
к выделению многих вирусов, вызывающих серьезные заболева
ния у человека. Таким образом, 50-е и 60-е годы стали золотым 
веком медицинской вирусологии. Выделение ряда энтеровирусов 
(Коксаки, ECHO) и респираторных (адено-, респираторно-еинци- 
тального) вирусов привело к тому, что были установлены при
чины большого числа болезней, вирусное происхождение кото
рых до того момента лишь предполагали. Параллельно с этими 
медицинскими исследованиями после 1952 г., когда Дульбекко 
применил к вирусам животных метод бляшек ■ (негативных коло
ний) [10], в количественную вирусологию вошли системы культур 
ткани. Метод бляшек был прямым .продолжением исследований, 
проводившихся на бактериях и бактериофагах.

Бактериальные вирусы и генетика бактерий

В 1917 г. было обнаружено, что бактерии могут заражаться 
вирусами, т. е. были открыты бактериальные вирусы — бактерио
фаги. Д ’Эррель считал [9], что заражение бактерий вирусами 
может оказаться полезным в лечении болезней, но ему так и не 
удалось доказать эту идею или убедить своих коллег в возмож
ности своей правоты. Однако его открытие бактериофагии было 
оценено в конце 30-х годов, когда группа ученых занялась иссле
дованием бактериофагов, используя их как удобную модель для 
изучения взаимодействий вирус— клетка в точных биохимиче
ских и генетических терминах. Дельбрюк, Луриа и другие ввели 
количественную методологию и разработали системы для изуче
ния лигических взаимодействий бактериофага и клетки, что по
могло уточнить понятие мутации; они развили методы и подхо
ды, позволившие в полной мере определить очень важные гене
тические понятия [8, 20]. Затем Херши и Чейз доказали, что 
генетическая информация бактериальных вирусов закодирована 
в их нуклеиновых кислотах [13]. Вслед за этим было установле
но, что вирусы содержат либо РНК, либо ДНК. В процессе ис
следований заражения бактерий бактериофагами были сформу
лированы многие принципы, на которых основана современная 
молекулярная биология. Оказалось, что кроме литических взаи
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модействий, при которых бактериальные вирусы вызывают ли
зис зараженных бактерий, существует вегетативная вирусная 
инфекция — понятие, введенное Львовым [21], — при которой фаг 
входит в бактерию-хозяина, не вызывая лизиса. Это явление ли- 
зогении, или пассивной инфекции, дало возможность понять, как 
происходит встраивание вируса в хромосомы хозяина, и тем са
мым представить, как могут встраиваться в хромосомы клетки- 
хозяина опухолеродные вирусы.

Эти исследования фагов находились в центре той революции 
в биологии, которая привела к возникновению молекулярной 
биологии. Если до сих пор в классических генетических работах 
биохимические 'Приемы не использовались, то именно применение 
бактериофагов в качестве генетического инструмента позволило 
объединить генетику и биохимию в молекулярную биологию. 
После открытия структуры ДНК в 50-х годах бактериофаги не
однократно играли ключевую роль в разработке новых представ
лений и методов для изучения организации генома, транскрип
ции ДНК, трансляции мРНК, генетического кода и в последнее 
время в качестве векторов для рекомбинантных ДНК- Методи
ческие разработки, использующие генетику, привели к полной 
расшифровке (оеквенированию) вирусных генов и такому уров
ню понимания, о котором незадолго до этого можно было толь
ко мечтать.

Индукция опухолей вирусами

Представление о том, что возникновение опухолей может 
быть связано с вирусами, появилось после того, как было обна
ружено, что вирус саркомы Рауса вызывает опухоли у кур [24] и 
что вирусы присутствуют в опухолях .ряда млекопитающих [29]. 
Впоследствии было показано, что и другие вирусы могут вызы
вать опухоли у мелких грызунов и других видов животных. Более 
того, недавно получено прямое доказательство того, что вирус
ные агенты служат причиной появления опухолей у человека 
(гл. 32). Компоненты вирусов, ответственные за возникновение 
опухолей, называют вирусными онкогенами.

Эта область исследований имеет значение как для молеку
лярной биологии эукариотических клеток, так и для лечения бо
лезней человека. Вирусные онкогены оказались в числе лучших 
модельных систем, помогающих изучению механизмов онкогене- 
тической трансформации клеток млекопитающих [2] (гл. 12, 13). 
Работы с вирусными онкогенами позволили определить роль и 
значение протеинниназ и ядерных белков в регуляции клеточного 
роста [5]. Обнаружение того факта, что клетки опухолей человека 
имеют мутации в тех генах, которые в значительной степени сход
ны с генами, используемыми РНК-содержащими онкогенными 
вирусами для трансформации клеток, способствовало выяснению
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вопроса о том, какие дефекты в опухолевых клетках ответствен
ны за индукцию опухоли. Изучение этих «клеточных онкоге
нов»— новая важная ветвь онкологии и едва ли не самая вол
нующая область в исследованиях рака [19, 28].

Биохимия и молекулярная биология

Исторически сложилось так, что большую часть усилий виру
сологи затратили на идентификацию вирусов 'различных болез
ней— они изучали патологию болезни и определяли, является ли 
ее возбудителем вирус. Однако вирусы растений и животных 
сыграли важную роль не только в тех областях, где непосредст
венно изучают болезни человека и животных, но и в смежных 
с ними, например в биохимии.

В 1935 г. был закристаллизован один из вирусов растений — 
вирус табачной мозаики — и это послужило толчком к тому, что
бы рассматривать вирусы как простой комплекс химических ве
ществ, состоящий из белка и ^рибонуклеиновой кислоты [30]. 
Вскоре появились кристаллы других вирусов растений, но пер
вый вирус человека — вирус полиомиелита — закристаллизовали 
только в 1955 г. И лишь в 80-х годах удалось выяснить тонкие 
детали, строения некоторых из этих кристаллических структур 
и от них перейти к объяснению структуры и функций важных 
вирусных белков. Например, стала возможной кристаллизация 
индивидуальных вирусных белков, таких как гемагглютинин и 
нейраминидаза вируса гриппа, а также кристаллизация целого 
интактного вириона — вируса кустистой карликовости томата 
{гл. 3 и 4). Эти исследования привели к выяснению связи меж
ду биохимическими свойствами отдельных 'белков и точной фи
зической структурой и функцией целого вириона.

В 60-е годы появился метод центрифугирования в градиенте 
плотности. С его помощью исследователи научились получать 
вирусы в чистом виде и идентифицировать их составляющие, что 
способствовало более подробному изучению путей сборки ви
русной частицы. Гель-электрофорез в полиакриламидном геле 
позволил разделить белковые смеси. Первоначально это было 
сделано с вирусом полиомиелита, а затем с более сложными 
вирусами и культивируемыми клетками.

В 50-е годы вирусную частицу считали чем-то вроде «тюка», 
набитого нуклеиновыми кислотами и белками. Однако представ
ление об инертной вирусной частице противоречило данным
о наличии нейраминидазной активности у вируса гриппа и о со
держании лизоцимоподобных ферментов в хвостах бактериофа
гов.. В 60-х и начале 70-х годов был открыт ряд ферментов ви
русов, в том числе РНК-полимераза у вируса осповакцины и 
РНК-содержащих вирусов [16]. Самый замечательный фермент
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был обнаружен у ретровирусов — это обратная транскриптаза 
(ревертаза), способная синтезировать ДНК на РНК-матрице 
[1, 31]. И наконец, совсем недавно были обнаружены ферменты, 
осуществляющие кэппинг мРНК [27].

Изучение экспрессии генов у вирусов эукариот современны
ми методами биохимии нуклеиновых кислот дало также фунда
ментальную информацию о молекулярной биологии самих эука
риот. Например, наличие полиадениловой последовательности 
на З'-конце мРНК [15] и сплайсинг [1а] впервые выявили у ви
русов животных. Сигнальные 'последовательности, регулирующие 
транскрипцию и трансляцию эукариотических мРНК, в ряде 
случаев впервые были определены для вирусных мРНК [18].

Электронная микроскопия и ультраструктура

Хотя «споры микрококков» в лимфе, содержащей вирус оспа- 
вакцины, были обнаружены еще в 1886 г., сложную структуру 
вируса удалось описать только в 1940 г. [25] благодаря приме
нению электронной микроскопии. Конечно, на ранних стадиях 
электронно-микроскопических исследований детали ультраструк
туры вирусных частиц установить не удалось. Однако были из
мерены размеры вирусных частиц, которые затем сравнили-с 
размерами, полученными с помощью фильтрации и других ме
тодов. Несмотря на некоторое расхождение результатов, стало 
ясно, что самые большие вирусы немногим меньше бактерий, 
тогда как самые маленькие чрезвычайно малы. Существенным 
достижением было появление метода негативного контрастиро
вания, который позволил проводить анализ нефиксированных 
препаратов и 'неочищенных вирусных суспензий [3]. К этому вре
мени были сформулированы основные принципы сборки виру
сов, а также выяснилось, что вирусные капсиды бывают спи
ральными и икосаэдричеокими [4, 6].

Одна из интересных возможностей электронной микроскопии 
в этой области исследований была оценена лишь впоследствии, 
когда удалось применить этот метод для идентификации «кап
ризных» по своим ростовым свойствам вирусов, таких как воз
будители вирусных гастроэнтеритов (ротавирусы и норуокский 
агент) и гепатита. Кроме того, именно электронная микроскопия 
сыграла главную роль в идентификации этиологических агентов 
подострого склерозирующего панэнцефалита и прогрессирующе
го очагового лейкоэнцефалита.

Иммунология

Вирусологи считают одной из своих задач поиск путей пред
отвращения вирусных заболеваний. По мере решения этой за
дачи развивались представления о двух формах иммунитета хо
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зяина — гуморального и клеточного. В начале двадцатого столе
тия методы иммунологии играли важную роль в классификации 
вирусов и изучении природы противовирусного иммунитета. При 
этом особо следует отметить три метода. Первый — это гемаг- 
глютинация — важный иммунологический метод для быстро» 
идентификации вирусного агента, открытый Хирстом в 40-е го
ды [14]. С помощью гемагглютинации, или склеивания эритро
цитов, можно производить быструю проверку на присутствие 
вируса, поверхностные белки которого вызывают агглютинацию 
эритроцитов . Этот метод сыграл важную роль в изучении виру
сов и в развитии методов их количественного определения так 
же, как и радиоиммунный анализ, который появился в 60-е годы, 
и сразу же стал мощным инструментом быстрой высокочувстви
тельной идентификации и анализа вирусов иммунологическими 
средствами. И наконец, с помощью появившихся в последнее 
десятилетие моноклональных антител возникла возможность 
идентифицировать специфические области (эпитопы) вирусных 
белков; благодаря этому в руках у исследователей оказался 
чрезвычайно специфический тест на индивидуальные вирусные 
белки [17].

Важное влияние на развитие вирусологии оказывают также 
исследования, связанные с культивированием и клонированием 
различных Т-лимфоцитов. Возможность культивирования Т-кле- 

-ток позволила иммунологам определить роль клеток различных 
типов в защите против вирусных инфекций. Кроме того, в руках 
исследователей оказались и сами Т-клетки, которые очень удоб
но использовать для выделения и идентификации вирусов, рас
тущих в лимфоидных клетках данного типа (например, вирус 
Т-клеточного лейкоза человека) .(гл. 32). Сочетание монокло
нальных антител с методами молекулярного клонирования я 
рекомбинантных ДНК привело к возникновению нового подхо
да, с помощью которого был выделен и идентифицирован рецеп
тор Т-клеток [26]. Совершенно очевидно, что это позволит в ко
нечном счете точно идентифицировать функции и специфичность 
узнавания различных Т-клеток.

Профилактика и лечение

Хотя в вирусологии развиваются разные методы и изучаются 
разные проблемы (от самых фундаментальных, связанных со 
структурой и функциями макромолекул, до самых практических, 
связанных с распознаванием вирусных агентов, вызывающих 
различные болезни), ясно, что одной из главных .целей вирусо
логии является профилактика и лечение вирусных заболеваний 
и, конечно же, именно эта цель особенно важна для практиче
ской медицины. Первая вакцина для людей, созданная Дженне-

2 Заказ № 555
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ром против оапы 200 лет назад, привела в конце концов к лик
видации этого вирусного заболевания. Другие вакцины, напри
мер вакцина против желтой лихорадки, позволили снизить уро
вень эпидемических заболеваний. Некоторые вакцины — против 
полиомиелита, кори, свинки и краснухи — радикально изменили 
•форму и ослабили течение болезней. Тем не менее не секрет, что 
имеется еще целый ряд вирусных агентов, против которых нет 
эффективных вакцин (например, против респираторно-синцити- 
.ального вируса), или что вакцины имеют ограниченное приме
нение (например, вакцины против вируса гепатита). В 80-е годы 
появились новые -подходы, вселяющие в вирусологов большие 
надежды на создание новых противовирусных вакцин (гл. 17). 
Это, в частности : а) рекомбинантные ДНК, продуцирующие ин
дивидуальные белки; б) вставки в такие вирусы, как вирус оспо- 
вакцины и вирус герпеса, генов, которые могут кодировать до
полнительные иммуногенные белки; в) имитация вирусов с ис
пользованием им1мунологических средств или «ангиидиотипов». 
Все эти подходы, как было показано, при различных экспери
ментальных условиях могут в принципе привести к созданию 
вакцин. Вероятно, мы стоим на пороге новой эры — эры новых, 
более безопасных вакцин. Многие методы, ранее применяемые 
только в фундаментальных исследованиях, теперь все чаще при
меняются для выяснения вопроса о том, как осуществляется ви
русная инфекция, причем исследуется этот вопрос на самом 
высоком уровне. Вероятно, по мере того как эти исследования 
будут охватывать все (большее количество вирусов, будут появ
ляться и новые идеи о способах лечения вирусных заболеваний. 
Хотя вирусные заболевания, вообще говоря, более устойчивы к 
химиотерапии, чем бактериальные, в последние годы показано, 
что некоторые лекарственные препараты обладают эффектив< 
ным противовирусным действием. Тем не менее в фундаменталь
ной и медицинской вирусологии остается масса проблем-, кото
рые должны разрешить в будущем вирусологи.
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Глава 2

Таксономия вирусов

Фредерик А. Мэрфи1

«Мир, — сказал Поль Вале
ри,— в равной мере находится 
во власти двух стихий: порядка 
и беспорядка.» Вирусология 
тоже.

Львов, Хорн, Турнье, 1962
Предыстория

Вирусы были открыты в конце прошлого столетия Бейерин- 
ком и Ивановским (вирус табачной мозаики), Леффлером и Фро- 
шем (вирус ящура) и Ридом и Кэрролом (вирус желтой лихо
радки). В основе этого открытия лежало 'измерение 'единствен
ной физико-химической характеристики вирусов — фильтруемо- 
сти [28]. В сущности это была такая оценка размера вирусов, 
которая ставила их особняком от «микробов». В то время опре
деление других физико-химических свойств 'было невозможным, 
.и большинство исследований было направлено на изучение ин
фекционного процесса и реакции на него со стороны организма- 
хозяина. Поэтому первые попытки классификации вирусов осно
вывались на сходстве .их патогенных свойств (например, «виру
сы гепатита» включали возбудителей, известных теперь как 
вирусы гепатита А, гепатита В и вирус желтой лихорадки), ор- 
ганотропности (например, «респираторные вирусы» включали 
такие агенты, как вирусы гриппа, риновирусы, аденовирусы), а 
также на общности экологического статуса (например, «арбо- 
вирусами» ранее называли возбудителей, которые теперь изве
стны как тогавирусы, буньявирусы и рабдовирусы). Становление 
вирусологии началось в -30-х годах с фундаментальных работ, 
посвященных изучению природы вирусов, но вплоть до 50-х годов 
биохимические и морфологические данные об этих агентах были 
слишком разрозненными, чтобы послужить основой для их клас
сификации. В начале 50-х годов была предпринята первая по
пытка сгруппировать вирусы, исходя из их физико-химических 
свойств; так появились группы миксовирусов [2], поксвирусов [10] 
и герпесвирусов [1]. В это же время было открыто огромное мно
жество новых вирусов человека и животных. Это побудило не
которых исследователей и классификационные комиссии к созда
нию различных классификационных схем, часто оказывавшихся 
взаимоисключающими.

1 Frederick A. Murphy, Division of Viral Diseases, Centers for Disease Cont
ro l, Atlanta, Georgia 30333.
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Чтобы исправить положение, в 1966 г. на международном 
микробиологическом конгрессе в Москве был учрежден Между
народный комитет по номенклатуре вирусов (МК.НВ) К тому 
времени у вирусологов уже появилась уверенность в возможно
сти создания в ближайшее время единой универсальной таксо
номической схемы вирусов. Практически никто не сомневался, 
что сотни разных вирусов, выделенных от людей и животных (а 
также от растений, насекомых и бактерий), следует классифици
ровать как единую группу организмов, отдельно от всех осталь
ных биологических объектов; споры вызывал лишь выбор кон
кретной иерархической схемы. Львов и др. [13] считали, что 
«система классификации вирусов, как и всякая другая система, 
должна предполагать '.иерархию признаков, а ‘иерархия предпо
лагает выбор (в отношении порядка критериев и их значимо
сти)». Даже с той оговоркой, что при этом не учитываются ни
какие филогенетические взаимоотношения, эта система должна 
была поместить все вирусы в единое «царство» и создать нисхо
дящую иерархию групп по типу нуклеиновой кислоты, стратегии 
репликации, симметрии капсида, присутствию или отсутствию 
наружной мембраны и иным структурным особенностям вириона. 
Этот иерархический подход не нашел поддержки в МКНВ, я тем 
не менее схема Львова — Хорна — Турнье стала основой универ
сальной системы, создание которой началось с работы Уайл- 
ди [30]. В этой системе при создании таксонов рассматривается 
максимально возможное число признаков вирионов, которые 
упорядочивают по их таксомномичеокому значению. Относитель
ный порядок и «вес» каждого признака фактически устанавли
ваются условно и зависят от суждений, «в которые нам хотелось 
бы верить, но которые мы не можем доказать» -[8]. Система не 
содержит иерархических уровней выше, чем семейства, и не 
предполагает филогенетических взаимоотношений помимо тех, 
которые установлены экспериментально (например, при помо
щи гибридизации нуклеиновых кислот, определения нуклеотид
ных последовательностей, исследования перегруппировки генов 
и экспериментов по рекомбинации). Система находит широкое 
применение и вытеснила все другие схемы. Она весьма полезна 
как для студентов, так и для преподавателей, и привносит стро
гость в научную литературу по вирусологии [9, 14, 15, 30].

Универсальная система таксономии вирусов МКТВ

Современная универсальная система основана на условно 
выбранных иерархических уровнях, соответствующих семейству,

1 В 1973 г. он был переименован в Международный комитет по таксономии 
вирусов (МКТВ).
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роду и виду. Более низкие иерархические уровни, такие как под
вид, штамм, вариант и т. д., устанавливаются международными, 
специализированными группами и коллекциями культур.

Семейства вирусов

Семейства вирусов обозначают словами, оканчивающимися 
на -viridae. Несмотря на условность исходных критериев создания 
семейств, этот уровень иерархии таксонов представляется хоро
шо обоснованным и устойчивым. Семейства состоят из групп 
родов вирусов с очевидным общим эволюционным происхожде
нием; например, кажется маловероятным, что множество сход
ных особенностей структуры и репликации поксвирусов может 
быть обязано чему-либо иному, кроме общего предшественника.. 
В тех случаях, когда новые данные противоречат этому представ
лению об общем происхождении вирусов, помещаемых в одно 
семейство, последнее, вероятно, следует разделить на несколько 
новых семейств.

Роды вирусов

Названия родов вирусов оканчиваются на -virus. Этот уро
вень иерархии таксонов также хорошо обоснован и полезен, а  
общность эволюционного происхождения в этом случае еще бо
лее очевидна. Критерии, использующиеся для выделения родов* 
несколько различаются в разных семействах, и по мере увели
чения числа известных вирусов приходится прибегать к более 
тонким физико-химическим и серологическим различиям для вы
деления новых родов во многих семействах.

Виды вирусов

Виды вирусов пока не определены формально (за исключе
нием семейства Adenoviridae; см. ниже), хотя ясно, что этот 
уровень иерархии таксонов должен быть эквивалентен современ
ному обиходному значению слова «вирус». Например, выраже
ния «вирус Синдбис, вирус свинки и полиовирус типа 1» полно
стью соответствуют смыслу слова «вирус» и должны считаться 
видовыми названиями. Проблема состоит в таком определении 
термина «вид», которое можно было бы применять однозначна 
и конструктивно во всех семействах вирусов. Кроме того, неясно,, 
что лучше использовать для обозначения видов: название или 
код [16]. Эти проблемы должны решиться в ближайшие несколь
ко лет, а пока МКТВ приводит список видов под заглавием 
«Английское тривиальное название» и оставляет незаполненной 
графу «Международное название» [15].
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Определение видов в семействе Adenoviridae

Определение -видов в семействе Adenoviridae было предвари- 
тельно принято МКТВ в 1981 г. [15, 29]; этим было положено 
начало введению аналогичных определений в других семействах, 
т которых вирусы обозначены с помощью алфавитно-цифрового 
кода. Задача определения вида в семействах, в которых вирусы 
названы собственными именами, более сложна, и пока предпри
нимались лишь неформальные попытки такого рода [19]. Ранее 
«семейство Adenoviridae подразделяли на два рода, Mastadeno- 
virus и Aviadenovirus, включающие соответственно аденовирусы 
млекопитающих и птиц. Вирусы человека, входящие в род Masta- 
denovirus, ранее разделяли на пять подродов (подгрупп), от А 
до Е, на основе гомологии ДНК, ее нуклеотидного состава, спо
собности вызывать опухоли у хомячков, способности к трансфор
мации клеток, гомологии участка генома, ответственного за 
трансформацию, группы Т-и НА-антигенов. В настоящее время 
термин «вид» для всех аденовирусов определяют на основе имму
нологических особенностей, выявляемых по количественной ней
трализации антисыворотками, животных. Данный вид либо не дает 
перекрестной реакции с другими видами, либо дает отношение 
титров между гомологичной и гетерологичной реакциями не ме
нее 16 в каждом направлении. В том случае, когда вирус обна
руживает некоторую перекрестную реакцию в одном или обоих 
направлениях (отношение титров в гомологичной и гетерологич- 
яой реакциях равно 8 или 16), самостоятельность вида прини
мается, если а) гемагглютинины неродственны, что выявляется 
по отсутствию, перекрестной реакции торможения гемагглютина- 
щги, или б) имеются существенные биохимические или биофизи
ческие различия между ДНК [29]. Кроме того, МКТВ одобрил 
систему наименования определенных таким образом видов. Она 
включает использование трехбуквенных кодов (за исключением 
однобуквенного кода h для обозначения вирусов человека), ука
зывающих род хозяина, и порядковый номер в пределах каждой 
из групп по хозяину'(табл. 2.1).

Однозначная идентификация вирусов

Однозначная идентификация вирусов является одной из ос
новных прагматических целей универсальной таксономической 
системы. Несмотря на неполноту этой системы, в скором време
ни редакторы журналов (и другие лица, связанные по роду сво
ей деятельности с идентификацией вирусов) будут требовать, 
чтобы для каждого из использованных в работе вирусов была 
указана принадлежность к соответствующему семейству, роду
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Таблица 2.1. Роды и виды семейства Adenoviridae

Хозяин Вирус

Русское название Латинское название РОД! Вид2

Человек Homo sapiens От h 1 до h 42
Крупный рога Bos taurus От bos 1 до bos 9-
тый скот
Свинья Sus domestic us От sus 1 до sus 4
Овца Ovis aries Mastadenovirus От ovi 1 до ovi 5>
Лошадь Equus caballus equ 1
Собака Canis familiaris can 1
Коза Capra hircus cap 1
Мышь Mus musculus mus 1

Курица Gallus domesticus От gal 1 до gal
Индейка Meleagris gallo- От mel 1 до mel 2

pava
Гусь Anser domesticus Aviadenovirus ans 1
Фазан Phasiatius colchi- pha 1

cus
Утка Anas domes tic a . ana 1

1 У вирусов человека определены также подроды [29].
2 Из-за сложностей классификации хозяев видовые названия аденовирусов, выделении» 
от обезьян и других низших приматов, ие установлены.

и виду, а также даны и более подробные обозначения, вырабо
танные специализированными группами (например, Picornavi- 
ridae, Enterovirus polio 1, штамм: Брюнхильд АТСС VR 58) [16J. 
Ключевым указателем к номенклатуре вирусов является послед
ний отчет Международного комитета по таксономии вирусов — 
«Классификация и номенклатура вирусов» [15] и сообщения спе
циализированных групп и коллекций культур.

Характеристики вирусов

Характеристики вирусов, используемые для создания таксог 
нов, бывают самыми разнообразными — простыми и сложными, 
рациональными и историческими. В первую очередь должны 
учитываться те из них, которые связаны с составом нуклеино
вых кислот и белков, а также типом репликации, однако на са
мом деле сейчас классификация основывается в значительной 
мере на других свойствах вирусов, которые легче определить. 
Например, методология характеризации нуклеиновых кислот 
(определение нуклеотидного состава, олигонуклеотидное карти
рование, картирование с помощью ферментов рестрикции, гибри
дизация, определение повторяющихся и инвертированных после
довательностей, гетеродуплексное (картирование, определение 
последовательности оснований и т. д.) пока не находит широкого
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применения для характеризации вирусов. Использование подоб
ных критериев в таксономических целях не привело -к заметному 
успеху (примером может служить семейство Herpesviridae). Сей
час наиболее широко используются характеристики, выявлен
ные при электронно-микроскопических исследованиях вирионов 
и зараженных клеток (морфология, структура и размер вирио
нов, тип морфогенеза и его локализация, наличие или отсутствие 
внешней оболочки и т. д.). Таким образом, в большинстве слу
чаев вирусы можно поместить в соответствующее семейство и 
род по визуальным признакам .и результатам электронно-микро
скопических исследований с использованием негативного кон
трастирования и/или получения тонких срезов [18]. Поскольку 
морфология вириона является ценным интегральным признаком, 
на рис. 1—20 показаны представители каждого из 20 семейств 
(и нескольких морфологически отличных родов), включающих 
вирусы человека и животных. В дополнение к электронной мик
роскопии при классификации обычно используют серологиче
ские методы и определение устойчивости к различным факторам 
(изменению pH, температуры, действию растворителей жиров 
я т. д.). Эти методические приемы доступны для большинства 
лабораторий во всем мире. Подобная идентификация и таксоно
мическая характеризация представляют собой скорее повторе
ние исторических этапов открытия вируса, нежели рациональную 
последовательную процедуру идентификации. Классическая схе
ма идентификации хороша тем, что после создания таксона с 
использованием большого числа признаков обычно требуется 
немного дополнительных данных для того, чтобы поместить но
вый 'вирус в соответствующий таксон. Исключение составляют 
случаи, когда вирус не укладывается в соответствующие, крите
рии и встает вопрос о создании нового семейства или нового 
рода. В этом случае прибегают к более полной характеризации, 
включая определение нуклеотидного и аминокислотного состава, 
а также изучение стратегии репликации.

Семейства, включающие вирусы человека и животных

Из более чем 55 семейств, признанных МКТВ, 17 включают 
вирусы человека и животных [15]. Кроме того, предложены еще 
три семейства, пока не принятые официально. Нерешенной проб
лемой остается порядок семейств вирусов; это опять указывает 
на произвольность значения, приписываемого тем или иным ха
рактеристикам вириона при таксономии [16]. Список семейств, 
включающих вирусы человека и животных, приведен в табл. 2.2 
в порядке, принятом МКТВ [15]. Порядок определяется типом 
нуклеиновой кислоты, наличием иди отсутствием внешней обо
лочки, механизмом репликации, позитивностью или негативно
стью генома, а также его сегментацией.
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Определяющее свойство Семейство

Двухцепочечная ДНК, имеется внешняя оболочка

Двухцепочечная ДНК, внешняя оболочка отсут
ствует

Одйоцепочечная ДНК, внешняя оболочка отсут
ствует

Двухцепочечная РНК, без внешней оболочки

Одноцепочечная РНК, имеется внешняя оболочка 
ДНК-копии в репликативном цикле отсутст

вуют
Позитивный геном

Негативный геном 
Несегментированный геиом

Сегментированный геном

ДНК-копии участвуют в репликативном цикле 
Одноцепочечная РНК, внешняя оболочка отсутст

вует

Poxviridae
Iridoviridae
Herpesviridae
Adenoviridae
Papovaviridae ,
[Hepadnaviridae]1
Parvoviridae

Reoviridae
[Birnaviridae]1

Togaviridae
Coronaviridae

Paramyxoviridae
Rhabdoviridae
[FHoviridae]1
Orthomyxoviridae
Bunyaviridae
Arenaviridae
Retroviridae
Picornaviridae
Caliciviridae

1 В этой главе квадратные скобки применяются для названий, которые еще не утверж» 
дены МКТВ. Станут ли эти названия официальными — неизвестно. Использованные тер« 
мнны: внешняя оболочка — липидсодержащий бислой, происходящий частично из клеточ
ной мембраны; позитивный геном — это геном, состоящий из нуклеотидных последова
тельностей, которые могут непосредственно транслироваться в белок; в случае ДНК-со- 
держащих вирусов он имеет такую же последовательность, что и соответствующая 
мРНК; негативный геном — это геиом, состоящий из нуклеотидных последовательностей, 
комплементарных мРНК.

Таксономическое описание семейств, 
включающих вирусы человека и животных

Семейство: Poxviridae [15] (поксвирусы) (рис. 2.1)!

Подсемейство: Chordopoxvirinae (поксвирусы позвоночных).
Род: Orthopoxvirus (вирусы ооповакцины, оспы).
Род: Parapoxvirus [вирус инфекционного пустулезного дер
матита (вирус орфа)].
Род: Avipoxvirus (вирус оспы кур).

1 Микрофотографии, цриведенные в этой главе, любезно предоставили 
Е. L. Palmer, М. L. Martin, А. К. Harrison, S. G. Whitfield, L. D. Pearson, T. Ba
ker, E. H. Cook, C.-H. von Bonsdorff, J. Esposito, C. Smale, М. V. Nermut,
C. Mebus -и V. I. Heine.



Род: Capripoxvirus (вирус оспы овец).
Род: Leporipoxvirus (вирус миксомы).
Род: Suipoxvirus (вирус оспы свиней).

Подсемейство: Entomopoxvirinae (поксвирусы насекомых; воз
можно, три рода).
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Рис. 2.1. Poxviridae: Orthopoxvirus, вирус осповакцины (слева), и Parapoxvi- 
rus, вирус инфекционного пустулезного дерматита (орфа) (справа); X  49 500.

Свойства

Вирионы поков'ирусов крупные, имеют форму параллелепи
педа (или яйцевидную, как в случае рода Parapoxvirus). Их раз
мер— (300—450) X (170—260) нм. У них имеется внешняя обо
лочка и лежащее под ней сложное образование из тубулярных 
структур, а также внутреннее ядро, состоящее из ДНК-содержа- 
щей сердцевины и одного или двух боковых телец. Геном пред
ставляет собой одну молекулу двухцепочечной ДНК с мол. мас
сой (85—250) • 106. Вирусы имеют более 30 структурных белков 
и -несколько ферментов (включая ДНК-зависймую транскрипта- 
зу). Репликация и сборка происходят в цитоплазме на «вирус
ных фабриках» (тельцах-включениях), а образующиеся вирионы 
выходят из клетки при помощи почкования (вирусы с внешней 
оболочкой) или в результате разрушения «летки (вирусы без 
внешней оболочки). У поксвирусов имеется общий группоспеци
фичный нухлеопротеиновый антиген, а вирусы рода Orthopox
virus синтезируют невирионный гемагглютинин.

возбудители заболеваний человека

Orthopoxvirus: вирусы оспы, осповакцины, обезьяньей оспы, 
коровьей оспы. Parapoxvirus: вирус орфа (инфекционного пу
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стулезного дерматита), вирус псевдооспы коров (узелков доиль
щиц). Неклассифицированные поксвирусы: вирус контагиозного 
моллюска, вирус Яба, вирус Тана.

Возбудители заболеваний животных

Orthopoxvirus: вирус коровьей оспы, эктромелии (мышиной 
оспы), вирус оспы кроликов, вирус оспы обезьян. Parapoxvirus: 
вирус орфа (инфекционного пустулезного дерматита), вирус 
псевдооспы коров (узелков доильщиц), вирус бычьего папулёз
ного стоматита, Avipoxvirus: многочисленные виды поксвирусов 
птиц. Capripoxvirus: вирус оспы овец, вирус оспы коз, вирус кож
ной болезни коров. Leporipoxvirus: вирус миксомы (кроликов), 
вирус фибромы (кроликов, вирус фибромы зайцев, вирус фибромы 
белок. Suipoxvirus: вирус оспы свиней. Неклассифицированные 
поксвирусы: вирус Тана,вирус Яба (обезьян).

Семейство: Iridoviridae [15] (иридовирусы) (рис. 2.2)

Род: Iridovirus (мелкие иридисцентные вирусы насекомых). 
Род: Chloriridovirus (крупные иридисцентные вирусы насе

комых) .
Род: Ranavirus (вирусы лягушек).
Род: (без названия) (вирус лгомфокистоза рыб).
Род: (без названия) (вирус африканской чумы свиней).

If

■ жттШШШВШШшШВт'- -■ « щ

■ Р  ■

IP'̂ .. . , ё. ъмвшишшкшшМ И И М Ш .^  J ■'ЙГ Шя

шИВи

Рис. 2.2. Iridoviridae: вирус африканской чумы свиней; X  105 000.
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Свойства

Вирионы иридовирусов имеют липид содержащую внешнюю- 
оболочку (отсутствующую у некоторых вирусов насекомых) и 
икосаэдрический нуклеокапсид. Диаметр вириона 125—300 нм. 
Геном представляет собой одну молекулу двухцепочечной ДНК 
с мол. массой (100—250) • 106. Вирусы имеют более 20 структур- 
ных белков, в том числе несколько вюряомных ферментов. Реп
ликация происходит в цитоплазме (хотя ядро и необходимо для- 
синтеза ДНК), а вирионы освобождаются в результате почкова
ния или при разрушении клетки. Антитела против вируса афри
канской чумы свиней не нейтрализуют вирус, но связываются; 
с ним.

Возбудители заболеваний человека

Не обнаружены.

Возбудители заболеваний животных

Вирус африканской чумы свиней и несколько вирусов ля
гушек.

Семейство: Herpesviridae [24] (вирусы герпеса) (рис. 2.3)

Подсемейство: Alphaherpesvirinae (вирусы, подобные вирусу про
стого герпеса).
Род: [Simplexvirusf (вирусы, подобные вирусу простого гер
песа) .

. 1
1

Рис. 2.3. Herpesviridae: Alphaherpesvirinae: [Simplexvirus], вирус .простого гер
песа твпа 1, имеющий внешнюю оболочку (слева) и лишенный ее (голые кап- 
сиды) (справа); х  189 000.

1 В скобки заключены названия, не утвержденные МКТВ [24].
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Род: [Poikilovirus] (вирус псевдобешенства и подобные ему). 
Род: [Varicellavirus] (вирус ветряной оспы/опоясывающего 

лишая).
Подсемейство: Betaherpesvirinae (цитомегаловирусы).

Род: [Cytomegalovirus] (цитомегаловирусы человека).
Род: [Muromegalovirus] (цитомегаловирусы мышей). 

Подсемейство: Gammaherpesvirinae (вирусы, связанные с лим
фоцитами) .
Род: [Lymphocryptovirus] [вирусы, подобные вирусу Эпштей

на— Барр (ЭР)].
Род: [Thetalymphocryptovirus] (вирусы, подобные вирусу бо

лезни Марека).
Род: [Rhadinovirus] (вирусы, подобные вирусу обезьян сай- 

мири и ателес).

Свойства

Вирионы герпесвирусов имеют а) внешнюю оболочку с по
верхностными выступами; б) наружный слой, состоящий из 
аморфного материала; в) икосаэдрический капсид и г) сердце- 
вину, состоящую из фибриллярной «катушки», на которую намо- 
тана ДНК- Общий размер вирусной частицы — от 100 до 200 нм. 
Геном представляет собой одну молекулу двухцепочечной ДНК 
с мол. массой (80— 150) • 106. Вирусы имеют более 20 структур
ных белков, включающих иногда рецептор для Fc во внешней 
оболочке. Репликация происходит в ядре; капсиды получают 
внешнюю оболочку при почковании от внутреннего слоя ядер- 
ной мембраны. Вирусные частицы транспортируются через ци
топлазму в мембранных везикулах, которые затем сливаются с 
плазматической мембраной. Некоторые герпесвирусы вызывают 
неоплазию, и многие из них персистируют в течение всей жизни 
их природных хозяев.

Возбудители заболеваний человека

[Simplexvirus]: вирусы простого герпеса (HSV) типов 1 и 2, 
'В-вирус. [Varicellavirus]-. вирус ветряной оспы/опоясывающего ли
шая (VZV). [Cytomegalovirus]: цитомегаловирус человека. [Lym- 
.phocryptovirus]: вирус Эпштейна — Барр.

^Возбудители заболеваний животных

[Simplexvirus]: вирус маммилита крупного рогатого скота, 
В-вирус. [Poikilovirus]: вирус псевдобешенства (свиней), вирус 
ринопневмонии лошадей. [Muromegalovirus]: мышиный цитоме
галовирус. {Limphocryptovirus]: герпесвирус павианов, герпесви-



рус шимпанзе. [Thetalymphocryptovirus]: герпесвирус болезни 
Марека (кур), герпесвирус индеек. [Rhadinovirus]: герпесвирус- 
обезьян ателес, герпесвирус обезьян саймири. Существуют сот
ни других герпесвирусов, связанных с заболеваниями животных;, 
большинство их пока не распределено по подсемействам и родам..

Семейство: Adenoviridae [20, 29] (аденовирусы) (рис. 2.4)

Род: Mastadenovirus (аденовирусы млекопитающих).
Под род А.

Виды: hl2, h!8, h312.
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Рис. 2.4. Adenoviridae: Mastadenovirus h5, аденовирус человека, тип 
X  234 ООО.

Под род: В.
Виды: h.3, К7, t ill, hl4, hl6, h21, h34, h35.

Подрод: С.
Виды: h i, h2, h5, h6.

Подрод: D.
Виды: h8, h9, hlO, hl3, hl5, hl7, hl9, h22, h23, h24, h26, 
h27, h29, h30, h32, h33, h36, h37.

Подрод: E.
Bud: h4.

(Подроды не определены.)

1 Подроды были установлены только для аденовирусов человека [29].
2 Аденовирусы человека обозначают буквой h и цифровым кодом; вирусы 

животных и птиц обозначают трехбуквенным кодом, указывающим род хо
зяина, и цифровым кодом. Эти алфавитно-цифровые кодовые обозначения яв
ляются первым примером официально признанных обозначений вида вируса..
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Виды: от bosl до bos9 (аденовирусы крупного рога
того скота)
от susl до sus4 (аденовирусы свиней), 
от ovil до ovi5 (адеиовярусы овец), 
equl (аденовирус лошадей), 
от canl до сап2 (аденовирусы собак) 
capl |(козлиный аденовирус), 
mtisl (аденовирус мышей).

Род: Aviadenovirus (аденовирусы птиц).
Виды: от ga ll до gal9 (аденовирусы кур), 
от mell до те12 (аденовирусы индеек), 
ansi (аденовирус гусей), 
phal (аденовирус фазанов),
ана! (аденовирус уток).

Свойства

Вирионы аденовирусов лишены внешней оболочки и имеют 
икосаэдрическую симметрию. Диаметр частицы составляет от 
70 до 90 «м. Она состоит из 252 капсомеров, .причем 12 из них,
расположенных в вершинах (основания лентонов), имеют про
долговатые выросты, которые несут главные видоспецифические 
и минорные подродоспецифические эпитопы, а остальные 240 кап
сомеров (гексонов) .несут главные родоепецифические, иодродо- 
специфические и минорные видоспецифические эпитопы. Геном 
представляет собой одну молекулу двухцепочечной ДНК с мол. 
массой (20—25)-106. Вирусы имеют по крайней мере 10 струк
турных белков. Репликация и сборка осуществляются в ядре 
-(синтез полипептидных цепей происходит в цитоплазме), а ви
рионы освобождаются в результате разрушения клетки. Круг хо
зяев у большинства видов весьма узок. Некоторые аденовирусы 
вызывают опухоли у новорожденных гетерологичных видов жи
вотных.

^Возбудители заболеваний человека

Mastadenovirus: от h i до h37 (аденовирусы человека). 

Возбудители звболеваний животных

Mastadenovirus: equl (аденовирус лошадей), canl (вирус ин
фекционного гепатита собак), сап2 (аденовирус собак). Многие 
другие аденовирусы млекопитающих и птиц.

'Семейство: Papovaviridae [17] (паповавирусы) (рис. 2.5)

Род: Papillomavirus (вирусы папилломы).
Род: Polyomavirus (вирусы полиомы).

1 См. сноску2 на стр. 31.
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Рис. 2.5. Papovaviridae: Papillomavirus, вирус бородавок человека; X  135 000. 

Свойства

Вирионы паповавирусов лишены внешней оболочки. Они име
ют икосаэдрическую симметрию, а диаметр их составляет от 45 
до 55 нм. Вирусные частицы состоят из 72 капсомеров, образую
щих поверхностную решетку с Т =  7. Геном представляет собой 
одну кольцевую молекулу двухцепочечной ДНК с мол. массой 
(3—5) • 106. Вирусы имеют от пяти до семи структурных белков. 
Репликация и сборка происходят в ядре, а вирионы высвобож
даются при разрушении клеток. Круг хозяев большинства виру
сов весьма узок. Для некоторых паповавирусов характерна спо
собность к трансформации клетки-хозяина и онкогенезу.

Возбудители заболеваний человека

Papillomavirus: по крайней мере девять вирусов папилломы 
человека (вирусы бородавок). Polyomavirus: хотя вирусы ВК 
и JC, включаемые в этот род, выделены от человека, их связь с 
неоплааиями у человека не доказана.

Возбудители заболеваний животных

Papillomavirus: вирус папилломы Шоупа (кроликов) и виру
сы папилломы многих других видов животных. Polyomavirus: 
SV40 (выделен от макака-резуса) и некоторые другие полиома- 
вирусы животных.

3  Заказ .Ms 555



Предполагаемое семейство: [Hepadnaviridae] [23] 
(вирусы, подобные вирусу гепатита В) (рис. 2.6)

(Роды не определены.)
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Рис. 2.6. [Hepadnaviridae]: вирус гепатита В; X  225 000,

Свойства

Вирионы вируса гепатита В и сходных вирусов имеют внеш
нюю оболочку (содержащую липиды и HBsAg), которая окру
жает нуклеокапсид (содержащий HBcAg). Диаметр вириона со
ставляет 42 нм (частицы Дейна), а нуклеокапсида— 18 нм. Ге
ном представляет собой одну кольцевую молекулу ДНК с мол. 
массой 1,6-106; в ней имеются один разрыв и одноцепочечный 
участок. Вирусы содержат два главных 'полипептида, составляю
щие HBsAg, одну полипепгидную цепь, составляющую HBcAg, 
и другие полипептиды (HBeAg). Репликация осуществляется в 
ядрах гепатоцитов '(с накоплением HBcAg), a HBsAg образуется 
в цитоплазме в значительных количествах; этот процесс сопро
вождается экзоцитозом, приводящим к антигенемии.

Возбудители заболеваний человека

Вирус гепатита В.

Возбудители заболеваний животных

Вирусы, подобные вирусу гепатита В, вызывающие заболева
ние у сурков, земляной белки, красной белки (Callosciurus егу- 
thracus) и пекинских уток.



Семейство: Parvoviridae [3] (парвовирусы) (рис. 2.7)

Род: Parvovirus (парвовирусы млекопитающих и птиц).
Род: Dependovirus (аденоассоциированные вирусы, AAV). 
Род: Densovirus (парвовирусы насекомых).

Рй^ЧННННН
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■1

Рис. 2.7. Parvoviridae: Parvovirus, вирус Н-1; X  171 ООО.

Свойства

Вирионы парвовирусов лишены внешней оболочки, обладают 
икосаэдрической симметрией и имеют диаметр 18—26 нм. Вирус
ные частицы состоят из 32 капсомеров, образующих поверхност
ную решетку с Г =  3. Геном представлен одной молекулой одно
цепочечной ДНК с мол. массой (1,5—2,0) ■ 106. Вирусы содержат 
три главных полипептида. Репликация и сборка происходят в 
ядре при содействии хозяйской клетки, реализующемся в период 
от поздней фазы S до ранней фазы G2 клеточного цикла. Вирио
ны очень стабильны к изменениям pH и нагреванию. Вирусы 
имеют узкий круг хозяев.

Возбудители заболеваний человека

Возможно, вирус Норуок и родственные ему (морфологиче
ски сходные) вирусы (вирус гастроэнтерита).

возбудители заболеваний животных

Parvovirus: вирус панлейкопении кошек, парвовирус собак, 
вирус энтерита норок, вирус алеутской болезни норок, бычий

3 *
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Рис. 2.8. Reoviridae: Reovirus, реовирус типа 2 (вверху); Rotavirus, ротавируе 
человека (в середине); Orbivirus, вирус синего языка типа 11 (внизу); 
X  135 000 (вверху и в середине); X  243 000 (внизу).



Таксономия вирусов 37

парвовирус, парвовирус гусей, парвовирус свиней, вирус Н-1 и. 
другие парвовирусы мышей.

Семейство: Reoviridae [15] (реовирусы) (рис. 2.8)

Род: Reovirus (реовирусы человека и животных).
Род: Orbivirus (орбивирусы).
Род: Rotavirus (ротавирусы).
Род: Phytoreovirus (подгруппа 1 реовирусов растений).
Род: Fijivirus (подгруппа 2 реовирусов растений).
Род: Cypovirus (вирус цитоплазматического шолиэдроза).

Свойства

Вирусы указанных родов различаются по морфологическим 
и физико-химическим особенностям. Обычно вирусные частицы 
лишены внешней оболочки, содержат две капсидные оболочки 
(каждая с икосаэдрической симметрией) и имеют диаметр от 60 
до 80 нм. Геном состоит из 10— 12 сегментов линейной двухце
почечной РНК с общей мол. массой (12—20) • 106. Вирусы содер
жат от 6 до 10 вирионных полипептидов, включая транокриптазу 
и другие ферменты. Репликация и сборка происходят в цито
плазме, часто в связи с гранулярной или фибриллярной виро- 
плазмой. Рота- и реовирусы передаются прямым путем; орби
вирусы переносятся членистоногими.

Возбудители заболеваний человека

Reovirus: реовирусы типов 1, 2 и 3 выделены от человека, но 
их этиологическая связь с заболеваниями (диарея, лихорадоч
ные заболевания) не доказана. Orbivirus: вирус колорадской 
клещевой лихорадки вирус Орунго (лихорадочное заболевание 
в Нигерии и Уганде), вирус Кемерово (лихорадочное заболева
ние е СССР и Египте). Rotavirus: ротавирусы человека.

Возбудители заболеваний животных

Reovirus: реовирусы типов 1, 2 и 3 являются возбудителями 
заболеваний мышей и других животных. Orbivirus: вирус синего 
языка, вирус африканской чумы лошадей, вирус эпизоотической 
геморрагической болезни оленей и другие вирусы, поражающие 
различные виды животных. Rotavirus: ротавирусы являются 
важнейшей причиной диареи у большинства видов.

1 Поскольку двухцепочечная РНК вируса колорадской клещевой лихорад
ки состоит не из 10 сегментов, как у всех представителей рода Orbivirus, а из
12, его следует поместить в отдельный род.
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Предполагаемое семейство: [Birnaviridae] 
[15] (вирусы с двухцепочечной РНК, 
состоящей из двух сегментов) (рис, 2.9)

(Роды не установлены.)

Рис. 2.9. [Birnaviridae]: вирус инфекционной болезни бурсы; X  243 ООО. 

Свойства

Вирионы бирнавирусов лишены внешней оболочки, имеют 
икосаэдрическую симметрию и диаметр 60 нм. Вирионы содер
жат 92 капсомера, образующие поверхностную решетку с Г=9. 
Геном состоит из двух сегментов линейной двухцепочечной РНК 
с суммарной мол. массой 4,8-10®. Вирусы содержат четыре глав
ных вирионных полипептида, включая транскриптазу. Реплика
ция и сборка происходят в цитоплазме, а высвобождение вирус
ных частиц осуществляется при разрушении клетки.

Возбудители заболеваний человека

Не обнаружены.

Возбудители заболеваний животных

Вирус инфекционной болезни бурсы кур, вирус инфекцион
ного некроза поджелудочной железы рыб.

Семейство: Togaviridae [22] (тогавирусы) (рис. 2.10)

Род: Alphavirus (арбовирусы «группы А»),
Род: Flavivirus (арбовирусы «группы В»),
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Рис. 2.10. Togaviridae: Rubivirus, вирус краснухи; X  135 000.

Род: Rubivirus (вирус краснухи).
Род: Pestivirus (вирусы болезни слизистых оболочек).

Свойства

Вирион имеет внешнюю липидсодержащую оболочку с по
верхностными выступами, окружающую нуклеокапсид (по-види- 
мому, с икосаэдрической симметрией). Диаметр вириона от 40 
до 70 нм. Геном состоит из одной молекулы позитивной инфек
ционной одноцепочечной РНК с мол. массой 4-106. Частицы со
держат от трех до четырех главных вирусных полипептидов, при
чем один или два из «их гликозилированы. Большинство виру
сов обнаруживает pH-зависимую гемагглютинирующую актив
ность. Репликация происходит в цитоплазме, а сборка включает 
этап отпочковывания от мембраны хозяйской клетки. Все альфа- 
вирусы, большинство флавивирусов, но не рубивирусы и пести- 
вирусы способны размножаться как в членистоногих, так и в 
позвоночных.

Возбудители заболеваний человека

Alphavirus: вирус восточного энцефалита лошадей, вирус за
падного энцефалита лошадей, вирус венесуэльского энцефалита 
лошадей, вирус Чикунгунья, вирус О ’Ньонг-Ньонг, вирус Росс- 
Ривер, вирус Майаро. Flavivirus: вирус желтой лихорадки, вирус 
денге, вирус Западного Нйла, вирус энцефалита Сан-Луи, вирус 
Росио, вирус японского энцефалита, вирус энцефалита долины 
Мюррей, вирус клещевого энцефалита и другие флавивнрусы. 
Rubivirus: вирус краснухи.



40 Глава 2

Возбудители заболеваний животных

Alphavirus: вирус восточного энцефалита лошадей, вирус за
падного энцефалита лошадей, вирус венесуэльского энцефалита 
лошадей. Flavivirus: вирус желтой лихорадки, вирус японского 
энцефалита, вирус клещевого энцефалита и вирус Вессельсброн. 
Pestivirus: вирус болезни слизистых оболочек (вирус крупного 
рогатого скота, вирус диареи), вирус холеры свиней, вирус по
граничной (border) болезни овец. Неклассифицированные тога- 
вирусы: вирус артериита лошадей, лактатдегидрогеназный вирус 
мышей, вирус геморрагической лихорадки обезьян.

Семейство: Coronaviridae [26] (коронавирусы) (рис. 2.11)

Род: Coronavirus (коронавирусы человека, других млекопи
тающих и птиц).

Рис. 2.11. Coronaviridae: Coronavirus, коронавирус человека ОС43; X  180 000. 

Свойства

Вирионы коронавирусов имеют плейоморфную липидсодержа
щую оболочку с большими булавовидными выступами, внутри 
которой заключена спиральная нуклеокапсидная структура диа
метром от 11 до 13 нм. Диаметр вирионов от 75 до 160 нм. Ге
ном состоит из одной молекулы позитив,ной инфекционной одно
цепочечной РНК с мол. массой ! (5,5—8,1) ■ 106. Частицы содержат 
от четырех до шести главных структурных вирусных полипеп
тидов, два из которых гликозилированы. Репликация происхо
дит в цитоплазме, а сборка включает этап отпочковывания, обыч
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но от внутрицитоплазматических мембран; освобождение вирус
ных частиц осуществляется путем слияния мембран и экзоцитоза.

Возбудители заболеваний человека

Коронавирусы человека (возбудители ОРЗ, возможно, пнев
монии и гастроэнтерита).

Возбудители заболеваний животных

Вирус инфекционного бронхита птиц, вирус трансмиссивного 
гастроэнтерита свиней, гемагглютинирующий вирус энцефаломие
лита свиней, вирус синего гребня индеек, коронавирус телят 
(диарея новорожденных), вирус инфекционного перитонита 
кошек.

Семейство: Paramyxoviridae [12] (парамиксовирусы) (рис. 2.12)

Род: Paramyxovirus (парамиксовирусы).
Род: Morbillivirus (вирусы, подобные вирусу кори).
Род: Pneumovirus (респираторно-синцитиальные вирусы).

Рис. 2.12. Paramyxoviridae: Paramyxovirus, вирус парагриппа человека, тип I: 
X  72 ООО.

Свойства

Вирионы парамиксовирусов имеют плейоморфную липидсо
держащую оболочку с крупными поверхностными выступами, 
внутри которой заключен спиральный нуклеокапсид диаметром
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от 12 до 17 нм. Диаметр вириона от 150 до 300 нм. Геном состоит 
из одной молекулы негативной одноцепочечной РНК с мол. мас
сой (5— 8) -106 '(некоторые частицы содержат плюс-цепи). Виру
сы имеют от пяти до семи главных полипептидов, в том числе 
транскриптазу и нейраминидазу (за исключением морбилливи- 
русов). Вирусы обнаруживают гемагглютинирующую активность 
благодаря наличию поверхностного гликопротеина HN и стиму
лируют слияние клеток с помощью другого гликопротеина (F). 
Репликация происходит в цитоплазме, а сборка осуществляется 
путем отпочковывания от плазматической мембраны. Круг хо
зяев вирусов весьма узок. Морбилливирусы могут вызывать 
персистентные инфекции.

.возбудители заболеваний человека

Paramyxovirus: вирусы парагриппа типов 1, 2, 3 и 4, вирус 
свинки. Morbillivirus: вирус кори. Pneumovirus: респираторно
синцитиальный вирус.

Возбудители заболеваний животных

Paramyxovirus: вирус ньюкаслской болезни, вирус парагрип
па типа 1 (вирус Сендай мышей), вирус парагриппа 3 (крупного ( 
рогатого скота), другие парамиксовирусы крупного рогатого 
скота, другие парамиксовирусы птиц. Morbillivirus: вирус чумы 
крупного рогатого скота, вирус чумы плотоядных, вирус, вызы
вающий заболевание у овец и коз (peste des petits ruminants). 
Pneumovirus: бычий респираторно-синцитиальной вирус, вирус 
пневмонии мышей.

Семейство: Rhabdoviridae [5] (рабдовирусы) (рис. 2.13)

Род: Vesiculovirus (вирусы везикулярного стоматита и сход
ные с ними).

Род: Lyssavirus (вирус бешенства и сходные с ним).
Род: (без названия) (группа рабдовирусов растений).

Многие другие рабдовирусы млекопитающих, птиц, рыб, чле
нистоногих и т. д., не отнесенные ни к каким группам.

Свойства

Вирионы рабдовирусов имеют пулевидную форму, а у виру
сов растений — часто бацилловидную форму; их диаметр от 50 
до 95 нм, длина 130—380 нм. Частицы имеют липидсодержащую 
внешнюю оболочку с поверхностными выступами, внутри кото
рой заключен спиральный нуклеокапсид, образующий совершен-
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Рис. 2.1о, Aiiaiidoviridae; Lyssavirus, вирус бешенства (слева); Vesiculovirus, 
вирус везикулярного стоматита Индиана (справа); X  216 000.

ную цилиндрическую структуру. Геном состоит из одной моле
кулы негативной одноцепочечной РНК с мол. массой (3,5— 
4,6)-I06. Вирусы содержат от 4 до 5 главных полипептидов, 
включая транскриптазу. Они могут проявлять гемагглютинирую- 
щую активность благодаря наличию поверхностного гликопро
теина. Перекрестные (группоопецифичные) серологические реак
ции в основном протекают с участием белка луклеопротеина N. 
Репликация происходит в цитоплазме, а сборка осуществляется 
с помощью отпочковывания от плазматической мембраны (в 
случае вируса везикулярного стоматита) или внутрицитоплаз- 
матических (вирус бешенства) мембран. Многие вирусы репли
цируются в организме членистоногих и передаются ими.

Возбудители заболеваний человека

Vesiculovirus: вирусы везикулярного стоматита Индиана, 
Нью-Джерси и Кокал, вирус Чандипура, вирус Пири, вирус Ис- 
фаган. Lyssavirus: вирус бешенства, вирус Мокола, вирус Ду- 
венхаге.

Возбудители заболеваний животных

Vesiculovirus: вирусы везикулярного стоматита Индиана, 
Нью-Джерси, Кокал, Аргентина, Бразилия, вирус Чандипура, 
вирус Пири, вирус Исфаган. Lyssavirus: вирус бешенства, вирус 
Мокола, вирус Дувенхаге, вирус Лагос (летучих мышей), вирус
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Котонкан, вирус Ободхийанг. Неклассифицированные вирусы; 
вирус бычьей кожной лихорадки, вирус Эгтвед и вирус инфекци
онного некроза кроветворных органов у рыб.

Предполагаемое семейство: [Filoviridae]
[11] (вирусы М арбург и Эбола) (рис. 2.14)

(Роды не установлены.)

\

Щ

Рис. 2.14. [Filoviridae]: вирус Эбола; X  59 500.

Свойства

Вирионы вирусов Марбург и Эбола имеют вид длинных ните
видных образований, иногда ветвящихся, а иногда U-образных, 
в форме цифры 6 или кольца. Диаметр вирионов всегда равен 
80 нм, а длина сильно варьирует (достигая 14 000 нм). Инфек
ционная частица единичной длины имеет размер 790 нм (вирус 
Марбург) или 970 нм (вирус Эбола). Вирионы имеют липидсо
держащую внешнюю оболочку с поверхностными выступами, 
окружающую довольно жесткий спиральный нуклеокапсид. Ге
ном состоит из одной молекулы предположительно негативной 
одноцепочечной РНК с мол. массой 4,2-106. Вирусы имеют пять 
главных полипептидов. Репликация происходит в цитоплазме, 
а сборка включает этап отпочковывания преформированного 
яуклеокапсида от клеточной мембраны. Вирусы Марбург и Эбо
ла относятся к категории 4 особоопасных патогенов. С ними 
можно работать только в лабораториях, оборудованных с соблю
дением самых строгих мер техники безопасности.

.аа



возбудители заболеваний человека

Вирусы Марбург и Эбола.

Возбудители заболеваний животных

Вирусы Марбург и Эбола (экспериментальное заражение 
обезьян, морских свинок, хомяков и мышей).

Семейство: Orthomyxoviridae [7] (вирусы гриппа) (рис. 2.15).
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Род: Influenzavirus (вирусы гриппа А и В). 
Род: (без названия) (вирус гриппа С).

Рис. 2.15. Orthomyxoviridae: Influenzavirus, вирус гриппа А; X 135 000. 

Свойства

Вирионы ортомиксовирусов имеют плейоморфные липидсо
держащие наружные оболочки с большими поверхностными вы
ступами, окружающие спиральный нуклеокапсид с неизвестным 
характером укладки и диаметром от 9 до 15 нм. Диаметр вирио
нов составляет от 80 до 120 нм; частицы могут быть и нитевид
ными, длиной до нескольких микрон. Геном состоит'из восьми 
молекул линейной негативной одноцепочечной Р Н К  с суммарной 
мол. массой 5-106. Вирусы имеют от семи до девяти главных 
полипептидов, включая транскриптазу (Р 1-3) >и нейраминидазу 
(NA). Вирусы обладают гемагглютинирующей активностью, обус
ловленной наличием гликопротеинового комплекса поверхност
ных выступов (НА1НА2). Репликация происходит в ядре (накоп



ление белка N) и в цитоплазме, а сборка включает этап отпоч
ковывания от плазматической мембраны. При смешанном зара
жении вирусы могут обмениваться сегментами генома.

Возбудители заболеваний человека

Influenzavirus: вирусы гриппа А и В.

Возбудители заболеваний животных

Influenzavirus: вирусы гриппа А и В. Род без названия: ви
рус гриппа С.

Семейство: Bunyaviridae [4] (буньявирусы) (рис. 2.16)

Род: Bunyavirus (супергруппа Буньямвера).
Род: Phlebovirus (вирусы москитной лихорадки).
Род: Nairovirus (вирусы, подобные вирусу Найроби овец). 
Род: Uukuvirus (вирусы, подобные вирусу Уукуниеми).
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Рис. 2.16. Bunyaviridae: Bunyavirus, вирус JIa Кросс; X  117 000.

Свойства

Вирионы буньявирусов имеют липидсодержащую внеш
нюю оболочку с поверхностными выступами, которая окружает 
три кольцевых нуклеокапсида диаметром 2—2,5 нм. Диаметр 
частиц от 90 до 120 нм. Геном состоит из трех молекул «коль
цевой» (концы удерживаются водородными связями) негативной 
одноцепочечной РНК с суммарной мол. массой (4,5—7) -106. Ви
русы имеют четыре главных полипептида, включая транскрип-
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тазу, и проявляют гемагглютинирующую активность за счет од
ного из двух поверхностных гликопротеинов. Репликация проис
ходит в цитоплазме, а сборка включает отпочковывание от 
мембран аппарата Гольджи. При совместном заражении близ
кородственные вирусы могут обмениваться участками генома.

Возбудители заболеваний человека

Bunyavirus: вирус Буньямвера, вирус Бвамба, вирус Орибока, 
вирус калифорнийского энцефалита, вирус Ла Кросс, вирус Тя- 
гиня. Phlebovirus: вирус неапольской москитной лихорадки, ви
рус сицилийской москитной лихорадки, вирус лихорадки долины 
Рифт. Nairovirus: вирус крымский геморрагической лихорадки 
(вирус Конго).

возбудители заболеваний животных

Phlebovirus: вирус лихорадки долины Рифт. Nairovirus: в;; 
рус Найроби, вызывающий заболевание у овец.

Семейство: Arenaviridae [21] (аренавирусы) (рис. 2.17)

Род: Arenavirus (аренавирусы).

Рис. 2.17. Arenaviridae: Arenavirus, вирус лимфоцитарного хориоменикгита 
(слева) -и вирус Такарибе (справа); X 225 ООО.

Свойства

Вирионы аренавирусов имеют плейоморфную липидсодержа
щую оболочку с большими поверхностными выступами, внутри 
которой заключены два кольцевых или линейных нуклеокапсида
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и разное число рибосомоподобных частиц. Диаметр вирионов от 
50 до 300 нм (в среднем 110— 130 нм). Геном состоит из двух 
молекул линейной или «кольцевой» (концы могут удерживаться 
водородными связями) негативной одноцепочечной РНК с сум
марной мол. массой (3,2—4,8) * 10е. Вирусы имеют три главных 
полипептида, включая транскриптазу. За типоспецифическую се
рологическую реактивность ответствен поверхностный гликопро
теин, а за перекрестную реактивность — нуклеокапсидный белок. 
Репликация осуществляется в цитоплазме, а сборка включает 
отпочковывание от плазматической мембраны. Поражающие че
ловека вирусы Ласса, Мачупо и Хунин принадлежат к катего
рии 4 особоопасных патогенов и работы с ними можно прово
дить только в лабораториях, оборудованных с соблюдением са
мых строгих мер техники безопасности.

Возбудители заболеваний человека

Arenavirus: вирус лимфоцитарного хориоменингита, вирус 
Ласса, вирус Мачупо (боливийская геморрагическая лихорадка), 
вирус Хунин (аргентинская геморрагическая лихорадка).

Возбудители заболеваний животных

Arenavirus: вирус лимфоцитарного хориоменингита мышей 
и хомяков.

Семейство: Retroviridae [27] (ретровирусы) (рис. 2.18)

Подсемейство: Oncovirinae (группа РНК-содержащих онкоген- 
ных вирусов).
Род: (без названия) (онковирусы типа С ) .
Род: '(без названия) (онковирусы типа В).
Род: (без названия) (онковирусы типа D).

Подсемейство: Spumavirinae (пенящие вирусы).
Род: Spumavirus (пенящие вирусы).

Подсемейство: Lentivirinae (вирусы группы висны/мэди).
Род: Lentivirus (вирусы группы висны/мэди).

Свойства

Вирионы ретровирусов имеют липидсодержащую внешнюю 
оболочку с поверхностными выступами, окружающую, вероятно, 
икосаэдрический капсид, который в свою очередь содержит, по- 
видимому, спиральный нуклеокапсид. Диаметр вирионов от 80 
до 100 нм. Геном представлен инвертированным димером ли
нейной позитивной одноцепочечной РНК с суммарной мол. мае-
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Рис. 2.18. Retroviridae: Oncovirinae: вирус опухолей молочных желез мышей 
(частицы типа В) (слева), X  135 000; вирус лейкоза мышей (частицы типа С) 
(справа), X  108 000.

сой 6-10®. Вирусы имеют семь главных полипептидов, включая 
обратную транскриптазу. Поверхностные гликопротеины (env) 
содержат типоспецифические эпитопы, а внутренние белки (gag) 
несут перекрестно-реактивные (группоспецифичные) эпитопы. 
Репликация происходит в ядре (обратная транскрипция вирус
ной РНК с образованием ДНК, которая затем встраивается в 
ДНК клетки-хозякна) и в цитоплазме, а сборка включает отпоч
ковывание от плазматической мембраны. Большинство вирусов 
онкогенны, вызывают лейкозы, лимфомы, опухоли молочных же
лез и опухоли нервной ткани.

Возбудители заболеваний человека

Т-лимфоцитарные вирусы человека (HTLV-I, II, III) .

Возбудители заболеваний животных

Oncovirinae: вирус лейкоза крупного рогатого скота, вирусы 
саркомы и лейкоза кошек, вирусы лейкоза и саркомы павианов, 
гиббонов и шерстистых обезьян, вирусы ретикулоэндотелиоза, 
саркомы и лейкоза птиц, онковирусы пресмыкающихся, вирус 
опухолей молочных желез мышей. Lentivirinae: вирус прогресси
рующей пневмонии мэди, вирус висны овец.

Семейство: Picornaviridae [6] (пикорнавирусы) (рис. 2.19)

Род: Enterovirus (энтеровирусы).

4 Заказ № 555



Род: Cardiovirus (вирусы, подобные вирусу энцефаломио
кардита) .

Род: Rhinovirus (риновирусы).
Род: Aphthovirus (вирусы ящура).
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Рис. 2.19. Picornaviridae: Enterovirus, вирус полиомиелита типа 1, X  180 000.

Свойства

Вирионы 'пикорнав'ирусов не имеют внешней оболочки и обла
дают икосаэдрической симметрией; их диаметр 22—30 нм. Ви
русные частицы содержат 60 субъединиц, образующих поверх
ностную решетку с 7=1. Геном представлен одной молекулой 
позитивной одноцепочечной РНК с мол. массой 2,5-106. Вирусы 
имеют четыре главных полипептида. Репликация включает транс
ляцию гигантского полипротеина-нредшестввнника и его пост- 
трансляционное расщепление на функциональные полипептиды. 
Репликация и сборка происходят в цитоплазме; вирусные части
цы высвобождаются из клетки при разрушении 'последней. Круг 
хозяев вирусов весьма узок.

Возбудители заболеваний человека

Enterovirus: полиовирусы типов 1, 2 и 3, вирусы Коксаки 
А1—22, 24 и В1—6, вирусы ECHO типов 1—9, 11—27 и 29—34, 
энтеровирусы человека типов 68—71, вирус гепатита А (энтеро
вирус человека типа 72). Rhinovirus: риновирусы человека ти
пов 1— 113.
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Возбудители заболеваний животных

Enterovirus: вирус везикулярной болезни свиней, полиовирус 
мышей, энтеровирусы свиней типов 1—8, энтеровирусы крупного 
рогатого скота типов 1—7. Cardiovirus: вирус энцефаломиокар
дита. Rhinovirus: риновирусы крупного рогатого скота типов 1— 
2, риновирусы лошадей типов 1—2. Aphthovirus: вирусы ящура.

Семейство: Caliciviridae [25] (калицивирусы) (рис. 2.20)

Род: Calicivirus (калицивирусы).

Рис. 2.20. Caliciviridae: Calicivirus, вирус везикулярной экзантемы свиней; 
X  225 ООО.

Свойства

Вирионы калицивирусов не имеют внешней оболочки. Они 
обладают икосаэдрической симметрией; их диаметр 35—39 нм. 
На поверхности вирусных частиц имеются 32 чашевидных вдав- 
ления, образующие поверхностную решетку с Г=3. Геном 
представлен одной молекулой позитивной одноцепочечной РНК 
с мол. массой (2,6—2,8)-106. Вирусы содержат один главный 
полипептид и два минорных. Репликация и сборка происходят 
в цитоплазме, а вирусные частицы высвобождаются при разру
шении клетки. Круг хозяев вирусов весьма узок.

Возбудители заболеваний человека

Calicivirus: предположительно вирус Норуок и сходные с 
ним вирусы, вызывающие гастроэнтериты. Другие калицивиру-

4*
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соподобные агенты, идентифицированные как предполагаемые
возбудители гастроэнтеритов.

возбудители заболеваний животных

Calicivirus: вирус везикулярной экзантемы свиней типов 1—
12, вирус Сан-Мигуэль морских львов типов 1—8, калицивирусы
кошек и, вероятно, свиней и телят.
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Глава 3

Принципы структурной организации вирусов

Стефан Харрисон1

Вирусная частица — это структура, которая очень хорошо 
приспособлена для переноса нуклеиновой кислоты от одной клет
ки к другой. По сути она представляет собой внеклеточную ор- 
ганеллу. Переносимой нуклеиновой кислотой может быть как 
РНК, так и ДНК, и в обоих случаях 'встречаются частицы, самые 
разные по степени сложности. Существуют два принципиально 
различающихся типа вирусных частиц: частицы, имеющие обо
лочку— мембрану, представляющую собой липидный бислой, и 
частицы, лишенные такой оболочки. Это обусловливает разли
чие в способе проникновения вируса в клетку и его высвобож
дения. Внутренняя структура многих вирусов с оболочкой сход
на со структурой вируса, лишенного оболочки. Поэтому в дан
ной главе мы будем рассматривать одновременно структуру 
вирусов, лишенных липидной оболочки, и внутреннюю структу
ру вирусов, обладающих ею. Организация вирусных оболочек 
обсуждается в гл. 4.

Типы структур

Молекулы нуклеиновой кислоты могут быть упакованы в 
вирусной частице двумя основными способами. Это приводит 
к образованию двух типов структур: палочковидных или ните
видных либо сферических, «изометрических». В палочковидных 
или нитевидных частицах бел'ковые субъединицы связываются 
с! нуклеиновой кислотой, располагаясь вдоль нее периодическим 
образом так, что она сворачивается в спираль. Наиболее извест
ные примеры таких структур — вирусы растений, например ви
рус табачной мозаики (TMV). РНК миксо-, парамиксо- и рабдо
вирусов также входит в состав нитевидной структуры, что обус
ловлено ассоциацией РНК с белком N. При этом образуется 
конструкция, известная под названием нуклеокапсид, которая

1 Stephen Harrison, Department of Biochemistry and Molecular Biology, Har
vard University, Cambridge, Massachusetts 02138.
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в свою очередь тоже формирует спираль. В изометрических ча
стицах нуклеиновая кислота уложена таким образом, что способ 
ее упаковки геометрически не связан с организацией оболочки. 
Например, в паповавирусах двухцепочечная кольцевая ДНК, 
связываясь с гистонами, образует самые настоящие нуклеосомы. 
В мелких вирусах растений — единственном случае, когда мы 
имеем относительно полное представление о способе упаковки 
нуклеиновой кислоты (РНК), — связи между белковым чехлом 
и РНК достаточно гибки, что налагает лишь незначительные ог
раничения на способ укладки РНК. Таким образом, между спи
ральными и изометрическими структурами имеется важное 
химическое различие — регулярные периодические взаимодейст
вия между капсидом и нуклеиновой кислотой в одном случае 
и существенно более подвижные связи между чехлом и упа
кованной нуклеиновой кислотой в другом.

Для описания вирусных структур разработана довольно де
тальная номенклатура; -<в частности, в данной главе использу
ются следующие понятия.

Субъединица, или белковая субъединица: единая, уложенная 
определенным образом полипептидная цепь (например, белок 
TMV, мол. масса 17 ООО).

Структурный элемент, или структурная единица: одна или 
несколько неидентичных белковых субъединиц, которые в сово
купности образуют «химически завершенный» блок ансамбля 
более высокого порядка (например, VP1, VP2, VP3, VP4 у по- 
лиовируса или E l, Е2, ЕЗ у вируса леса Семлики).

Морфологический элемент, или единица: выступы или клас
теры на поверхности частицы, которые видны в электронном 
микроскопе. Поскольку морфологические элементы не всегда 
соответствуют химически уникальным единицам, этот термин 
удобен только при описании электронных микрофотографий.

Капсид: белковый чехол, образующий комплекс с нуклеиновой 
кислотой. Иногда употребляется также термин «футляр», смысл 
которого ясен из контекста.

Нуклеокапсид: комплекс белка с нуклеиновой кислотой, пред
ставляющий собой упакованную форму генома вирусной части
цы [например, сердцевина вируса Синдбис или нитевидный ком
плекс белка N и РНК в вирусе везикулярного стоматита (VSV), 
вирусе гриппа и т. д.]. Этот термин полезен в тех случаях, когда 
нуклеокапсид представляет собой некую подструктуру более 
сложной вирусной частицы.

Вирион: целая вирусная частица.
В этой главе мы обсудим молекулярную архитектуру ряда 

простых вирусов. Более подробное описание химических свойств 
и биосинтеза отдельных компонентов читатель найдет в соответ
ствующих главах.
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Принципы структурной организации вирусов

Принципы структурной организации вирусных частиц дикту
ются теми биохимическими свойствами, которыми должен обла
дать вирус, чтобы удовлетворять требованиям эффективной и 
безошибочной сборки, с одной 'стороны, и регулируемой разбор
ки при проникновении в клетку-хозяина — с другой. Эти прин
ципы отражены в трех свойствах, которым удовлетворяет орга
низация большинства вирусных структур.

Первое свойство обусловлено тем, что вирусные подструк
туры собираются из белковых субъединиц, обычно кодируемых 
вирусным геномом. Следовательно, в целях экономии генетиче
ского материала эти структуры должны состоять из большого 
числа идентичных копий одного или нескольких типов бел
ков [18]. Вытекающее отсюда многократное повторение одина
ковых белок-белковых взаимодействий требует симметричного 
расположения субъединиц. В противном случае при одном и 
том же наборе аминокислотных боковых цепей возникали бы 
разные системы нековалентных связей в разных местах, что при
водило бы к неоднозначностям при сборке. Палочко- и ните
видные вирусы, а также нитевидные нуклеока-псиды мношх ви
русов, обладающих оболочкой, имеют.спиральную симметрию, а 
простые изометрические вирусы — икосаэдрическую. Часто у 
очень крупных вирусов симметрия маскируется из-за наличия 
множества небольших искажений (т. е. из-за локальных подви
жек в уложенных белковых цепях на расстояние ~1 А). Длин
ные нитевидные вирусные частицы могут быть гибкими, а боль
шие изометрические не всегда обладают строгой сферической 
симметрией. Тем не менее принцип специфического взаимодей
ствия между субъединицами, по-видимому, выполняется для всех 
ключевых взаимодействий, определяющих сборку частицы, во 
всех достаточно хорошо охарактеризованных структурах.

Второе важное свойство, которое проявляется у больших и 
более сложных вирусных структур, состоит в том, что частицы 
должны собираться из отдельных субансамблей. Самая впечат
ляющая иллюстрация этого свойства — сборка сложных бакте
риофагов, например бактериофага Т4 [14]. Головка, хвостовой 
отросток, хвостовые нити — все эти структуры собираются неза
висимо, причем сборка осуществляется в строго определенной 
последовательности (рис. 3.1). Промежуточный продукт, образо
вавшийся на каждом конкретном этапе, служит зародышем для 
формирования следующего компонента. Например, субъединицы 
хвостового отростка фага Т4 не ассоциируют до тех пор, пока 
не сформируется базальная пластинка, «а которой и начинается 
сборка. Аналогично вирус Синдбис или вирус леса С ем лики от
почковываются только после образования нуклеокапсида (гл. 4).
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Рис. 3.1. Сборка хвостового отростка бактериофага Т4. На диаграмме подчер
кивается важность порядка сборки сложных структур. Во время сборки хво
стового отростка фага Т4 каждый белок может образовывать стабильный ас- 
социат лишь с непосредственным предшественником, т. е. с подструктурой, по
строенной на предыдущем этапе оборки. Ответвления отвечают образованию 
крупных субансамблей, которые, сформировавшись, начинают связываться 
друг с другом. (С любезного разрешения Дж. Кинга.)
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И наконец, третье важное свойство вирусных частиц состоит 
в том, что, хотя включение в них вирусной нуклеиновой кислоты 
осуществляется специфично, в целом оно не зависит от инфор
мации, заключенной в большей части нуклеотидной последова
тельности. В. случае спиральных структур, например TMV, каж
дая белковая субъединица взаимодействует с определенным чис
лом нуклеотидов вне зависимости от нуклеотидной последова
тельности, хотя при инициации сборки (нуклеации), по-видимо
му, 'происходит предпочтительное связывание с определенным 
участком. В случае изометрическихчастиц конденсация моле
кулы нуклеиновой кислоты также, вероятно, не зависит от де
талей ее вторичной и третичной структуры и.от последователь
ности [21, 28]. Например, у вирусов, содержащих одноцепочечную 
РНК, для упаковки РНК в оболочку не требуется ее предвари
тельной укладки; необходимо лишь, чтобы она имела нужный 
размер. Чем именно определяется специфическая конденсация 
нуклеиновых кислот у изометрических вирусов — пока неизвест
но; вполне вероятно, что для этого нужны одна или несколько 
«упаковочных последовательностей». Ясно также, что механизм 
процесса частично зависит от того, упаковывается ли нуклеино
вая кислота в готовую оболочку (как у ДНК-содержащих фагов) 
или происходит одновременная сборка белковых единиц я нук
леиновой кислоты. •

Симметрия вирусных частиц

Спиральная симметрия

Симметрию спиральных структур удобно описывать с помо
щью двух параметров: числа единиц на виток и (это число не 
обязательно целое) и расстояния между единицами вдоль оси 
спирали р. Шаг спирали Р  равен ри. Спиральные структуры мо
гут обладать поворотной осью симметрии, которая совпадает с 
осью спирали (например, хвостовой отросток бактериофага Т4 
обладает осью симметрии 6-го порядка), или системой осей 2-го 
порядка, 'перпендикулярных оси спирали (как в ДНК) ■ Как вид
но из рис. 3.2, структуру со спиральной симметрией можно так
же описать, используя понятие «поверхностной решетки». При 
этом линии решетки соответствуют фрагментам различных спи
ральных линий — это также показано на рис. 3.2. Понятие по
верхностной решетки особенно полезно в тех случаях, когда 
данная субъединица контактирует с двумя другими, расположен
ными на один оборот спирали выше или ниже ее. Можно пред
ставить, что спиральная структура образуется из плоской ре
шетки замыканием ее в цилиндр (рис. 3.3). При этом разные
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Рис. 3.2. Спиральная структура вируса табачной мозаики (TMV). Н а один 
виток приходится 16 */з субъединицы; шаг спирали равен 23 А. На каждой 
белковой субъединице в желобке располагаются три нуклеотида РНК. В ииж- 
ней части рисунка, показана поверхностная решетка (четыре «элементарные 
ячейки»).

Рис. 3.3. «Поверхностная решетка» (запятые соответствуют субъединицам), 
скрученная в спираль с «нулевым стартом», в одно- и двухзаходную спирали. 
Во всех случаях упаковка субъединиц одинакова.

структуры с близкими поверхностными решетками могут быть 
образованы замыканием трубки в спираль с нулевым стартом, 
двухзаходную или однозаходную спираль и т. д.

Икосаэдрическая симметрия

Большинство вирусных частиц с замкнутым чехлом обладает 
икосаэдрической симметрией (рис. 3.4). Это самая эффектив
ная симметрия для конструирования замкнутого чехла из от
дельных субъединиц: в этом случае при сборке чехла фиксиро
ванного размера используются строительные блоки минималь
ного размера. На поверхности любой структуры с икосаэдриче
ской симметрией имеется 60 идентичных элементов, связанных 
друг с другом осями симметрии 2, 3 и 5-го порядков.

Способ упаковки элементов в структуру с данной симметри
ей показан на рис. 3.5,5. Запятые, связанные осями симметрии
2-го порядка, расположены «лицом-к-лицу», связанные осями
3-го порядка — «затылком-к-затылку», а 5-го порядка — «хвое-



60 Глава 3

г

Рис. 3.4. Икосаэдр. Показаны некоторые элементы икосаэдрической симмет
рии: поворотные оси 2, 3 и 5-го порядков. Обратите внимание на важное раз- 
личие между понятиями симметрия и форма. Симметрия — это главная особен
ность структуры. Ее можно определить как набор всех операций (в данном 
случае поворотов), которые переводят объект сам в себя. Форма — это всего 
лишь общий вид поверхности объекта. Многие объекты, обладающие икосаэд
рической симметрией, имеют неикосаэдрическую форму, например пентагондо- 
декаэдр. Действительно, многие вирусы, которые подчиняются икосаэдрической 
симметрии, не имеют формы икосаэдра.

том-к-хвосту». Замкнутые капсиды с симметрией более высоко
го порядка, чем икосаэдрическая, строго говоря существовать не 
могут. Молекула нуклеиновой кислоты большинства вирусов 
слишком велика, чтобы ее можно было упаковать в чехол из 
60 субъединиц разумной молекулярной массы. Субъединица со
стоит из нескольких белковых цепей, иногда (например, в случае 
полиовируса) химически неидентичных [3]. Однако нередко эти 
цепи бывают «генетически эквивалентны», и тогда вирусный чехол 
состоит из 60 п (где п >1 ) идентичных структурных элементов. 
В связи с этим возникают две важные проблемы, касающиеся 
сборки. Поскольку не все субъединицы данного типа связаны 
друг с другом симметричным образом, то каждая субъединица 
в зависимости от ее местоположения в чехле оказывается 
включенной в один из нескольких возможных видов взаимодей
ствия с соседями. Отсюда возникает первая проблема — пробле
ма белковой архитектуры. Каким образом обеспечивается аль
тернативность связывания субъединиц? Вторая проблема — ре
гулярность сборки: как в процессе сборки осуществляется столь 
точное переключение с одного вида взаимодействия на другой,
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Рис. 3.5. А. Плоская гексагональная решетка. Запятые соответствуют субъеди
ницам. Точка, помеченная звездочкой, трансформируется в позицию с коор
динацией 5, Б. В плоскую решетку можно ввести нужную кривизну, преобра
зовав позицию с координацией 6 в позицию с координацией 5. Для этого сег
мент, отмеченный на рис. А, следует вырезать и соединить края разреза. По
скольку при такой процедуре удаляется каждая шестая субъединица, кажется 
невероятным, чтобы интермедиатом при сборке вируса мог служить плоский 
шестиугольник. Поэтому такой способ конструирования показан чисто фор
мально. В. Структура, обладающая икосаэдрической симметрией и состоящая 
из 60 субъединиц. Г. Икосаэдрическая структура, состоящая из 180 субъеди
ниц. Все 180 субъединиц образуют примерно одинаковые локальные контакты, 
однако строго говоря здесь возникает три вида упаковочных модулей. Они 
обозначены буквами А, В и С.
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что в чехле не возникает нерегулярностей и не происходит его 
неправильного замыкания?

Каспар и Клуг [16] предложили одно из возможных решений 
первой проблемы, т. е. попытались ответить на вопрос, как могут 
возникать альтернативные типы связывания между субъедини
цами одного вида. Почти полная идентичность контактов между 
60 п субъединицами в икосаэдрическом капсиде может быть по
лучена следующим образом. Рассмотрим гексагональную плос
кую решетку из идентичных элементов (рис. 3.5,Л). Из такой 
решетки можно получить икосаэдрическую оболочку, удалив 
«ломтики» в 60° и «сшив» края разрезов (рис. 3.5,Б). Через каж
дую вершину такого икосаэдра проходит ось 5-го порядка. Если 
удалить «ломтик» у каждой из вершин гексагональной решетки, 
то получится икосаэдр из 60 субъединиц с идентичными меж- 
субъединичными контактами (рис. 3.5,В). Эти контакты анало
гичны контактам в исходной гексагональной решетке, хотя нали
чие у оболочки кривизны подразумевает, что элементы конечной 
толщины не смогут полностью сохранить в икосаэдрической 
структуре те же связи, которые существовали между ними в 
плоской решетке. Если вырезать «ломтики» из каждого второго 
ближайшего соседа, получится оболочка большего размера — из 
180 субъединиц, а не из 60. При этом все контакты будут сход
ны, однако в действительности субъединицы окажутся разбиты
ми на три типа. На рис. 3.5, Г они обозначены буквами А, В и 
С. Отметим, что среди контактов, стабилизирующих эту струк
туру, ' будут присутствовать связи трех типов: «голова-к-голо- 
ве» — между парами субъединиц, «спина-к-спине» — объединяю
щие в кольцо три элемента и «хвост-к-хвосту» — замыкающие 
кольцо из пяти или шести элементов. Каждая субъединица бу
дет участвовать во всех трех типах взаимодействия. Таким обра
зом, несмотря на различия в деталях упаковки субъединиц А, 
В и С, с точки зрения образуемых ими контактов они очень 
сходны. Например, все субъединицы образуют контакты типа 
«хвост-к-хвосту», но субъединицы A-типа замыкаются в кольцо 
из пяти элементов, как в простых ансамблях из 60 субъединиц, 
я субъединицы В- и С-типов — из шести. Контакты типа «хвост- 
к-голове» вообще отсутствуют. Гомологичные участки субъеди
ниц всех классов образуют примерно одинаковые контакты. 
Такое связывание было названо Каспаром и Клугом [16] «квази- 
эквивалентным», чтобы подчеркнуть, что все субъединицы обра
зуют сходные, хотя и неидентичные контакты. Каспар и Клуг 
отметили, что нековалентные связи в белках обладают опреде
ленной лабильностью и это позволяет генетически и химически 
идентичным молекулам образовывать неидентичные контакты. 
Подобная упаковка (правда, немного отличающаяся от описан
ной выше) действительно наблюдается в случае вируса кустис
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той карликовости томатов (TBSV) и некоторых других вирусов. 
Это подтверждает постулат о «близко родственных» специфи
ческих взаимодействиях. Структура TBSV указывает также на 
возможный регуляторный механизм «переключения» субъедини
цы с одного типа взаимодействия на другой, т. е. она иллюстри
рует по крайней мере одно из возможных решений второй про
блемы, на которую указывалось в начале главы.

О структурах, подобных представленным на рис. 3.5, В и Г, 
иногда говорят, что они построены из пентамеров и гексамеров. 
Это действительно так, если связи «хвост-к-хвосту» особенно 
прочны. Если все контакты, кроме контактов «хвост-к-хвосту», 
разрушить, структура, изображенная на рис. 3.4, Г, распадется 
на 12 пентамеров и 30 гексамеров. Часто субъединицы бывают 
снабжены выступающим наружу элементом, расположенным так,, 
что на электронно-микроскопических фотографиях многих струк
тур действительно наблюдаются группы из пяти и шести высту
пов. Это явление назвали пентамерно-гексамерной кластериза
цией. Примером такого рода может служить CCMV [За]. Подоб
ные кластеры — чисто морфологические образования. По ним 
можно судить о форме поверхности субъединиц, а также о том, 
каким образом они контактируют друг с другом. В действитель
ности большинство изученных вирусов, которые состоят иэ 
180 субъединиц (например, CCMV), при диссоциации в мягких 
условиях распадаются на димеры. Следовательно, несмотря на 
выступы, которые дают характерную картину при негативном 
контрастировании, «попарные» контакты («голова-к-голове») яв
ляются самыми прочными. Таким образом, описание структуры,, 
при котором выделяются как особо важные контакты 5-го и 6-го 
порядков, неадекватно. Аналогично термин «капсомеры», исполь
зующийся при описании выпуклых колец из пяти или шести 
выступающих элементов, которые видны в электронном микро
скопе при негативном контрастировании, полезен только в том 
случае, если эти структуры соответствуют химически, значимым 
элементам.

Возможны и другие типы икосаэдрической упаковки, вклю
чающие более 180 субъединиц. Если плоскую решетку, показан
ную на рис. 3.5, Л, разрезать по каждому третьему ближайшему 
соседу, то получится структура, состоящая из 240 субъединиц. 
Если обобщить такой способ конструирования, то мы увидим, 
что число T =  h2+hk+k2 (где h и k — целые) дает возможные 
значения п для величины 60 п, равной числу субъединиц в части
це, при этом для Т=7  (и многих триангуляций более высокого 
порядка) имеются две энантиоморфные возможности. Число Т, 
равное частному от деления числа субъединиц на 60, называет
ся триангуляционным числом. Были обнаружены структуры, ха
рактеризующиеся значениями Т =  1 (сателлитный вирус некроза
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табака, STNV; бактериофаг 0X174; полиовирус и т. п.), Т =  3 
(многие РНК-содержащие вирусы растений), 7= 4  (вирус Синд- 
■бис, вирус леса Семлики и родственные вирусы) и Г =  7 (голов
ой бактериофагов X и Р22) [13]. У еще более крупных вирусов 
встречаются разные типы субъединиц в вершинах 5-го порядка, 
а также другие отклонения от простых геометрических принци
пов, которые вытекают из исходной решетки рб. Сборка таких 
сложных структур осуществляется в строго определенной после
довательности, как, например, в случае хвостового отростка фага 
Т4 (рис. 3.1), когда один ряд белковых субъединиц служит осто
вом, или адаптером, для другого. Таким образом, простое по
строение, которое приводит к «разрешенным» значениям три
ангуляционного числа, не подходит для случая икосаэдрических 
частиц большого размера, потому что многие из этих частиц 
формируются на основе структур меньших размеров. Однако 
субтриангуляции икосаэдрической поверхностной решетки по
зволяют получить плотную упаковку субъединиц на поверхности 
даже тогда, когда локальная симметрия их контактов не явля
ется гексагональной. Другими словами, узлы гексагональной 
решетки отвечают позициям самой плотной упаковки и тогда, 
когда объекты не обладают симметрией 6-го порядка, т. е. когда 
взаимодействие субъединицы данного объекта с шестью ближай
шими соседями неодинаково. Уложенные таким образом белко
вые олигомеры образуют хороший защитный чехол и, по- 
видимому, именно это обстоятельство является ответом на во
прос, почему частицы аденовируса имеют вид структур с 7=25, 
а паповавирусов — с Т = 7, хотя реальная локальная симметрия 
не отвечает решетке рб (см. ниже).

Примеры вирусных структур

Сведения об архитектуре вирусов были получены в основном 
в результате электронно-микроскопических исследований негатив- 
но-контрастированных препаратов вирусных частиц и биохимиче
ского анализа отдельных вирусных компонентов. Детальную 
структуру нескольких вирусов растений, лишенных оболочки, 
удалось установить с помощью рентгеновской дифракции. Мы 
рассмотрим вначале два таких вируса — табачной мозаики и кус
тистой карликовости томатов, — поскольку структурная трактов
ка микроскопических и биохимических данных о вирусах живот
ных в значительной степени зависит от сведений об известных 
структурах. Новую, сравнительно подробную информацию о ви
русах животных, по-видимому, дадут в скором времени кристал
лографические исследования адено- [8] и полиовирусов [30]. 
Структуру гемагглютинина и нейраминидазы вируса гриппа мы 
опишем в следующей главе.
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TMV

Частица TMV (рис. 3.2) имеет форму палочки; она состоит 
из 2130 субъединиц (по 158 аминокислотных остатков в каж
дой), уложенных в спиральную структуру, в которой на виток 
приходится 1б7з субъединиц. Диаметр спирали равен 180 А, а 
расстояние между субъединицами вдоль оси спирали — 23 А, 
т. е. длина стержня составляет 3000 А. РНК закручена в спираль 
коаксиально с белком, при этом с каждой белковой субъедини
цей связано три нуклеотида. При различных условиях вирусная 
частица может диссоциировать на белок и РНК. Очищенный бе
лок в зависимости от pH, ионной силы и других параметров дает 
различные ассоциативные формы (см. ниже), а самый важный 
ассоциат — диск — удалось закристаллизовать [4]. Диск пред
ставляет собой двухслойную структуру из 34 субъединиц. Субъ
единицы в каждом слое имеют одинаковую аксиальную ориен
тацию и контактируют друг с другом почти так же, как в самой 
вирусной частице (рис. 3.6). На рис. 3.7 приведено схематиче
ское изображение субъединиц в составе диска. Переход от дис
ка к спирали в процессе сборки частицы можно представить 
следующим образом. Разорвем два кольца вдоль одной радиаль
ной линии и сдвинем края так, чтобы образовалась «пружин
ная шайба», после чего модифицируем спираль до получения 
вместо 17 субъединиц на виток 1б7з- Наклон субъединиц изме
нится и станет равным —10°. Отметим, что при этом латераль
ные взаимодействия остаются практически прежними, а аксиаль
ные полностью меняются. Петля полипептидной цепи, которая 
формирует внутреннюю часть субъединицы, в диске разупорядо- 
чена, но в составе вириона упорядочивается. Поскольку в виру
се эта петля действует как «зажим» для РНК (рис. 3.7), пере
ход беспорядок—порядок весьма важен. Стаббс и др. [47] пред
ложили следующую модель связывания тринуклеотида РНК в 
TMV. Полинуклеотидная цепь проходит между белковыми субъ
единицами на расстоянии ~40А  от оси вирусной частицы, осно
вания РНК обхватывают LR-спираль верхней белковой субъеди
ницы с трех сторон, при этом основные аминокислотные остатки 
находятся в таких положениях, что нейтрализуют отрицательный 
заряд фосфатов РНК.

Как показал знаменитый опыт Френкель-Конрата и Вильям
са [25] по реконструкции TMV из РНК и белка, при физиологи
ческих условиях происходит самосборка частиц. Этот экспери
мент, проведенный с использованием очищенных компонентов, 
был очень важен, поскольку из него следовало, что структура 
вируса отвечает энергетическому минимуму и что внутри клетки 
и in vitro сборка может осуществляться самопроизвольно, без 
участия каких бы то ни было матриц. Как видно из рис. 3.8,

5 Заказ № 555
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Рис. 3.6. Укладка белковых субъединиц в диске TMV (внизу) и в вирусной ча
стице (вверху). А. Диск состоит из двух колец по 17 субъединиц в каждом. 
В вирусе иа виток спирали приходится 16 */з субъединицы. Б. Разрез вдоль 
оси спирали и диска, иллюстрирующий различный наклон субъединиц. В диске 
внутренняя часть субъединиц разулорядочена (показана пунктиром), что, по- 
видимому, облегчает связывание с  РНК. В. Поперечный .разрез нескольких 
субъединиц в диске и в вирусной частице (вид снаружи по направлению к оси). 
Поперечный разрез диска —  это карта электронной плотности, а разрез ви
русной частицы —  схема. Главная часть каждой субъединицы включает че
тыре а-спирали (LS, RS, RR и LR), оси которых направлены примерно по ра
диусу. При переходе диск—спираль субъединицы проскальзывают одна над 
другой на расстоянии 10 А. (Из [36], с разрешения автора.)

Рис. 3.7. Более детальное изображение разреза диска TMV, показанного на 
рис. 3.6, Б. Изображена полипептидная цепь. (Из [36], с разрешения автора.)
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pH

Рис. 3.8. Асооциаты, образуемые белковыми субъединицами TMV при разных 
значениях pH и ионной силы. (Из [36], с разрешения автора.)

белковые субъединицы TMV могут образовывать самые разно
образные структуры [9]. Приведенная на рисунке «фазовая диа
грамма» свидетельствует об одной очень важной особенности— 
структурном полиморфизме: при низких значениях pH или в 
присутствии РНК образуются спиральные структуры, при ней
тральных и более высоких pH — структуры из дисков. Регуля
ция этого процесса путем изменения pH обусловлена поведени
ем определенных карбоксильных групп (боковых цепей Asp и 
Glu), которые в вирусе титруются аномальным образом, посколь
ку в спиральном ансамбле они сближены [15]. Напряжение в 
структуре, возникающее из-за этого сближения, снимается в 
диске при связывании протонов. Если внутри спиральной струк
туры навита РНК, напряжение снимается даже при нейтральных 
pH, когда карбоксильные группы полностью депротонированы. 
Протоны играют важную роль в регуляции сборки, потому что

5*
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диски в сборке выполняют функцию интермедиатов. In vitro 
сборка протекает существенно быстрее, если добавлять белковую 
составляющую в виде диска, а не в виде «А-белка». Этот факт 
показывает, что диск играет центральную роль в процессе ини
циации, а возможно, и элонгации сборки [10]. Последователь
ность этапов сборки, как ее представляют в настоящее время, 
показана на рис. 3.9 [11, 36, 38]. Инициаторная петля РНК, рас
положенная на расстоянии ~  1000 нуклеотидов от З'-конца (соот
ветствует 5'-концу цистрона оболочки), встраивается в централь
ное отверстие диска [33, 49]. При этом разупорядоченная петля 
полипептидной цепи и наклоненные субъединицы образуют как 
бы открытые «челюсти», в глубине которых располагается РНК- 
связывающий центр. Нуклеотидная последовательность имеет 
что-то наподобие повторов, по-видимому, не случайных. Напри
мер, каждым третьим основанием является G. Возможно, для 
превращения аксиальных субъединичных контактов из дископо
добных в спиралеподобные достаточно связывания какого-то 
начального участка, содержащего такие тринуклеотиды. Подоб
ное связывание могло бы приводить к появлению в диске дисло
кации и к образованию точки роста спирали. Последующий рост 
осуществляется в двух направлениях. Эксперименты по сборке 
ясно показали, что сначала происходит быстрая элонгация спи
рали в направлении 5'-конца, с протягиванием РНК через отвер
стие вверх, и существенно более медленный рост в направлении 
З'-конца. Как видно из рис. 3.9, диск может играть определен
ную роль в процессе 5'-элонгации, но З'-элонгация осуществля
ется в результате присоединения субъединиц.

Такой механизм сборки существенно сложнее, чем простое 
добавление субъединиц по винтовой дислокации, первоначально 
предложенное Уотсоном. По-видимому, он имеет какие-то важ
ные селективные преимущества. Вирусная субъединица, входя
щая в состав ансамбля, должна быть способна к аккомодации 
любого триплета РНК. Незначительное предпочтение определен
ной нуклеотидной последовательности (например, последова
тельности с гуанином в каждой третьей позиции) может обеспе
чить нужную степень специфичности лишь при условии, что ини
циаторная область достаточно велика [31]. Отсюда становится 
очевидным важное значение диска для нуклеации сборки. Во 
время элонгации вирусная частица играет для РНК роль «рас
плетающего белка» — она расплетает спиральные участки моле
кулы. Наличие петли со стороны 5'-конца РНК может способст
вовать кооперативному присоединению субъединиц, в результате 
которого происходит раскручивание РНК на другом конце акси
ального отверстия [36].



A



Рис. 3.9. Модель оборки TMV. Процессы 
инициации (А) и элонгации (Б ) иллюстри
руют важное значение диска, который иг
рает роль промежуточной субструктуры, (Из 
[36], с разрешения автора.)
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Вирус кустистой карликовости томатов (TBSV) 
и родственные вирусы

Представление о том, как устроена икосаэдрическая вирус
ная частица, сформировалось на основании данных по рентге
новской дифракции на монокристаллах TBSV [28]. TBSV — это 
икосаэдрическая структура, характеризующаяся Т =  3. Частица 
состоит из 180 белковых субъединиц капсида (мол. масса 42К)1, 
возможно, одной белковой молекулы с мол. массой 80К и одно
цепочечной РНК (~4800 нуклеотидов). Общая архитектура 
TBSV показана на рис. 3.10.

Белковая субъединица капсида, состоящая из 386 амино
кислотных остатков, уложена так, что при этом образуется 
несколько пространственных модулей — выступающий домен 
(Р), домен, участвующий в формировании чехла с плотной упа
ковкой (S), соединительная «рука» (а) и внутренний домен (R). 
Три различные позиции (или три различных окружения) субъ
единицы обозначаются буквами А, В и С. Полипептид «под
страивается» под эти три упаковочные позиции с помощью шар
нирного движения между доменами S и Р, а кроме того, путем 
упорядочивания или разупорядочивания части «руки». Субъеди
ницы в позициях А и В (по 60 в каждой) имеют одинаковую 
конфигурацию шарнирной области и пространственно неупоря
доченную N-концевую область («руку» и R-домен). У субъеди
ниц в позиции С конфигурация шарнира иная, а соединительная 
«рука» уложена определенным образом вдоль нижней части 
S-домена. Положение R-домена относительно других частей 
субъединицы не фиксировано, поэтому он не виден на карте 
электронной плотности высокого разрешения, хотя сам по себе 
и обладает вполне регулярной структурой. Таким образом, N- 
концевая часть субъединицы состоит из хорошо структурирован
ного R-домена, подвижно связанного с S-доменом, который 
жестко фиксирован в вирусном капсиде. Неупорядоченная 
часть крепления у субъединиц А и В гораздо протяженнее (в 
данном случае это вся соединительная «рука»), чем у субъеди
ницы С (по-видимому, всего несколько остатков). Упаковка 
внутри вирусной частицы настолько плотная, что соединитель
ные «руки», R-домены и РНК, вероятно, не перемещаются отно
сительно друг друга [41].

Самая замечательная особенность TBSV — переплетение со
единительных «рук» С-субъединиц, благодаря которому образу
ется некий внутренний каркас. Как показано на рис. 3.11, эти 
«руки» тянутся вдоль внутреннего края S-домена и «охватыва
ют» ось икосаэдра 3-го порядка. «Руки» трех С-субъединиц кон-

1 Здесь я  далее К — это килодальтоны. — Прим. ред.
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Рис. 3.10. Молекулярная архитектура вируса кустистой карликовости томатов 
(TBSV). Этот РНК-содержащий вирус представляет собой простую икосаэдри- 
ческую частицу из 180 субъединиц. Белок оболочки 40К в глобуле формирует 
три домена (R, S, Р) и соединительную «руку» (а). Между доменами S и Р  
имеется шарнир ,(h). У  60 субъединиц (заштрихованные субъединицы в пози
циях С) «рука» располагается напротив S-домена, а у остальных 120 (позиции 
А и В) она вытянута и разупорядочена. Вверху справа показано расположе
ние доменов вдоль последовательности от N- до С-конца; вверху слева изо
бражена субъединица, уложенная в глобулу, а внизу представлена упаковка 
субъединиц в вирусной оболочке. Заштрихованы S-домены и С-субъединиц.
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Рис. 3.11. Модель частицы TBSV, иллюстрирующая роль соединительных «рук» 
в фиксации размера вириона. Сферы изображают S- и Р-домены 180 субъеди
ниц (А — серые, В — белые, С — черные). Маленькие шарики — аминокислот
ные остатки последовательности «руки» (обозначена буквой «а» на рис. 3.10) 
для 60 субъединиц С. Аналогичные части субъединиц А и В в вирусе разупо- 
рядочены. Видно, что «руки» С-субъединиц вытянуты вдоль внутреннего края 
S-домена. При этом каждая «рука» переплелась «пальцами» с двумя другими, 
образовав фиксированный внутренний каркас. Узлы этого каркаса образова
ны тремя (З-целями (см. рис. 3.10).

тактируют друг с другом, в результате все 60 С-субъединиц 
образуют связанную сеть. Функция этого внутреннего каркаса 
состоит в том, что он точно задает правильное триангуляцион- 
,ное число, т. е. обеспечивает правильное замыкание вирусной 
частицы во время сборки.

Междоменные поверхности у TBSV описаны довольно подроб
но. Показано, что гомологичные части субъединиц образуют 
сходные контакты, о чем мы уже говорили при описании «квази
эквивалентности». Состояние контакта в данном конкретном 
положении однозначно определяется тем, разупорядочена или 
упорядочена «рука». Таким образом, при сборке используется 
способность данной субъединицы связываться специфическим, 
хотя и не строго однозначным образом (квазиэквивалентно), 
причем предотвращение ошибок при сборке обеспечивается не 
только этим свойством.

Карты электронной плотности TBSV, полученные в результа
те кристаллографических исследований, не позволили идентифи-
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щровать упаковку молекулы РНК, поскольку и нуклеиновая 
шслота, и R-домены пространственно разупорядочены. R-доме- 
ш, а также внутренняя поверхность S-доменов несут большое 
количество положительно заряженных остатков, которые нейтра- 
тазуют заряд примерно у %  фосфатных групп РНК. Относи
тельно упаковки РНК можно сделать следующий основной вы
вод: она не предъявляет никаких особых требований к конфигу
рации РНК, кроме требования компактности, поскольку R-домен 
закреплен на оболочке подвижно. По-видимому, это общая осо
бенность упаковки РНК в сферических вирусах. Отсутствие 
кесткой пространственной упорядоченности и напряжений в 
структуре РНК подразумевает, что для ее упаковки в частицу 
яе нужно разрушать вторичную структуру молекулы. В этом 
состоит важное отличие от организации TMV и других спираль
ных вирусов.

Образование хелатных комплексов с двухвалентными катио
нами при рН>7,0 приводит к обратимому разбуханию частицы 
TBSV (рис. 3.12). Подобные структурные изменения свойствен
ны и многим другим вирусам. Например, аналогичное явление 
наблюдается при созревании головок фагов, содержащих двух
цепочечную ДНК.

Рис. 3.12. Разбухание частиц TBSV в присутствии двухвалентных катионов. 
В компактной структуре (слева) в местах контактов между субъединицами 
имеются центры связывания Са2+, представленные во всех эквивалентных по
зициях. В каждом из этих мест было, обнаружено по два иона Са2+, лиганда
ми которых являются остатки аспарагиновой кислоты из соседних S-доменов. 
При удалении Са2+ и увеличении pH выше 7,0 контакты между этими поверх
ностями нарушаются из-за отталкивания зарядов. Субъединицы расходятся, 
что и приводит к разбуханию частицы (справа). Другие контакты между S- 
доменами консервативны; переплетение «пальцев» у «рук» С-субъединиц (рис. 
3.11) ие нарушается [45а].
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С помощью рентгеновской кристаллографии была установле
на также структура двух других РНК-содержащих вирусов рас
тений: сателлитного вируса некроза табака (STNV) [40] и виру
са южной мозаики бобов (SBMV) [1]. Белки оболочки всех 
трех вирусов на удивление сходны. Вирион SBMV — это части
ца из 180 субъединиц, похожая на TBSV. Белок оболочки этого 
вируса также имеет S- и R-домены и соединительную «руку», но 
P-домен у него отсутствует. «Рука» и S-домен сложены и упа
кованы в вирионе практически так же, как в TBSV, причем об
наруживается заметная гомология их последовательностей. 
Оболочка STNV состоит лишь из 60 субъединиц. Каждая субъ
единица несет на N-конце короткую последовательность, которая 
располагается во внутренней области частицы, а остальная часть 
цепи укладывается в монодомен, похожий на S-домейы TBSV 
и SBMV (хотя никакой гомологии последовательностей не на
блюдается). Соединительная «рука» в данном случае отсутству
ет, поскольку в структурах с Г =  3 нет необходимости в пере
ключении положения, обеспечивающем правильную сборку. Кро
ме того, при упаковке в вирусную оболочку субъединица STNV 
располагается по отношению к своим соседям не совсем так, как 
S-домен в TBSV или SBMV. Эволюционные взаимоотношения 
между такими структурами пока не ясны. Один из вопросов, над 
которым сейчас усиленно размышляют исследователи, состоит 
в том, есть ли связь между этими сходными «РНК-упаковываю- 
щими» белками и нормальной клеточной «РНК-упаковывающей» 
структурой.

Полиовирусы и родственные вирусы

Это группа небольших РНК-содержащих вирусов, известных 
под названием «пикорнавирусы». Длина молекулы РНК состав
ляет 6000 оснований, а диаметр целой частицы равен 280 А. 
Конструкция этих вирусов, обладающих икосаэдрической сим
метрией, проще, чем у TBSV, поскольку она образована лишь 
60 белковыми «структурными единицами». Каждая такая едини
ца состоит из четырех полипептидных цепей (VP1, VP2, VP3 и 
VP4, где VP обозначает вирионный белок, от англ. virion pro
tein). Эти цепи получаются после расщепления предшественни
ка, причем по крайней мере часть расщеплений происходит пос
ле сборки интермедиатов. Таким образом, представление четы
рех цепей в виде единой структурной единицы — это не просто 
формальная процедура. Действительно, в некоторых частицах 
присутствует определенное количество нерасщепленных копий 
VP0 (VP2+VP4) [44, 46]. Удается выделить пустые частицы, 
которые состоят из 60 единиц, каждая из которых содержит
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цепи VPO, VP1 и VP3. Считается, что эти прокапсиды могут 
быть настоящими предшественниками вирионов [32], и для пол
ной инкорпорации РНК нужно лишь, чтобы произошло расщеп
ление VP0->VP2 + VP4. Необходимость таких стадий расщепле
ния делает сборку полиовируса практически необратимым про
цессом. К 5'-концу РНК полиовируса присоединен пептид, 
обозначаемый VPg [39]. Этот пептид из 22 остатков образуется 
при расщеплении первичного продукта вирус-специфической 
трансляции [35]. Вероятно, он играет определенную роль в ини
циации репликации [43].

Вирус везикулярного стоматита (VSV)

Вирион вируса везикулярного стоматита содержит три глав
ных белковых компонента (G, N и М), представленных в боль
шом количестве, и два минорных (NS и L). Гликопротеин (G, 
65К), нуклеокапсидный белок (N, 50К) и белок «матрикса» (М, 
29К) находятся в молярном соотношении 1 :2 :3  или 1 :2 :4  
[12]. Их организация показана на рис. 3.13,Л. Общая форма 
частицы и взаимодействия между ее составляющими, вероятно, 
определяются компонентом М, который вместе с нуклеокапсидом 
образует трубчатые структуры. Эти структуры, по-видимому, 
представляют собой спираль «с мелкой нарезкой» и со следую
щими параметрами: 40 субъединиц на виток и 35 витков на всю 
частицу (рис. 3.13,В), однако точная их архитектура пока неиз
вестна. Свободный нуклеокапсид, очевидно, представляет собой 
более плотно скрученную структуру, имеющую вид нитки , бус, 
свернутой в спираль диаметром — 150 А (предположительно это 
N-субъединицы, связанные с РНК). Такую нитку, как бы вы
давливаемую из частично разрушенного вйриона (рис. 3.13,В ), 
нередко удается увидеть под электронным микроскопом. Когда 
ее растягивают на углеродной пленке-подложке электронно-мик
роскопической сетки, она выглядит как синусоида, при этом 
локальный радиус кривизны равен радиусу спирали. Результаты 
некоторых опытов показывают, что N-белок связывается преиму
щественно с участком, расположенным на 5'-конце генома [5]. 
Гликопротеин (G) сообщается с внутренними структурами через 
липидный бислой при помощи гидрофобного «мембранного яко
ря» и малого внутреннего домена (гл. 4). Предполагают, что 
этот внутренний домен контактирует с М, но прямые доказа
тельства на этот счет отсутствуют. Явление фенотипического 
смешивания и обнаружение псевдотипов (см. последующие гла
вы) показывает, что, возможно, для взаимодействий между 
внутренними структурами и хвостовыми участками гликопротеи
нов характерна значительная свобода.
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1аповавирусы

Паповавирусы — самые мелкие из всех вирусов с двухцепо- 
[ечной ДНК. Они содержат капсидные белки трех типов (VP1, 
/Р2 и VP3) и комплексы замкнутой кольцевой ДНК с клеточ- 
шми гистонами Н2а, H2b, НЗ и Н4. Судя по электронным мик- 
юфотографиям (рис. 3.14,А), оболочка имеет 72 морфологиче- 
:кие единицы («капсомеры») [37], которые организованы таким 
)бразом, что получается икосаэдрическая решетка с Т =  7. Кон
струирование икосаэдрических чехлов (см. выше) с химиче- 
:ки квазиэквивалентными белковыми контактами показывает, 
1то такая структура должна состоять из 420 субъединиц. Если 
ке говорить о кластеризации типа «гексамер—пентамер», то это 
:оотзетствует наличию 12 пентамерных кластеров и 60 гексамер- 
гах. Рентгеновские данные низкого разрешения и оценки моле- 
сулярной массы показывают, что полиомавирус (а также, по-ви- 
цшому, другие представители этой группы вирусов) содержит
12 пентамера VP1, т. е. 360 копий, а не 420 [45]. Это означает, 
1то для субъединицы VP1 в капсиде характерны шесть хими- 
iecra различающихся типов окружения (рис. 3.14,5), а это про
тиворечит принципу близкородственного специфического связы
вания. Однако в состав вирусных частиц входят также белки 
VP2 и VP3, и они могут формировать внутренний каркас вирио- 
н-а. Возможно, пентамеры VP1 представляют собой стабильные 
:убансамбли, и взаимодействия субъединиц VP1 внутри пента- 
мера на самом деле инвариантны. Если положение пентамеров 
в вирионе определяется белками VP2 или VP3, то взаимодей
ствия между пентамерами могут немного варьировать, но сборка 
при этом будет правильной. Таким образом, структура папова- 
вирусов — это пример наиболее простой конструкции, построен
ной по тому же принципу создания субансамблей, что и адено
вирус (см. следующий раздел). О стабильности пентамера из 
VP1 свидетельствуют результаты анализа электронных микро-

Рис. 3.13. А. Структурная организация частицы VSV, иллюстрирующая связь 
между нуклеокапсидом (N), белком «матрикса» (М), гликопротеином (G) и 
липидным бислоем. Размеры получены на основании электронно-микроскопи
ческих данных (12] и данных по малоугловому рентгеновскому рассеянию (W i
ley, неопубликованные данные). Б. Электронная микрофотография интактных 
и разрушенных частиц VSV. Трубчатые структуры, образованные белком М и 
нуклеокапсидом (NC), по-видимому, задают общую форму частицы (с любез
ного разрешения фон Бонсдорфа). В. Микрофотография частично разрушенно
го вириона VSV, полученная методом замораживания — травления. Видны 
структура сердцевины, выходящий из нее нуклеокапеид и разорванная мем
брана. (С любезного разрешения Дж. Хезера.)
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Рис. 3.14. А. Электронная микрофотография вируса полиомы (негативное кон
трастирование). Б. Стереопара, полученная с помощью трехмерной реконструк
ции аналогичных образцов (Finch, 1974). Все 72 морфологические единицы яв
ляются пентамерами белка VP1 (см. текст), хотя одни из них имеют шесть 
координаций, а другие пять. Диаметр вируса равен ~ 450 А. (С любезного 
разрешения Дж. Финча).

фотографий трубчатых структур, обнаруженных в неочищенном 
лизате клеток, которые были заражены вирусом полиомы. Неко
торые из этих структур представляют собой уложенные в трубки 
пентамеры [2, 34]. Как и при анализе различных структур, обра
зуемых белковыми субъединицами TMV (рис. 3.8), данный ре
зультат показывает, насколько полезно иметь представление о 
том, какие варианты или полиморфные формы молекулярных 
ансамблей возможны.
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ДНК паповавирусов компактизуется вокруг гистонов, обра- 
уя типичную нуклеосомную структуру [23, 27]. Полное число 
[уклеосом, по-видимому, не фиксировано, и упаковка этой «ми
ги-хромосомы» не определяется пространственной конфигура- 
1,ией ДНК-гистонового комплекса.

\деновирусы

Аденовирусная частица имеет намного более сложную струк- 
'уру, чем все описанные выше вирусы. Она наглядно демонстри- 
)ует, как собираются большие структуры из субансамблей. На 
)ис. 3.15 изображен вирион аденовируса, а также подструктуры,
13 которых он состоит [22, 26]. Наружная оболочка обладает 
ггрогой икосаэдрической симметрией. На первый взгляд кажет
ся, что она характеризуется триангуляционным числом Т=25. 
Эднако структуры в «пятикратных» позициях («пентоны») отли- 
«ются от остальных («гексонов»), а сами гексоны представля
ют собой не гексамеры, а тримеры. Таким образом, реальная 
структура вовсе не соответствует простому икосаэдру, получен
ному с помощью триангуляций.

Рис. 3.15. А, Аденовирусная частица. Показана локализация основных белко
вых субструктур. Девять гексонов, изображенных в виде группы, и перипен- 
тонные гексоны представляют собой тримеры одинакового полипептида; един
ственное различие между этими гексонами состоит в их расположении в струк
туре частицы. (Иллюстрация Джона Мака; из (8], с разрешения автора.) Б. 
Поперечный разрез частицы. Показана предполагаемая локализация основных 
полипептидных компонентов и вирусной ДНК. Белки II, I I I  и IV  локализова
ны главным образом на оснвваник исследований ступенчатой диссоциации ча
стицы [26].
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Гексоны и пентоны — это простейшие подструктуры. Гексо
ны— тримеры полипептида 110К (условно обозначаемого II) . 
Они были закристаллизованы и сейчас почти завершено их рент
геноструктурное исследование с высоким разрешением [7]. Сбор
ка гексонов из готовых белков in vivo, по-видимому, требует 
присутствия другого фактора — «белка 100К», который также 
закодирован в вирусном геноме и не входит в готовую вирусную 
структуру [17]. В вирионе с каждым гексоном связан белок VI. 
Пентоны состоят из двух полипептидов. Один из них (85К). 
образует основание, а другой (62К.) — выступающий стержень 
(нить), видный на всех вершинах. Недавно было показано [20], 
что основание пентона, возможно, является тримером. В связи 
с этим возникает проблема подгонки типов симметрии, посколь
ку вершины «настроены» на пять соседей. Аналогичная пробле
ма существует и при анализе других структур (например, хвос
товой отросток бактериофага Т4 обладает симметрией 6-го по
рядка, и при этом присоединен к вершине головки, которая 
обладает симметрией 5-го порядка). Механизм подгонки на мо
лекулярном уровне установить не удалось.

При диссоциации аденовирусной частицы с помощью различ
ных методов (мягкой обработки трипсином, пиридином, дезок- 
сихолатом, инкубацией при повышенной температуре и т. п.) 
образуются группы из девяти гексонов (рис. 3.15). Эти группы, 
выделенные из вирионов, содержат все гексоны, кроме перипен- 
тонных. По-видимому, группы удерживаются вместе белком IX, 
который при очистке выделяется вместе с ними. Фильтрация 
электронных микрофотографий девятичленных групп [19] пока
зывает, что они, как и сами гексоны, обладают симметрией 3-го 
порядка. Каким образом взаимодействие с белком IX препятст
вует латеральной агрегации, в этих структурах — пока неясно.

Сердцевина вириона аденовирусов содержит ДНК (~30kb) 
и два основных белка (V и V II). Белок VII, богатый аргини
ном, представлен в количестве 1000 молекул на частицу и ней
трализует заряд примерно 50% фосфатных групп ДНК. Сердце- 
вина достаточно компактна,' но не содержит никаких четко 
выраженных подструктур [6].

Группы из девяти, гексонов могут образовывать замкнутые 
структуры, похожие на вирусные капсиды, потерявшие пентоны 
и перипентонные гексоны [42]. Предполагают, что во время сбор
ки вируса в ядре ДНК может упаковываться в такие «неуком
плектованные» капсиды, однако пустых структур-предшествен- 
ников обнаружено не было. Тем не менее сам факт образования 
капсидов из девятичленных групп показывает, что связывающие 
свойства этих комплексов, состоящих из белков II, VI и IX, мо
гут обеспечить правильное угловое взаимодействие у грани ико
саэдра и точное замыкание оболочки. Таким образом, группы из
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девяти гексонов — это не какие-то случайные структуры, для 
них характерны важные белковые взаимодействия, однако ин
термедиатами процесса сборки они, по-видимому, не являются.

Проникновение вируса в клетку и его разборка

В этой главе основное внимание было уделено роли струк
турных факторов для специфичной и точной сборки вирусной 
частицы. Однако не менее важной ее функцией является про
никновение в клетку и правильная разборка. Установлено, что 
ряд снабженных оболочкой вирусов обладает фузионной актив
ностью. Эта активность опосредуется вирусным гликопротеином, 
вызывающим слияние вирусной мембраны с мембраной клетки. 
Структурные аспекты этого явления мы обсудим в следующей 
главе. Во многих случаях слияние активируется снижением pH,, 
при этом сначала должен произойти захват путем рецепторного 
эндоцитоза [29]. Это обеспечивает переход внутренних структур, 
например нуклеокапсидов, в цитоплазму. Однако само по себе 
это не объясняет, почему такие структуры спонтанно собираются 
в процессе почкования и разбираются при заражении клетки.. 
Проникновение в клетку и разборка структур, лишенных оболоч
ки, таких, как вирус полиомиелита или аденовирус, еще более- 
загадочны. По-видимому, аденовирусные частицы захватываются* 
путем эндоцитоза и появляются сначала в клатриновых пузырь
ках, а затем в эндосомах, не имеющих клатринового слоя [24]. 
Впоследствии в цитоплазме можно обнаружить нераспавшиеся 
вирионы. Механизмы -разделения эндосомных мембран и ини
циации последующей разборки частицы пока неизвестны.
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Оболочки вирусов

Дон Уайли1

Глава 4

Архитектура и почкование вирусов, 
имеющих оболочку

Ряд вирусов животных приобретает липидсодержащую обо* 
лочку в процессе отпочковывания от мебраны клетки-хозяина. 
Используя клеточные механизмы компартментации, эти вирусы 
(см. разд. Белки вирусных оболочек) встраивают свои поверх
ностные гликопротеины в клеточную мембрану. Последующие 
события известны далеко не полностью, но есть данные, что при 
почковании осуществляется трансмембранное взаимодействие 
этих гликопротеинов с соответствующими компонентами вируса 
в цитоплазме и последующее отделение в составе вириона от 
клеточной поверхности [62]. Липиды образующегося бислоя име
ют клеточное происхождение, а белки кодируются вирусом [22].

Характерные детали процесса почкования иллюстрирует 
рис. 4.1 [33]. В клетке-хозяине вирусная РНК и тесно связанный 
с ней нуклеопротеин (N) образуют нуклеокапсид вируса — ри- 
бонуклеопротеин (RNP). Структура нуклеокапсида зависит от 
типа вируса. У альфавирусов это компактная сферическая час
тица [52], у парамиксо- и рабдовирусов — нитчатая, спирализо- 
ванная структура [18, 30], у миксовирусов —многосегментный 
спирализованный нуклеокапсид [88]. Один или два вирусных 
гликопротеина (гемагглютинин и нейраминидаза в случае виру
са гриппа, изображенного на рисунке) закрепляются в клеточной 
мембране с помощью трансмембранного гидрофобного пептида, 
оканчивающегося небольшим цитоплазматическим доменом из
2—31 аминокислот. Белок матрикса (М) связывается с RNP и 
с внутренней поверхностью клеточной мембраны, взаимодейст
вуя преимущественно с цитоплазматическими доменами глико
протеинов. При этом он может сначала либо образовать оболоч
ку вокруг RNP, либо связаться с мембраной, а затем сконцен
трировать RNP (рис. 4.1). Как видно из рисунка, процесс поч
кования регулируется специфическими взаимодействиями между 
поверхностными гликопротеинами и между гликопротеинами и

1 Don С. Wiley, Department of Biochemistry and Molecular Biology, Harvard 
University, Cambridge, Massachusetts 0213C.
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5ис. 4.1. Почкование вируса. Вирус-специфические гликопротеины встраивают- 
я в клеточную мембрану с помощью клеточных механизмов компартментации. 
Ъэчкование можно представить как трансмембранное распознавание нуклео- 
:апсида цитоплазматическим участком заяко.ривающего пептида гликопротеи- 
ia. С помощью такого -специфического трансмембранного распознавания и/ 
[ли белок-^елковых взаимодействий наружных участков гликопротеинов мо- 
кет регулироваться процесс «одевания» нуклеокапсида вирусной оболочкой.
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белком М. Исключения из этой схемы составляют: а) арбови- 
русы, не имеющие белка М, но содержащие белок сердцевины 
(С), который обладает свойствами белков М и N; б) случаи 
фенотипического смешивания, когда, например, гликопротеины? 
SV5 обнаруживаются в оболочке VSV [20].
'— В пользу данной схемы структурной организации вирусов с  
оболочкой говорит множество данных, а именно: 1. Протеоли- 
тическое расщепление [17, 24, 87] и опыты с химической метко» 
[91] свидетельствуют о наружном расположении гликопротеи- 
щщ и в нутре нн ем расположении М- и N-белков. 2. Опыты с ис
пользованием р 55]-метионилсульфонметилсульфата, образование 
поперечных сшивок с помощью диметилсуберимидата и экстрак
ция липидов с помощью детергента октилглюкозида в мягких 
условиях показывают, что_гликопротеины вируса леса Семлики= 
пронизывают липидную мембрану и контактируют с лежащим 
под ней белком [32, 43]. 3. Электронно-микроскопические иссле
дования и данные малоуглового рентгеновского рассеяния под
тверждают наличие липидного бислоя и расположение белков 
по обеим его сторонам [41, 106].

Вирусные оболочки

Оболочка вирусов принимает активное участие в следую
щих трех стадиях* жизненного цикла вирусов: а) связываясь с 
клеточными рецепторами, мембранный гликопротеин обеспечива
ет присоединение вируса к клетке-мишени; б) фузионная актив
ность вирусной оболочки инициирует инфекцию, вызывая слия
ние оболочки вируса с клеточной мембраной и перенос нуклео- 
капсида в клетку-мишень; в) почкование вируса обеспечивает 
высвобождение вирусных частиц из инфицированных клеток беа 
лизиса последних. Кроме того, поскольку вирусные гликопротеи- 
ны располагаются на наружной поверхности вирусной частицы,, 
именно на них реагирует иммунная система и именно они явля
ются субстратом для создания противовирусных вакцин. Далее 
в этой главе мы рассмотрим структуру вирусных оболочек под 
таким углом зрения, который позволил бы нам понять, как онк 
обеспечивают взаимодействие между вирусом и клеткой-хозяи- 
ном.

Оболочка вируса Синдбис

При электронно-микроскопическом исследовании вирусов вы
является поверхностный слой «шипов» — гликопротеиновых. 
структур, выступающих из липидного бислоя. В некоторых слу
чаях их расположение упорядочено, но многие вирусные препа
раты либо полиморфны, либо повреждаются в процессе приго
товления, что затрудняет выявление возможных упорядоченных
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структур. Четкую поверхностную решетку имеют альфавирусы 
[вирус Синдбис и вирус леса Семлики (SFV)], буньявирус 
(Уукуниеми) и один из миксовирусов (вирус гриппа С).

Вирион вируса Синдбис — это сферическая частица диамет
ром примерно 700 А; она содержит одноцепочечную РНК с мол. 
массой 4-106; внутренний белок С (мол. масса 29 000); два мем
бранных гликопротеина Е1 и Е2 (с мол. массой соответственно 
49 000 и 47 000). Белки С, Е1 и Е2 присутствуют в эквимоляр- 
ных количествах; они образуются при трансляции одной мРНК 
и посттрансляционном расщеплении полипротеина. С помощью 
метода малоуглового рентгеновского рассеяния и электронной 
микроскопии были выявлены изометрические очень правильные 
частицы с радиусом липидного слоя 210—260А и наружным 
радиусом 350 А [41, 106]. Электронно-микроскопические иссле
дования негативно контрастированных частиц и препаратов, 
полученных методом замораживания—травления, показывают, 
что поверхностные гликопротеины вируса Синдбис образуют ре
гулярную поверхностную решетку (рис. 4.2) [106]; она сформи
рована выступами из димеров Е1/Е2.

Рис. 4.2. Поверхность вируса Синдбис [106]. Отдельные окрашенные фосфо- 
вольфрамовой кислотой частицы показаны дважды; на нижних фотографиях 
звездочками помечены выступы на поверхностной икосаэдрической решетке, 
через которые проходят оси симметрии 5-го порядка.

Нуклеокапсид вируса леса Семлики, очень сходного с виру
сом Синдбис, также имеет икосаэдрическую форму, однако его 
детальная структура не установлена [52, 75]. Взаимодействие 
между цитоплазматическими доменами гликопротеинов, обра
зующими выступы, и нуклеокапсидом, а также эквимолярное 
соотношение между гликопротеинами и вирусным белком серд
цевины свидетельствуют о том, что нуклеокапсид имеет икоса
эдрическую поверхностную решетку. Это в свою очередь пред-
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Рис. 4.3. Наилучшая из имею
щихся в настоящее время моде
лей вируса Синдбис [40]. Каж
дая структурная единица на по
верхности представлена субъе
диницами Е, Е1 и Е2. Как Е1,. 
так и Е2 имеют гидрофобный' 
якорь, проходящий через ли
пидный бислой. У Е1 с внутрен
ней стороны мембраны нахо
дится только дипептид Arg-Arg, 
а у Е2 — пептид из 33 остат
ков, которые, вероятно, контак
тируют с сердцевиной вирусной: 
частицы. Детальная организа
ция субъединиц на поверхно
сти сердцевины неизвестна. На 
схеме внизу справа показано* 
расположение спрятанных вну
три структуры (сп.) и экспони» 
рованных (эксп.) олигосахари- 
дов.

Рис. 4.4. Микрофотография поверхности вируса Синдбис, полученная после 
мягкой обработки препарата детергентом [107]. Использован метод заморажи
вания — травления. Справа — выявленный с помощью детергента бислой в 
увеличенном виде; видна гексагональная упаковка гликопротеинов. Их распо
ложение в бислое сходно с таковым в самой вирусной мембране.
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полагает наличие очень простого механизма почкования, в основе 
которого лежит ассоциация нуклеокапсидов с гликопротеина
ми в результате распознавания их трансмембранного цитоплаз
матического домена. На рис. 4.3 схематически изображена обо
лочка вируса Синдбис.

Постепенная детергентная солюбилизация вируса Синдбис 
(разд. «Выделение и гидрофобные свойства вирусных гликопро
теинов») приводит к разделению вирусной оболочки на «лист  ̂
ки». Эти листки, содержащие гликопротеины, могут соединяться 
и образовывать гексагональные структуры, в которых располо
жение гликопротеинов сходно с таковым в вирусной частице 
(рис. 4.4) [107]. Формирование структур, сходных с вирусными, 
свидетельствует о наличии сильных специфических гликопроте- 
ин-гликопротеиновых связей. Именно образование этих некова
лентных связей наряду со специфическим распознаванием нук
леокапсидом участка заякоривания, вероятно, играет важную 
роль в регуляции процесса почкования.

Однородность популяции этих вирусов и регулярность их по
верхностной структуры подтверждаются наблюдаемой иногда 
кристаллизацией SFV (рис. 4.5) [126]. Формирование трехмер
ных кристаллов предполагает наличие у вируса упорядоченной 
поверхностной структуры, способной к образованию повторяю
щихся специфических контактов, необходимых для кристалли
зации.

Оболочка вируса Уукуниеми

Геном буньявируса Уукуниеми состоит из трех одноцепочеч
ных сегментов РНК и ассоциирован с белком нуклеокапсида 
(мол. масса 25000). Мембрана содержит один гликопротеин. По 
данным электронной микроскопии вирус, по-видимому, созрева
ет путем почкования в гладкие везикулы аппарата Голь- 
джи, хотя анализ вирусных липидов указывает на их сходство 
с  липидами плазматической мембраны. При электронно-микро
скопических исследованиях негативно контрастированных частиц 
и препаратов, полученных методом замораживания — травления, 
выявляются высокоупорядоченные поверхностные структуры 
{рис. 4.6).

Анализ взаимосвязи между морфологическими единицами на 
поверхности оболочки показывает, что эти единицы образуют 
поверхностную решетку с 7=12 (Р — 3) [108]. Разрушение этой 
решетки с помощью протеолитических ферментов приводит к 
появлению сильно деформированных, лишенных выступов час
тиц, что свидетельствует об участии поверхностных гликопротеи
нов в стабилизации вириона.
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Рис. 4.5. Электронная микрофотография тонкого среза, проходящего через 
кристалл SFV, вдоль оси 2-го порядка (100) [126]. А. Плоскость среза про
ходит через центр частиц. В. Наклонный срез через два последовательных слоя 
частиц, плотно упакованных в кубической решетке. Обратите внимание, что 
последующий слой сдвинут по отношению к предыдущему на >/2 периода ре
шетки. В. Схематическое изображение кубической плотно упакованной струк
туры, на котором представлены плоскости (100) (вверху) и смещение последо
вательных слоев на '/г периода ячейки (сплошные и открытые кружки). Ана
лиз кристаллов SFV показывает, что препараты содержат гомогенные частицы, 
окруженные липидными мембранами с регулярной поверхностной структурой,, 
обеспечивающей образование специфических контактов, необходимых для кри
сталлизации.

Оболочки вируса гриппа С

При электронно-микроскопическом исследовании оболочек 
вирусов, более крупных и сложных, чем вирус Синдбис, SFV и 
вирус Уукуниеми, в большинстве случаев не обнаруживается 
четко упорядоченной поверхностной структуры. Однако вирус 
гриппа С обладает правильной, открытой гексагональной струк
турой, образуемой поверхностными гликопротеинами [49, 119] 
(рис. 4.7). Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что этот 
вирус содержит только один гликопротеин — гемагглютинин, а
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Рис. 4.6. Частицы вируса Уукуниеми, фиксированные перед очисткой глута- 
ральдегидом я негативно окрашенные уранилацетатом [108]. Вверху — слегка 
уплощенные частицы с четко различимой поверхностной структурой. Внизу — 
отдельные частицы с гексагональной укладкой субъединиц; положение пента
меров отмечено звездочками. У всех представленных частиц расположение гли
копротеинов соответствует икосаэдрической поверхностной решетке с 7'= 12.

нейраминидаза, присутствующая у вирусов гриппа А и В, у него 
отсутствует [119]. Возможно, это и обусловливает столь высокую 
упорядоченность оболочки вируса гриппа С.

Все ли вирусы животных с оболочкой имеют гликопротеины,
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Рис. 4.7. Гликопротеины вируса гриппа С расположены так, что они образуют 
гексагональную поверхностную решетку. Показаны трубчатые и сферические 
полиморфные формы. (Микрофотография представлена Р. Компансом.)

образующие упорядоченные поверхностные решетки, — неизвест
но. Данные, указывающие на использование повторяющихся 
специфических контактов при сборке, суммированы в этой 
главе и в гл. 3.

Белки вирусных оболочек

Белки оболочек: введение 

Биосинтез

Белки, секретируемые через мембраны, а также многие ин
тегральные белки (в том числе все вирусные гликопротеины) 
синтезируются на связанных с мембранами полирибосомах [см. 
обзор 56]). Все эти белки имеют N-концевой пептид, называе
мый сигнальным пептидом или «лидерной» последовательно
стью [71]. Этот пептид ответствен за перенос синтезируемой по- 
липептидной цепи через мембрану в просвет эндоплазм этическо
го ретикулума (ЭР) [71]. Аминокислотные последовательности 
сигнального пептида нескольких вирусных гликопротеинов пред-
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A/RI/5-/57 MET ASN TOR GUI ILE LEU VAL WE ALA ЖЕ ILE ALA VAL ABG GLY
A/JAP/305/57 MET ALA ILE ILE TYR LEU ILE LEU LEU ME TOR ALA VAL ABG GUT
A/VIC/3/75 MET LYS TOR ILE ILE ALA LEU SHI TYR. ILE ME CYS LHJ VAL ME AIA
A/FPV/ROS/34 MET ASM TOR <ЗШ ILE LEU VAL ME ALA LEU VAL ALA VAL ILE PRO THR ASN ALA
A/NT/60/68 MET LYS TOR ILE ILE ALA LEU SER TYR ILE ME CYS LHJ ALA LEU GLY
A/MEM/1/71 MET LYS THR ILE ILE ALA LEU SER HIS ILE FHE CYS LEU VAL LEU GLY
A/Mffl/102/72 MET LYS MR ILE ILE ALA LEU SER TYR ILE ME CYS L®  VAL LEU GLY
A/Mm/10/78 MET LYS ALA LYS LEU LEU VAL LEU LEU CYS ALA LEU SER ALA THR ASP ALA.

VSV MET LYS CYS LEU LEU TYR LEU ALA ME LEU ШЕ ILE GLY VAL ASN CSS
BABIES МЁТ VAL PRO GLN ALA LEU LEU ME VAL PRO LEU Ш ) VAL ME PRO LEU CYS ШЕ GL1C

Рис. 4.8. Аминокислотные последовательности сигнальных пептидов вирусных, 
гликопротеинов (1, 2, 5, 13, 34, 50, 72, 76, 82, 95, 105, 130]. Все они имеют цент
ральный участок, состоящий в основном из гидрофобных остатков, который на 
N-конце часто бывает ограничен положительно заряженными остатками. Ами
нокислотные последовательности представленных сигнальных пептидов при об
разовании зрелого белка отщепляются с С-конца ло позиции — 1. 11 верхних, 
последовательностей относятся к гемагглютивину вируса гриппа, а две ниж
них — к белку G вируса везикулярного стоматита и вируса бешенства.

ставлены на рис. 4.8. Все последовательности имеют централь
ный участок из незаряженных, в основном гидрофобных амино- 
кислот, часто ограниченный с N-конца положительно заряжен
ным остатком. По-видимому, никакие другие специфические^ 
последовательности, кроме этих незаряженных, в основном гид
рофобных участков протяженностью по крайней мере 11 амино
кислот, не нужны.

Необходимое пространственное распределение секреторных 
и мембранных белков в клетке обеспечивается с помощью ка
кого-то сложного механизма. Клеточные «распознающие сигнал- 
частицы» (РСЧ), которые содержат шесть белков и 7S-PHK, 
связываются со свободными рибосомами, несущими новосинтези- 
рованные сигнальные последовательности, и останавливают 
трансляцию мембранных или секреторных белков. Трансляция 
возобновляется лишь после связывания комплекса рибосома— 
РСЧ с мембраной ЭР. Затем белок, несущий сигнальный пептид, 
перемещается через мембрану [70, 110— 114]. Секреторные бел
ки высвобождаются в полость цистерны ЭР, а мембранные 
белки остаются связанными с мембраной через гидрофобные 
участки своей полипептидной цепи (разд. «Первичная структура 
вирусных гликопротеинов»). Обычно сигнальный пептид отщеп
ляется от новосинтезированного белка «сигнальной пептидазой»- 
во время переноса через мембрану [133].

В просвете грубого ЭР одновременно с процессом контранс- 
ляционного переноса к образующемуся гликопротеину присоеди
няются олигосахаридные цепи [54]. В большинстве вирусных;
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Фис. 4.9. Простые и сложные олигосахариды, присоединяющиеся к гликопроте- 
инам через атом азота. Простые олигосахариды, состоящие из N-ацетилглюко- 
замина (GicNac) и маннозы (Man), целиком переносятся на последовательно
сти Asn-X-Ser/Thr. Ферменты, с помощью которых осуществляется процессинг 
углеводов в гладком ЭР, отщепляют остатки маннозы и присоединяют фукозу, 
N-ацетилглюкозамин, галактозу и нейраминовую кислоту. Некоторые вирусы 
содержат нейраминидазу, отщепляющую концевую нейраминовую кислоту, в 
результате чего образуется олигосахарид, аналогичный представленным на 
этом рисунке.

мембранных гликопротеинов простые богатые маннозой олиго
сахариды целиком переносятся с липидного предшественника 
(долихола) с образованием N-гликозидной связи с аспарагином 
в последовательностях Asn-X-Ser/Thr [67, 109]. Фракционирова
ние клеток и электронно-микроскопические исследования пока
зывают, что на пути к клеточной поверхности вирусные глико
протеины переходят из ЭР в комплекс Гольджи [37, 42, 55,102]. 
Многие (но не все) простые олигосахариды при этом подверга
ются процессингу маннозилгликозидазами, удаляющими манноз- 
ные'остатки, и гликозилтрансферазами, присоединяющими га- 
.лактозу, фукозу, N-ацетилглюкозамин и нейраминовую кислоту 
(рис. 4.9) [61],

Путь, по которому гликопротеин, подвергшийся процессингу, 
шеремещается к поверхности клетки, не совсем ясен. Некоторые 
эпителиальные клетки образуют монослои, в которых плотные 
Контакты делят плазматическую мембрану на два участка: апи
кальную и базолатеральную поверхности. Некоторые вирусы с 
юболочкой отпочковываются только от одной из поверхностей. 
Например, сборка вирусов гриппа и парагриппа осуществляется
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на апикальной поверхности, а вируса везикулярного стомати
та— только на базолатеральной [79, 83]. Ни механизм этого 
явления, ни участок молекулы (наружная часть гликопротеина, 
трансмембранный пептид или цитоплазматический домен), су
щественный для этого процесса, неизвестны.

Структурные классы

Мембранные гликопротеины подразделяются на два струк
турных класса. Первый включает вирусные гликопротеины, при
соединенные к липидному бислою только трансмембранным» 
заякоривающим пептидом. Большая часть молекулы таких гли
копротеинов находится на наружной поверхности мембраны, ве

л и ш ь  небольшой домен — со стороны цитоплазмы. В противопо
ложность этому у гликопротеинов второго структурного класса,, 
образующих транспортные «насосы» и каналы в мембранах, в? 
липидный бислой погружен большой домен. У одного из бакте
риальных белков — родопсина — трансмембранный домен содер
жит семь а-спиралей, несколько раз пересекающих липидный; 
бислой в двух направлениях [48].

В вирусных гликопротеинах трансмембранный заякориваю- 
щий пептид содержит 20—27 незаряженных, в основном гидро
фобных аминокислотных остатков (разд. «Первичная структура! 
вирусных гликопротеинов»). Это характерно для гликопротеи
нов. первого класса, йуда кроме вирусных белков входят анти
гены гистосовместимости HLA и Н2, эритроцитарный гликофо- 
рин и связанный с мембранами IgM [81, 97, 103]. Вероятно, у 
всех этих молекул гидрофобный участок якоря образует а-спи- 
раль, которая проходит через липидный бислой. В пользу этого- 
говорят две важные особенности а-спирали. Во-первых, участок 
аминокислот 20—27 в а-спиральной конформации имеет доста
точную протяженность для того, чтобы пересечь бислой. Во-вто
рых, «-спираль — такая структура, при которой в единичной1 
цепи образуются Fee возможные внутренние водородные связи: 
с участием атомов кислорода карбонильных групп и атомов азо
та амидных групп; в результате в липидный бислой, т. е. в гид
рофобное окружение, пептидная цепь не будет вносить полярных 
атомов, заряд которых не был бы нейтрализован.

Выделение и гидрофобные свойства вирусных гликопротеинов

Вирусные мембранные гликопротеины можно выделить б - 

интактном виде из липидного бислоя только путем солюбили
зации мембран с помощью детергента. На первом этапе этого 
процесса связывание детергента приводит к разрыву мембран к 
высвобождению нуклеокапсида [45]. Последующие этапы солю-
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'.Рис. 4.10. Выделение мембранных белков. А. Неполный детергент, присутству
ющий в избытке, растворяет мембранные белки, связываясь с гидрофобными 
(волнистая линия) участками белков и липидов. Б. После удаления детергента 

-з отсутствие липидов образуются белок-белковые мицеллы, формирующиеся 
• благодаря взаимодействию гидрофобных якорных пептидов. В. После удаления 
детергента в присутствии липидов происходят восстановление липидных би
слойных пузырьков и встраивание белков в .искусственную мембрану. Г. В не
которых случаях при обработке мембранных белков протеазами отщепляется 
гидрофобный якорный пептид вблизи поверхности мембраны, освобождая ра
створимый активный фрагмент гликопротеина. (На рисунке приведен пример 
■выделения гемагглютишша вируса гриппа с  помощью бромелаина.)

билизации представлены на рис. 4.10. Неионные детергенты со
любилизируют мембранные белки, связываясь с гидрофобной 
частью белков и липидов. При избытке детергента каждая моле
кула белка и липида оказывается включенной в отдельную 
мицеллу детергента. После удаления липидов остается монодис- 
персный раствор комплекса белок—детергент. Поскольку боль
шинство неионных детергентов не денатурируют белки, эти ком
плексы стабильны и функционально активны [46]. Если детер
гент удалить в отсутствие липидов, то гидрофобная якорная 
•часть гликопротеина агрегирует и образует белок-белковую 
мицеллу (рис. 4.10,5). Если детергент удалить в присутствии 
липидов, то образуются бислойные липидные везикулы с вклю
ченными в них гликопротеинами (рис. 4.10,5). Таким образом, 
в водной фазе никогда не обнаруживается гидрофобная заяко- 
ривающая пептидная часть гликопротеинов; она всегда находит

ься либо в гидрофобном липидном бислое, либо окружена гидро
фобными участками молекул детергента. На рис. 4.11 представ-
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'ис. 4.11. Белок-белковые мицеллы гемагглютинина вируса гриппа, получен
ие после удаления детергента из очищенного препарата белка [59].

[ена электронная микрофотография белок-белковых мицелл ге- 
1 агглютинина вируса гриппа, полученных после удаления детер- 
ента из монодисперсного раствора белок-детергентных комп- 
[ексов [59]. Благодаря своей звездчатой структуре белок-белко- 
ые мицеллы вирусных гликопротеинов оказываются весьма 
юлезными при получении вакцин и широко используются в био- 
шмических исследованиях [8, 14, 47].

Для исследования наружного гидрофильного домена мем
бранных белков в ряде случаев .можно удалить заякоривающий 
[ептид путем протеолитического расщепления мембран или бел- 
сово-детергентных комплексов (рис. 4.10, Г) [15, 21, 39, 97, 100]. 
1ри этом нередко гидрофильная часть молекулы высвобождает- 
:я в виде не только растворимого, но и активного белка. По
скольку разные участки вирусного гликопротеина находятся в

7 Заказ № 555
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трех разных окружениях — внекле
точное пространство, липидный би
слой и цитоплазма — резонно пред
положить, что молекула гликопро
теина подразделяется на домены, 
независимо приобретающие такую 
конформацию, которая обеспечивает 
им стабильность в соответствующей 
среде. Это предположение подтвер
ждается тем, что можно удалить 
пептиды якорной части гликопроте
ина, не изменив активности наруж
ного домена.

П е р в и ч н а я  с т р у к т у р а  в и р у с н ы х  
г л и к о п р о т е и н о в

Методом секвенирования белков 
и нуклеиновых кислот были опреде
лены аминокислотные последова
тельности мембранных гликопроте
инов вируса гриппа, вирусов Синд
бис, леса Семлики, везикулярного 
стоматита, бешенства и ряда РНК- 
содержащих опухолеродных вирусов 
[12, 33, 63, 76, 77, 90]. Эти последо
вательности обладают рядом сход
ных особенностей, которые проиллю
стрированы на примере гемагглюти- 
нина вируса гриппа на рис. 4.12; 
первичная структура этого гемагглю- 
тинина была определена у 15 штам
мов [115]. Большинство последова
тельностей содержат по два участка 
незаряженных, в основном гидро
фобных, аминокислот: сигнальную
N-концевую последовательность и 
заякоривающую С-концевую. В зре
лых белках сигнальный пептид в 
норме отсутствует — его отщепляет 
сигнальная пептидаза. Исключением 
является нейраминидаза вируса 
гриппа: не имея С-концевого «яко
ря», она сохраняет N-концевую 
гидрофобную последовательность и, 
вероятно, закрепляется с ее помо-
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Рис 4.13, Аминокислотные последовательности гидрофобного заякоривающего 
пептида {5, 13, 28, 33, 36, 50, 57, 58, 72, 76, 77, 82, 95, 105, 115, 130]. Незаря
женные, в основном гидрофобные, участки у С-конца вярусных гликопротеинов 
пронизывают вирусную мембрану. Представлены последовательности заякори- 
вающих пептидов девяти гемагглютининов вируса гриппа А и трех — вируса 
гриппа В; нумерация такая же, как у НА Aichi 1968. Для вирусов бешенства, 
VSV, вируса леса Семлики и вирусов Синдбис (EI и Е2) (Нумерация аминокис
лотных остатков не указана. Черточками обозначены делеции, а галочками —

щью в бислое [29]. Несколько гидрофобных сегментов заякори- 
вающих пептидов представлены на рис. 4.13. Для формирования 
трансмембранного «якоря» не требуется наличие специфических 
аминокислотных последовательностей; необходимо только, что
бы имелся достаточно протяженный участок незаряженных, в ос
новном гидрофобных аминокислот. В таких участках часто встре
чаются две полярные аминокислоты: серин и треонин. Указан
ные положения не расходятся с нашим представлением об 
a-спиральной структуре этих участков (разд. «Структурные клас
сы»), поскольку гидроксильные группы серина и треонина, как 
известно из рентгеноструктурного анализа растворимых белков, 
могут образовывать водородные связи с атомами азота амидных 
групп главной цепи в a-спирали. Есть данные о том, что к этим 
гидроксильным группам присоединены жирные кислоты, но био
логическая роль этого явления пока неясна [86].

За гидрофобным сегментом на С-концевом заякоривающем 
участке имеется небольшой гидрофильный домен, расположен
ный с внутренней стороны мембраны. Длина этого домена варь
ирует от дипептида Arg-Arg у El SFV до 31 аминокислоты у Е2 
1>FV [33]. Вероятно, подобные домены, как это уже обсуждалось, 
участвуют в процессе почкования вируса.

Области прикрепления олигосахаридов, сайты посттрансля- 
ционного расщепления и специальные последовательности, участ
вующие в слиянии мембран, указаны на рис. 4.12 и обсуждают
ся в последующих разделах.

вставки.



Трехмерная структура вирусных гликопротеинов

Трехмерная структура наружной части обоих мембранных 
гликопротеинов вируса гриппа установлена с помощью рентгено
структурного анализа высокого разрешения. В следующих двух 
разделах вкратце описана архитектура молекул гемагглютинина 
(НА) и нейраминидазы (NA) вируса гриппа; при этом особое 
внимание уделено областям, имеющим биологическую актив
ность.

Гемагглютинин вируса грипла

Гемагглютинин вируса гриппа штамма Aichi/68, выделенного 
в 1968 г., синтезируется как единая полипептидная цепь, состо
ящая из 550 аминокислот. В результате последующего расщеп
ления с удалением остатка Arg-329 образуются две цепи, НА1 
и НА2, ковалентно связанные дисульфидной связью между по
зициями 14 в НА1 и 137 в НА2 (рис. 4.12) [115]. Эти двухцепо
чечные мономеры объединяются с помощью нековалентных свя
зей в тримеры и располагаются на поверхности мембран [127]. 
При обработке вируса бромелаином получаются растворимые 
тримеры внеклеточных участков гемагглютинина, содержащие 
целый НА1 и первые 174 из 221 аминокислотных остатков НА2 
(рис. 4.12) [15]. Таким образом, бромелаин удаляет заякорива- 
ющий пептид. Пространственная структура этого тримера уста
новлена с помощью рентгеноструктурного анализа [129].

На рис. 4.14, Л схематически изображен мономер гемагглю
тинина. Та часть молекулы, которая обращена к мембране (это 
N-конец НА1 и С-конец НА2), находится в нижней части ри
сунка; вертикальная стрелка представляет собой ось симметрии
3-го порядка в тримере. Мономер — это протяженная структура, 
выступающая из мембраны на 135 А. Она содержит стволовой 
участок и глобулярную структуру на вершине. Эта структура 
образована частью цепи НА1, а «ствол» содержит часть цепи 
НА1 и всю цепь НА2. Полипептид имеет необычайно растя
нутую конформацию. Прежде чем образовать первую компакт
ную складку, 63 N-концевые аминокислоты вытягиваются вверх 
от мембраны на 96 А. Глобула на вершине содержит p-слой из 
восьми антипараллельных цепей. Этот домен формирует участок 
связывания с сиаловой кислотой, являющейся необходимой со
ставной частью клеточного рецептора вируса гриппа (см. разд. 
«Связывание с рецептором»). Остальная часть НА1 возвраща
ется к «стволу» и идет почти антипараллельно начальному от
резку НА1.

N-конец НА2 и С-конец НА1 разделены расстоянием 22 А, 
Это свидетельствует о том, что расщепление на две полипептид-
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Рис. 4.14. А. Схематическое изображение трехмерной 
структуры гемагглютинина вируса гриппа [129]. Указаны 
концевые остатки НА1 и НА2. Стрелка — ось симмет
рии 3-го порядка в тримерном комплексе. Тример ста
билизируется главным образом благодаря особенностям 
упаковки протяженных а-спиральных участков (цилинд
ры). N-коиец НА2 (фузиониый пептид) проникает к 
внутренней поверхности контактирующих мономеров. 
Б. Модель тримера гемагглютинина вируса гриппа, 
составленная из шариков, изображающих а-углеродные 

атомы. Показан также фузиониый пептид, который подобно поясу обвивает 
каждый из мономеров, прежде чем войти в область контакта мономеров. 
(Этот рисунок выполнен Р. Фельдманом с помощью компьютерного графопо
строителя Национальных институтов здоровья)

ные цепи сопровождается какими-то конформационными изме
нениями. Прежде чем обернуться подобно поясу вокруг мономе
ра, гидрофобный аминоконцевой пептид НА2, который участвует 
в слиянии мембран (см. разд. «Фузионная активность мембран 
и проникновение вируса»), проходит через поверхность раздела 
мономеров в тримере (рис. 4.14, Б). Основной структурной осо
бенностью НА2 является наличие шпилькообразной петли из 
двух а-спиралей (цилиндры на рис. 4.14,Л). Вторая спираль 
длиной 80 А образует основу «ствола».

Тример образуется путем ассоциации длинных а-спиралей 
НА2 одного мономера с соответствующими симметричными спи
ралями двух других мономеров.



К аспарагиновым остаткам НА1 присоединены шесть олиго- 
сахаридных цепей [8, 22, 38, 81, 165, 285], а к НА2 — одна [154] 
(рис. 4.12). Все они, кроме присоединенных к остаткам 81 и 165, 
представляют собой процессированные сложные олигосахариды 
[116]. Самым необычным в структуре углеводов, входящих в 
состав НА, является их распределение ([129]; рис. 3). Все 
участки присоединения, кроме 165, находятся на боковых по
верхностях молекулы. Один участок расположен у самого конца 
молекулы НА1 вблизи мембраны [8]. Олигосахарид в позиции 
165, очевидно, играет роль в стабилизации олигомерных контак
тов между глобулами на вершине структуры.

Нейраминидаза вируса гриппа

Молекула нейраминидазы представляет собой тетрамер с 
осью симметрии 4-го порядка, перпендикулярной поверхности 
мембраны. Необычна «стволовая» часть молекулы нейрамини
дазы. Первые 45 аминокислотных остатков на участке после вы
хода молекулы из мембраны содержат 50% участков присоеди
нения олигосахаридов [118]. Кроме того, в области ствола отсут
ствует гомология между молекулами нейраминидазы родствен-
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Рис. 4.15. Структура «головки» нейраминидазы вируса гриппа [23]. Активный 
центр фермента указан звездочкой. Черными кружками обозначены остатки 
семи вариабельных сегментов, формирующих антигенную поверхность.
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ных штаммов вируса, хотя в области глобулярной головки име
ет место значительная гомология [11]. Это позволило предполо
жить, что ствол образован вытянутой полипептидной цепью 
мономера, образующей в тетрамере дисульфидные поперечные 
связи.

При расщеплении мембранных гликопротеинов трипсином 
происходит отделение уплощенных, квадратных в проекции гло
булярных головок от N-концевого якорного и стволового участ
ков [132]. Трехмерная структура головки NA установлена с по
мощью рентгеноструктурного анализа [23]. На рис. 4.15 схема
тически изображен тетрамер NA, если смотреть на него сверху 
(перпендикулярно изображению НА на рис. 4.14). Положение 
активного центра фермента (он указан звездочкой) определяли 
по связыванию сиаловой кислоты в кристалле. Вторичная струк
тура мономера нейраминидазы весьма необычна: она состоит из 
шести сходных четырехцепочечных (3-слоев, расположенных на
подобие лопастей пропеллера.

Функции вирусных мембранных гликопротеинов 

Связывание с рецептором

Для инициации инфекции гликопротеин вируса гриппа дол
жен связаться с поверхностным рецептором клетки-мишени. Ви
рус связывается с рецептором, содержащим сиаловую кислоту, 
с помощью участка, расположенного на дальнем конце НА. 
Исходно этот участок был локализован на основании данных 
о группировке полностью консервативных остатков в поверхност
ном кармане (по результатам определения аминокислотных по
следовательностей): Tyr-98, His-183, Trp-153, Leu-194, Glu-190 
и других (рис. 4.16.Л) [129]. Эта локализация была подтвер
ждена в опытах по отбору вирусных мутантов с измененной спе
цифичностью к рецепторам, полученных при выращивании виру
са в присутствии ингибиторов [80]. Вирусы, отобранные путем 
выращивания в присутствии неиммунных сывороток лошади или 
морской свинки (являющихся источниками ингибиторов, которые 
блокируют связывание НА с NeuAca2-6Gal), исследовали на их 
специфичность к рецепторам, используя для этой цели эритроци
ты кур, обработанные очищенными сиалилтрансферазами так, 
чтобы они содержали либо NeuAca2-3Gal, либо NeuAca2-6Gal. 
Мутантные вирусы связываются преимущественно с рецептора
ми, содержащими. NeuAca2-3Gal, в то время как для вирусов 
дикого типа специфичны NeuAca2-6Gal. При секвенировании 
РНК вирусов, мутантных по гену НА, была выявлена замена 
остатка Leu-226, находящегося в описанном выше кармане; это 
коррелировало с изменениями фенотипа (рис. 4.16,Б). Вирус



Рис. 4.16. А. Схематическое изображение а-углеродного скелета гемагглютинина вируса гриппа Х31 (1968) и некоторые ами
нокислоты, расположенные в связывающем центре (кармане) рецептора сиаловой кислоты и вблизи него. Б. Детальное распо
ложение остатков, представленных на рис. А, в проекции сверху. Leu-226 выступает в полость кармана вблизи центрального 
остатка Туг-98. Структура, представленная иа рисунке, связывает NeuAca2-6Gal, а замена Leu-226 на Glu приводит к спе
цифическому связыванию NeuAca2-3Gal.
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дикого типа (A/Aichi/68), у которого в положении 226 находил
ся лейцин, связывался преимущественно с NeuAca2-6Gal, в то 
время как вариант с Glu-226 специфически связывался с после
довательностью NeuAca2-3Gal. Вариант, содержащий в положе
нии 226 метионин, обладал промежуточными свойствами.

Для детального выяснения структурной основы различий в 
связывании необходимо исследовать кристаллы, содержащие 
аналоги рецепторов.

Фузионная активность и проникновение вируса в клетку

Геном вируса с оболочкой отделен от цитоплазмы клетки- 
мишени двумя липидными мембранами — вирусной и клеточной. 
Для преодоления этих барьеров вирусы с оболочкой использую г 
мембранный гликопротеин, обладающий способностью вызывать 
слияние мембран.

Вирус Сендай

Белок F вируса Сендай, вызывающий слияние мембран, сна’ 
тезируется в виде неактивного предшественника F0, активирую
щегося в результате расщепления на два фрагмента — F1 и F2 
[51, 84]. Расщепление сопровождается конформационными изме
нениями, приводящими к увеличению гидрофобности гликопро
теина [53]. Необходимость протеолитической активации может 
ограничить круг хозяев вируса только такими тканями, в кото
рых содержатся соответствующие протеазы [85]. Подавление 
слияния мембран с помощью синтетических пептидов, имеющих 
сходную с гидрофобным N-концом белка F1 последовательность 
аминокислот (см. ниже), свидетельствует об активности этого 
участка [78]. Белок вируса Сендай, вызывающий слияние мем
бран, отличается от соответствующих белков вирусов других 
:емейств тем, что он активен во внеклеточной среде; он вызыва
ет слияние клеток, ведущее к образованию синцития.

Эндоцитоз и проникновение вирусов в клетку

Фузионная активность большинства вирусов с оболочкой осу- 
цествляется не на клеточной поверхности. После связывания с 
юверхностными рецепторами клетки вирус гриппа, VSV, SFV и 
другие вирусы захватываются с помощью рецепторного эндоци- 
гоза в эндосомные везикулы (эндосомы) [44, 66, 68, 69]. При 
>том нуклеиновая кислота вируса все еще остается отделенной 
>т цитоплазмы двумя мембранами — вирусной и эндосомной. 
^ак показывают результаты исследования ряда вирусов, пониже
ние pH эндосом инициирует вызываемое вирусом слияние мемб-
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Рис. 4.17. Проникновение вируса в клетку [91]. Некоторые юирусы с  оболочкой
проникают в клетку путем эндоцитоза в покрытых клатрином везикулах. З а 
тем везикулы теряют свою клатрииовую оболочку и сливаются с крупными 
везикулами — эидосомами. При низких pH в эидосомиых везикулах происходит 
слияние мембран, опосредованное вирусным глико-протеином; в результате ви
русная и эндосомная мембраны сливаются и в дитоллазму высвобождается 
вирусный нуклеокапсид.

ран (вирусной и эндосомной), в результате чего вирусный геном 
оказывается в цитоплазме (рис. 4.17) {124]. Выделен компонент, 
который, возможно, выполняет функции эндосомного протонного 
насоса, снижающего pH [31, 98]. Слияние на клеточной поверх
ности можно вызвать in vitro путем искусственного снижения 
pH внеклеточной среды. Таким образом удалось определить 
оптимальное значение pH для слияния мембран целого ряда 
вирусов. Для SFV оно оказалось равным 6,0; для VSV — 6,1; для 
разных штаммов вируса гриппа — от 5,0 до 5,5 [64, 123, 125]. 
Определение оптимального pH слияния требует очень точного 
титрования.

Фузионная активность вируса гриппа

Представление о том, что гемагглютинин вируса гриппа 
это единственный белок, необходимый для слияния, получило 
окончательное подтверждение в опытах по молекулярному кло
нированию и экспрессии гена НА в культуре клеток почек обезь
ян [35]. Такие клетки, содержащие на поверхности НА вируса 
гриппа, при обработке буферным раствором с pH 5,0 сливались 
в поликарионы [121]. Для проявления фузионной активности НА, 
а следовательно, его способности обеспечивать инфекционность 
вируса необходимо, чтобы белок-предшественник НАО расще
пился на НА1 и НА2 [53а, 55, 125]. N-концевая последователь-



\
ность НА2 (рис. 4.11), называемая фузионным пептидом или 
пептидом слияния, является самым длинным в этой молекуле 
сегментом, состоящим из консервативных остатков, а также наи
более гидрофобным после сигнального пептида и С-концевого 
якорного участка [93]. Первые предположения о роли этого 
участка в процессе слияния мембран были высказаны после об
наружения его гомологии с аналогичным участком молекулы 
белка F вируса Сендай [36]. На рис. 4.18 приведены аминокис-

1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
А/АКЯ1/2/68 O.Y LEU РНЕ GLY ALA ILE ALA GLY ERE ILE GLU ASN GLY TOP GLU GLY MET ILE ASP GLY TO  TiR GLY
A/DU<X/U!®/63 *
А/ПКЖ/1Л®/63 b 
А/МГ/60/68 

■ A/MEM/102/72 
A/VIC/3/75 
A/PR/8/34 
А/JAP/305/57 
A/W31/33 
A/FPV/B0S/34 
A/BSJJMY/42 
A/WEISS/43 
B/LEE/40 
B/KD/59 
B/HK/8/73 
C/JCHAN/1/бб
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SV5
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Рис. 4Л8. Аминокислотные последовательности фузионных пептидов [13, 28, 36,
49, 50, 57, 58, 72, 76, 78, 93, 95, 105, 130]. Первые 12 последовательностей 
представляют собой N-коицевые участки НА2 вируса гриппа А, следующие 
три — последовательности вируса гриппа В, последняя строка в этой группе— 
фузионный пептид вируса гриппа С. Незаполненные позиции обозначают, что 
имеет место полная гомология с гемагглютинином Aichi (1968) (первая строка). 
Вторая группа последовательностей представляет N-концевые участки белка 
F1 парамиксовирусов. Для максимального совпадения с последовательнйстями 
НА вируса гриппа эти последовательности сдвинуты, так что они начинаются 
с позиции 2. Остатки, совпадающие у НА Aichi (1968) и белка F1 вируса 
Сендай, подчеркнуты.

лотные последовательности фузионных пептидов вирусов грип
па и парагриппа; видно, что эти последовательности гидрофоб- 
ны и обогащены глицином.

Как видно из рис. 4.14, Л и Б, фузионный пептид на N-конце 
НА2 располагается между мономерами в тримере НА. Он нахо
дится на расстоянии 35 А от конца молекулы, направленного в 
сторону вирусной мембраны, и на расстоянии 100 А от противо
положного конца, несущего участок, который связывается с 
сиаловой кислотой на мембране клетки-мишени. Такая локали
зация предполагает, что при низком pH молекула претерпевает 
конформационные изменения, в результате которых происходят 
экспонирование фузионного пептида и, возможно, сближение 
вирусной мембраны и мембраны клетки-мишени [129].
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Конформационные изменения, наблюдаемые в В Н А 1, проис
ходят при том же самом, оптимальном для слияния, низком 
значении pH [94]. При pH 5,0 фузионный пептид ВНА экспони
руется и получает возможность вступать в новые гидрофобные 
взаимодействия. In vitro ВНА при низком pH агрегирует с обра
зованием белок-белковых мицелл, сходных с теми, которые фор
мируют мембранные белки, несущие интактный заякоривающий 
пептид (напомним, что ВНА — это НА, лишенный заякориваю- 
щего пептида). Агрегацию ВНА при низком pH можно предот
вратить, включив его в мицеллы неионного детергента или в 
липидные везикулы. Если удалить фузионный пептид, то агре
гации ВНА, а также связывания с мицеллами детергента или с 
липидным бислоем не происходит. Обработка ВНА термолизи
ном в конформации, свойственной ему при низком pH, приводит 
к отщеплению аминокислот 1—23, а также к утрате приобретен
ных при низком pH гидрофобных свойств [26]. Это прямо указы
вает на то, что N-концевой фузионный пептид НА2 является гид
рофобным участком, который экспонируется в результате кон- 
формационных изменений при низких pH. Дальнейшие подтвер
ждения важной роли конформационных изменений ВНА при 
низком pH были получены в опытах по расщеплению ВНА 
трипсином, показавших, что пептидные связи в позициях 27 и 
224 НА1, обычно спрятанные в структуре тримера, экспонируют
ся при низком pH. Фактически всю верхнюю часть молекулы 
НА1 (с 28 по 328 остаток) можно отделить от нерастворимого 
НА2 и части НА1 (остатки 1—27) после обработки белка, нахо
дящегося в конформации, принимаемой им при низком pH, трип
сином (рис. 4.19) [94]. Эти результаты позволяют предположить, 
что конформационные изменения, активирующие слияние мем
бран, захватывают как ту стволовую часть молекулы НА2, где 
N-конец погружается во внутреннюю область тримера, так и 
участки НА1, контактирующие со «стволом». Как свидетельст
вуют данные КД, глобулярная структура домена на вершине 
ВНА, по-видимому, сохраняется после обработки трипсином при 
низком pH; об этом свидетельствует также способность упомя
нутого домена связываться с моноклональными антителами, спе
цифичными для его конформации при нормальном pH (см. сле
дующий раздел).

Как происходит слияние мембран вируса и клетки-мишени 
после конформационных изменений НА, индуцированных низким 
pH, — пока неясно. Поскольку вирус гриппа может сливаться с 
искусственными липосомами, не имеющими белков и рецепто
ров, несущих сиаловую кислоту, можно предположить, что мем-

1 ВНА — это гемагглютинин, получающийся при обработке вирионов бро- 
мелаином. — Прим. ред.
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Рис. 4.19. Изменения в структуре ВНА вируса гриппа при pH 5,0 [94]. Проис
ходящие конформационные изменения включают экспонирование гидрофобного 
фузиоииого пептида на N-конце НА2. В результате при обработке трипсином 
в мягких условиях происходит расщепление НА1 по положению 27 и образуют
ся .растворимая фракция НА1 (остатки 28—328) и 'нерастворимая, в которую 
входят НА1 (остатки 1—27) и весь НА2. Отсюда следует, что при низком pH 
изменяются и поверхность контакта в тримере, где был скрыгг фузионный пеп
тид, и стволовая часть молекулы (в области контакта между НА1 и НА2.

брана-мишень распознается непосредственно пептидом слияния 
[65, 68, 124J. Таким образом, НА становится как бы интеграль
ным мембранным белком обеих мембран — вируса и клетки, 
удерживаясь в первой своим заякоривающим пептидом, а во 
второй — пептидом слияния. Детали процесса, в результате ко
торого конформационные изменения НА позволяют мембранам 
так тесно сблизиться, а также механизм последующей пере
стройки липидов неизвестны. Процессы слияния мембран в био
логических системах универсальны, однако вряд ли есть более 
доступные для изучения случаи слияния, чем индуцированные 
вирусами.

Иммунное распознавание и антигенная структура 
вирусных гликопротеинов

При заражении клетки вирусом с оболочкой иммунная систе
ма клетки образует антитела против вирусных мембранных 
гликопротеинов. Эти антигены служат также мишенями для 
сывороточных антител, формирующихся в результате вакцина
ции. Расшифровка структуры гликопротеинов вируса гриппа 
позволила не только выявить распознаваемый антителами учас
ток этого гликопротеина, но и понять, как антигенные вариации 
изменяют распознавание.
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Рис. 4.20. а-Углеродный скелет тримера гемаг
глютинина вируса гриппа (слева) и Fab-фраг
мента молекулы антитела (справа) (об IgG  
new см. работу [3]). Чтобы проиллюстрировать 
соотношение размеров антигенсвязывающего 
центра и белкового антигена, показаны все ато
мы гипервариабельных аминокислот, формиру
ющих антигенсвязывающий центр.

Иммунологический фон

Всесторонне изучена антигенная структура небольших бел- 
- ков, таких как лизоцим и миоглобин [6, 7, 25]. Как показывают 
опыты по химической модификации и биохимический анализ, 
молекулы антител гипериммунной сыворотки распознают специ
фические участки глобулярного белка, называемые антигенными 
детерминантами. По-видимому, у миоглобина эти участки пред
ставляют собой линейные последовательности, образующие 
перегибы, а у лизоцима они не являются линейными последова
тельностями и их нельзя отнести к какому-то определенному 
типу вторичных структур. Недавнее введение в практику иссле
дований моноклональных антител, продуцируемых клоном одной 
секретирующей антитела клетки и поэтому специфичных только 
к одному участку антигена, позволит изучать комплексы анти
тел с индивидуальными участками антигена [9]. Это существен
но пополнит наши знания об этих простых белковых антигенах.

Структура антител исследована довольно полно. С помощью 
рентгеноструктурного анализа IgG и фрагментов, связывающих
ся с антигенами (Fab-участков), установлена трехмерная струк
тура нескольких антител [3]. К настоящему времени эти иссле
дования проведены на моноклональных антителах, образуемых
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клетками спонтанных злокачественных опухолей, секретирующих 
антитела, антигенная специфичность которых неизвестна. По
этому детальные структурные исследования взаимодействия 
антител с антигенами проведены только для небольших молекул 
гаптенов, отобранных путем скрининга. Антигенсвязывающий 
центр — это карман, образованный гипервариабельными участ
ками двух цепей молекулы IgG. Карман расположен на поверх
ности и имеет диаметр около 30 А. На рис. 4.20 указаны гипер- 
вариабельные аминокислоты антигенсвязывающего центра Fab- 
фрагмента молекулы IgG new. Чтобы дать представление о со
отношении размеров антигена и антигенсвязывающего центра 
молекулы антитела, на рисунке представлен также тример ге
магглютинина вируса гриппа.

Антигенная структура НА вируса гриппа

Все антитела, нейтрализующие вирус гриппа, представляют 
собой антитела к НА. Вследствие антигенной изменчивости НА 
возникают повторные эпидемические вспышки гриппа. После 
первого выделения вируса гриппа в 1933 г. (штамм Н1) были 
зарегистрированы две пандемии — в 1957 и 1968 гг. В обоих 
случаях антигенные свойства НА вирусов, вызвавших пандемии, 
заметно различались. Соответствующие варианты получили обо
значения Н2 и НЗ. Первый из них, «азиатский», включал штам
мы, ответственные за вспышки гриппа с 1957 по 1968 г., 
а второй, «гонконгский», — штаммы, появившиеся в 1968 г. 
и преобладающие до сих пор [131]. В каждую из этих пандеми
ческих эр периодически (с интервалом в несколько лет) регист
рировались эпидемии, вызванные вирусами, которые подверглись 
антигенному дрейфу по отношению к прототипным штам
мам [16].

Результаты определения аминокислотных последовательно
стей НА природных и отобранных в лаборатории антигенных 
вариантов вирусов гриппа подтипа НЗ [72, 97, 123] позволили 
предположить, что за взаимодействие с антителами ответствен
ны области трехмерной структуры НА, которые во время анти
генного дрейфа подвергаются структурным изменениям [128]. 
На рис. 4.21, Л и Б указаны замены аминокислот, которые про
изошли в НА штамма 1968 г. между 1968 г. и эпидемиями, вы
званными в 1972 г. вариантом Мем/102/72 и в 1975 г. вариантом 
Vic/3/75. В цепи НА1 варианта А/Мем/102/72 выявлена замена
14 аминокислот по сравнению с A/Aichi/2/68, а в цепи НА1 ва
рианта A/Vic/3/75 заменены еще 16 аминокислот. На рис. 4.21, Б 
указана замена единичных аминокислот в антигенных мутантах, 
отобранных при выращивании в присутствии моноклональных
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антител [60]. Каждая строчка отвечает вирусу с одной заменой,, 
сопровождавшейся резким уменьшением сродства моноклональ
ных антител к НА. На рис. 4.21; Г суммированы замены, произо
шедшие с 1968 по 1977 г., включая изменения в лабораторных 
вариантах, представленные на рис. 4.21, В. Из этих данных сле
дует, что молекула НА имеет четыре антигенных участка. Учас
ток А (он обозначен черными кружками) находится на .высту
пающей петле, образованной аминокислотами 140—146. Учас
ток В (черные квадратики) включает выступающую петлю над 
остатком 155 и наружные остатки 187— 198 вокруг а-спирали на 
дистальном конце молекулы. Участок С (черные треугольники) 
(остатки 53, 54, 275, 278) представляет собой выпуклость в тре
тичной структуре, расположенную ниже глобулярного домена. 
Участок D (черные ромбики) (остатки 207, 174 и т. д.) охваты
вает остатки на поверхности НА, а также, возможно, некоторые 
аминокислоты на поверхности, разделяющей мономеры (светлые 
ромбики). Детальные сведения о том, как сказывается измене
ние заряда и стерических свойств НА при внесении в него обна
руженных замен на связывании антител, приведены в работе 
[128]. На основании проведенного анализа было сделано заклю
чение, что у обоих вирусов, вызвавших в рассматриваемый пе
риод эпидемии, имелось по крайней мере , по одной мутации в 
каждом из четырех описанных выше антигенных участков; это, 
по-видимому, необходимо для того, чтобы вирус мог избежать 
нейтрализации антителами.

Эти результаты получили подтверждение при исследовании 
НА вируса A/Bangkok/1/79, вызвавшего эпидемию гриппа в 
1979 г. В этих опытах были выявлены дополнительные измене
ния в каждом из предполагаемых антигенных участков [96]. 
В результате анализа большого количества вариантов НА 1968 г.,. 
отобранных с помощью моноклональных антител (рис. 4.22,Л), 
было прямо подтверждено наличие участков В и А и установле
но, что антитела распознают также участок Е (черные Перевер
нутые треугольники) [27]. На рис. 4.22,5 представлены антиген
ные участки, выявленные как у природных, так и у отобранных 
с помощью моноклональных антител вариантов штаммов НЗ, 
выделенных между 1968 и 1979 гг.

Особое значение имеет моноклональное антитело, с помощью 
которого отобран вариант с заменой Asp на Asn в позиции 63 
(рис. 4.22,Л), поскольку в результате в эту позицию вводится 
олигосахарид. Это прямо указывает на то, что углеводы могут 
влиять на иммунологическое распознавание структуры гликопро
теина, по-видимому, путем стерического маскирования поверхно
сти белковой молекулы. Углеводы, вероятно, могут модулиро
вать распознавание гемагглютинина, маскируя часть антигенных 
зон у некоторых штаммов [128]. На это указывает наличие в НА

8 Заказ № 555
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Рис. 4.22. Антигенные варианты Х31 (Aichi/68), отобранные с помощью 
моноклональных антител. Указаны замены аминокислот, выявленные в резуль
тате секвеиирования гена НА. Каждый символ представляет один вариант (см. 
текст). Б. Природные варианты гемагглютинина, выделенные между 1968 и 
1979 гг. (моноклональные варианты Мет/72 отмечены звездочкой). (Из [27], с 
разрешения; ©  1984 by Elsevier Publishing Co., Inc.)

других подтипов возможных мест присоединения олигосахари
дов, расположенных в тех участках, которые в НА подтипа НЗ 
рассматриваются как антигенные.

Сравнение гемагглютининов подтипов Н1 и НЗ

Исходя из гомологии аминокислотных последовательностей 
НА1 (35%) и НА2 (53%), а также консервативности дисуль- 
фидных связей, можно полагать, что структуры НА у вирусов



эис. 4.23. Варианты гемагглютинина 
\/PR/8/34 H I, отобранные с помощью 
моноклональных антител [19], наложе
ны на структуру НЗ 1968 (рис. 4.22,
5). (Из [27], с разрешения; ©  1984 
эу Elsevier Science Publishing Co.,
Inc.)

подтипов НЗ (1968— 1983) и HI 
(1933— 1956) в целом сходны 
[105, 116, 130].

Такие архитектурные конст
рукции, как петли, спирали и т. д., 
которые являются антигенными 
участками, окружены у штаммов 
подтипа НЗ консервативными ос
татками, которые имеются также 
у штаммов Н1, что свидетельст
вует о сохранении даже этих де
талей. Для определения антиген
ной структуры молекулы НА 
вирусов подтипа Н1 была опреде
лена нуклеотидная последователь
ность 35 генов НА разных вари
антов штамма A/PR8/34 подтипа 
Н1, отобранных с помощью моно
клональных антител [19]. Сравне
ние участков, распознаваемых 
антителами на структурах вируса 
1968 г., с участками, распознавае
мыми мышиными моноклональ
ными антителами на структурах 
вируса 1934 г., выявило их пора
зительное сходство (ср. рис. 4.23 
и 4.22, Б); этот вопрос обсуждается в работах [19, 26, 27]. Отме
чено и одно интересное различие: участок 165— 167, являю
щийся продолжением участка В в НА вируса 1934 г., замаски
рован в НА 1968 г. олигосахаридной цепью, вследствие чего 
у этого штамма он не распознается антителами.

Сходное, но менее полное исследование, проведенное со 
штаммами вируса гриппа типа В, показало, что в антигенном 
связывании участвуют аналогичные участки; в некоторых случа
ях также обнаружены олигосахаридные цепи, маскирующие 
участки, являющиеся антигенами [57, 58].

Все ли антигенные участки, указанные выше, распознаются 
достаточно большой фракцией антител в иммунной сыворотке- 
человека, чтобы играть, роль в цикле угасания циркуляции и но
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вого появления вируса в связи с антигенным дрейфом,—неиз
вестно. Высказывалось предположение, что доминантным может 
«быть один антигенный участок (или лишь несколько) [60]. Воз
можно, это связано с большей доступностью некоторых поверх
ностных петель и, следовательно, с формированием высокоаф
финных антител [128]; это и обусловливает наличие участков, 
оказавшихся иммунодоминантными в условиях «антигенного 
■отбора» [92]. Однако при исследовании постинфекционных сыво
роток человека обнаружилось, что более 50% таких сывороток, 
содержащих антитела против A/Vic/3/75, могут нейтрализовать 
отобранный с помощью моноклональных антител вариант этого 
вируса. Такие результаты как будто указывают на то, что цель 
ная сыворотка человека распознает более одного доминантного 
участка [73а]. В каких относительных количествах присутствуют 
в иммунных сыворотках человека антитела к индивидуальным 
.антигенным участкам НА и какова аффинность таких антител— 
неясно. Теперь эту проблему можно решить, воспользовавшись 
коллекциями отобранных с помощью моноклональных антител 
вариантов вирусов с известными заменами в аминокислотных 
последовательностях их НА.

Вакцины

• Существуют разные стратегии индукции антител против ви
русных мембранных гликопротеинов; они детально обсуждаются 
в разных работах, например в обзоре [104]. Недавно на лабора
торных животных удалось получить антитела к небольшим син
тетическим пептидам, аминокислотная последовательность кото
рых соответствовала определенному участку белкового антигена 
[73, 101, 110]. Например, было показано, что ряд пептидов с та
кой же последовательностью, как у НА вируса гриппа подтипа 
НЗ, содержащих от 7 до 40 аминокислот, индуцируют антитела, 
которые обнаруживают перекрестную реакцию как с НА, так и 
с интактным вирусом гриппа [33, 73]. Это позволяет думать, что 
небольшие синтетические пептиды во время взаимодействия с 
поверхностными иммуноглобулинами клеток, секретирующих 
антитела, способны формировать структуры, сходные по кон
формации с белком НА. Уменьшение конформационной энтро
пии подвижных пептидов, очевидно, компенсируется соответству
ющим изменением свободной энергии связывания с антителами. 
Не исключено, что в процессе распознавания антитело изменяет 
локальную структуру белкового антигена. Доля антител в анти- 
пептидной сыворотке, распознающих интактный белок, и их срод
ство к интактному белку не установлены; однако обнаружение 
антител с низким сродством позволяет думать, что, возможно, 
•необходим тщательный отбор соответствующих пептидов [74].
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Имеются данные о том, что пептиды способствуют защите от 
инфекции у некоторых лабораторных животных [10].

Антигенная структура нейраминидазы вируса гриппа

Недавно начато сравнительное изучение аминокислотных по
следовательностей и моноклональных вариантов нейраминидазы 
вируса гриппа. Хотя антитела против нейраминидазы не отно
сятся к нейтрализующим, в их присутствии клинические симпто
мы заболевания становятся менее выраженными. На рис. 4.15 
указаны участки NA, взаимодействующие с антителами [23]. 
В этом случае детерминанты образуют некую поверхность на 
вершине молекулы, окружая каталитический центр.
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Размножение вирусов: общие представления

Бернард Ройзман1

Поиски этиологических агентов инфекционных заболеваний 
увенчались открытием сотен вирусов. Патологические эффекты 
при вирусных заболеваниях складываются из взаимодействия 
нескольких факторов: а) токсического воздействия продуктов 
вирусных генов на метаболизм зараженных клеток; б) реакции 
хозяина на экспрессию вирусных генов в зараженных клетках; 
в) модификации экспрессии генов хозяина в результате их струк
турного или функционального взаимодействия с генетическим 
материалом вируса. В большинстве случаев симптомы острых 
вирусных заболеваний могут быть непосредственно связаны с 
разрушением клеток инфицирующим их вирусом. Ключом к по
ниманию размножения вирусов является ряд положений и опре
делений.

1. Для того чтобы вирус мог размножиться, он должен вна
чале заразить клетку. Спектр хозяев определяется как типами 
клеток, так и видами животных, которых он может заражать и 
в которых он способен размножаться. Спектр хозяев разных ви
русов значительно варьирует. Одни вирусы имеют широкий 
спектр хозяев, другие заражают лишь клетки одного типа опре
деленных видов животных'. Способность клетки или животного 
заражаться называют восприимчивостью. Факторы, определяю
щие спектр хозяев и восприимчивость, обсуждаются в следую
щем разделе. Когда человек вступает в контакт с вирусом, в 
спектр хозяев которого он входит, немедленно заражаются лишь 
восприимчивые клетки, находящиеся у входных ворот инфекции. 
Однако для клинического проявления инфекции заражения этих 
клеток может оказаться недостаточно. Как правило, болезнь 
возникает вследствие заражения клеток-мишеней™'(например,, 
клеток центральной нервной системы) вирусом, размножившим
ся в чувствительных клетках в месте проникновения инфекции. 
Во многих случаях (например, респираторные инфекции, инфек

1 Bernard. Roizman, Department' of Molecular Genetics and Cell Biology» 
University of Chicago, Illinois 60627.
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ции гениталий вирусом простого герпеса) клетки-мишени распо
лагаются у входных ворот инфекции.

2. В начале инфекции вирус вводит в клетку свой генетиче
ский материал — РНК или ДНК, часто вместе с необходимыми 
белками. Размеры, состав и генная организация вирусных гено
мов очень сильно варьируют. Вирусы, по-видимому, эволюциони
руют разными путями, и не существует какого-либо одного пре
обладающего способа их репликации. Здесь следует подчеркнуть 
два положения. Во-первых, способность вирусов к размножению- 
и судьба зараженных клеток зависят от синтеза и функции 
продуктов вирусных генов — белков. Нигде корреляция между 
структурой и функцией — в данном случае между составом и 
расположением генетического материала и механизмом экспрес
сии вирусных генов — не является столь очевидной, как у виру
сов. Различие механизмов, с помощью которых вирусы обеспе
чивают синтез своих белков, отражено в их генетической 
структуре, но далеко не всегда может быть выведено из нее. 
Во-вторых, хотя вирусы значительно различаются по числу со
держащихся в них генов, можно сказать, что все вирусы кодиру
ют функции трех типов, которые выражаются специфическим» 
для них белками. Вирусные белки обеспечивают: а) репликацик> 
вирусного генома, б) упаковку генома в вирусные частицы (ви- 
рионы) и в) изменение структуры и (или) функции зараженных: 
клеток.

Стратегия, применяемая вирусами для обеспечения этих 
функций, варьирует. Иногда (паповавирусы) вирусные белки 
просто помогают ферментам клетки хозяина реплицировать ви
русный геном. В большинстве случаев (пикорнавирусы, герпес- 
вирусы, реовирусы) вирусные белки сами обеспечивают репли
кацию вирусного генома, но даже наиболее независимые вирусы 
используют при этом по крайней мере несколько белков хозяина. 
Во всех случаях именно вирусные белки ответственны за упа
ковку генома в вирионы, даже если белки хозяина и полиамины 
связываются с вирусным геномом (например, у паповавирусов) 
до или во время формирования вирусных частиц. Последствия; 
размножения вируса в клетке могут варьировать от гибели клет
ки до незначительных, но потенциально очень важных^ измене
ний ее функции и антигенной специфичности.

3. Наши знания относительно циклов репродукции вирусов. 
получены главным образом из анализа событий, происходящих, 
в синхронно инфицированной культуре клеток. О вирусах, кото
рые не удается вырастить в культуре клеток, мало что извест
но; в будущем, вероятно, решению этого вопроса поможет моле
кулярное клонирование. Цикл репродукции всех вирусов имеет- 
несколько общих черт (рис. 5.1). Вскоре после заражения и »  
течение нескольких часов после него удается обнаружить лишь
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небольшое количество родительского вируса. Этот период извес
тен как эклипсная фаза; в это время геном вируса взаимодейст
вует с хозяйским или вирусным аппаратом, необходимым для 
-его экспрессии, но численность потомства вируса еще не превы
шает фонового уровня. Затем следует интервал, во время кото
рого вирионы потомства накапливаются внутри или вне клетки 
•с экспоненциальной скоростью. Этот период известен как фаза 
■созревания. Через несколько часов в клетках, зараженных лити- 
-ческими вирусами, снижается метаболическая активность и они 
теряют структурную целостность. Клетки, зараженные другими 
вирусами, могут продолжать синтез вирионов неограниченное 
время. Дикл репродукции вирусов варьирует от 6 — 8  ч (пикор- 
навирусы) до 40 ч и более (некоторые герпесвирусы). Урожай 
вируса в расчете на одну клетку широко варьирует и в случае 
вируса полиомиелита, например может превышать 1 0 0  0 0 0  час
тиц.

4. Заражение восприимчивых клеток не означает, что неиз
бежно будут происходить размножение вируса и накопление 
его потомства. Эта концепция, одна из важнейших в вирусоло
гии, возникла в последнее десятилетие и ее следует рассмотреть 
детальнее. Инфекция восприимчивых клеток может быть продук
тивной, ограниченной и абортивной. Продуктивная инфекция 
происходит в пермиссивных клетках и характеризуется продук
цией инфекционного потомства. Абортивная инфекция может 
наступить в силу двух обстоятельств. Несмотря на восприимчи
вость к заражению, клетки могут оказаться непермиссивными, 
так как, чаще всего по неизвестным причинам, в них способны 
экспрессироваться лишь некоторые вирусные гены. Абортивная 
инфекция может быть также результатом заражения как пер
миссивных, так и непермиссивных клеток дефектными вирусами,
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т которых отсутствует полный набор вирусных генов. Наконец, 
слетки могут быть только временно пермиссивными, вследствие 
iero вирус либо сохраняется в клетках до момента, когда они 
:тановятся пермиссивными, либо в любой данный момент вирус- 
гое потомство образуется только в немногих клетках популяции. 
Этот вид инфекции одними исследователями был определен как 
рестриктивный (restrictive), другими — как ограниченный (rest- 
ingent). Данная классификация важна; ее значение обусловле- 
ю тем, что цитолитические вирусы, как правило разрушающие 
1 ермиссивные клетки во время продуктивной инфекции, могут 
просто повреждать, но не разрушать абортивно зараженные пер- 
яиссивные и непермиссивные клетки. Вследствие повреждения 
яожет происходить такая экспрессия хозяйских функций, в ре- 
5ультате которой клетка превращается из нормальной в злока- 
?ественную. Дополнительным следствием ограниченной и абор
тивной инфекций является персистенция (сохранение в клетке) 
вирусного генома. -

Начало инфекции

Чтобы заразить клетку, вирион должен связаться с клеточ
ной поверхностью, проникнуть в клетку и «раздеться» до такой 
степени, чтобы его геном стал доступен для вирусного или хо
зяйского аппарата, обеспечивающего транскрипцию или транс
ляцию.

Прикрепление

Прикрепление представляет собой специфическое связывание 
вирионного белка (антирецептора) с элементом клеточной по
верхности (рецептором). Классическим примером антирецепто
ра является гемагглютинин вируса гриппа (ортомиксовируса). 
Антирецепторы распределены по поверхности вирусов, заражаю
щих клетки человека и животных. Сложные вирусы, такие как 
вирус осповакцины (поксвирус) и вирус простого герпеса (гер- 
песвирус), могут иметь антирецепторные молекулы нескольких 
видов. Более того, молекулы антирецепторов могут иметь не
сколько доменов, каждый из которых взаимодействует с опреде
ленным рецептором. Мутации генов, кодирующих антирецепто
ры, иногда ведут к потере их способности взаимодействовать с 
рецепторами.

Идентифицированные до настоящего времени рецепторы 
относятся к гликопротеинам. Связывание требует определенной, 
концентрации ионов в окружающей среде, достаточной для 
уменьшения электростатического отталкивания, но от темпера
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туры и энергии оно мало зависит. Чувствительность клеток 
•ограничена доступностью рецепторов, и не все клетки в воспри
имчивом организме экспрессируют рецепторы. Почечные клетки 
•человека в структуре почек не имеют рецепторов для вируса 
полиомиелита, но при культивировании этих клеток in vitro 
рецепторы появляются. Восприимчивость клеток не следует пу
тать с пермиссивностью; так, клетки кур не восприимчивы к 
вирусу полиомиелита, поскольку у них нет рецепторов для свя
зывания с вирионами. Однако они полностью пермиссивны в 
отношении этого вируса, так как они продуцируют вирус после 
заражения их интактной РНК, экстрагированной из вирусных 
частиц.

Очень часто связывание вирусов с клетками ведет к необра
тимым изменениям структуры вириона. В некоторых случаях, 
когда проникновения не происходит, вирус может отделиться 
от клетки и вновь адсорбироваться на другой. К вирусам послед
ней категории относятся ортомиксовирусы и парамиксовирусы, 
несущие на своей поверхности нейраминидазу. Эти вирусы спо
собны отделяться от своих рецепторов в результате отщепления 
нейраминовой кислоты от полисахаридной цепи рецепторов.

Проникновение

Проникновение является процессом, зависимым от энергии, 
и происходит почти мгновенно после прикрепления в результа
те одного из трех событий: а) перемещения всего вируса через 
плазматическую мембрану; б) пиноцитоза вирусных частиц, в 
результате которого они накапливаются внутри цитоплазматиче
ских вакуолей, и в) слияния плазматической мембраны с обо
лочкой вириона. Вирусы без оболочек проникают в клетку с 
помощью первых двух механизмов. Известно, например, что в 
-процессе адсорбции вируса полиомиелита на клетке его капсид 
модифицируется и теряет свою структурную целостность, а ком
плекс РН К — белок переносится в цитоплазму. Ортомиксовиру
сы, парамиксовирусы и герпесвирусы служат примерами виру
сов, проникающих в результате слияния их оболочек с плазмати
ческой мембраной. В этих случаях оболочка вируса остается на 
плазматической мембране, в то время как внутреннее содержи
мое вводится в цитоплазму. Слияние оболочки вируса с плазма
тической мембраной требует участия специфических белков этой 
оболочки.

Раздевание v

Раздевание — общепринятый термин, применяемый к проис
ходящим после проникновения событиям, в результате которых 
.зирусный геном получает возможность экспрессировать свои
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функции. В случае папова-, адено- и герпесвирусов, вероятнее 
всего, клеточные ферменты дезагрегируют капсид и к моменту 
экспрессии вирусных функций от вирусной частицы остаются 
только ДНК или комплекс ДНК—белок. При реовирусной 
инфекции в клетках удаляется только часть капсида, и, несмот
ря на то что вирусный геном так и не освобождается из капси
да полностью, он экспрессирует все свои функции. Поксвирусы 
раздеваются в две стадии: на первой ферменты хозяина удаля
ют наружное покрытие, а на второй для освобождения вирусной 
ДНК из сердцевины требуется участие продуктов вирусных ге
нов, синтезированных после заражения.

Стратегия размножения вируса

Требования и ограничения

В ходе эволюции вирусов сложилось несколько стратегий, 
обеспечивающих: а) организацию вирусных генов и их кодирую
щую функцию, б) экспрессию вирусных генов, в) репликацию 
вирусных геномов и г) сборку и созревание вирусного потом
ства. Прежде чем мы рассмотрим каждое из этих положений в 
деталях, стоит напомнить, что ключевым моментом в реплика
ции вирусов является использование для синтеза вирусных бел
ков хозяйских структур, синтезирующих белки клетки. Независи
мо от размеров, состава и организации своего генома вирус 
должен предоставить белоксинтезирующему аппарату эукариоти
ческой клетки информационную РНК, которую клетка должна 
распознать и транслировать. В этом отношении клетка навязы
вает вирусу два ограничения. Во-первых, клетка синтезирует в 
ядре свою собственную мРНК путем транскрипции своей ДНК 
и последующего постранскрипционного процессинга транскрип
та. Поэтому в клетке: а) ни в ядре, ни в цитоплазме нет фер
ментов, необходимых для транскрипции мРНК с вирусного 
РНК-генома, и б) в цитоплазме нет ферментов, способных 
транскрибировать вирусную ДНК. В связи с этим клеточную 
транскриптазу для синтеза вирусных мРНК могут использовать 
только вирусы, содержащие ДНК и способные проникать в яд
ро. Все другие вирусы вынуждены создавать собственные фер
менты для синтеза мРНК. Второе ограничение состоит в том, 
что синтезирующий аппарат эукариотических клеток приспособ
лен только для трансляции моноцистронных мРНК, так как он 
не распознает внутренних участков инициации в мРНК. В ре
зультате вирусы вынуждены синтезировать либо отдельные 
мРНК для каждого гена (функционально моноцистронная 
мРНК), либо мРНК, включающую несколько генов и кодирую
щую большой «полипротеин», который затем разрезается на 
индивидуальные белки.

9  Заказ № 555
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Вирусные гены кодированы либо в РНК, либо в ДНК, кото
рые могут быть либо одно-, либо двухцепочечными. Кроме того, 
геномы могут быть либо монолитными, когда все гены вируса 
содержатся в одной хромосоме, либо состоять из раздельных 
блоков, когда все гены вируса распределены среди нескольких 
хромосом, которые все вместе и составляют геном вируса. Во 
избежание ошибок мы обозначаем как «геномную» только нук
леиновую кислоту, которая заключена в вирионах. Среди РНК- 
содержащих вирусов реовирусы представляют собой наиболее 
хорошо изученное семейство, содержащее двухцепочечный геном* 
кроме того, этот геном принадлежит к сегментированным, так 
как он состоит из 10 сегментов, или хромосом. Геномы одноце
почечных РНК-содержащих вирусов могут быть либо монолит
ными (пикорна-j тога-, парамиксо-, рабдо-, корона-, ретровиру
сы), либо сегментированными (ортомиксо-, арена- и буньявиру- 
сы). Все РНК-геномы относятся к линейным молекулам. Неко
торые из них, например геномы пикорнавирусов, содержат на 
5'-конце РНК ковалентно связанные полипептиды или амино
кислоты.

Все известные ДНК-содержащие. вирусы, заражающие позво
ночных, имеют монолитный геном. За исключением геномов пар- 
вовирусов, все они — полностью или частично — двухцепочеч
ные. Отдельные вирионы парвовирусов содержат линейную одно
цепочечную ДНК; в некоторых родах (например, у аденоассо- 
циированных вирусов) комплементарные цепи ДНК находятся 
в разных частицах. ДНК паповавирусов — кольцевая и сверх- 
спиральная, в то время как ДНК герпесвирусов, аденовирусов, 
а также поксвирусов — линейная. ДНК вируса гепатита В пред
ставляет собой кольцевую двухцепочечную молекулу, на обеих 
цепях которой в разных областях обнаружены большой и ма
лый одноцепочечные участки.

Экспрессия и репликация вирусного генома

Для удобства сначала лучше обсудить РНК-содержащие ви
русы, фокусируя внимание прежде всего на функции геномной 
РНК.

Вирусы, содержащие одноцепочечную РНК

Вирусы с одноцепочечной РНК можно подразделить на три 
группы. В первую группу входят пикорнавирусы и тогавирусы. 
Их геномы выполняют две функции (рис. 5.2 и 5.3). Во-первых, 
они функционируют как мРНК. Вирусы, геном которых может 
служить в качестве мРНК, принято называть вирусами с пози
тивным геномом. РНК пикорнавирусов после проникновения в

Кодирование и организация вирусного генома
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Ллюс-цепь

Рис. 5.2. Размножение пикорнави
русов.

Рис. 5.3. Размножение тогавирусов.
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клетку связывается с рибосомами и полностью транслируется 
(рис. 5.2). Затем продукт этой трансляции — полипротеин — рас
щепляется. Во-вторых, геномные РНК выполняют функцию мат
рицы для синтеза на ней комплементарных минус-цепей при уча
стии полимеразы, появившейся в результате расщепления поли
протеина. На этих минус-цепях синтезируются новые плюс-цепи, 
которые могут использоваться в качестве а) мРНК, б) матриц 
для синтеза новых минус-цепей и в) составной части вирусных 
частиц потомства.

Тогавирусы и ряд других вирусов с позитивным геномом 
отличаются от пикорнавирусов в одном отношении (рис. 5.3): 
для трансляции в первом цикле синтеза белков доступна только 
часть их геномной РНК. Вероятной функцией образующихся при 
этом белков является способность транскрибировать геномную 
РНК. Они осуществляют синтез минус-цепи, которая в свою оче
редь служит матрицей для синтеза двух различных по размеру 
классов молекул плюс-РНК. В клетках, зараженных тогавиру- 
сами, РНК первого класса представлены небольшими молеку
лами мРНК, фланкирующими участок геномной РНК, который 
не транслировался в первом цикле. Образующиеся на них поли
протеины расщепляются на белки, которые играют структурную

9*
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роль в вирионах. Плюс-РНК второго класса состоит из полнораз
мерных цепей, которые упаковываются в вирионы. В клетках, за- 
заженных коронавирусами, синтезируются несколько видов 
мРНК

Главным в репликации вирусов с позитивным геномом являет
ся способность геномной РНК служить в качестве мРНК после 
заражения. Это имеет двоякие последствия. Во-первых, фермен
ты, ответственные за репликацию генома, синтезируются после 
заражения, и нет необходимости в их внесении в зараженную 
клетку вместе с вирионом. Вот почему «голая» РНК, экстраги
рованная из вирионов, инфекционна. Во-вторых, так как все 
позитивные геномы относятся к монолитным и все их гены со
средоточены в одной хромосоме, первичный продукт трансляции 
обеих РНК (как геномной, так и мРНК) обязательно представ
ляет собой единый белок. Продукты трансляции пикорнавиру
сов и тогавирусов должны быть затем расщеплены на индиви
дуальные белки, которые и обнаруживаются в вирионе или в 
зараженной клетке.

Ортомиксовирусы, парамиксовирусы, буньявирусы, аренави- 
русы и рабдовирусы составляют вторую группу одноцепочечных 
РНК-содержащих вирусов, называемых вирусами с негативным 
геномом. Для них характерно то, что геномная РНК выполняет 
две матричные функции: во-первых, для транскрипции и, во-вто
рых, для репликации. В связи с тем что для синтеза мРНК 
должен транскрибироваться вирусный геном, а в клетках соот
ветствующие ферменты отсутствуют, все вирусы с негативным 
геномом содержат в вирионе кроме вирусного генома транскрип- 
тазу. Транскрипция вирусного генома — первое событие после 
проникновения вируса в клетку, в результате которого накапли
ваются функционально активные моноцистронные мРНК [пози
тивные, или плюс-цепи], кодирующие один белок. Репликацию 
начинают новосинтезированные вирусные белки, катализирую
щие образование полной плюс-цепи, которая служит матрицей 
для синтеза геномной минус-РНК (рис. 5.4).

Главное в репликации вирусов с негативным геномом заклю
чается в том, что геномная РНК функционирует как матрица и 
для транскрипции, и для репликации. Отсюда следует, что, во- 
первых, вирус должен внести с собой в зараженную клетку 
транскриптазу; во-вторых, «голая» РНК, экстрагированная из 
вирионов, неинфекционна; в-третьих, синтезируемые мРНК име
ют длину одного гена, они кодируют один белок — единичный 
полипептид. Однако присутствие сигналов сплайсинга в опреде
ленных (не разбросанных произвольно по гену) участках может 
обеспечить формирование нескольких мРНК (каждая из кото
рых кодирует особый белок) с одного и того же участка генома. 
Следовательно, плюс-транскрипт, функционирующий в качестве
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мРНК, отличается от плюс-РНК, служащей матрицей для вирус
ного потомства, хотя и первый, и вторая синтезируются на ге* 
номной РНК- Преимущества транскрипции многих мРНК о 
одного и того же участка (в результате сплайсинга) очевидны. 
Моноцистронная мРНК выгодна потому, что вирус при этом 
может контролировать относительные количества отдельных бел
ков, и нет необходимости их синтеза в эквимолярных количест
вах.

Ретровирусы входят в третью группу РНК-содержащих ви
русов (рис. 5.5). Характерно, что геномы ретровирусов монолит
ны, но имеют диплоидную структуру, и обе цепи либо частично 
соединены водородными связями друг с другом, либо спарены 
неизвестным до настоящего времени образом. Единственная из
вестная функция геномной РНК — матричная функция для син
теза вирусной ДНК. Поскольку эукариотические клетки не име
ют для этого соответствующих ферментов, вирион кроме генома 
содержит еще и РНК-зависимую ДНК-полимеразу (обратную 
транскриптазу'), а также смесь тРНК хозяина, одна из которых

1 В русской литературе принят также термин «ревертаза», предложенный 
В. А. Энгельгардтом. — Прим. ред.
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Рис. 5.6. Размножение реовирусов.

служит в качестве затравки. В цикле репродукции можно выде
лить следующие ключевые ступени: а) связывание комплекса 
тРНК — обратная транскриптаза с геномной РНК; б) синтез 
ДНК-копии, комплементарной по отношению к РНК, с переходом 
полимеразы с одной молекулы РНК-матрицы на другую, что 
приводит к образованию кольцевой одноцепочечной молекулы 
ДНК, связанной водородными связями с линейной геномной 
РНК; в) расщепление геномной РНК нуклеазой, атакующей 
только РНК в ДНК—РНК-гибридах (рибонуклеазой Н, также 
содержащейся в вирионе), и г) синтез комплементарной копии 
вирусной ДНК. Затем кольцевая двухцепочечная ДНК переме
щается в ядро, где интегрирует с геномом хозяина, но последую
щая экспрессия вирусных генов не обязательна. Если экспрес
сия происходит, то интегрированная.вирусная ДНК транскриби
руется транскриптазой клетки-хозяина. Продуктами транскрип
ции являются молекулы РНК, как равные по длине молекуле 
генома, так и более короткие мРНК-транскрипты нескольких 
соседних генов, которые транслируются с образованием поли
протеинов. Полипротеины затем расщепляются на отдельные ви
русные белки. В состав вирионов включаются только транскрип
ты, содержащие весь геном.

Вирусы, содержащие двухцепочечную РНК

Двухцепочечный сегментированный геном реовируса транс
крибируется вирионной полимеразой внутри частично «раздето
го» капсида, через открытые вершины которого выходят 
10 мРНК — плюс-транскрипты 10 генов (рис. 5.6). Молекулы 
мРНК выполняют две функции. Во-первых они транслируются, 
обеспечивая синтез вирусных белков, .и, во-вторых, они включа
ются (по одной молекуле мРНК каждого из 1 0  генов) в состав
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Рис. 5.7. Размножение герпесвиру- 
сов (вируса простого герпеса).
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частиц-предшественниц. Каждая мРНК служит в этих частицах 
матрицей для синтеза комплементарной цепи, что ведет к обра
зованию двухцепочечных сегментов генома.

Геномы ДНК-содержащих вирусов

Геномы ДНК-содержащих вирусов можно разделить на четы
ре группы. Геномы папова-, адено- и герпесвирусов транскриби
руются и реплицируются в ядре, поэтому они могут использовать 
для синтеза мРНК ферменты транскрипции хозяина. Этим объ
ясняется инфекционность ДНК указанных вирусов. У паповави- 
русов транскрипционная программа состоит по крайней мере из 
двух циклов, а у герпес- (рис. 5.7) и аденовирусов по крайней 
мере из трех. В каждом случае структурные или вирионные по
липептиды синтезируются на мРНК, появляющейся в последнем 
цикле транскрипции.

Поксвирусы составляют вторую группу. Хотя ДНК поксвиру- 
сов удается обнаружить в ядре, по крайней мере начальные со
бытия транскрипции и большая часть остальных событий цикла 
репродукции происходят в цитоплазме. Начальная транскрипция 
происходит в сердцевине вириона. Многие вопросы, касающиеся 
цикла репродукции этого вируса, еще не выяснены.

Парвовирусы входят в третью группу. К единственным виру
сам этой группы, о которых доступна какая-то информация и ко
торые способны заражать человека, относятся дефектные адено- 
ассоциированные вирусы, нуждающиеся для своего размноже
ния в аденовирусах или в вирусе простого герпеса в качестве 
вирусов-помощников. Для их размножения требуются синтез 
в ядре клетки ДНК-цепи, комплементарной одноцепочечной ге
номной ДНК, и последующая транскрипция генома.

Вирус гепатита В является представителем четвертой группы 
(рис. 5.8). ДНК этого вируса сначала достраивается с помощью
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Ферменты
вириона
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Рис. 5.8. Размножение вируса гепатита В.

ДНК-полимеразы, включенной в вирион, и превращается в 
сверхспиральную молекулу. Эта молекула транскрибируется с 
образованием молекул РНК двух классов — мРНК, кодирующей 
белки, и геномной РНК, которую затем транскрибирует обратная 
транскриптаза, синтезируя геномную ДНК-

Сборка, созревание и выход вирусов из зараженных клеток

В процессе эволюции у вирусов выработались две фундамен
тальные стратегии, используемые ими при сборке, созревании и 
выходе вируса из зараженной клетки. Первая, свойственная пи- 
корнавирусам, реовирусам, паповавирусам, парвовирусам, аде
новирусам и поксвирусам, заключается в осуществлении сборки 
и созревания внутри клеток. В случае пикорнавирусов 60 копий 
каждого из вирионных белков, обозначаемых VPO, VP1, VP3, 
собираются в цитоплазме в прокапсид. Затем вирусная РНК 
свертывается вокруг прокапсида, и в это время VP0 расщепляет
ся на два полипептида VP2 и VP4. Возможно, расщепление вы
зывает перестройку капсида в термодинамически стабильную 
структуру, в которой РНК защищена от нуклеаз. Поксвирусы и 
реовирусы также собираются в цитоплазме. В противополож
ность этому сборка аденовирусов, папбвавирусов и парвовирусов 
происходит в ядре. Дезинтеграция зараженных клеток — непре
менное условие для выхода из них всех вирусов, осуществляю
щих сборку и приобретающих инфекционность внутриклеточно. 
Накоплены данные, свидетельствующие о том, что угнетение ме
таболизма макромолекул и последующая дезинтеграция зара
женной клетки осуществляются структурными белками этих ви
русов.

Другая стратегия, используемая вирусами, имеющими обо
лочку, среди которых можно назвать все РНК-содержащие виру
сы с негативным геномом, тогавирусы и ретровирусы, состоит в
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сочетании последней ступени сборки вириона и выхода его из 
сраженной клетки. При этом с внутренней и с наружной сторо- 
ш  в плазматические мембраны встраиваются вирионные белки; 
1 асть этих белков, находящаяся с наружной стороны мембраны, 
гликозилирована. Мембранные белки вируса агрегируют с обра
зованием скоплений и вытесняют при этом мембранные белки 
хозяина. Вирусные нуклеокапсиды связываются с вирус-специ- 
фическими белками, выстилающими цитоплазматическую по
верхность этих скоплений, или с цитоплазматическими домена
ми вирусных гликопротеинов (тогавирусы) и обертываются 
этими участками мембраны. Во время этого процесса вновь 
образующийся вирион «выпячивается», или «отпочковывается», 
во внешнюю среду, окружающую клетку. В некоторых случаях 
(например, у орто- и парамиксовирусов) во время или после вы
пячивания происходит разрезание и структурная перестройка 
одного из поверхностных белков, что наделяет вновь сформиро
вавшийся вирион способностью заражать клетки. Сборка и 
созревание вирионов путем отпочковывания от плазматической 
мембраны клетки представляют собой наиболее эффективный 
механизм выхода, поскольку он не зависит от дезинтеграции за
раженных клеток. При этом изменения метаболизма клетки 
хозяина и ее целостности под влиянием вирусов, созревающих и 
выходящих из клетки указанным образом, значительно варьиру
ют. По воздействию на клетки вирусы можно расположить в ряд 
от цитолитических (тогавирусы, парамиксовирусы, рабдовиру- 
сы) до фактически не лизирующих клетку (ретровирусы). Одна
ко в результате встраивания вирусных гликопротеинов в поверх
ность клетки перечисленные вирусы придают клетке новую анти
генную специфичность и зараженная клетка может стать и ста
новится мишенью для иммунных механизмов хозяина.

Нуклеокапсид вируса герпеса собирается в ядре. В отличие 
от других вирусов с оболочкой одевание и созревание происходят 
у него на внутренней поверхности ядерной мембраны. Одетые ви
русы накапливаются в пространстве между внутренним и внеш
ним слоем ядерной мембраны, в цистернах цитоплазматического 
ретикулума, а также в везикулах, несущих вирус к поверхности 
клетки. Таким образом одетые вирусы надежно защищены от 
контакта с цитоплазмой. Вирусы герпеса являются цитолитиче- 
скими и неизменно разрушают клетки, в которых они размножа
ются. Подобно другим вирусам с оболочкой, эти вирусы сообща
ют зараженным клеткам новые антигенные свойства. _____...

В разделах, посвященных отдельным группам вирусов, основ
ное внимание фокусируется на механизмах применяемых ими 
стратегий размножения.
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Формирование и репликация 
дефектных вирусных геномов

Джон Дж. Холланд1

Природа дефектных вирусных геномов

Дефектный вирусный геном — это любой вирусный геном, в 
котором один или несколько генов утратили функцию, необходи
мую для автономной репликации вируса. Все вирусы в опреде
ленном смысле дефектны, поскольку для репликации они нужда
ются в живой клетке хозяина и в клеточных факторах. Однако 
дефектные вирусы нуждаются также для репликации и (или) 
созревания в помощи другого вирусного генома или гена (ге
нов). Вирусные геномы часто становятся настолько дефектными, 
что теряют свои биологические функции. Однако ниже мы рас
смотрим только дефектные вирусные геномы, которые сохраняют 
биологическую активность. Они составляют следующие пять 
классов: 1 ) дефектные геномы, зависящие от вирусов-помощни
ков; 2 ) дефектные вирусные геномы, интегрированные с хромосо
мой клетки-хозяина; 3) вирусы-сателлиты; 4) псевдовирионы; 
5) условно дефектные геномы. Наибольшее биологическое значе
ние имеют зависящие от помощников и интегрированные дефект
ные вирусные геномы.

Дефектные геномы, зависящие от вируса-помощника

Сюда входят дефектные интерферирующие (ДИ) вирусы, 
обычно называемые ДИ-частицами, которые представляют собой 
субгеномные целеционные мутанты, потерявшие существенный 
участок гене.via родительского вируса. Величина утраченной ча
сти генома может варьировать от небольшой до более чем 90% 
генома. ДИ-частицы становятся при этом зависимыми от r h d v - 

са-помощника. Для восстановления утраченных генетических 
функций, необходимых для репликации, они требуют одновре
менного заражения клеток хозяина родственным вирусом-по- 
мощником. Кроме того, ДИ-частицы угнетают репликацию ин

1 John J. Holland, U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a  a t S a n  D ie g o ,  La Jo lla ,  Cali
fornia 92093.
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фекционного вируса-помощника, используя продукты его генов 
для своей репликации и лишая тем самым вирус-помощник воз
можности утилизировать их для собственной репликации.

В 1943 г. Хенле и Хенле [55] впервые наблюдали эффект 
ДИ-частиц в неразведенном вирусном материале из куриных 
эмбрионов, однако они приписали интерферирующую активность 
инактивированному инфекционному вирусу. В 1954 г. фон Маг
нус тщательно изучил этот феномен и показал, что «неполные» 
частицы вируса гриппа, сохранившие гемагглютинирующую ак
тивность, но утратившие инфекционность, способны интерфери
ровать с инфекционным вирусом гриппа [152]. В 1959 г. Купер 
и Беллетт.[14, 32] показали, что пассирование неразведенного 
вируса везикулярного стоматита (VSV) ведет к появлению сход
ных, передаваемых при пассировании, осаждаемых интерфери
рующих частиц. Наконец, в 1964 г. Хакетт [53] с помощью элект
ронной микроскопии показал, что палочковидные ДИ-частицы 
VSV короче стандартных инфекционных частиц VSV. Вскоре 
после этого Хуанг и др. [72], Крик и др. [33] и Хакетт и др. 
[54] центрифугированием в градиенте плотности сахарозы фи
зически отделили ДИ-частицы VSV от стандартных инфекцион
ных частиц. Это позволило охарактеризовать ДИ-частицы био
логически и биохимически. Геномная РНК ДИ-частиц VSV 
меньше геномной РНК стандартного вируса [71], определенные 
участки вирусного генома, в ней сохранены, тогда как другие 
утрачены [99]. ДИ-частицы интерферируют с инфекционным ви
русом-помощником (хелпером) главным образом путем конку
ренции на уровне репликации [70, 125]. Хуанг и Балтимор в 
1970 г. [6 8 ] впервые обратили внимание на повсеместное рас
пространение ДИ-частиц в ассоциации с большей частью РНК- и 
ДНК-содержащих вирусов животных. Они предложили называть 
дефектными интерферирующими те вирусные частицы, у которых 
нет части геномной РНК или ДНК, но обычные структурные ви
русные белки и антигены присутствуют. Для своей репликации 
частицы нуждаются в гомологичном инфекционном вирусе-по
мощнике, так как размножаются за его счет в смешанно-зара
женных клетках, специфически интерферируя с ним.

Распространение, природа и значение ДИ-частиц вирусов 
животных широко освещены в обзорах [61, 69, 97, 111, 123, 132, 
149]. Большая часть ДИ-частиц эффективно интерферирует с 
вирусом-помощником, однако есть и такие, которые интерфери
руют с ним очень слабо. Например, у ДИ-частиц вируса полио
миелита и других пикорнавирусов интерференция слабо выраже* 
на и образующееся в процессе репликации число ДИ-частиц не̂  
велико по сравнению со стандартным вирусом [28]. Некоторые 
ДИ-частицы могут в клетках одного типа вызывать сильную, а в 
клетках другого слабую интерференцию [25, 6 8 , 8 8 , 124]. В боль-
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Рис. 6.1. Электронная микрофотография палочкообразного вируса везикуляр
ного стоматита (VSV) и его ДИ-частицы. Более короткая ДИ-частица содер
жит более короткую РНК, заключенную в более короткие спиральные нуклео- 
капсиды. X  300 ООО.

шинстве случаев накопление дефектных геномов достигается за 
счет хотя бы незначительного уменьшения накопления инфекци
онного вируса-помощника. На рис. 6.1 показана микрофотогра
фия стандартного вируса VSV и его ДИ-частиц. На микрофото
графиях этих и других рабдовирусов видно, что если длина ге
номной РНК значительно уменьшена (для ДИ-частиц VSV), то 
длина нуклеокапсида, а следовательно, и размеры вирионных 
частиц также уменьшены. Однако ДИ-частицы большинства 
других вирусов могут не отличаться от инфекционного вируса по 
размерам, внешнему виду, седиментационным свойствам, и в 
этом случае их намного труднее обнаружить, очистить и изучить. 
Иногда такие ДИ-частицы отделяют от стандартного вируса на 
основе разницы плотностей в градиенте хлористого цезия, как, 
например, ДИ-частицы пикорнавирусов [28]. Однако, как прави
ло, определить присутствие ДИ-частиц и установить их количе
ство можно только по их интерференционному действию, высоко
му отношению количества физических частиц (или гемагглюти- 
нирующей активности) к инфекционности и высокому отноше-
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няю количества РНК или ДНК субгеномных размеров (после 
разрушения вируса) к количеству РНК и ДНК, имеющих размер 
нормального генома.

Предохранение вирусных препаратов от контаминации 
ДИ-частицами

Вирусологи должны всегда помнить, что ДИ-частицы могут 
присутствовать в препаратах вируса и оказывать значительное 
(часто нежелательное) влияние на биологическую активность 
вируса. В ранней работе фон Магнуса [152] показано, что «не
полный вирус» и интерференция появлялись только после не
скольких пассажей неразведенного вируса гриппа в куриных 
эмбрионах, тогда как серия пассажей того же, но только разве
денного вируса (с разведением взвеси вируса перед каждым за
ражением куриных эмбрионов) приводила к высоким титрам ин
фекционного вируса в каждом пассаже. Использование серии 
пассажей неразведенного вируса на культуре клеток (или на ку
риных эмбрионах, или на животных) до настоящего времени 
является лучшим методом для накопления ДИ-частиц любого 
вируса, а использование разведенных инокулятов (низкая мно
жественность заражения) все еще служит самым простым мето
дом, позволяющим избежать избыточного накопления и интер
ферирующего воздействия нежелательных ДИ-частиц, часто за
грязняющих вирусные препараты.

Наилучшей процедурой, позволяющей исключить присутствие 
ДИ-частиц или значительно уменьшить их содержание в маточ
ной взвеси вируса, является неоднократное последовательное 
клонирование вируса (непосредственно от бляшки к бляшке) с 
последующим получением рабочей взвеси с высоким титром, со
держащей вирусное потомство только из одной или нескольких 
бляшек [60, 146]. Но даже в этом случае ДИ-частицы могут 
присутствовать в рабочей взвеси в небольших (обычно приемле
мых) количествах. Если взвесь, содержащую небольшое количе
ство ДИ-частиц, использовать для пассирования без разведения, 
то при этом всегда (в независимых сериях пассажей) будут на
капливаться ДИ-частицы одного и того же типа (типов) [60, 91]. 
Напротив, при использовании свободной от ДИ-частиц взвеси 
вируса в каждой серии независимых пассажей будут накапли
ваться свои ДИ-частицы, различающиеся по свойствам и разме
рам (рис. 6 .2 ). В первом случае предсуществующие ДИ-частицы 
накапливаются и быстро начинают преобладать после пассиро
вания без разведения. Во втором случае новые ДИ-частицы слу
чайным образом возникают и накапливаются в каждой серии во 
время первого неразведенного пассажа [60, 91]. Благодаря это
му мы имеем чувствительный тест для выявления очень низкого
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Рис. 6.2. Простой тест для определения присутствия или отсутствия ДИ-частиц 
в препарате VSV. Анализ в сахарозном градиенте показывает случайное (ве
роятностное) образование ДИ-частиц различных размеров в препарате вируса, 
свободном от ДИ-частиц (А) и упорядоченную неслучайную амплификацию 
ДИ-частиц определенных размеров в препарате вируса, содержащем 
следовые количества ДИ-частиц (Б ). Стрелкой указано положение по
лосы более крупного инфекционного вируса. Остальные полосы соответствуют 
различным ДИ-частицам. Вирусные частицы и ДИ-частицы очищали и анали
зировали после четырех независимых серий неразведенных пассажей из каждо
го препарата вируса. Приведены результаты только четвертых пассажей, так 
как до четвертого пассажа полосы ДИ-частиц не были видны. Вирус, исполь
зованный для начала каждой серии пассажей в А, взят прямо из бляшки после 
нескольких последовательных клонирований. Источник вируса, использованно
го для начала каждой серии пассажей в Б, — клонированный препарат с вы
соким титром, полученный размножением вируса, взятого из бляшки. Подроб
ности анализа этого типа см. в работе [60].

по сравнению с вирусом количества ДИ-частиц и можем повтор
но получать ДИ-частицы одного или нескольких типов, а также 
получать и отбирать новые типы ДИ-частиц.

Пассирование без разведения способствует продукции 
ДИ-частиц просто потому, что при заражении вирусом с высокой 
множественностью почти каждая клетка, зараженная ДИ-части- 
цей, содержит также и инфекционный вирус-помощник, который 
поддерживает репликацию этой частицы. И наоборот, вирус при 
большом разведении или вирус, полученный прямо из бляшки, с 
чрезвычайно малой вероятностью попадает в ту же клетку, в ко
торую попала ДИ-частица. После того как разведенный вирус 
пройдет несколько циклов репликации и охватит большой про
цент клеток в популяции, вероятность двойного заражения одной
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и той же клетки как ДИ-частицей, так и вирусом-помощником 
возрастает; однако к этому времени во многих клетках происхо
дит репликация стандартного вируса, и соотношение вируса и 
ДИ-частиц в конечном урожае будет высоким.

В связи с тем что в различных системах вирус — клетка ско
рость накопления ДИ-частиц значительно варьирует, степень 
загрязнения вирусных препаратов ДИ-частицами также сильно 
варьирует. Например, для получения детектируемого количества 
ДИ-частиц пикорнавирусов требуются десятки последовательных 
неразведенных пассажей [28, 108], в то время как клонирован
ный вирус бешенства, полученный из бляшки, продуцирует боль
шое количество ДИ-частиц во время первого неразведенного пас
сажа на клетках ВНК 21 [60]. VSV при размножении на этих 
клетках образует большое количество ДИ-частиц в течение не
скольких пассажей неразведенной взвеси клонированного виру
са, а на клетках HeLa ДИ-частицы не обнаруживаются даже 
после 27 пассажей [60]. Каждая система вирус— клетка долж
на быть исследована отдельно, но в целом тенденция наиболее 
эффективного образования и накопления ДИ-частиц наблюдает
ся для клеток, наиболее чувствительных к вирусу, дающих мак
симальные титры вируса.

Определение количества ДИ-частиц

Для определения количества ДИ-частиц используют ряд ме
тодов. Сюда входят очистка и прямое наблюдение полос ДИ- (и 
вирусных) частиц в сахарозном градиенте [72]; определение 
снижения урожая вируса в опытах на клеточном монослое [14]; 
подавление формирования инфекционных центров [155], вирус- 
специфического синтеза РНК [Ю], а также вызываемого виру
сом разрушения клеток [107]; амплификационный анализ, осно
ванный на измерении количества ДИ-частиц, накапливающихся 
при последовательных пассажах с вирусом-помощником; опреде
ление количества фокусов выживающих клеток, основанное на 
том, что ДИ-частицы защищают клетки, зараженные стандарт
ным вирусом [82, 130, 156]. Определение фокусов выживающих 
клеток (негативных бляшек) для ДИ-частиц служит наиболее 
чувствительным тестом, так как каждая отдельная ДИ-частица 
защищает от разрушения островок клеток (при малой дозе вве
денного инфекционного вируса) (рис. 6.3). Метод был применен 
для вируса лимфоцитарного хориоменингита [72], .VSV [33] 
и вируса бешенства [54]. Однако этот метод годится далеко не 
для всех систем вирус — клетка, так как ДИ-частицы должны 
при этом подавлять вызываемое вирусом разрушение клеток, а 
также быстро накапливаться и распространяться на соседние 
клетки, чтобы дать возможность формироваться колониям выжи
вающих клеток.
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Рис. 6.3. Схема количественного определения ДИ-частиц по обра
зованию фокусов. Это наиболее чувствительное биологическое оп
ределение ДИ-частиц впервые разработано для вируса лимфоци
тарного хориоменингита (LCV) [129]. Монослой высокочувствительных 
клеток заражали вирусом-помощником при низкой множественно
сти и обрабатывали различными разведениями культуральных жидкостей 
или гомогенатов ткани, содержащих ДИ-частицы. Если единичная ДИ-частица 
поражает клетку, то эта клетка и клетки, окружающие ее, защищены от раз
рушения вирусом, так как ДИ-частица амплифицируется и распространяется 
в окружающие клетки, образуя неровные клеточные колонии на фоне мертвых 
или умирающих клеток. Такие определения «негативных» бляшек лучше про
водить с медленно растущими умеренными вирусами; они очень трудно воспро
изводятся с быстро реплицирующимися более вирулентными вирусами или со 
слабо интерферирующими ДИ-частицами. Эти тесты (если только они возмож
ны) чрезвычайно чувствительны, хотя некоторые фокусы так малы и так не
ровны, что их нельзя четко отличить от групп умирающих клеток в моиослое.

Интегрированные дефектные вирусные геномы

Выяснение Львовым природы индукции и лизогении бакте
риофагов в начале 50-х гг. [106] не только вызвало революцию 
в генетике и биологии в целом, но и привело к признанию того, 
что вирусы играют важную роль в эволюции их хозяев. Лизо
генные вирусы могут переносить гены клетки-хозяина путем ог
раниченной трансдукции (переноса ограниченного числа генов, 
прилегающих к специфическим участкам интеграции) или гене
рализованной трансдукции (переноса генов из любой области
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:ромосомы). Они могут инактивировать гены клетки-хозяина 
[ли способствовать их экспрессии, придавать новые (кодирован
ие вирусными генами) генетические свойства путем конверсии, 
(водить, устранять и (или) перемещать регуляторные элементы, 
■акие как вставочные последовательности (IS-элементы, от англ. 
nsertion sequences) и транспозоны, а также способствовать ре- 
сомбинационным изменениям ДНК клетки-хозяина.

Наибольшие усилия и внимание исследователей сосредоточен 
ш  на недефектных лизогенных фагах, особенно на фаге X. Вме
сте с тем существуют весомые доказательства, что в бактериаль- 
шх клетках широко распространены интегрированные дефект- 
ше геномы фагов и что они могут эволюционировать совместна 
: клетками и при этом влиять на эволюцию последних (а также 
ia эволюцию недефектных вирусов, плазмид, транспозонов и 
г. д., которые проникают в эти клетки). Дефектные фаги можно 
легко индуцировать и наблюдать в различных штаммах бакте
рий. Индукцию осуществляют митомицином С, УФ-светом или 
другими агентами, способными индуцировать литическую репли
кацию умеренных фагов лизогенных бактерий. При этом часто 
индуцируется образование неинфекционных частиц, неотличимых 
эт бактериофагов или отдельных частей фагов, таких как пустые 
головки, полные головки, хвосты, оболочки и т. д. Эти индуциро
ванные частицы фагов или их фрагменты нередко проявляют 
бактерицидную активность, вызывая гибель некоторых чувстви
тельных штаммов бактерий [21, 104]. Экспериментами по спа
сению маркера можно показать, что многие маскированные де
фектные фаги, интегрированные с геномом бактериальной клет
ки, содержат функционирующие фаговые гены, так как послед
ние способны рекомбинировать с геномом суперинфицирующих 
родственных фагов и нормально функционировать в образую
щемся рекомбинантном фаговом потомстве. Кроме того, сущест
вует бесчисленное количество дефектных фаговых геномов, ин
тегрированных с бактериальными хромосомами, плазмидами и 
т. д., которые не удается определить с помощью спасения марке
ра, индукции, иммунитета к суперинфекции или другими просты
ми способами. Тем не менее эти «молчащие» дефектные гены 
фагов могут при определенных условиях в значительной степени 
влиять на выживаемость и эволюцию их клеток-хозяев.

В последние годы было обнаружено, что глубокое генетиче
ское и биологическое влияние на своих хозяев могут оказывать 
также дефектные вирусы животных и человека. Как уже обсуж
далось в гл. 5, значительная часть онкогенных РНКтСодержащих 
опухолеродных вирусов — это дефектные вирусы, зависящие от 
вирусов-помощников и несущие клеточные опс-тты, рекомбини
рованные с фрагментами вирусных генов [15]. В других случа
ях длинные концевые повторы (LTR-последовательности) де

10 Заказ JV& 555
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фектных ретровирусов могут действовать как IS-элементы и ак
тивировать клеточные ояс-гены при встраивании неподалеку от 
лих [113, 1 2 1 ]. Введение ДНК из опухолей человека в чувстви
тельные к трансформации клетки в культуре ткани позволило 
идентифицировать ряд опс-теяов, которые могут быть связаны с 
развитием опухолей человека, причем данная связь имеет ткане- 
.специфический характер. Эти гены оказались такими же one-ге
нами или семействами генов, как те, которые были «захвачены» 
РНК-содержащими опухолеродными вирусами [153]. По-видимо
му, многие дефектные провирусы приобретают различные опс- 
гены и во время заражения переносят их в клетки хозяина. Эти 
ояс-гены обычно функционируют под контролем клеточных регу
лирующих программ, но могут вызвать злокачественное пере
рождение в случае, если изменятся или попадут под действие но
вой регуляции в составе генома дефектного вируса (или в пере
строенной хромосоме невирусных опухолей). Эти взаимодейст
вия генов дефектных вирусов и клеток обнаружены благодаря 
интересу к канцерогенезу, а также возможности выявлять такие 
взаимодействия по клеточной трансформации. Есть основания 
полагать, что дефектные гены должны аналогичным образом 
широко взаимодействовать с бесчисленным количеством других 
генов млекопитающих и что они в сущности являются частью 
нашего генетического фонда.

вирусы-сателлиты

Вирусы-сателлиты представляют собой крайнюю форму па
разитизма. Они относятся к вирусам, паразитирующим на ген
ных продуктах, образованных другими, часто неродственными им 
вирусами [6 ]. Подобно ДИ-частицам, они дефектны и обычно до 
некоторой степени интерферируют со своими вирусами-помощ
никами; однако в отличие от ДИ-частиц возникновение вирусов- 
сателлитов не связано (по крайней мере непосредственно) с де- 
лецией генов у вирусов, от которых они зависят в своей реплика
ции. Очень часто РНК- или ДНК-геном вируса-помощника не 
имеет гомологии с геномом вируса-сателлита. Один из простей
ших примеров — сателлит вируса некроза табака (STNV) [131]. 
Он полностью зависит в своей репликации от одновременного за
ражения клеток табака его инфекционным вирусом-помощником, 
вирусом некроза табака. Икосаэдрические частицы STNV значи
тельно меньше, чем частицы вируса некроза табака, а их дефект
ный РНК-содержащий геном меньше генома вируса некроза 
табака. Одноцепочечный РНК-геном STNV кодирует белок своей 
оболочки и после репликации за счет своего вируса-помощника 
покрывается этой оболочкой [131].

Значительно более сложным сателлитным вирусом является



колифаг р4. Этот умеренный фаг сам заражает и лизогенизируег 
Escherichia coli, но реплицироваться и образовывать зрелые фа
говые частицы без своего недефектного вируса-помощника коли- 
фага р2  (более крупного и тоже умеренного фага) он не может. 
Ряд продуктов генов фага р4 активирует позднюю транскрипцию 
генов его помощника р2. Некоторые из продуктов поздних генош 
р 2  представляют собой капсидные белки, а другие активируют 
синтез капсидных белков поздними генами сателлитного вируса 
р4, который инициирует синтез р2. Такое взаимное транс-дейст
вие генных продуктов вируса-помощника и вируса-сателлита на
зывается транс-активацией [1 1 ].

Интересным примером сателлитных вирусов человека служат 
аденоассоциированные-вирусы (AAV) [135, 145]. Эти небольшие 
икосаэдрические вирусы содержат одну плюс- илй минус-цепь- 
ДНК, которая кодирует три капсидных белка для инкапсидации 
их небольших дефектных геномов. AAV могут реплицироваться 
только в ядрах клеток, которые одновременно заражены адено
вирусами (герпесвирусы тоже могут частично поддерживать 
репликацию AAV). Репликация AAV интерферирует с реплика
цией их помощников-аденовирусов и с трансформацией клеток 
аденовирусами. От людей, зараженных аденовирусами, выделено’ 
несколько серологических типов AAV, но их роль, если вообще 
они играют какую-то роль, в ослаблении (или усилении) адено
вирусного заболевания неизвестна.

Примечательным, но плохо изученным дефектным сателлит- 
ным геномом является так называемый дельта-агент, ассоцииро
ванный с некоторыми тяжелыми формами болезни печени, вы
зываемыми вирусом гепатита В. Хотя вирус гепатита В содер
жит ДНК, геном его сателлита —  небольшая РНК с мол. массой 
~5,5-103 [18], по размеру близкая к геному STNV. В настоящее 
время слишком мало известно о природе этой РНК, для того что
бы можно было объяснить эту ситуацию. Возможно, она связана 
с тем фактом, что вирус гепатита В использует для синтеза ви
русной одноцепочечной ДНК обратную транскрипцию РНК. РНК 
дельта-агента была обнаружена в сыворотке человека в субпо- 
пуляции частиц поверхностного антигена гепатита В диаметром' 
35—37 нм, несущих дельта-антиген [18]. Дельта-агент можно пе
редать шимпанзе, но только вместе с помощником — вирусом* 
гепатита В. Для выяснения его роли в развитии тяжелой болез
ни печени или каких-либо других заболеваний требуются допол
нительные исследования.

Существует много вирусов-сателлитов и сателлитоподобных" 
вирусов, в особенности среди вирусов растений с разделенными 
геномами. По крайней мере некоторые из них, такие как 
CARNA5 (РНК, ассоциированная с вирусом мозаики огурцов) 
[128], могут играть важную роль в природе, потому что они су
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щественно влияют на течение заболевания, значительно ослаб
ляя или утяжеляя проявления болезни в зависимости от расте
ния-хозяина [128]. Без достаточной информации о последова
тельностях нуклеиновых кислот часто бывает невозможно отли- 
-чить вирусы-сателлиты от ДИ-частиц. Например, вирус, сопут
ствующий хроническому параличу (пчел) (CPVA), является са
теллитоподобным вирусом, который реплицируется только в пче
лах, зараженных вирусом хронического паралича (пчел) (CPV), 
и серологически не связан с CPV. Однако последовательность 
его РНК имеет некоторую гомологию с последовательностью 
РНК CPV, и, возможно, он эволюционировал из одного из сег
ментов этой РНК [119]. Можно поэтому рассматривать его либо 
как вирус-сателлит, либо как значительно эволюционировавшую 
ДИ-частицу. Вместе с тем сателлит вируса извилистости турнеп
са, утяжеляющий проявления болезни у растения [5], имеет 
лишь небольшой процент гомологии олигонуклеотидов со своим 
вирусом-помощником. По-видимому, он эволюционировал либо 
из сегмента генома вируса-помощника, либо из сегмента какой- 
нибудь другой неродственной РНК.

Псевдовирионы

Псевдовирионы представляют собой частицы, содержащие 
нуклеиновую кислоту клетки-хозяина, полностью заместившую 
нуклеиновую кислоту вирусного генома. Их биологическая роль 
в инфекциях, вызываемых вирусами животных, непонятна, но 
для ряда вирусов животных, таких как вирус полиомы, псевдови
рионы составляют значительную часть урожая в клетках некото
рых типов. Фаги, осуществляющие генерализованную трансдук- 
цию, обычно содержат только последовательности ДНК клетки- 
хозяина, и эти фаговые «псевдовирионы» имеют у прокариот ог
ромное генетическое значение. Независимо от того имеют ли 
генетическое значение в природе псевдовирионы вирусов живот
ных, их исследуют в свете потенциального механизма эффектив
ного введения в клетки животных избранных чужеродных генов.

Условно-дефектные геномы

Условно-дефектные вирусы — очень важный класс дефектных 
вирусов, описание которых выходит за рамки этой главы. Они 
представляют собой мутантные геномы, дефектные только в оп
ределенных условиях. К наиболее важным среди них относятся 
температурочувствительные мутанты и мутанты по спектру хо
зяев. Некоторые из них способны интерферировать с вирусами 
дикого типа, а также имитировать биологическое поведение 
ДИ-частиц и в других отношениях. Условные мутанты обсужда
ются в гл. 9.
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Структуры ДИ-геномов: механизм образования 
и интерференция

Все ДИ-частицы интерферируют, реплицируясь и инкапсиди- 
руясь за счет своих вирусов-помощников. Ниже обсуждаются 
структуры их геномов, а также вероятный способ их образования 
и вызываемой ими интерференции.

PH К-содержащие вирусы

V S V  как модельная система 
РНК-геномов ДИ-частиц

О субгеномном делеционном мутанте РНК- или ДНК-содер- 
жащего вируса можно сказать, что он обладает свойствами ДИ- 
частицы, если в нем сохраняются или адекватно заменяются по 
крайней мере два участка последовательности родительского ви
русного генома. Это участки, ответственные за специфическую 
инициацию репликации, осуществляемой вирусной репликазой, 
а также специфическое распознавание и инкапсидацию вирусной 
геномной нуклеиновой кислоты. Участки, распознаваемые репли- 
казой, необходимы для того, чтобы ДИ-геномы могли реплици
роваться с помощью репликазы родительских вирусов, а участки 
инициации специфической инкапсидации необходимы для упа
ковки реплицированных или реплицирующихся ДИ-геномов в 
ДИ-частицы или ДИ-нуклеокапсиды. Может иметь значение и 
размер ДИ-генома, так как ДИ-РНК или ДИ-ДНК должны сфор
мировать стабильный ДИ-вирион. Обычно в случае икосаэдри- 
ческих вирусов ограничения размеров наиболее строгие, так как 
часто они формируют стабильные вирионы только в том случае, 
если нуклеиновая кислота целиком заполняет капсид. Вероятно, 
лоэтому большая часть ДИ-частиц пикорнавирусов содержит ге
номы с относительно небольшими делециями [28, 108]. В случае 
частиц альфавиру.сов требования к размерам РНК выполняются 
благодаря упаковке в каждый ДИ-вирион нескольких небольших 
ДИ-геномов [8 6 ].

Точный молекулярный механизм образования ДИ-частиц и 
интерференции, вызываемой ДИ-частицами, еще не раскрыт ни 
для одного вируса, однако изучение ДИ-геномов уже привело к 
созданию ряда полезных моделей и гипотез.

Наиболее широко изучена структура ДИ-частиц вирусов с 
негативным геномом, и сейчас ясно, что вирусы, входящие в эту 
группу: VSV, гриппа, Сендай и др. могут формировать ДИ-час
тицы разных структурных классов. Детальному описанию струк
туры ДИ-РНК посвящен ряд обзоров [97, 123].

На рис. 6.4 схематически представлены четыре известных 
структурных типа геномной РНК ДИ-частиц VSV и показано их
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Рис. 6.4. Схематическая диаграмма четырех известных главных типов структур 
РНК-гевома ДИ-частиц VSV. Негативный РНК-геном инфекционного вируса 
(вверху) служит матрицей для синтеза полноразмерной плюс-цепи РНК 
(оплошная линия), и наоборот. Обратите внимание, что З'-конец (Z') плюс- 
цепи является участком инициации только для репликазы, в то время как З'- 
конец (а) минус-цепи вируса служит участком инициации как для транскрип
ции, так и для репликации. В ДИ-частицах VSV наиболее обычного типа 
(тип 1, стволовой или «ручка сковороды») последовательность гомологична ча
ста 5'-половины вирусной РНК (части цистрона белка L); в ней всегда сохра
няется 5'-конец, а ствол (комплементарная копия б'-конца) перемещен к 3'- 
концу. Поэтому как минус-, так и плюс-цепи ДИ-частиц этого типа сохраняют 
участок инициации репликации (2 '), но теряют участок инициации 
транскрипции (а). ДИ-частица типа 2 (тип застежки, или шпильки) 
похожа на ДИ-частицу типа 1 (стволовой тип) по структуре 
генома, но отличается тем, что в ней плюс- и минус-цепи ковалентно свя
заны. ДИ-частица типа 3 (тип с внутренними делениями) сохраняет оба конца 
родительского вирусного генома, но утрачивает внутренние нуклеотидные по
следовательности (в данном случае большую часть цистрона белка L). ДИ-ча- 
стнца типа 4 (мозаичный или сложный тип) имеет множественные перестройки 
(в данном случае множественные делеции внутренней части цистрона L плюс 
добавление Z '-ствола к З'-концу). Из-за наличия этого ствола инактивируется 
З'-участок инициации транскрипции (а). ДИ-частицы с внутренней делецией и 
мозаичного типа редко встречаются у VSV, но обычны для некоторых других 
РНК-содержащих вирусов. Структуры ДИ-геномов VSV рассмотрены в обзо
рах [97, 123], а данные об их нуклеотидных последовательностях и других био
логических свойствах обсуждаются в ряде работ [37, 43, 83—85, 109, 126, 133,
136, 139, 140, 141, 157].

отношение к структуре генома родительского вируса. Следует 
отметить, что минус-цепь РНК этого вируса кодирует 5 вирусных 
мРНК, а также лидерную РНК, комплементарную З'-концевому 
участку геномной РНК. З'-Конец негативного генома участвует 
в инициации транскрипции и репликации. В противоположность 
этому З'-конец плюс-цепи РНК (комплементарной по отношению 
к вирионной минус-цепи) участвует только в репликации новых 
минус-цепей.
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ДИ-частицы с коротким стволом (тип 1)

Наиболее распространены ДИ-частицы с коротким стволом 
или частицы типа «ручки сковороды». Эти ДИ-частицы почти 
полностью утеряли все вирусные гены, кроме 5'-концевого участ
ка, кодирующего только часть белка L (полимеразы). Это озна
чает, что не может быть синтезирован ни один полноразмерный 
•функционально активный продукт и, кроме того, невозможна 
транскрипция, поскольку отсутствует участок инициации на 
З'-конце. Однако эти «молчащие» при транскрипции ДИ-частицы 
активно участвуют в репликации в связи с тем, что в результате 
образовавшего их рекомбинационного события «стволовая» по
следовательность Z' (последовательность, комплементарная 
Б'-концу вирионной РНК) передвигается на З'-конец минус-цепи 
РНК ДИ-частицы. При этом на З'-концах обеих (плюс и минус) 
цепей РНК присутствует участок, инициирующий репликацию 
(Z'). Однако стволовые Z'-последовательности, перенесенные на 

З'-конец минус-цепи ДИ-геномов, варьируют по длине и могут 
иметь от 45 до 70 нуклеотидов. Таким образом, последователь
ность стволовой части на З'-конце минус-цепи ДИ-частиц отли
чается от Z'-последовательности на конце плюс-цепи вирусной 
РНК или плюс-цепи ДИ-РНК.

Этот перенос и изменение стволового Z'-участка на . З'-конце 
ДИ-генома, вероятно, создают высокоаффинный для репликазы 
участок инициации, так как такой стволовой тип ДИ-частиц 
(класса 1 ) наиболее распространен, наиболее конкурентоспосо
бен и наиболее эффективно интерферирует. Есть доказательства, 
свидетельствующие о том, что стволовые участки важны для 
репликации ДИ-частиц и вызываемой ими интерференции [123]. 
Айзекс и Кин [73] нашли, что с З'-концевыми участками генома 
инфекционного вируса и ДИ-частиц стволового типа контакти
руют разные последовательности компонента РНК-полимеразы 
вируса VSV — белка NS. Это позволяет предположить, что 
ДИ-частицы стволового типа могут иметь более высокую аффин
ность и поэтому быть более эффективными конкурентами во вре
мя репликации. Значительное преимущество в репликации этих 
ДИ-частиц над вирусом-помощником, по всей вероятности, свя
зано с: а) наличием Z'-стволов на З'-конце плюс- и минус-цепей 
РНК ДИ-частиц; б) отсутствием на З'-конце участков инициа
ции транскрипции, благодаря чему геномы ДИ-частиц не вовле
каются в транскрипцию, а служат исключительно для реплика
ции; в) большей эффективностью репликации, обусловленной 
перенесенным на З'-конец минус-цепи Z'-стволом и новой после
довательностью в месте его присоединения. Меньшая длина 
РНК-генома ДИ-частиц способствует более раннему завершению 
каждого цикла его репликации, однако относительные размеры
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геномной ДИ-РНК VSV — отнюдь не главный фактор, опреде
ляющий эффективность их репликации и интерференции [60, 
123].

ДИ-частицы типа застежки

Примером второго типа ДИ-частид VSV, показанных на 
рис. 6.4, являются частицы типа «застежки» или «шпильки». 
ДНК-геномы этого довольно распространенного типа содержат 
вирусные негативные Б'-концевые участки различной длины, ко
торые на «сгибе» шпильки ковалентно связаны со своей точной 
комплементарной копией [98, 122]. ДИ-частицы 2-го типа можно 
рассматривать как варианты ДИ-частиц 1-го стволового типа, 
со стволом-дуплексом, простирающимся на всю длину РНК. По
скольку ствол содержит З'-концевой участок типа Z', механизм 
интерференции представляется аналогичным обсуждавшемуся 
выше для ДИ-частиц 1-го типа. Следует, однако, отметить, что 
разница между плюс- и минус-цепями у этих ДИ-частиц утраче
на, так как каждый акт репликации ведет к появлению молекулы 
потомства, идентичной молекуле родительской матрицы (каждая 
молекула РНК на 50% состоит из плюс-цепи и на 50%— из= 
минус-цепи).

ДИ-частицы с внутренней делецией

Третий тип ДИ-частиц VSV совершенно отличен от предыду
щих по структуре геномной РНК в связи с тем, что в них оба 
конца геномной РНК родительского вируса сохранены, а внут
ренняя часть генома делетирована. Этот тип ДИ-частиц может 
быть транскрипционно активным, потому что он сохраняет 
З'-концевой участок инициации транскрипции и репликации (а). 
Как показано на рис. 6.4, одна из этих ДИ-частиц с внутренней 
делецией сохраняет четыре из пяти генов и утратила значитель
ную часть гена большого белка L (полимеразы) [37, 43, 126, 132, 
157]. Данный тип ДИ-частиц очень редок, возможно потому, что 
такие частицы не могут эффективно конкурировать с ДИ-части- 
цами стволового типа [43, 126]. Образуются ли они с большой 
частотой, а затем быстро вытесняются другими ДИ-частицами, 
неизвестно, но они так мало конкурентоспособны, что их очень 
трудно сохранить и экспериментально исследовать. Однако эти 
ДИ-частицы транскрибирующего типа интерферируют со стан
дартным вирусом. Механизм этой интерференции, вероятно, от
личается от обсуждавшегося ранее механизма интерференции 
ДИ-частиц стволового типа, так как для этих частиц характерен 
малый размер мишени при ультрафиолетовой инактивации спо
собности к интерференции и, кроме того, они интерферируют с
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инфекционным вирусом в процессе первичной транскрипции [1 2 , 
13]. Возможно, эти и другие транскрибирующие ДИ-частицы мо
гут осуществлять интерференцию посредством синтеза аберрант
ных РНК-транскриптов и (или) аберрантных белков, блокирую
щих синтез вируса. Интересно, что транскрибирующие ДИ-части
цы VSV штамма Индиана могут проявлять гетеротипическую 
интерференцию в отношении серологически неродственного 
штамма VSV Нью-Джерси [13]. Это еще одно доказательство 
того, что механизмы их интерференции отличны от механизмов, 
используемых ДИ-частицами стволового типа.

ДИ-частицы мозаичного типа

Четвертый тип ДИ-частиц — не единичная определенная 
структура; в него входят все ДИ-частицы, имеющие сложное мо
заичное перераспределение сегментов вирусного генома, т. е. 
такие, для образования генома которых необходимо по крайней 
мере несколько рекомбинационных событий. Геном ДИ-частицы 
мозаичного типа, представленный на рис. 6.4, очень интересен, 
так как он почти идентичен геному транскрибирующей ДИ-части
цы с внутренней делецией, также показанному на рис. 6.4, но от
личается от него наличием Z'-ствола длиной в 70 нуклеотидов, 
добавленного к З'-концу простой ДИ-частицы с внутренней деле
цией. Частицы обоих типов образовались в одной и той же вирус
ной популяции, следовательно, они могли возникнуть последова
тельно или из общего предшественника [43, 126]. 70-Нуклеотид- 
ный ствол, присоединенный к З'-концу транскрибирующих 
ДИ-частиц, обусловливает два значительных биологических эф
фекта: полное подавление транскрипционной активности, так как 
удаляется с З'-конца и переносится во внутреннюю позицию уча
сток инициации транскрипции, а также придание частице на
столько сильной интерферирующей и конкурентной способности, 
что она опережает в накоплении копий родственные ей транскри
бирующие ДИ-частицы, в которых на З'-конце нет Z'-ствола 
[43, 126]. Это подчеркивает репликативные преимущества, при
обретаемые ДИ-частицами VSV благодаря З'-концевым стволам, 
и репликативное несовершенство З'-концов, которые большую 
часть времени осуществляют транскрипционную деятельность.

Возможно возникновение множества различных видов вирус
ной РНК мозаичного типа. Происходящие при этом перераспре
деления ведут к появлению довольно сложных и причудливых 
ДИ-РНК-геномов, что обсуждается ниже на примере ДИ-частиц 
вирусов гриппа и леса Семлики. Не исключено даже, что обна
ружатся ДИ-частицы, содержащие участки РНК нескольких 
различных вирусов и (или) участки РНК клетки-хозяина, раз
бросанные между участками вирусной РНК [1 1 0 а, 117а].
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Возможные механизмы образования ДИ-геномов

В связи с тем что в настоящее время нет хорошей бесклеточ- 
ной системы для изучения образования ДИ-частиц (и вообще ре
комбинаций РНК), умозрительные теории о возможных меха
низмах перераспределения РНК генома можно создавать только 
на основе изученных структур. Наиболее правдоподобная и ши
роко принятая общая модель образования ДИ-частиц называет
ся моделью «обратного копирования» [67, 102]. Согласно этой 
модели, репликаза сходит с матрицы и несет новую цепь с собой, 
чтобы возобновить синтез и продолжить элонгацию цепи РНК 
на новой матрице (или на новом участке старой матрицы). Воз
никновение по этому механизму наиболее распространенного 
типа ДИ-частиц (с коротким стволом, 1-го типа) схематически 
представлено на рис. 6.5.

В этом случае во время синтеза новой минус-цепи РНК на 
плюс-рибонуклеопротеиновой матрице репликаза начинает син
тез на участке инициации на З'-конце (участок Z' на рис. 6.4). 
Часть пути она проходит через цистрон большого белка L, затем 
покидает плюс-матрицу (неся с собой З'-конец короткой ново- 
синтезированной цепи) и возобновляет синтез, используя в каче
стве матрицы участок новосинтезированной цепи, расположен
ный близко от ее 5'-конца. Потом она проходит короткое рас
стояние к 5'-концу, синтезируя последовательность, входящую в 
состав короткого ствола (Z' на рис. 6.4), и завершая этим фор
мирование новой геномной РНК ДИ-частицы типа «ручки ско
вороды», или короткого (1-го типа) ствола. В обзорах Перро 
[123] и Лазарини и др. [97] эта модель расширена, для того 
чтобы объяснить, как благодаря «прыгающим репликазным 
комплексам» или аномальной репликации типа «обратного копи
рования» могут появляться ДИ-частицы любого известного типа. 
Например, «шпилькообразные» геномы 2-го типа могут возни
кать в основном так же, как и ДИ-геномы стволового типа, за 
исключением того, что участок возобновления синтеза для репли
казы будет расположен на З'-конце новосинтезированной цепи 
или вблизи от него, а не на близком к 5'-концу участке. Не ис
ключено, что репликаза «предпочитает» некоторые нуклеотидные 
последовательности в качестве участков возобновления синтеза. 
Шуберт и др. [136] предполагают, что предпочтительным местом 
возобновления синтеза может быть последовательность 
GGUCUU в позиции 43—48 у 5'-конца вирусной РНК, так как та 
же последовательность присутствует в положении 4—9 на 
З'-конце геномной РНК вируса. В связи с тем что З'-конец ви
русной РНК служит участком инициации для репликазы-транс- 
криптазы, последовательность этого гексамера может быть 
частью последовательности для распознавания промотора.
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Рис; 6.5. Модель образования РНК-содержащих ДИ-геномов с концевыми ство
лами, или «ручками сковороды» (тип 1 ДИ-генома на рис. 6.4), возникающих в 
результате репликативных ошибок типа обратного копирования. Эта модель 
предложена авторами в 1977 г. [67, 102]. Обратите внимание, что когда 5■'-конец 
вирусной минус-цепи копируется с  З'-конца плюс-цепи матрицы (А), комплекс 
репликазы '(черный кружок) и синтезируемой РНК сходит с матрицы (Б). 
Затем синтез возобновляется возле 5'-конца новосинтезированной минус-цепи 
(штриховая линия с точками) и завершается на 5'-конце этой новой матрицы 
(В ). В результате (F ) синтезируется ДИ-геном частицы с Z '-стволом (широкая 
сплошная линия) на З'-конце. Таким образом, концы ДИ-частиц этого типа 
представляют собой автокомплементарные стволы, или «ручки сковороды».

На рис. 6 . 6  показано, как репликазный комплекс «прыгает», 
или «перескакивает», от одной части плюс-цепи РНК-матрицы 
к более отдаленному участку на той же матрице и как это при
водит к утрате внутренних последовательностей при сохранении 
обоих концов РНК родительского вирусного генома. В результа
те появляются различные ДИ-частицы с внутренними делениями 
(частицы 3-го типа на рис. 6.4). Сходные схемы можно приме
нить для объяснения механизма образования любого другого из
вестного типа ДИ-геномных структур ошибками репликации [97, 
123]. Будучи очень правдоподобными, эти схемы все же остают
ся гипотетическими, и поэтому не исключено, что некоторые 
ДИ-частицы образуются с помощью иных механизмов, отличных 
от репликативных ошибок (или с помощью механизмов, дейст-
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Рис. 6.6. Модель репликативных ошибок, объясняющая образование ДИ-ге
номов с внутренними делециями. А, Нормально реплицирующийся вирус с 
новосинтезируемым 5'-концом, растущим по мере того как репликаза (чер
ный кружок) копирует вирусную геномную матрицу, начиная с участка ини
циации иа З'-конце. Б. Репликазный комплекс «прыгает» (перескакивает, или 
проскальзывает) через внутренние участки РНК-матрицы, а затем возобнов
ляет синтез на более удаленном по направлению к 5 '-концу матрицы участ
ке. В. Виовь образовавшийся геном ДИ-частицы сохраняет оба конца, но 
утрачивает внутренний участок (треугольник) вирусного генома. Подобные 
модели репликативных ошибок или прыжков репликазы, объясняющие обра
зование различных ДИ-геномных структур, разработаны Перро [123} и Ла- 
зарини [97].

вующих совместно с ними). Важно подчеркнуть, что могут суще
ствовать ДИ-частицы (в том числе даже возникающие с высокой 
частотой), которые редко или даже никогда не определяются, 
так как они неконкурентоспособны. Для того чтобы быть конку
рентоспособными, вновь образованные ДИ-частицы должны 
иметь эффективные участки инициации репликации на З'-конце 
обеих (плюс- и минус-) цепей РНК. Кроме того, в связи с тем, 
что РНК-содержащие вирусы с негативным геномом в процессе 
репликации используют в качестве матрицы спиральные рибо- 
нуклеопротеиновые частицы (нуклеокапсиды), а не голую РНК» 
геномы ДИ-частиц, для того чтобы быть конкурентоспособными, 
должны сохранять функционально активные участки для образо
вания нуклеокапсида.



Формирование и репликация дефектных вирусных геномов 157

Роль 5'-концевых последовательностей
• инкапсидации ДИ-частиц

Как упоминалось ранее, все РНК вирусов с негативным гено
мом и ДИ-частиц должны сохранять РНК-последовательности, 
инициирующие их инкапсидацию (белком N), для того чтобы- 
могли сформироваться спиральные нуклеокапсиды, так как при- 
репликации (и транскрипции) в качестве матрицы используется 
не свободная РНК, а входящая в состав нуклеокапсида. Созре
вание инфекционного вируса или зрелых ДИ-частиц требует, 
кроме того, отпочковывания нуклеокапсидов на клеточной мем
бране и приобретения вирусных оболочек, состоящих главным 
образом из липидов клеточной мембраны и вирусных белков. Та
ким образом, последовательность, инициирующая сборку нуклео
капсидов, необходима как для их внутриклеточного формирова
ния и репликаций, так и для дальнейшей сборки зрелого вируса 
и ДИ-частиц.

Система сборки спирального нуклеокапсида лучше всего1 

изучена на примере сборки вируса табачной мозаики (TMV). 
Она может происходить в буферном растворе in vitro [47], при
чем для инициации сборки необходимо, чтобы в РНК присутство
вала особая последовательность инициации (~  за 1 0 0 0  нуклеоти
дов от З'-конца), имеющая соответствующую вторичную структу
ру [160].' Для инициации сборки TMV мономеры белка должны 
агрегировать в диски. Затем происходит элонгация в направле
нии 3':— >-5' путем быстрой сборки мономерных субъединиц на 
РНК, пока вся РНК от участка нуклеации до 5'-конца не будет 
заключена в спиральный тяж. Завершение сборки происходит в 
направлении 5'-—>-3' путем медленного добавления агрегатов 
белковых дисков, ведущего к инкапсидации последних примерна' 
1000 нуклеотидов от участка инициации сборки до З'-конца [50].

Данные, касающиеся сборки in vitro спирального нуклеокап
сида какого-либо из вирусов животных, отсутствуют, так как 
пока не разработана система сборки в буферном солевом рас
творе. Однако получена сборка нуклеокапсида VSV в сложной 
системе in vitro, где новосинтезированный на рибосомах in vitro 
белок N собирается вокруг новосинтезируемой вирусной РНК в 
ходе ее репликации на нуклеокапсидной матрице [36, 57, 58]. 
В связи с тем что участки инициации репликации находятся на 
З'-конце плюс- и минус-цепей РНК VSV, 5'-конец синтезируемой 
цепи РНК потомства оказывается первым участком, доступным 
для сборки во время синтеза. Поэтому инициация сборки (нук- 
леация) скорее всего происходит на синтезируемом 5'-конце или 
поблизости от него, так как новосинтезируемая РНК оказывает
ся частью образующегося нуклеокапсида, который наращиваете* 
в процессе репликации [142]. Действительно, Бламберг и Кола-
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ковский идентифицировали участки нуклеации сборки нуклео- 
|Капсида как часть обогащенных адениловыми остатками после
довательностей в Б'-концевой части РНК VSV [16, 17]. Это сле
дует из того, что короткие Б'-последовательности (называемые 
лидерными РНК), транскрибируемые с З'-концевых участков 
плюс- и минус-цепей нуклеокапсидов, могут собираться в очень 
мелкие нуклеокапсидные диски, седиментирующие при 18S [30, 
140, 141]. Эти кольцевые рибонуклеопротеины содержат лидер- 
ные последовательности в резистентной к рибонуклеазе форме в 
оболочке из белка N. Ясно поэтому, что участки инициации сбор
ки комплекса белок N — РНК так же, как участки инициации 

[репликации, входят в состав Б'-концевых последовательностей 
(Z- и а'-участки на рис. 6.4).

Бламберг и Колаковский [16, 17] использовали эти наблюде
ния для обоснования модели [103], согласно которой концентра
ция белка N регулирует относительные уровни транскрипции и 
репликации вирусных нуклеокапсидов с негативным геномом; 
последние служат матрицами для синтеза мРНК или для реп
ликации, используя при этом один и тот же вирусный полимераз
ный комплекс. При высокой концентрации белка N репликация 
разрешена, так как синтезирующаяся (незаконченная) РНК-ли- 
дер способна немедленно включаться в образующийся нуклео
капсид, в результате чего подавляется остановка полимеразы на 
границе лидерного участка и гена белка N, а также на всех по
следующих межгенных границах. Если концентрация белка N 
недостаточна для быстрой инициации сборки на Б'-конце ново- 
синтезируемой РНК, сигнал терминации не репрессируется и по
лимеразный комплекс осуществляет терминацию по завершении 
синтеза Б'-лидерной РНК, которая сходит с матрицы (и может 
со временем инкапсидироваться). Теперь полимераза свободна и 
может скользить вдоль матрицы по направлению 3'— >-5', по оче
реди инициируя и терминируя синтез каждой из мРНК для бел
ков N, NS, М, GriL. Эти мРНК не имеют последовательностей 
нуклеации и поэтому отделяются от матрицы в виде свободных 
мРНК, готовых принять участие в трансляции.

Описанная выше простая модель не может объяснить все со
бытия, происходящие в процессе переключения транскрипции на 
репликацию, только лишь уровнем белка N [57]. Механизмы 
транскрипции генома VSV [7, 8 ] и его репликации [36, 57] пол
ностью еще не выяснены. Не исключено, что белок N вместе с не
которыми ассоциированными с репликазой вирусными белками 

-участвует в переключении с транскрипции на репликацию и 
играет важную роль в интерферирующем эффекте ДИ-частиц, 
а также в относительно высокой конкурирующей способности 
ДИ-частиц стволового типа по сравнению с частицами нестволо- 
.вого типа. Ясно, что для образования конкурентоспособных
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ДИ-частиц необходим как участок инициации репликации, так и1 

участок нуклеации инкапсидации.

Структура ДИ-геномов других РНК-содержащих вирусов

Представленная в этой главе детальная информация о ДИ- 
частицах VSV стала доступной благодаря их тщательному изу
чению как в биологическом, так и в биохимическом отношении. 
Об аналогичных структурных принципах, способах образования 
и механизмах амплификации и интерференции можно говорить и 
в связи с другими изученными РНК-содержащими вирусами. 
Приведем несколько примеров для иллюстрации сходства и раз
личия.

Вирус Сендай

Этот представитель вирусов парагриппа относится к РНК-со- 
держащим вирусам с негативным геномом. Его ДИ-частицы об
разуются довольно легко. Они имеют обширные-делеции [80, 89] 
и их репликативная и интерферирующая способности зависят от 
типа клетки-хозяина. По структуре генома и по механизмам ин
терференции ДИ-частицы вируса Сендай напоминают ДИ-части
цы VSV. Первым доказательством наличия стволовых последова
тельностей (инвертированной концевой комплементарности) у 
ДИ-частиц было электронно-микроскопическое выявление Кола- 
ковским и др. в 1976 г. кольцевых форм ДИ-РНК вируса Сендай 
[90]. Они показали, что циклизация ДИ-РНК обусловлена ство
лами длиной 110— 150 нуклеотидов; при этом, так же как 
у VSV, вирусный З'-конец был замещен комплементарной копией1 

5'-концевого участка. Кроме того, основная часть РНК ДИ-гено
мов гомологична большим или меньшим участкам 5'-конца ви
русного генома в зависимости от размера ДИ-частицы [90, 91, 
102]. Таким образом, ДИ-частицы главного типа вируса Сендай 
напоминают ДИ-частицы главного типа VSV (1-й стволовой 
структурный тип, см. рис. 6.4). ДИ-частицы с внутренней деле
цией также широко распространены [80].

Вирусы гриппа

Другим РНК-содержащим вирусом с негативным геномом,, 
образующим ДИ-частицы тех же типов, которые характерны для; 
VSV, является вирус гриппа. В отличие от VSV и вируса Сендай 
вирус гриппа содержит сегментированный геном, состоящий из 
восьми независимых генов. Более того, вирус гриппа отличается 
и по инициации транскрипции, при которой 5'-фрагменты мРНК 
клетки-хозяина используются в качестве затравки для транс-
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крипдии каждого сегмента [94, 114]. Свойства и структура ви
руса гриппа рассмотрены в обзоре Наяка и др. [112]. Основная 
часть наблюдаемых ДИ-частиц вируса гриппа происходит из од
ного из трех больших сегментов вирусной РНК, кодирующих ви
русную полимеразу (сегменты Pi, Р2, Рз), и большинство этих 
частиц образуется в результате внутренних делеций при сохране
нии 3'- и Б'-концов вирусной РНК. Поэтому они напоминают 
тип 3 частиц с внутренними делециями у VSV (рис. 6.4); подобно 
этому редкому типу ДИ-частиц VSV, они способны транскриби
ровать делетированные, мРНК-подобные молекулы, содержащие 
полиаденилированные последовательности. Однако эти «мРНК» 

,ДИ-частиц вируса гриппа с внутренними делециями способны 
кодировать только значительно делетированные молекулы поли
меразного белка [112]. Еще неизвестно, транслируются ли эти 
делетированные молекулы «мРНК» с образованием белков и мо
гут ли они или их аберрантные белковые продукты играть роль 
в ДИ-интерференции. Бей и Рейхман [12] наблюдали подавле
ние первичной транскрипции VSV ДИ-частицами того же вируса, 
принадлежащими к частицам типа 3 с внутренними делециями. 
Наяк и др. [112] предположили, что ДИ-частицы вируса гриппа 
«внутреннеделеционного» типа могут интерферировать путем об
разования аберрантных транскриптов и(или) аберрантных про
дуктов трансляции. Чанда и др. [24] просеквенировали ДИ-час
тицы двух видов вируса гриппа и показали, что они относятся к 
простому типу частиц с внутренней делецией, точно сохраняю
щих последовательности на обоих 5'- и З'-концах. Они нашли 
также, что последовательности в точках делеции и примыкаю
щих к ним участках не похожи на характерные для сплайсинга 
участки (consensus) последовательностей мРНК эукариот [24]. 
Две группы исследователей [37, 157] также показали отсутствие 
сходства последовательностей в точках делеции ДИ-частиц 
VSV с участками, характерными для сплайсинга. Эти факты сви
детельствуют о том, что механизм образования этих ДИ-частиц 
основан скорее на ошибках репликации, а не на традиционном 
сплайсинге РНК и что для «прыжков» репликазы не требуются 
определенные последовательности.

Кремптон и др. [34] показали, что некоторые ДИ-частицы мо
гут возникать также и из других сегментов РНК, помимо Р ь Р 2 

и Рз. Филдс и Винтер представили полную нуклеотидную после
довательность исключительно сложной ДИ-частицы вируса грип
па, имеющей мозаичную структуру [46]. Схематично структура 
генома этой ДИ-частицы представлена на рис. 6.7, А. Ясно, что эта 
.ДИ-частица произошла из пяти отдельных участков концевых 
областей сегмента Рз и одного участка сегмента Рь Три участка 
из сегмента Р3, происходящие из З'-концевой части вирионного 
-сегмента, расположены вперемежку с двумя участками, происхо-
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Рис. 6.7. Сложная мозаичная структура двух своеобразных ДИ-геномов вируса 
гриппа (А) и вируса леса Семлики (SFV) (Б). Мозаичные структуры, пред
ставленные здесь, схематически построены на основе секвенирования ДНК 
(кДНК-клонов) вируса гриппа [46] и SFV [101]. ДИ-геном вируса гриппа (А) 
составлен из трех участков (белые блоки) З'-концевой части Р3-сегмента вось- 
мисегментиого генома вируса. Два участка (блоки в клеточку) происходят из 
5'-концевой части Р3-сегмента и одий участок (центральный черный блок) из 
другого сегмента вирусного генома (P i-сегмента). Этот ДИ-геном, вероятно, 
образовался в результате множественных «шрыжков» репликазы, причем по 
крайней мере в одном из них она переходила с одной молекулы РНК-матрицы 
на другую и обратно [46]. Б. ДИ-сеном SFV содержит уникальные 3'- и 5'-ви- 
русные концы, но его 5'-концевая кэп-последовательность изменена [127]. Кро
ме того, в него входят три идентичные последовательности (повторы) из 484 
оснований (черные блоки). Один из этих повторов прерван на 128 основании 
уникальной вставкой (блок со стрелкой), за которой следуют оставшиеся 356 
из 484 оснований повтора (ближе к З'-концу). Ясно, что образование этого 
ДИ-генома происходило с  многочисленными перестройками (репликативными 
ошибками?) вирусного геиома [101].

дящими из 5'-концевой части. Один участок сегмента Pi (черный 
прямоугольник на рис. 6.7,Л), происходящий из б'-концевой ча
сти, вставлен между двумя участками Рз, возникшими из З'-кон- 
ца. Эта необычная структура последовательностей привела 
Филдса и Винтера [46] к следующим предположениям, а) ДИ- 
РНК образовалась во время синтеза плюс-цепи с помощью меха
низма, при котором вирусная полимераза останавливалась на 
последовательностях, богатых уридином, а затем «прыгала», что
бы возобновить синтез на другом участке, возле другого конца

11 Заказ №  555
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родительской матрицы. При этом 3'- и 5'-концы РНК-матрицы 
должны быть расположены рядом, например благодаря «склады
ванию» молекулы, позволяющему полимеразному комплексу по
переменно «прыгать» туда и обратно (в том же или другом цикле 
репликации), б) Встраивание одного участка из сегмента Pi про
исходит в момент, когда полимеразный комплекс «прыгает» с 
одного сегмента на другой (возможно, во время параллельного 
сближения 5'- и З'-концов), а затем обратно (в том же или дру
гом цикле репликации), в) Такой же механизм полимеразных 
прыжков может привести к образованию вставок и делеций в 
генах поверхностных антигенов вируса. ДИ-частицы предостав
ляют первое четкое доказательство межмолекулярных рекомби
наций в РНК-геномах, основанное на данных секвенирования.

Сложная перестройка генов, рассмотренная выше, позволяет 
предположить возможность возникновения множества чрезвы
чайно причудливых ДИ-частиц, но, по-видимому, преобладающи
ми являются конкурентоспособные частицы, прошедшие наибо
лее жесткую селекцию структуры, и именно они доступны для 
изучения.

Пикорнавирусы

Ранние работы Коула и Балтимора с сотрудниками [26—29] 
на вирусе полиомиелита позволили предположить, что его 
ДИ-частицы представляют собой мутанты с внутренними деле
циями, у которых отсутствует около 15% генома. Делетирован
ные участки генома кодируют часть полицистронного белка- 
предшественника, который затем нарезается с образованием кап
сидных белков. Позднейшее картирование гетеродуплексов под
твердило, что делеция большей части генома ДИ-частиц вируса 
полиомиелита локализуется на 5'-конце плюс-цепи вирусной РНК 
на участке, кодирующем капсидные белки [105, 115]. Однако эти 
геномы ДИ-частиц представляют собой гетерогенную популя
цию, и положение делетированных участков варьирует (500— 
3000 оснований от 5'-конца). Некоторые ДИ-геномы имеют одну 
делецию, другие две или три [105, 115]. Мак-Клюр и др. [108] 
показали, что в различных штаммах вируса полиомиелита вос
производимо образуются более крупные (до 16%) или меньшего 
размера (всего 4%) делеции родительского генома. Несколько 
клинических изолятов вируса полиомиелита и штамм вируса 
Менго регулярно образуют делеции, составляющие только 4— 
6 % генома. Вероятно, ограничения упаковки диктуют пределы- 
величины делеции, которые могут быть совместимы с инкапсида- 
цией. Неясно, почему до сих пор не обнаружены частицы с деле
циями на половине генома, прилежащей к З'-концу. Непонятно 
также, как образуются ДИ-частицы пикорнавирусов и почему
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они начинают преобладать над стандартным вирусом. Самым 
простым и наиболее вероятным механизмом образования мутан
тов с внутренними делециями является «проскальзывание» или 
«прыжки» полимеразы вдоль одной матричной молекулы (как 
обсуждалось выше для VSV). Механизм их накопления и интер
ференции [27] требует дальнейших исследований. В выяснении 
этого вопроса должно помочь клонирование отдельных ДИ-час
тиц в сочетании с биологическими исследованиями, а также мо
лекулярное клонирование и секвенирование.

Альфавирусы

Структура ДИ-частиц вируса Синдбис и вируса леса Семли
ки рассмотрена в обзоре Столлара [149]. Несмотря на довольно 
сложную стратегию репликации, используемую этими вирусами 
с позитивным геномом (гл. 4), многие их ДИ-частицы представ
ляют собой мутанты с внутренними делециями различных разме
ров [40, 51, 154]. Самые мелкие ДИ-частицы, по-видимому, воз
никают в результате делеций вирусных последовательностей из 
ранее появившихся ДИ-частиц, так как во время продолжитель
ной серии неразведенных пассажей размеры геномов ДИ-частиц 
постепенно уменьшаются от больших до промежуточных, а затем 
до минимальных. Большая часть этих ДИ-частиц, очевидно, со
храняет 5'- и З'-концы плюс-цепи, включая 5'-кэп-структуру, и 
poly (А) на З'-конце; вероятно, в каждую ДИ-частицу упаковы
вается по нескольку ДИ-геномов [40, 79, 8 6 ].

В противоположность относительно простой схеме внутренних 
делеций, обнаруженных упомянутыми выше авторами, Петтер- 
сон с коллегами получил довольно причудливые ДИ-геномы из 
популяций вируса леса Семлики [79, 93, 127]. Они секвенирова- 
ли почти полную длину клонированной копии кДНК и нашли, что 
она имеет тройной повтор, фланкированный полиаденилирован- 
ной З'-концевой вирусной последовательностью и уникальным 
5'-концом с перестроенными последовательностями в кэп-струк- 
туре. Этот необычный ДИ-геном схематически представлен на 
рис. 6.7,5. Следует отметить, что один из трех повторов, состоя
щих из 484 оснований, прерывается на 128 основании уникальной 
вставкой из 60 оснований. Механизм образования этого сложно
го мозаичного ДИ-генома неясен, но множественные делеции и 
удвоения образуются, вероятно, в результате ошибок репликазы 
и (или) других рекомбинационных событий. Указанная группа 
исследователей регулярно наблюдает у вируса леса Семлики 
[79] ДИ-геномы такого, а также сходного мозаичного типа и не 
обнаруживает, подобно другим исследователям (см. выше), про
стых делеционных типов. Однако они не клонировали свою ис
ходную вирусную популяцию повторно и начали неразведенные
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пассажи прямо с материала из бляшки, содержащего вирус в 
низком титре. Момент клонирования очень важен для получения 
разнообразных новых типов ДИ-геномов, так как во всех клони
рованных препаратах вирусов Сендай и VSV (и, вероятно, мно
гих других вирусов) с высоким титром обнаруживается много 
новообразованных ДИ-частиц [60, 91]. В любом случае нали
чие этих повторяющихся последовательностей в различных 
ДИ-геномах альфавирусов позволяет предположить, что они вно
сят свой вклад в конкурентоспособность ДИ-частиц. Они могут 
содержать повторяющиеся участки инициации репликации и 
(или) участки нуклеации инкапсидации. Как будет видно ниже, 
в ДИ-геномах ДНК-содержащих вирусов повторяющиеся участ
ки начала репликации обнаруживаются довольно часто.

Реовирусы

Эти вирусы, содержащие двухцепочечную сегментированную 
РНК, также легко образуют и накапливают ДИ-вирусные части
цы. Во многих независимых клонах реовируса 3-го типа показано 
[116] присутствие ДИ-частиц, у которых недостает вирионного 
фрагмента L\, кодирующего полимеразу. Обнаружены также 
ДИ-частицы, дефектные по другим сегментам генома [3, 137]. 
Интересно, что недефектные сегменты ДИ-частиц реовируса мо
гут нормально транскрибироваться и комплементировать другие 
мутанты реовирусов [144], а также участвовать в обычном гене
тическом перераспределении сегментов [1 , 2]. Мало что известно 
относительно структуры, способа образования, транскрипцион
ной способности или механизмов интерференции реовирусных 
сегментов генома, имеющих делеции, однако можно надеяться, 
что в ближайшем будущем исследования по молекулярному кло
нированию помогут ответить на эти вопросы.

Ретровирусы

Ретровирусы — это РНК-содержащие вирусы, замечательные 
тем, что с их вирионным геномом ассоциирована обратная транс- 
криптаза, которая синтезирует провирусную ДНК. Их геномы 
способны к интеграции или рекомбинации на уровне ДНК или во 
время обратной транскрипции. Происходящие при этом рекомби
национные события могут приводить к образованию дефектных 
геномов путем рекомбинации с мРНК или ДНК клетки-хозяина. 
Дефектные геномы РНК-содержащих опухолеродных вирусов 
относятся к наиболее интенсивно исследуемым эукариотическим 
генам, так как они вызывают опухолевую трансформацию через 
олс-гены клетки-хозяина, которые попадают под регулирующее 
влияние вирусов [15, 113].
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ДНК-содержащие вирусы

Образование дефектных геномов ДНК-содержащих вирусов 
может происходить любым из тщательно исследованных за по
следние годы способов перестройки ДНК. Некоторые из реком
бинационных событий, возможно, происходят в результате абер
рантной репликации вируса, другие могут быть результатом 
транспозонных скачков, гомологичной рекомбинации и т. д. 
В связи с тем что подробно изучены на биологическом и молеку
лярном уровне лишь немногие из ДИ-частиц ДНК-содержащих 
вирусов, в этой главе рассмотрены только несколько характер
ных примеров.

Паповавирусы

Натане с сотрудниками [23, 52, 100] и другие исследователи 
[49, 117, 118, 120] тщательно охарактеризовали ДИ-геномы па- 
повавирусов: SV40 и полиомы. Их данные обобщены в обзоре и 
нескольких статьях [22, 44, 49]. У паповавирусов наблюдается 
широкое разнообразие структур ДИ-геномов. Почти все они со
держат вирусные участки инициации репликации («origin»), 
причем у многих эти участки чередуются с участками ДНК 
клетки-хозяина. Перестроенные ДНК-геномы по размеру почти 
равны родительской вирусной ДНК, так что они могут инкапси- 
дироваться. Ли и Натане четко показали [100], что скорость реп
ликации ДИ-генома SV40 относительно своего вируса-помощни
ка является экспоненциальной функцией числа участков инициа
ции реплцкации в ДИ-геноме. Они провели тщательное сравне
ние ДИ-геномов, имеющих разное число таких участков. Авторы 
показали также, что эффективность инкапсидации не коррелиру
ет с их числом. Ни для одного из ДИ-геномов не обнаружено 
увеличения активности инкапсидации, но известен один ДИ-ге
ном, который инкапсидируется со значительно меньшей эффек
тивностью, чем стандартный вирус-помощник SV40 [100].

Вероятно, в делециях, заменах, дупликациях, ведущих к обра
зованию различных ДИ-геномов, участвует несколько механиз
мов рекомбинации ДНК. Приобретение ДИ-геномом фрагментов 
ДНК клетки-хозяина, по-видимому, связано со способностью 
этих вирусов интегрировать с ДНК клетки-хозяина, но это еще 
до конца не выяснено [120]. Норкин и Тиррелл [117] показали, 
что весьма разнообразный набор ДИ-частиц SV40 может образо
ваться из бляшечного изолята, достоверно свободного от ДИ-час
тиц. Многие из ДИ-частиц содержат повторяющиеся участки на
чала репликации (ДИ-геномы этого класса, вероятно, накапли
ваются быстрее других), а некоторые—последовательности ДНК 
клетки-хозяина. Но все-таки авторы полагают, что у SV40 нет
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тенденции к преимущественному образованию каких-либо вари
антов или классов вариантов ДИ-частиц.

О ’Нейл и др. [118] выделили ДИ-частицы SV40 двух инте
ресных видов из персистентно зараженных клеток. ДИ-частицы 
одного из них содержали все или почти все ранние последова
тельности SV40, фланкированные множеством участков начала 
и конца репликации, а ДИ-частицы другого — поздние последо
вательности SV40, также фланкированные множеством таких 
участков. Несмотря на то что ДИ-частицы этих двух видов ин- 
капсидированы раздельно, вместе они могут продуктивно зара
жать клетки почек обезьян в отсутствие полного стандартного 
вируса. Молекулярные клоны этих ДИ-геномов показали такую 
же зависимость друг от друга при продуктивной трансфекции. 
В сущности эти два дефектных генома SV40 представляют собой 
новый двухсегментный инфекционный вариант вируса SV40, воз
никший и отобранный в процессе персистентной инфекции. Оче
видно, их ранние и поздние гены транскрибируются и компле- 
ментируют друг друга достаточно эффективно, для того чтобы 
взаимно поддерживать репликацию и инкапсидацию. По-види
мому, присутствие множества участков терминации предотвра
щает подавление эффективной транскрипции, вызываемое мно
жеством участков инициации, благодаря чему сохраняются реп
ликативное преимущество и способность к индукции вирусной 
интерференции, обеспечиваемые множеством участков инициа
ции репликации [118]. Ясно, что эти ДИ-частицы должны быть 
способны к эволюции независимо от стандартных геномов SV40, 
а также к интерференции и генетическому взаимодействию 
с ними.

Джонсон и др. [7] проанализировали нуклеотидные последо
вательности рекомбинационных соединений у 16 ДИ-частиц 
SV40 и на основании этих данных в сочетании с известными по
следовательностями вирусного генома восстановили родитель
ские последовательности, участвующие в каждом рекомбинаци
онном событии. Они не нашли сходства последовательностей на 
концах разных делеций или выраженной гомологии между роди
тельскими последовательностями, соседствующими с делециями. 
Поэтому эти авторы-исключили гомологичные рекомбинации и 
любые сайт-специфические рекомбинационные механизмы. Они 
предположили, что вероятным механизмом образования дефект
ных геномов SV40 являются репарация и лигирование линейных 
ДНК, образующихся под действием неспецифических клеточных 
нуклеаз.

И наконец, следует отметить, что полученные методом генной 
инженерии дефектные геномы SV40, содержащие встроенные чу
жеродные гены, стали важным инструментом молекулярного 
клонирования в эукариотических клетках.
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Герпесвирусы

Очень большие сложные геномы герпесвирусов также легко 
образуют ДИ-частицы, содержащие делеции, перестройки и пов
торы вирусных последовательностей. Имеются сообщения о на
личии ДИ-геномов у ряда герпесвирусов, в том числе у вируса 
простого герпеса (herpes simplex virus, HSV) [48, 150, 151], ви
руса герпеса лошадей [35, 56], цитомегаловируса [148] и т. д. 
Френкель и др. охарактеризовали сегменты вирусного генома, 
необходимые ДИ-частицам вируса герпеса для того, чтобы они 
могли эффективно реплицироваться и инкапсидироваться [150, 
151]. Все ДИ-частицы HSV, которые были исследованы, содер
жат повторяющиеся последовательности ДНК, включающие 
фрагменты концевого участка S-плеча генома. При введении пу
тем трансфекции в зараженные стандартным вирусом-помощни
ком клетки мономерных повторов с мол. массой 5,5-106, отщеп
ленных от повторяющихся последовательностей ДИ-генома, ис
ходные мономерные единицы реплицировались и регенерировали 
конкатемеры размером в полный геном (мол. масса 1 0 0 -1 0 6), со
стоящие из исходных повторов, собранных по принципу «голо
ва— хвост» [150]. Это, вероятно, является результатом поддер
живаемой вирусом-помощником репликации по механизму катя
щегося кольца.

Дальнейшие исследования показали, что кроме повторов, со
держащих участки начала репликации, в состав геномов ДИ-час
тиц входят сигнальные последовательности, кодирующие рас
щепление конкатемеров вирусной ДНК для упаковки. Отщеплен
ные повторяющиеся единицы с размерами от 5,5-106 Да (мономе
ры) до размера полного генома (дефектные конкатемеры) обна
ружены упакованными в капсиды, накапливающиеся в ядре 
[151]. Однако покрываются оболочкой и переносятся в цито
плазму как зрелые капсиды только дефектные конкатемеры раз
мером в полный геном ( — 100-106 Да). Механизм столь избира
тельного созревания неясен. Связь между расщеплением и мор
фогенезом прослеживается также у вируса псевдобешенства 
[95]. Спэт и Френкель [143] использовали повторяющиеся еди
ницы дефектных геномов HSV, для того чтобы получить клони
рующий вектор, который в присутствии HSV-помощника может 
в эукариотических клетках реплицировать большую вставку 
чужеродной ДНК. Этот вектор является химерой повторяющих
ся ДИ-единиц HSV, присоединенных к бактериальной плазмиде 
ркс7, что делает возможным его перенос от бактерий к эукари
отическим клеткам и обратно.

Несмотря на разницу в механизмах репликации и рекомбина
ции между ДНК-содержащими и РНК-содержащими вирусами, 
в основе как образования, так и амплификации ДИ-частиц ле
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жат сходные принципы. В обоих случаях имеет значение конку
ренция на уровнях репликации и инкапсидации, а также другие 
возможные факторы.

Другие ДНК-содержащие вирусы

Парвовирусы также могут образовывать ДИ-частицы. Их не
большие ДНК-геномы реплицируются с помощью необычного 
механизма, не требующего ни циклизации ДНК, ни РНК-прай- 
мирования. В участок инициации репликации входят автокомпле- 
ментарные З'-концы (и 5'-концы), которые могут образовать 
шпильку для праймирования репликации генома с З'-конца с 
последующим расщеплением цепи ДНК и достройкой ДНК для 
восстановления концевого участка шпильки [145] (гл. 4) . Геномы 
ДИ-частиц этих вирусов имеют внутренние делеции и сохраняют 
концевые шпильки, поэтому наблюдаются «шпилькообразные» 
дефектные ДНК-геномы [38, 45]. Сателлитный парвовирур AAV 
[145] был модифицирован в лаборатории с целью получения му
тантов с внутренними делециями, несущих чужеродную ДНК, и 
эти мутанты в дальнейшем использовали в эукариотических 
клетках в качестве клонирующих векторов.

У поксвирусов ДИ-частицы не обнаружены. Долгое время 
считали, что аденовирусы не способны их формировать, но не
давно ДИ-частицы были обнаружены у аденовирусов мышей. 
Разнообразие ДИ-частиц с различной величиной делеций очень 
велико; некоторые из них энергично интерферируют с аденовиру- 
сом-помощником, в то время как другие содержат вирусную 
ДНК со вставками клеточной ДНК. По-видимому, интерферен
ция связана с избирательным репликативным преимуществом 
ДИ-частиц над вирусом-помощником. В противоположность это
му дефектный геном аденовируса человека типа 1 2 , охарактери
зованный другой группой авторов, упаковывается более эффек
тивно, чем стандартный вирус-помощник, но не имеет очевидных 
преимуществ репликации [39]. Он содержит также клеточную 
ДНК, встроенную в дефектную вирусную ДНК.

В заключение можно сказать следующее. Множество РНК- и 
ДНК-содержащих вирусов образуют ДИ-частицы, характеризую
щиеся большим разнообразием. По-видимому, в соответствую
щих условиях ДИ-частицы может давать любой вирус. В связи 
с тем что число различных форм ДИ-частиц велико, часто не 
удается их идентифицировать или доказать их отсутствие. На
пример, Руиз-Опазо и др. [134] недавно сообщили, что печень 
шимпанзе, зараженная вирусом гепатита В, и частицы Дейна 
из сыворотки людей-носителей содержат линейные и сверхспи- 
ральные формы вирусной ДНК. Они предположили, что сверх- 
спиральные формы представляют собой инфекционный вирус, а
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присутствующие в большом количестве линейные формы — 
ДИ-частицы или интерферирующие неинфекционные формы. До
казать или опровергнуть это предположение довольно трудно, 
если нет чувствительной клеточной культуры, допускающей ко
личественные исследования.

Биологическая роль дефектных геномов

Перенос генов и экспрессия 

Трансдукция генов от хозяина к хозяину

Среди наиболее очевидных и важных ролей ДНК-содержа
щих вирусов и ретровирусов следует признать их участие в 
трансдукции генов, при которой дефектный вирус несет последо
вательности ДНК клетки-хозяина (см. выше). Такие разные ви
русы, как специализированные трансдуцирующйе фаги, дефект
ные РНК-содержащие опухолеродные вирусы, несущие опс-гены, 
паповавирусы и аденовирусы, способны переносить гены клетки- 
хозяина в заражаемые клетки. У обычных трансдуцирующих фа
гов или у псевдовирионов нет необходимости в каких-либо вирус
ных последовательностях для переноса в другие клетки ДНК 
клетки-хозяина, инкапсидированной в вирусную оболочку. В от
дельных работах сообщается, что обычные РНК-содержащие 
вирусы могут содержать клеточную ДНК, но нет никаких генети
ческих доказательств, что они (за исключением ретровирусов) 
переносят ДНК-гены из одной клетки в другую.

Конверсия генов дефектными бактериальными вирусами

В классических исследованиях бактериофагов было показа
но, что определенные интегрированные гены профагов способны 
экспрессироваться их хозяевами-бактериями и оказывать на них 
значительное влияние. Часто это не зависит от того, дефектен 
или интактен геном фага. Рассмотрим на примере фага % лучше 
других изученный случай лизогенной конверсии — иммунитет к 
суперинфекции, осуществляемый репрессором. Синтезированный 
интегрированными генами провируса. 7 -репрессор обеспечивает 
иммунность клеток хозяина к суперинфекции фагами альфа или 
близкими к ним фагами. Иммунитет осуществляется на внутри
клеточном уровне с помощью связывающегося с участком опера
тора репрессорного белка, регулирующего транскрипцию фага. 
В механизме молекулярного переключения участвует также бе
лок «его», связывающийся с тем же участком [78].

Иммунитет [9, 20] обусловлен тем, что продукты генов про
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фага изменяют структуру и функции компонентов поверхности 
бактериальной клетки, предотвращая таким образом присоедине
ние и (или) проникновение гомологичных фагов. Интегрирован
ные гены фага либо прямо изменяют поверхностные молекулы, 
образуя новые ферменты или изменяя существующие, либо дей
ствуют косвенно — подавляя синтез или модификацию поверх
ностных компонентов бактериальной клетки. Эпсилон-фаги саль
монелл вызывают большие изменения олигосахаридных боковых 
цепей липополисахаридов данных бактерий. При этом изменяет
ся не только чувствительность бактерий к фагу, но и антигенные 
свойства и другие виды биологического взаимодействия, с окру
жающей средой [9].

Конверсия клеток генами вирусов животных

Как ДНК-, так и РНК-содержащие опухолеродные вирусы 
вызывают глубокие изменения в поведении клеток, которые мы 
называем злокачественными. Весь геном редко необходим для 
такой трансформации, часто достаточно дефектного генома. На
пример, первичная культура клеток почек новорожденных крыс 
может быть трансформирована левым концевым фрагментом 
(7,2%) генома аденовируса типа 12 [76]. Другой пример дают 
геномы, кодирующие Т-антигены паповавирусов или дефектные 
геномы ретровирусов [15, 113]. Опухолевая трансформация, яв
ляющаяся выраженным и легко селекционируемым признаком 
экспрессии генов дефектных вирусов, была широко исследована. 
Вероятно, клеточные изменения способны вызывать многие гены 
вирусов животных, особенно гены больших ДНК-содержащих ви
русов, если они присутствуют в виде интегрированных дефектных 
геномов. При изучении трансформации клеток человека, напри
мер, в качестве экспрессируемого генетического маркера широко 
используют ген тимидинкиназы HSV. Роль других фрагментов 
вирусного генома может быть менее выраженной. Например, 
Мокарски и Ройзман [110] нашли доказательство транс-дейст
вия продукта гена HSV, участвующего в осуществлении инвер
сии L- и S-компонентов генома HSV. Эти и сходные гены могут 
иногда вызывать инверсии и транслокации клеточной хромосом
ной ДНК, влияющие на экспрессию клетки-хозяина аналогично 
транспозоноподобному действию интегрированных участков 
длинных концевых повторов ретровирусов [15, 113]. Для того 
чтобы вызвать эффект конверсии, дефектные вирусные геномы 
необязательно должны быть интегрированы. Некоторые дости
гают внутри клетки персистентного реплицируемого плазмидо
подобного состояния благодаря присутствию полноценного виру
са-помощника или без него [35, 92, 158]. Ниже мы рассмотрим 
несколько примеров таких геномов.
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ДИ-частицы и вирусы-сателлиты 
как фактор регуляции летальности, 
вызванной вирулентным вирусом

Хуанг и Балтимор [6 8 ] первыми предположили, что ДИ-ча- 
стицы могут ослаблять естественную вирусную инфекцию, по
скольку им присущи избирательная репликация и выраженная 
интерференция с вирусом-помощником. Однако при естественном 
протекании вирусных заболеваний у человека или животных 
присутствие ДИ-частиц и их влияние на этот процесс доказать 
пока не удалось. Это связано главным образом с техническими 
трудностями такого доказательства. Однако в многочисленных 
исследованиях показано, что ДИ-частицы могут формироваться 
и накапливаться в организме зараженных лабораторных живот
ных, что они могут защищать животное от болезни и гибели, вы
зываемых гомологичным вирусом, и что они могут предотвра
щать вызываемую вирусом гибель клеток в культуре ткани. За 
щита против цитопатического действия предрасполагает некото
рые клетки к длительной персистентной инфекции in vitro, при 
которой зараженные клетки нормально размножаются, в то вре
мя как внутриклеточный вирус и геномы ДИ-частиц реплициру
ются, регулируя друг друга. Существует обзор этих биологиче
ских исследований [61]. Результаты в целом позволяют предпо
ложить, что ДИ-частицы обеспечивают защиту от болезни и 
смерти по крайней мере при некоторых естественных вирусных 
инфекциях. ДИ-частицы, вероятно, позволяют также ряду виру
сов находиться в клетках некоторых типов в скрытом состоянии 
и благодаря этому сохраняться в организме животного длитель
ное время. Например, Попеску и Леман-Грубе [129] обнару
жили многочисленные ДИ-частицы во многих тканях мышей, 
персистентно зараженных вирусом лимфоцитарного хориоменин- 
гита (LCM); то же нашли Спандидос и Грехем [144] в организ
ме новорожденных крыс, персистентно зараженных реовирусом.

Если в клетках некоторых типов ДИ-частицы действуют 
in vivo так же сильно, как in vitro, то неудивительно, что они 
оказывают ослабляющее действие на острую инфекцию. Сикелик 
и Маркус [138] измерили интерференцию ДИ-VSV в культуре 
единичных клеток и наблюдали феномен «все или ничего». Боль
шая часть клеток, получавших ДИ-частицы вместе с вирусом-по
мощником, не продуцировала инфекционного вируса, так что реп
ликация ДИ-частиц вела к полной остановке репликации зрелого 
вируса.

Есть и другие факторы, играющие важную роль в развитии 
персистенции вирусной инфекции в клетках и в организме живот
ного. Например, в одних системах важны ^s-мутации и интерфе
рон [159], в других случаях оказываются критическими делеции
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или мутации определенных генов [2], причем для всех РНК-со- 
держащих вирусов характерны множественные генные мутации 
[62]. Важную роль могут играть мутации клетки-хозяина [4], 
тип ее дифференцировки и способность хозяина к иммунному 
ответу. В любом случае значение персистентных вирусных ин
фекций в развитии хронических и злокачественных заболеваний 
человека и животных все возрастает [62, 147], и ДИ-геномы при 
этом, несомненно, играют не последнюю роль. Например, в куль
турах клеток эмбриона хомячка, персистентно зараженных и 
трансформированных вирусом герпеса лошадей типа 1 и его 
ДИ-частицами, постоянно годами образуются как вирус, так и 
ДИ-частицы, что позволяет предположить участие ДИ-частиц в 
инициации и поддержании персистентного и трансформированно
го состояния клеток [35]. Свободные неинтегрированные дефект
ные вирусные ДИ-геномы автономно реплицируются в опухоле
вых клетках хомячков, трансформированных паповавирусом ВК 
человека [158]; дефектные неинтегрированные кольцевые моле
кулы ДНК герпесвируса обезьян саймири и герпесвируса обезь
ян ателес были найдены в клетках лимфоидных линий, происхо
дящих из тканей опухолей, индуцированных вирусом [92].

Как обсуждалось выше, сателлитные вирусы, подобные 
ДИ-частицам, могут влиять на продукцию вируса и проявления 
болезни у растений, но их роль в окружающей среде остается в 
значительной степени неизученной. Роль сателлитных вирусов 
животных и человека еще более неясна, однако есть основания 
полагать, что в будущем десятилетии мы достигнем лучшего по
нимания действия ДИ-частиц и вирусов-сателлитов на их хозяев 
в природных условиях.

Участие дефектных геномов в эволюции вируса и клетки-хозяина 

Независимая модульная эволюция вирусных генов

Наиболее наглядно участие дефектных геномов в эволюции 
клетки-хозяина демонстрируется генной трансдукцией и вирус
ной конверсией генов, приводящих к внесению и рекомбинации 
новой генетической информации или усилению перестройки хо
зяйских хромосом (см. выше). Так же как ДНК дефектных рет
ровирусов может приобретать гены клетки-хозяина и превра
щать их в часть своего генома, под действием генов дефектного 
вируса клетка может либо постоянно включать его полезный ген 
в свою хромосому, где он целиком находится под клеточным 
контролем, либо путем рекомбинации переносить ген или группу 
генов в геном суперинфицирующего родственного, но отличаю
щегося фага.

Ботстайн и Сасскайнд [20] предложили общую модульную 
1 еорию эволюции вирусов, согласно которой эволюция действует
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первично не на уровне интактных вирусов, а на уровне индивиду
альных функциональных единиц (модулей). Каждый модуль ко
дирует полезную функцию или обеспечивает протекание опреде
ленного процесса, например инкапсидацию фага, образование 
хвоста фага, раннюю и позднюю регуляцию, репликацию, иммун
ные реакции или реакции, связанные с лизисом клетки. Согласно 
этой теории, в природе каждый интактный вирус является про
дуктом не одной линии эволюции, а благоприятной комбинации 
генных модулей, которые успешно занимают индивидуальную 
нишу в природе. Отбор на уровне индивидуальных модулей идет 
по признакам: а) хорошей функции, б) сохранения прилежащих 
последовательностей (для обеспечения соответствующего места 
в любых вирусах скрещивающейся вирусной популяции и для 
собственно регуляции) и в) функциональной совместимости с 
максимальным количеством комбинаций других независимых 
модулей. Очевидно, в этой картине эволюции вирусов геномы де
фектных вирусов (и включенные в них модули) помещаются в 
главное русло эволюции.

Ботстайн и Сасскайнд [20] приводят многочисленные приме
ры структурно различающихся модульно-связанных фагов. Тео
рию независимой модульной эволюции подтверждают некоторые 
фаги, которые заражают очень разные группы бактерий. К тому 
же она помогает объяснить двустороннюю систему иммунитета, 
найденную у фага Р22. После заражения клеток (даже таких, в 
которых не могут функционировать один или несколько модулей 
Р22) антирепрессор (im m l), связанный со вторичной иммунной 
системой Р22, индуцирует функцию всех модулей резидентного 
профага. Это обеспечивает не только функцию, которую Р22 не 
в состоянии проявить в этих клетках, но и репликацию резидент
ного профага, что позволяет обмениваться его модулям с моду
лями Р22 с образованием нового фага, обладающего избиратель
ными преимуществами в клетках данного хозяина. Ботстайн и 
Сасскайнд [20] предположили, что аналогичным образом могут 
эволюционировать многие вирусы животных. Действительно, уже 
ясно, что РНК-содержащие вирусы с сегментированным гено
мом, такие как вирусы гриппа и реовирусы, обмениваются свои
ми генами (гл. 9). Такой обмен (реассортация) возможен между 
дефектными и инфекционными вирусами. Гомологичные и него
мологичные рекомбинационные события на уровне ДНК допу
скают такие обмены модулями между ретровирусами и между 
ДНК-содержащими вирусами и их дефектными геномами неза
висимо от того, являются ли они свободными или встроены в 
хромосомы хозяина. Наконец, обмен модулями может происхо
дить с некоторой (возможно, очень низкой) частотой даже меж
ду РНК-содержащими вирусами с несегментированным геномом. 
Существование мозаичных ДИ-частиц, секвенированных Филд
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сом и Винтером [46], доказывает возможность истинных внут
римолекулярных рекомбинаций РНК (см. выше), что подтверж
дает результаты генетических исследований рекомбинаций меж
ду геномами РНК-содержащих вирусов [31, 87].

Последовательный отбор вирусных мутантов, 
устойчивых к популяции эволюционирующих ДИ-частиц

Во время персистентной инфекции, обусловленной интерфе
ренцией ДИ-частицами, появляются мутанты инфекционного ви
руса, значительно более устойчивые к интерференции, чем ис
пользованный для создания персистенции исходный вирус. Это 
довольно общее явление для РНК-содержащих вирусов можно 
проследить на примере вируса бешенства [81], VSV [63], аль- 
фавирусов [75] и вируса LCM [74]. Аналогичный ДИ-отбор не
давно описан для ДНК-содержащих фагов [42]. Такой отбор 
происходит повторно, а возможно, и постоянно во время перси
стентной инфекции и во время серийных неразведенных пасса
жей в результате того, что новая популяция ДИ-частиц постоян
но эволюционирует. Это ведет к образованию новых вирусных 
мутантов, устойчивых к новым ДИ-частицам [64, 65]. Очевидно, 
популяциями ДИ-частиц специфическим образом отбираются 
белки репликазы вируса и участки инициации ее гена на концах 
РНК-генома [42, 65, 6 6 ]. Однако любые силы отбора, способные 
нарушить равновесное доминирование определенного варианта 
вируса (дикого типа или мутанта) в популяции, могут усилить 
эволюцию всех цистронов вируса, допуская появление вариантов, 
которые ранее оказались бы неконкурентоспособными. Эта про
блема рассмотрена в обзоре Холланда и др. [62]. Таким обра
зом, ДИ-частицы могут способствовать возникновению разнооб
разия в популяции и быстрой эволюции вирусных РНК-геномов, 
из которых они произошли.

Краткое содержание

Дефектные геномы представляют собой субгеномные делеци- 
онные мутанты вирусов, из которых они образовались. Это не 
просто временные побочные продукты репликации вируса, но 
скорее субгеномные модули, которые могут оказывать разнооб
разное и важное биологическое и эволюционное воздействие. 
Вирулентность является общим и полезным признаком всех ви
русов, способствующим их быстрому распространению и накоп
лению в больших количествах. Она помогает им быстро закреп
ляться в популяции, а также в клетках и тканях индивидуаль
ного хозяина — животного или растения. Но, после того как ви
рус закрепился в организме хозяина, продолжающееся повреж
дение тканей, ведущее к ослаблению и гибели хозяина, становит
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ся крайне неблагоприятным. Одним из механизмов регуляции 
избыточного количества вируса служит образование дефектных 
геномов, которые обычно лучше всего накапливаются при дости
жении высоких местных концентраций вируса; с его помощью 
ослабляется летальное действие вируса на клетки, йроисходит 
взаимодействие с генетическим материалом выживающих клеток 
и организмов, а также эволюционные изменения вируса и хо
зяина.
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Основы генетики вирусов животных

Роберт Ф. Рэмиг1

Глава 7

Конечная цель генетического изучения вирусов животных — 
понимание деталей структуры и функции вирусного генома и 
каждого из генных продуктов вируса. На раннем этапе исследо
вания генетики вирусов животных в основном заключались в 
сборе и последующей генетической и физиологической характе
ризации вирусных мутантов. В последнее время вирусные мутан
ты стали использовать в качестве специфических инструментов 
для исследования генетических и биохимических событий, проис
ходящих в зараженной клетке. Работы такого рода с вирусами 
животных в целом запаздывали по сравнению с аналогичными 
работами на прокариотических системах. За последние несколь
ко лет наблюдался взрывообразный рост числа опубликованных 
сообщений по различным аспектам генетики эукариотических си
стем вообще, и системы клетка — вирус животных в частности.

Цель настоящей главы — описание фундаментальных явле
ний, наблюдаемых в различных системах вирус— клетка. Изло
жение будет построено таким образом, что вначале будет описа
но явление в общем, а затем приведены один или два примера, 
иллюстрирующие это явление в какой-то конкретной системе ви
рус— клетка. Там, где это возможно, примеры будут приводить
ся как для ДНК-содержащих, так и для РНК-содержащих виру
сов. Из-за недостатка места рассмотрение каждой системы не 
может быть исчерпывающим. Однако по многим вирусам суще
ствуют специальные обзоры, куда мы и отсылаем читателя за 
подробностями, которые мы вынуждены здесь опустить. Ниже 
приводится список (неполный) обзоров, посвященных системам, 
рассматриваемым в этой главе и включающим следующие виру
сы: обезьяний вирус SV40 и вирус полиомы [34, 73, 148]; адено
вирусы [48, 49] и гибриды адено-БД/Ж) [102], герпесвирусы ”[121, 
122, 127, 141]; пикорнавирусы [20]; тогавирусы [103]; рабдовиру- 
сы [104, 105]; ретровирусы [87, 159]; реовирусы [39, 111]; виру

1 Robert F. Ramig, Department of Virology and Epidemiology, Baylor Colle
ge of Medicine, Texas Medical Center, Houston, Texas 77030.
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сы гриппа [129, 164]; буньявирусы [6 ] и парамиксовирусы [9]. 
Существуют также обзоры, посвященные некоторым конкретным 
генетическим явлениям: мутациям [28, 29, 61, 123]; реверсии и 
супрессии [55, 108], комплементации [42]; рекомбинации [30, 43, 
107] и интерференции [60, 65].

Генетическая методология

На раннем этапе генетические исследования вирусов живот
ных сдерживались из-за отсутствия подходящих методов иссле
дования индивидуального потомства при смешанном заражении. 
Решение этой проблемы было найдено Дульбекко [32, 33], кото
рый разработал метод бляшек для цитоцидных вирусов. Исполь
зование метода бляшек позволило точно определять количество 
потомства, получать чистые клональные штаммы вируса и очи
щать вирусы от других примесных вирусов и дефектных интер
ферирующих частиц того же типа вируса. С помощью этого ме
тода была получена система, пригодная для анализа условно-ле
тальных мутаций. Таким образом, в значительной степени гене
тика вирусов животных началась с введения в практику метода 
бляшек. В настоящее время применимость метода бляшек рас
сматривают как необходимое условие для начала исследований 
генетики новой группы вирусов подобно тому, как разработка 
метода фокусов трансформации для нецитолитических, транс
формирующих вирусов [151] послужила ключом к развитию ге
нетических исследований этих вирусов.

Для исследования генетики некоторых групп вирусов имела 
значение разработка и других методов и приемов. Например, 
для построения физической карты генов вируса полиомиелита и 
других энтеровирусов было существенным использование инги
битора пактамицина [118]. При изучении регуляции синтеза ви
русных нуклеиновых кислот и белков во многих системах, напри
мер у герпесвирусов, с успехом использовали ингибиторы белко
вого синтеза, такие как пуромицин или циклогексимид, а так
же ингибиторы синтеза РНК, например актиномицин D [62]. 
Разработка электрофоретических систем с высоким разрешени
ем для анализа белков и нуклеиновых кислот позволила прове
сти генетические исследования вирусов с сегментированным 
РНК-геномом, используя в качестве маркеров полиморфизм 
электрофоретической подвижности РНК-сегментов и белков [99, 
113]. Применение рестрикционных эндонуклеаз сыграло анало
гичную роль для ДНК-содержащих вирусов с использованием в 
качестве генетических маркеров полиморфизма подвижности 
фрагментов ДНК и белков [53, 81, 95]. Методы исследования 
транскрипции и трансляции in vitro вирусов доказали свою эф
фективность при построении физических карт, особенно в систе
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мах, где отсутствует генетическая рекомбинация [4, 45, 91]. 
В последнее время генетические приемы используют для изуче
ния вирусного патогенеза и иммунного ответа хозяина на вирус
ную инфекцию, если хотят сопоставить специфические свойства 
вируса с индивидуальными вирусными генами и генными продук
тами [41, 131]. Иными словами, современный генетик, изучаю
щий вирусы животных, охотно заимствует методы у биохимика и 
применяет их в генетическом анализе. Наряду с этим генетики и 
другие специалисты используют генетический анализ для ответа 
на вопросы, которым традиционно не уделялось должного вни
мания. Такое слияние дисциплин очень помогло генетикам и в 
значительной мере определило быстрый прогресс этой науки в 
последние несколько лет.

Мутации

Термины «штамм», «тип», «вариант» и «мутант» используют 
очень широко и без особого разграничения. В общем каждый из 
них означает вирус, который отличается каким-то наследуемым 
образом от родительского «дикого» вируса. Термин «дикий тип» 
первоначально получил распространение среди селекционеров 
домашних растений и животных и используется для обозначе
ния исходных типов растений и животных. Он приобрел более 
узкое значение у молекулярных генетиков, которые используют 
его для обозначения исходного, обычно адаптированного к лабо
раторным условиям штамма вируса, из которого отбирают му
танты и с которым их сравнивают. Таким образом, дикий тип — 
это условное обозначение, которое связывают с определенной по
пуляцией и обычно применяют к ней только в связи с какой-то 
определенной исследуемой мутацией, например температурочув
ствительной (ts). Однако дикий тип, или ^+-вирус, может содер
жать иные мутации (не ̂ s-класса, по отношению к которым дикий 
тип был определен). Теперь общепризнано, что вирус или ген, 
обозначаемый как дикий, может не совсем точно соответствовать 
вирусу или гену, выделенному из природной популяции. Это об
стоятельство заставляет различать лабораторные дикие типы и 
новые вирусные изоляты, полученные от природных хозяев и обо
значаемые как «природные изоляты». С терминами «штамм», 
«тип» и «вариант» связывают свои специфические значения. 
Штаммом часто обозначают различные дикие типы одного виру
са, например штаммы Орсэй и Нью-Джерси вируса везикулярно
го стоматита. Термин «тип» стал синонимом термина «серотип», 
который определяют по нейтрализации инфекционности, напри
мер серотипы реовируса 1, 2 и 3. Термин «вариант» обычно обо
значает вирус, который фенотипически отличается от дикого ти
па, но вместе с тем генотипическая основа различия для него
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неизвестна, например варианты по нейтрализации сыворотками- 
В большинстве современных генетических вирусологических ис
следований обычно имеют дело с мутантами, которые отличают
ся от дикого типа по известным генетическим параметрам; в свя
зи с этим другие термины встречаются не часто.

Спонтанная мутация

Некоторые вирусы дают значительную долю мутантов при 
пассировании в отсутствие каких-либо известных мутагенов. Эти 
спонтанные мутации накапливаются в геномах вирусов и при
водят к изменчивости фенотипа, которая является объектом се
лективного давления в ходе эволюции вируса. Скорости спонтан
ного мутагенеза в ДНК-геномах низки; они составляют 10~8— 
10~п на каждый включенный нуклеотид. У РНК-содержащих ви
русов скорости спонтанного мутагенеза значительно выше, по
рядка 10-3— 10~ 4 на каждый включенный нуклеотид. Считают» 
что более высокие скорости накопления мутаций обусловлены 
низкой точностью репликации РНК-геномов, вероятно связанной 
с отсутствием у РНК-репликаз корректирующей активности, ко
торая присуща ферментам, реплицирующим ДНК [61]. Таким 
образом, в то время как геномы ДНК-содержащих вирусов отно
сительно стабильны, этого нельзя сказать об РНК-содержащих 
вирусах, т. е. высокие скорости спонтанного мутагенеза делают 
концепцию дикого типа применительно к ним довольно шаткой. 
Тем не менее данные, полученные на системе фага Q(3, показа
ли, что в равновесии дикий тип доминирует в популяции, по
скольку он реплицируется быстрее, чем спонтанно возникающие 
мутанты [27]. К сожалению для генетиков, ряд факторов стиму
лирует неравновесие в популяции геномов [61], и эти факторы 
часто способствуют накоплению мутантов в популяции. Из-за 
спонтанного мутагенеза трудно поддерживать гомогенность по
пуляции вируса, будь то дикий тип или мутант. Для того чтобы 
обойти эту трудность, вирусы периодически, реклонируют, одна
ко мутанты часто возникают и в ходе образования бляшки, и в 
ходе роста вируса, поэтому бывает трудно получить генетически 
однородные препараты вируса с высоким титром [13, 163].

Как отмечалось выше, скорость спонтанного мутагенеза осо
бенно высока в РНК-геномах. Например, популяции вируса 
ньюкаслской болезни содержат мелкобляшечные мутанты с ча
стотой от 3 до 7 % [52]. Для вируса везикулярного стоматита 
частота перехода к ŝ-фенотипу равна 1— 5% [105]. Напротив, 
для ДНК-содержащих вирусов частота спонтанного мутагенеза 
значительно ниже. Для вируса оспы кроликов обнаружено менее 
0,1% спонтанных ^-мутантов [124]. В большинстве случаев ско
рость спонтанного мутагенеза настолько низка, что не заслужи
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вает специального обсуждения. Лишь в нескольких случаях ско
рость спонтанного мутагенеза у ДНК-содержащих вирусов со
ставляла до 1 % [36].

Индуцированные мутации

Большая часть мутантов, выделенных в ходе исследования 
вирусов животных, получена из популяций дикого типа, обрабо
танных мутагенами. Мутагены обычно применяют для того, что
бы увеличить частоту мутаций в популяции, после чего мутанты 
подвергают скринингу с помощью подходящего селективного 
давления. Основной проблемой, связанной с использованием му
тагенов, является подбор подходящей дозы, так чтобы частота 
мутаций с требуемым фенотипом увеличивалась, но вероятность 
множественных мутаций в индивидуальном геноме была мини
мальна. Поскольку применение большинства мутагенов приводит 
к потере инфекционное™ или к снижению урожая вируса, для 
каждой комбинации вирус — клетка — мутаген следует получать 
кривую зависимости действия от дозы мутагена. Из такой кривой 
можно рассчитать число летальных «ударов» в среднем на геном, 
пользуясь распределением Пуассона. Однако, поскольку многие 
мутации не являются летальными, число летальных ударов при 
данной дозе мутагена оказывается абсолютно минимальным чис
лом мутационных событий, индуцированных мутагеном при этой 
дозе. Как правило, желательно получить мутанты, которые отли
чаются от дикого типа только одной мутацией. Для того чтобы 
сделать максимальной вероятность выделения мутантов, содер
жащих только одну мутацию, отбор ведут при наиболее низкой 
дозе мутагена, дающей достаточную частоту мутаций с желае
мым фенотипом.

В системах с вирусами животных было использовано множе
ство различных мутагенов, но все они входят в небольшое число 
классов, определяемых по механизму мутагенеза. Эти механиз
мы подробно рассмотрены в обзорах [28, 29, 44] и поэтому здесь 
описываются лишь в-общих чертах. Мутагены одного класса, 
обычно называемые мутагенами in vitro, действуют путем хими
ческой модификации нуклеиновой кислоты, содержащейся в ви
русной частице. Азотистая кислота дезаминирует основания, в 
первую очередь аденин, с образованием гипоксантина, который 
при последующей репликации спаривается с цитозином. В ре
зультате действия азотистой кислоты на аденин происходит 
транзиция от АТ-пары к GC-nape. Азотистая кислота дезамини
рует также цитозин, приводя к транзиции CG— >-ТА. Другим му
тагеном in vitro является гидроксиламин; он реагирует специфи
чески только с цитозином и вызывает транзицию CG— >-ТА. Боль
шой класс мутагенов in vitro представлен алкилирующими аген
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тами, которые действуют на многие позиции в основаниях, но 
предпочтительно алкилируют пурины в положении N-7. Алкили- 
рующие агенты — нитрозогуанидин, этанметансульфонат и ме- 
тилметансульфонат — являются мощными мутагенами. Во вто
рой класс входят мутагены in vivo, которые требуют для своего 
действия метаболически активной нуклеиновой кислоты. Одна 
группа мутагенов in vivo содержит аналоги оснований, которые 
включаются в нуклеиновую кислоту в ходе синтеза по правилам 
нормального спаривания. Включившись, эти аналоги способны 
претерпевать таутомерные переходы, которые приводят их к спа
риванию с различными основаниями, вызывая таким образом 
транзиции и трансверсии. Часто используют аналоги: 2-аминопу- 
рин, 5-бромдезоксиуридин и 5-азацитидин. В другую группу му
тагенов in vivo включены интеркалирующие агенты. Они имеют 
плоскую структуру с гидрофобными поверхностями и внедряют
ся в стопку оснований. При последующей репликации нуклеино
вой кислоты нарушение стопки приводит к вставкам или деле
ниям. Примерами интеркалирующих агентов являются акриди
новые красители, такие как профлавин и соединения ICR, синте
зированные в Институте раковых исследований в Филадельфии. 
Ультрафиолет также иногда используют в качестве мутагена. 
Основным продуктом действия ультрафиолета являются димеры 
пиримидинов. В ДНК пиримидиновые димеры вырезаются, и счи
тают, что мутации обусловлены неправильным включением осно
ваний в процессе репарации. Для РНК механизм ультрафиоле
тового мутагенеза неизвестен.

Большинству мутаций присуще свойство возврата (реверсии) 
к дикому типу. Каждая мутация имеет характерную частоту ре
версий, которую можно точно измерить. Частоты обратных мута
ций были измерены более точно, чем скорости прямых мутаций, 
поскольку к мутанту могут быть применены сильные селектив
ные воздействия, что способствует выявлению редких ревертан- 
тов. Реверсии можно вызвать мутагенами, и часто знание меха
низма действия мутагена, применявшегося при получении пря
мой, а также обратной мутации, может быть использовано д^я 
предположительного выяснения типа замены оснований при пря
мой мутации.

Типы мутантов

У различных вирусов животных выделено большое число раз
ных типов мутантов. От многих мутантов, которых использовали 
на ранних этапах генетических исследований, впоследствии отка
зались, поскольку выяснилось, что они возникли вследствие мно
жественных мутаций, или плейотропны. Хорошие мутанты для 
генетических исследований должны иметь четкое фенотипическое



Основы генетики вирусов животных 18?

выражение (полную пенетрантность), легко выявляться, быть до
статочно стабильными и быть следствием одной мутации [37]. 
Этим критериям удовлетворяют мутации многих типов; некото
рые из них обсуждаются ниже.

Мутанты по морфологии бляшек

Мутанты по морфологии бляшек имеют измененную морфоло
гию благодаря какой-либо особенности метаболизма по сравне
нию с диким типом. У аденовирусов мутанты с большими бляш
ками быстрее по сравнению с диким типом освобождают вирус 
из клетки [78]. Синцитиальные мутанты (syn) таких вирусов, 
как вирус простого герпеса (herpes simplex virus, HSV), вместо 
типичного цитолитического действия обладают способностью ин
дуцировать слияние соседних клеток [120]. Считают, что у 
sг/я-мутантов HSV изменено гликозилирование поверхностных 
белков [72]. Характерные изменения морфологии бляшек описа
ны для ^s-мутантов, растущих при пермиссивной температуре, а 
особую морфологию бляшек при непермиссивной температуре у 
реовируса связывают с не полностью летальными ^-мутациями
[109]. Мутации по морфологии бляшек удобны в качестве несе
лективных маркеров при многофакторных скрещиваниях [1 1 ].

Мутанты по спектру хозяев

Для ряда вирусов выделены мутанты по спектру хозяев. 
Бенджамин [5] получил мутанты вируса полиомы, способные 
расти только на клетках,- трансформированных вирусом полио
мы, но не на нормальных мышиных клетках. Выделены мутанты- 
аденовируса типа 5, способные расти только на клетках челове
ка, но не на клетках хомячков [145]. Сходные мутанты выявле
ны и для многих других вирусов. Зависимые от хозяина супрес- 
сируемые мутации обрыва цепи, с таким успехом применяемые в 
фаговых системах, в системах с вирусами животных не использо
вались. У вирусов животных существуют нонсенс-мутанты, кото
рые супрессируются в системах синтеза белка in vitro при добав
лении супрессорных амбер- или охр-тРНК [46]. Однако широкое 
использование мутаций этого класса, зависимых от хозяина, воз
можно только после разработки клеточных линий, содержащих 
супрессорные тРНК.

Температурочувствитепьные мутанты

Температурочувствительные мутации — наиболее удобный 
тип мутаций вирусов животных, в первую очередь благодаря ус
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ловной летальности своего фенотипа. Температурочувствитель
ные мутанты возникают в результате миссенс-мутадий, при кото
рых нуклеотидная последовательность изменяется таким обра
зом, что образующийся белковый продукт не способен принять 
или сохранять функционально активную конформацию при не- 
пермиссивной (высокой) температуре. Однако при низкой (пер- 
миссивной) температуре белок способен принимать функцио
нально активную конформацию, так что мутант сохраняет спо
собность размножаться. Поскольку fs-мутанты условно-леталь- 
ны, теоретически можно получить fs-мутации по любому вирус
ному гену, кодирующему необходимый продукт. В самом деле, 
для некоторых вирусов ^s-мутанты выделены по всем вирусным 
генам [112, 129]. Для других вирусов найдены ^s-мутанты по 
•многим генам.

Некоторые свойства ŝ-мутантов заслуживают упоминания. 
^-Мутанты дают полноразмерные белки, которые имеют ту же 
иммунологическую специфичность, что и белки дикого типа. Про 
^s-мутанты часто говорят, что они «текут». Это означает, что при 
непермиссивной температуре сохраняется некоторая функцио
нальная активность, хотя функция нарушена настолько, что об
разуется очень мало инфекционного вируса. Тем не менее при 
пермиссивной температуре ŝ-мутанты редко функционируют с 
той же эффективностью, что и дикий тип. Это часто осложняет 
получение препаратов мутанта с высоким титром, поскольку ре- 
вертанты к дикому типу, хотя и редки, но имеют большое пре
имущество в росте даже при пермиссивной температуре. Если 
te-мутация расположена в структурном гене, то вирионы, полу
ченные при пермиссивной температуре, могут оказаться термо
лабильными. Неструктурные белки, несущие ^s-мутацию, могут 
быть термолабильными или устойчивыми к теплу, причем по
следнее относится к случаю, когда они синтезированы и сверну
ты в стабильную биологически активную конформацию при пер
миссивной температуре до переноса в условия с непермиссивной 
температурой.

Холодочувствительные мутанты

Холодочувствительные (cs) мутации с успехом применяли в 
•прокариотических системах в сочетании с ^s-мутациями для вы
явления периодов работы определенных генов. Считали, что 
cs-мутанты могут быть полезны также и у вирусов животных. 
Однако необходимость использования существенно более низкой, 
чем оптимальная, непермиссивной температуры делает их при
менение в системах вирусов животных нецелесообразным.
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Делеционные мутанты

Спонтанные и индуцированные делеционные мутанты выде
лены для многих вирусов. Спонтанные делеционные мутации [10] 
накапливаются в вирусных популяциях, пассируемых при высо
кой множественности заражения '[160, 171]. Разработано несколь
ко процедур для получения делеционных мутаций, зачастую в 
заранее намеченном месте генома [71, 81]. Во многих делецион
ных мутантах утеряны важные участки, поэтому для их пасси
рования требуется присутствие вируса-помощника. В других 
случаях, когда утрачены несущественные участки генома, деле
ционные мутанты жизнеспособны и могут размножаться без 
помощника. Делеционные мутанты удобны при картировании 
специфических функций и белков в вирусном геноме [71, 81].

Другие маркеры

В различных системах с вирусами животных применяли и 
многие другие маркеры. Мутанты, устойчивые к ингибиторам,, 
оказались полезными для картирования генома вируса полио
миелита [20] и исследований генов тимидивкиназы и ДНК-поли- 
меразы HSV [141]. В последнее время в качестве генетических 
маркеров при изучении молекулярных основ этих явлений у ря
да вирусов стали использовать различия в вирулентности или 
специфических патогенных свойствах разных штаммов виру
сов [132]. Полезным генетическим маркером в ряде вирусных 
систем являются также различия в электрофоретической по
движности нуклеиновых кислот и белков.

Использование /s-мутантов 
. для анализа функций гена

Характеризация /s-мутанта в отношении синтеза вирусных 
нуклеиновых кислот и белков часто позволяет найти изменен
ную специфическую функцию и таким образом выявить вирус- 
опецифическую активность. Мутанты могут быть исследованы 
при непермиссивной температуре на синтез дочерних геномов,, 
вирусной РНК и вирус-специфичесюих ферментов и белков. Му
танты можно также проверить на специфические дефекты в сбор
ке дочерних вирионов и вирус-опецифические воздействия на 
синтез макромолекул клетки-хозяина. В общем хотя с каждым 
мутантом связан свой фенотип, мутанты могут иметь изменения 
сразу в нескольких этапах метаболизма макромолекул или сбор
ки вирусов по сравнению с диким типом. Такой плейотропный 
фенотип индивидуальных мутантов может быть следствием не
скольких возможных действий мутации, а) Мутация может быть



192 Глава 7

не полностью летальной, т. е. «текучей», или лики-мутацией, и 
вследствие этого только частично блокировать соответствующую 
функцию, б) Мутация может быть истинно плейотропной, т. е. 
затрагивать несколько функций вируса, в) В (результате -нару
шения мутацией одной функции может начать функционировать 
альтернативный метаболический путь, г) Мутант может содер
жать несколько мутаций и поэтому быть дефектным по несколь
ким функциональным путям. Несмотря «а эти осложнения, 'изу
чение функциональных дефектов, связанных с /s-мутациями, 
дало массу полезной информации о функциях индивидуальных- 
вирусных генов.

После выявления специфической функции, нарушаемой /s-му- 
тацией, можно определить время в репликативном цикле вируса, 
когда эта функция реализуется. Этого достигают в опытах по 
(изменению температуры, при которой выращивается вирус. Та
кие опыты ставятся следующим образом [37]. Культуру, зара
женную при высокой множественности, инкубируют вначале 
при пермиссивной (опыты shift-up) или непермиссивной темпе
ратуре (опыты shift-down) ;и через определенные промежутки 
времени переносят соответственно в условия непермиссивной 
яли пермиссивной температуры. По завершении цикла размно
жения вируса все культуры анализируют на продукцию инфек
ционного вируса. Мутанты с дефектными ранними функциями 
дают хороший выход в опытах типа shift-up и плохой в опытах 
типа shift-down. В том случае, если /s-дефект реализуется позд
но в репликативном цикле, наблюдается обратная ситуация. Со
четание опытов типа shift-up и shift-down позволяет довольно 
точно определить время реализации мутантной функции в реп
ликативном цикле.

Классическим примером использования /s-мутантов для ис
следования функции гена являются мутанты tsA SV40. Неспо
собность ряда мутантов tsA трансформировать клетки прл непер
миссивной температуре указывала на то, что мутанты дефект
ны по функции трансформации (147]. Однако, когда клетки, 
трансформированные при пермиссивной температуре, проверяли 
на фенотип после переноса в условия непермиссивной темпера
туры (shift-up), некоторые мутанты сохраняли трансформиро
ванный фенотип, в то время как другие не сохраняли. Эти ре
зультаты показали, что функция tsA требуется для установления 
трансформации, но лишь в некоторой степени нужна для под
держания состояния трансфор'мации.

Генетические взаимодействия между вирусами

Основным методом исследования генетических взаимодейст
вий между вирусами служит смешанное заражение клеток куль
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туры тканей. Эти исследования позволили, во-первых, осущест
вить функциональное группирование мутантов (комплементация) 
и, во-вторых, обозначить мутация на линейных картах или поме
стить их /в группы рекомбинации (рекомбинация). Тесты иа ком
плементацию и рекомбинацию являются двумя наиболее полез
ными приемами, доступными генетикам.

Комплементация

Комплементацией называют взаимодействие генных продук
тов вируса в смешанно-инфицированных «летках, которое при
водит к увеличению выхода одного или обоих вирусов, в то вре
мя как их генотип остается неизменным. Это определение отра
жает тот факт, что один или оба вируса (мутанта) предостав
ляют белковый продукт, по которому другой партнер дефектен, 
что позволяет одному или обоим мутантам расти в смешанно- 
инфицированных клетках. Следовательно, если оба «родителя» 
дефектны по одному и тому же генному продукту (функции), то 
ни один из них не способен обеспечить недостающую функцию, 
и комплементации не происходит. Таким образом, тест «а ком
плементацию можно использовать для классификации и объеди
нения вирусных мутантов в различные функциональные группы. 
Полагают, что два мутанта, неспособные комплементировать 
друг друга, имеют дефект в одном и том же гене и генном про
дукте, тогда как мутанты, способные ко взаимной комплемен
тации, имеют дефект в различных генах и генных продуктах. Де
ление мутантов на комллементационные группы может быть 
проведено без всякого знания специфических биохимических 
дефектов этих мутантов. Теоретически возможно столько же 
комплементационных групп, сколько и генов. Однако абсолют
ная летальность некоторых мутаций или несущественная функ
ция других часто приводит к тому, что число комплементацион
ных групп меньше числа генов.

Тест на комплементацию легче всего проводить с мутантами 
условно-летального типа. Для постановки такого теста клетки 
заражают совместно двумя мутантами, а в качестве контроля 
используют клетки, зараженные этими мутантами по отдельно
сти. Зараженные клетки инкубируют в яепермиссивных условиях 
(при высокой температуре в случае /s-мутантов). По истечении 
времени, достаточного для роста вируса, определяют суммарный 
выход при смешанной и раздельной инфекции, титруя вирус при 
пермиссивных условиях (низкой температуре в случае /s-мута
ций) . Индекс комплементации рассчитывают как отношение уро
жая вируса при смешанном заражении к сумме урожаев в раз
дельно зараженных контролях. Комплементацию измеряют по 
увеличению урожая при смешанной инфекции. Индекс компле-
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ментащш >1,0 указывает яа комплементацию. Для того чтобы 
снять эффект множественности и другие факторы, влияющие на 
выход при смешанной инфекции, обычно считают значимыми 
индексы комплементации, превышающие 2,0. Поскольку в усло
виях комплементации происходит рост вируса, может происхо
дить и рекомбинация, что приводит к появлению в урожае сме
шанной инфекции рекомбинантов дикого типа. В связи с этим 
в уравнение подсчета индексов комплементации вводят допол
нительный член для учета вклада рекомбинации в увеличение 
урожая вируса.

Существуют два типа комплементации. Наиболее типична- 
неаллельная, или межгенная, комплементация, при которой му
танты, дефектные по различным функциям, помогают друг другу 
в репликации, предоставляя функцию, дефектную у другого ви
руса. Неаллельная комплементация полезна для определения 
числа различных генов, выявляемых с использованием данной 
коллекции мутантов. Она широко применялась для генетическо
го описания мутантов вирусов животных. Аллельная, или внут- 
ригенная, комплементация наблюдается намного реже я проис
ходит в том случае, если генный продукт, дефектный у обоих 
партнеров, образует мультимерный белок [42]. В этом случае 
различные партнеры имеют дефект в разных доменах одного и 
того же белка. Если мультимерный белок состоит из субъеди
ниц одного партнера, то он функционально неактивен. Однако, 
если мультимер состоит из субъединиц от обоих партнеров, он 
может принять функционально активную конформацию, и будет 
наблюдаться комплементация. У мутантов вирусов животных 
известно несколько -примеров аллельной комплементации [89].

Комплементация между мутантами может быть асимметрич
ной, или односторонней, когда в потомстве представлен вирус 
только одного типа. Асимметричная комплементация обнаруже
на между мутантами вируса полиомиелита [18]. В некоторых 
вирусных системах комплементации не наблюдается [14], хотя 
неспособность «  комплементации может быть вторичной по отно
шению к другим свойствам таких мутантов (см. ниже). В других 
вирусных системах 'комплементация, напротив, выражена на
столько, что измерение других взаимодействий между вирусами 
затруднено из-за высокого фона, вызванного комплемента
цией [31].

При отборе вирусных мутантов комплементация часто бы
вает первым генетическим тестом, который выполняется для 
этих мутантов. Комплементационный тест достаточно прост и 
позволяет быстро разделить мутанты на группы по функциям, 
которые можно далее исследовать другими способами. На ком
плементацию были проверены практически все коллекции вирус
ных мутантов, однако особенно полезен этот тест для тех виру-
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сов, для которых невозможен рекомбинационный анализ в силу 
отсутствия у -них рекомбинаций, например тога-вирусов [103], раб- 
довирусов [104, 105] и парам,иксовирусов [9]. В табл. 7.1 содер
жатся данные, полученные в стандартных тестах на комплемеи-

Таблица 7.1. Комплементация между /s-мутантами вируса Синдбис [103]

Групп® Уровень ком плем ентации,11при смешанном зараженииununneuPU. ' _
тации Мутант ts2i ts19 ts17 tS4 ts24 ts11 !s6 ts2 ts5 tsW !s23 ts20

А ts21 — 0,2 0,1 0,1 1,5 17,6 200 43 27 24
2)

rt.0. и.о.
А ts19 — 0,4 0,5 3,2 120 485 И.О. 16 19 43 12
А ts17 _ H.O. 4,5 30 393 25 31 17 19 23
А tS4 — 0,4 9 127 19 H.O. 27 но. 8
А ts24 _ 4,2 364 22 29 18 16 5
А' ts11 — 280 1,8 50 43 H.O. 12
В ts6 — 62 93 64 68 21
С ts2 — И 36 27 5,2
С ts5 — 345 61 8
D ts10 — V 16,7
D ts 23 8,5
Е ts20 —

*) Уровень комплементации представляет собой отношение тнтра вируса, полученного при 
•смешанном заражении двумя fs-мутантами прн непермиссивной температуре, к сумме 
титров, полученных при раздельном заражении.
*) н. о. — не определяли.

тацию у вируса Синдбис [103]. На основе этих данных, которые 
также иллюстрируют некоторые осложнения, часто встречаю
щиеся при комплементационном анализе, использованные -мутан
ты разделены на шесть -групп комплементации. Например, му
тант ts ll попадает в комплементационную группу, обозначен
ную к'. Это овязано с получаемыми для него вариациями в ре
зультатах. Вначале -он был помещен в самостоятельную группу, 
затем включен в группу А и затем снова помещен отдельно. По
этому статус мутанта ts ll и комплементационной группы А' 
следует рассматривать как неустоявшиеся. Мутант ts6 из груп
пы В комплементирует со всеми остальными мутантами намного 
сильнее, чем это наблюдается для других пар. Среди мутантов 
группы А степень комплементации сильно -варьирует. Эти два 
последних факта показывают, что существует проблема опреде
ления уровня, с которого комплементация может считаться зна
чимой, и различения этого уровня от отсутствия комплементации.

Комплементация наблюдается в ряде природных ситуаций в 
системах с вирусами животных. При пассировании ряда вирусов 
при высокой множественности заражения спонтанно возникают 
делеционные мутанты [160]. Такие мутанты характерны для пре
паратов вирусов, которые интерферируют с диким типом и дру
гими мутантами [65]. Делеционные мутанты не способны расти 
самостоятельно, но поддерживаются в популяции благодаря ком
плементации, которую обеспечивает небольшое 'количество виру

13*
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са с полноценным геномом, присутствующее в популяции (вирус- 
помощник). Комплементация была обнаружена также у РНК-со
держащих трансформирующих опухолеродных вирусов, большая 
часть которых дефектна по репликации из-за делеции генов, 
кодирующих репликативные функции [87]. Препараты этих виру
сов наряду с дефектными по репликации трансформирующими 
вирусами содержат родственный вирус, способный к репликации, 
но дефектный по трансформации. Этот второй вирус спасае.т 
дефектный по репликации вирус путём комплементации, поддер
живая его существование в популяции ©ируса. В некоторых слу
чаях к комплементации способны и неродственные вирусы. На
пример, некоторые аденовирусы человека не могут закончить 
цикл своей репликации в клетках почек обезьян. Однако в клет
ках, зараженных SV40 и аденовирусом, синтезируются как SV40, 
так и аденовирус [98]. Это указывает на то, что два неродствен
ные вируса могут комплементировать, исправляя свои дефекты, 
связанные с ограничением спектра хозяев.

Рекомбинация

Рекомбинация — это физическое взаимодействие между ви
русными геномами в смешанно-зараженной клетке. В результа
те рекомбинации возникают дочерние геномы, которые содержат 
генетическую информацию в сочетании, отсутствующем у роди
телей. У вирусов животных это взаимодействие может проис
ходить двумя различными способами в зависимости от физиче
ской организации вирусного генома. У вирусов, имеющих одну 
геномную молекулу, включая все ДНК-содержащие вирусы и 
часть РНК-содержащих вирусов, рекомбинация включает разрыв 
и воссоединение ковалентной связи в нуклеиновой кислоте с об
разованием дочерних геномов неродительского типа (внутримо
лекулярная рекомбинация). У вирусов с сегментированным гено
мом, включая вирусы гриппа, реовирусы, буньявирусы и арена- 
вирусы, в ходе рекомбинационного процесса ковалентные связи 
не-разрываются. Вместо этого сегменты генома перемешиваются 
случайным образом при помощи механизма, называемого пере
тасовыванием, или реассортацией (reassortment). Два упомяну
тых рекомбинационных механизма имеют важное значение для 
рекомбинационного поведения, наблюдаемого у мутантов. В си
стемах, где рекомбинация происходит по механизму разрыв — 
воссоединение вероятность того, что рекомбинационное событие 
произойдет между двумя мутациями, пропорциональна физиче
скому расстоянию между этими мутациями на хромосоме. Пары 
мутантов обнаруживают непрерывный ряд частот рекомбинаций 
вплоть до теоретического максимума 50%. Этот ряд позволяет 
выстроить мутанты на линейной карте, где каждая мутация точ
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но локализована по отношению к остальным мутациям на хромо
соме. Максимальная теоретическая частота рекомбинации, рав
ная 50%, следует из частоты генетических обменов, которые 
могут происходить между отдаленными маркерами. Рекомби
нантным сочетанием этих маркеров будут обладать только до
черние хромосомы с нечетным числом рекомбинационных собы
тий между маркерами, и, если рекомбинационных обменов 
будет много, лишь 50% будут содержать требующееся нечетное 
число обменов.

У вирусов с сегментированным геномом наблюдается иной 
тип рекомбинации. При парных скрещиваниях мутантов частота 
рекомбинации либо очень высока, либо рекомбинация не обна
руживается вовсе. Такая -рекомбинация по типу «все или ничего» 
интерпретируется следующим образом: в случае отсутствия ре
комбинации считают, что обе мутации расположены на одном 
и том же сегменте генома, так что обмен сегментами не приво
дит к появлению сочетания маркеров, отличного от родитель
ского (сегменты, не имеющие мутаций, могут обмениваться с 
образованием неродительских комбинаций, однако последние 
нельзя выявить). В парах мутантов, для которых наблюдается 
высокая частота рекомбинаций, считают, что мутации распола
гаются в различных сегментах генома, и таким образом обмен 
сегментами при скрещивании может дать неродительское соче
тание маркеров (сегменты, которые не несут мутаций, естествен
но, также могут обмениваться). Никакого градиента частот ре
комбинаций при этом не обнаруживается; это указывает на то, 

что внутримолекулярная рекомбинация по механизму разрыв — 
воссоединение не происходит с заметной частотой. В системах, 
в которых происходит обмен маркеров, ожидаемая частота ре
комбинации составляет 50%. Однако такая частота редко наблю
дается, поскольку на реассортацию сегментов генома могут 
влиять многочисленные пока плохо изученные факторы.

Рекомбинационный анализ легче всего проводить с мутанта
ми условно-летального типа. Для проведения тестов на реком
бинацию клетки подвергают смешанному заражению мутантами 
двух типов, а также заражению мутантами по отдельности. За 
раженные клетки инкубируют при пермиссивных условиях в те
чение времени, достаточного для завершения цикла репликации. 
Урожай вируса в смешанно и раздельно зараженных клетках 
определяют, титруя вирус в непермиссивных условиях, для того 
чтобы определить количество рекомбинантов, имеющих дикий 
фенотип, или урожай ревертангов в случае раздельного зара
жения. При смешанном заражении определяют также полный 
урожай вируса в пермиссивных условиях. Частоту рекомбинации 
вычисляют следующим образом: урожай рекомбинантов дикого 
типа при смешанном заражении (измеренный при непермиссив-
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ных условиях) корректируют на вклад реверсии, вычитая из 
этого урожая сумму урожаев раздельно зараженных клеток (из
меренных при непермиосивных условиях). Затем это число ре
комбинантов дикого типа делят на суммарный урожай при сме
шанном заражении (измеренный при пермиссивных условиях), 
в результате чего получают долю урожая, которую составляют 
рекомбинанты дикого типа. Поскольку рекомбинация в популя
ции реципрокна, долю рекомбинантов дикого типа умножают 
на 2 , для того чтобы учесть двойные мутанты, которые не 
могут быть обнаружены таким образом. Наконец, долю реком
бинантов приводят к -процентам, умножая на 100. Для некото
рых вирусов, у которых реципрокность рекомбинации не доказа
на, поправки на двойную рекомбинацию не делают, и частоты 
рекомбинации выражают как процент рекомбинантов дикого 
типа. Другим способом оценки рекомбинации служит определе
ние индекса рекомбинации, который соответствует повышению 
урожая рекомбинантов дикого типа при смешанной инфекции 
в непермиссивных условиях по сравнению с урожаями при раз
дельном заражении. Хотя данные о рекомбинации в форме ин
дексов рекомбинации нельзя использовать для точного расчета 
карт сцепления, они полезны в случае вирусов с сегментирован
ным геномом, у которых не наблюдается сцепления признаков 
и рекомбинационные тесты просто либо положительны, либо от
рицательны. Индекс рекомбинации используют потому, что его 
расчет очень прост и требует титрования урожая только при не
пермиссивных условиях.

Рекомбинационный анализ проводили различными способа
ми с использованием разнообразных маркеров. Ниже мы обсу
дим некоторые применявшиеся типы рекомбинационного анали
за и ту информацию, которая может быть извлечена из каждого 
из них.

Двухфакторные скрещивания

Двухфакторные скрещивания проводили практически со все
ми коллекциями мутантов. На основании знания частот реком
бинации, полученных при попарных скрещиваниях вирусов, ре
комбинирующих по механизму -разрыв — воссоединение, можно 
расположить все мутации на линейной карте. Мутанты каждой 
комплементационной группы обычно располагаются в небольшой 
области этой карты, что указывает на повреждения в одном гене. 
Максимальное расстояние между мутациями в одной группе 
комплементации позволяет получить минимальную оценку раз
мера гена. В табл. 7.2 содержатся типичные результаты, полу
ченные при двухфакторных скрещиваниях; в данном случае 
использовали fs-мутанты HSV-1 [128], для которых градиент ча-
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аблица 7.2. Рекомбинация между ^s-мутантами H SV-1  4>

Группа Частота 1}
компле- реверсии Частоты рекомбинации при скрещивании f r -мутантоа

ции Мутант та я
fs?6 ts2 ts21 tS4 /S5 /s6 tsl7 tsi8 ts3 ts8 ts12 ts19 ts20 ts22

А ts15g
ts16g

0,004
0,028

3.3 H.0.5) H.O. 
H.0. 18,3

H,0.
8,5

HO.

H-0.
H.0,
H.0.

15,2
15,1

12,2
9,8

H-0.
2,0

H.O,
H.O.

12,3
9,0

H.O.
7,5

HO.

HO.
HO.

5,0
в ts2b

ts21u
0,002
0,004

-  1,5 29,6
56,1

20,1
20,1

19,4
20,7

36,2
33,8

35,5
36,9

26,7
28,2

25,9
24,6

38,7
36,1

14,8
33,2

29,9
31,8

34,5
32,0

С tS4b 0,019 — 0,8 1,5 14,2 17,9 9,2 3,4 9,2 3,4 4,6 3,2
Е tsSb

ts6b
0,003
0,002

— 0,001 15,6
17,4

16,8
14,4

5,6
5,3

5,5
5,4

19,0
20,5

0,3
13,2

9,7
11,1

14,0
12,4

F tsl7g
tsi8g

0,014
0,001

— 0,04 8,6
10,8

9,3
11.1

3,2
1,6

2,6
2,4

6,1
7,4

2,0
3,8

G tsSb
tsBb

0,003
0,002

— 0,9 13,5
15,0

23,1
5,9

2,4
3,8

6,4
7,3

J t$12g 0,008 — 11,1 7.3 4,3

М ts19u 0,022 — 41,1 31,4

N ts20u 0,028 22,6

1) Частоты рекомбинации рассчитывали, как описано в тексте. Внесена поправка на не- 
эегистрируемые двойные мутанты.
О Частоты реверсии представлены в виде доли вируса дикого типа, получаемой при ауто- 
tpoccax.
*) Не определяли.
') Видоизменено с разрешения из работы [128].

стот рекомбинации составляет от менее 1 % до немного больше 
50%. Эти данные согласуются с единственным линейным распо
ложением мутаций, причем расстояние между ними определя
ется частотами рекомбинаций (рис. 7.1). Приведенный пример 
иллюстрирует некоторые свойства данных, получаемых -при двух
факторных скрещиваниях. Карта простирается на 38,7 единиц 
рекомбинации между двумя наиболее удаленными маркерами, 
и 37,2 единицы, если суммировать расстояния между соседними 
маркерами. Таким образом, ожидаемая аддитивность рекомби
национных частот оказывается вполне удовлетворительной. Од
нако два мутанта в табл. 7.2 (ts4b и tsl9u) дают рекомбина
ционные частоты, которые неаддитивны с другими мутантами 
и поэтому не могут быть включены в эту карту (рис. 7.1). Такие 
мутанты, как tsl5g и tsl6g, нельзя поместить на карту до тех 
пор, пока они не будут скрещены со всеми другими мутантами. 
На основании того небольшого числа скрещиваний, которое про
ведено с ними, можно предположить, ' что о®ш располагаются 
либо справа, либо слева от мутантов групп F и J.

Данные, получаемые при двухфакторных скрещиваниях ви
русов с сегментированным геномом, совершенно иные. Механизм 
«все или ничего», действующий при обмене сегментами, не поз
воляет расположить мутации на линейной карте. Данные по ре
комбинации реовируса [112] приведены в табл. 7.3. Частоты ре-
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Таблица 7.3. Рекомбинация между прототипиыми мутантами реовируса [112]

Процент /5 +-рекомбинантов при скрещивании

Мутант fsA (201) fsfi(352) fsC(447) fsD(357) fs£(320) fsF(556) ?sG(453) tsH{ 26/8) fs/(138) fsJ(128)

fsA(201; — 3,06 3,81 4,43 4,13 2,04 5,90 2,31 0,95 3;42
lsB(352) — 3,73 2,08 5,01 2,37 1,89 6,91 3,42 2,30
teC(447) — 7,93 8,31 1,52 8,61 10,99 9,00 2,67
tsD(357) — 9,26 3,75 6,37 10,93 5,30 7,01

*s£(320) — 5,61 7,80 5,39 ,2,43 3,31

fsF(556) — 1,59 2,28 0,93 3,53
*sG(453) — 6,35 3,64 6,78
fsH(26/8) — 3,57 3,71 '
fs/(138) — 2,65
fsJ(l28) —

О Частоты рекомбинаций представляют собой центр ,̂ +-рекомбинаитов без iкоррекции
на двойные мутанты.

комбинаций десяти исследованных рекомбинантов варьируют от 
0,93 до 10,99%. Хотя наблюдается градиент частот, мутанты 
нельзя упорядочить в единую самосогласованную аддитивную 
линейную карту. Кроме того, статистический анализ повторных 
скрещиваний некоторых из этих мутантов показал, что они не 
имеют взаимного сцепления [38]. Отсутствие сцепления ожида
лось для рекомбинации по механизму обмена сегментами. Одна
ко частоты ^ +-рекомбинантов значительно ниже теоретических 
25%, ожидаемых для системы со свободным обменом сегмента
ми. Причина низких частот рекомбинантов у обменивающихся 
сегментами вирусов пока не выяснена; не исключено, что это 
связано с другими свойствами мутантов (см. ниже).

Трехфакторные скрещивания

Трехфакторные скрещивания полезны для определения сцеп
ления между мутантами и для установления порядка тесно 
сцепленных мутаций у однохромосомных вирусов, рекомбини
рующих по механизму разрыв — воссоединение. Когда маркеры 
очень далеки или очень близки, аддитивность рекомбинации на
рушается, и генетик часто вынужден обратиться к трехфактор
ному скрещиванию для выяснения неточностей на карте. Как 
следует из названия, трехфакторное скрещивание предполагает 
использование трех мутаций, причем рекомбинантов отбирают по 
двум из них и не отбирают по третьей. В случае вирусов жи
вотных два селектируемых мутанта обычно принадлежат к 
^s-типу, а третьим маркером является такой, по которому или
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Рис. 7.2. Схема трехфакторного скрещивания для определения взаимного по
рядка близких маркеров и выявления сцепления между отдаленными маркера
ми. Схемы Л, £  и В показывают рекомбинационные события при трех возмож
ных ориентациях маркеров в скрещивании tsXY^Z+XX+isYZ-. Родительские 
геномы показаны жирной линией. Рекомбинационные события, отбираемые у 
Ь+-потомства, показаны более тонкой сплошной линией, а рекомбинационные 
события, влияющие на аллели неселектируемого локуса Z, —  пунктиром.Спра- 
ва от каждого варианта показаны ожидаемые распределения неселектируемого 
маркера 2.

против которого отбор в ходе селекции ^-рекомбинантов не 
ведется. Таким образом проводят скрещивание типа tsXtsY+Z+X 
XtsX+tsYZ~. Отбирают рекомбинанты tsX+tsY+, не обращая вни
мания на маркер Z. Затем определяют характер распределения 
Z+ и Z- у ^+-рекомбинантов. Соотношение Z+/Z- используют для 
определения порядка близких маркеров и сцепления между от
даленными маркерами. Три возможных результата скрещива
ния tsXtsY+Z+XtsX+tsYZ~ схематично представлены на рис. 7.2.

Б. Неселектируемый маркер слева от X

Z+

Z + > Z "

Г
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Распределение маркера Z у ^ Х +̂ У+-рекомбинантов определяет
ся его положением по отношению к локусам X и У. Если Z рас
положен слева или справа от обоих маркеров X  я У, то среди 
рекомбинантов ^+-типа будет преобладать один тип маркера Z. 
Величина неравномерности распределения Z+ и Z~ зависит ог  
расстояния (сцепления) локуса Z от ближайшего te-лакуса (tsX 
или tsY). Например, в случае А, когда локус Z расположен спра
ва от обоих локусов X  и Y, доля Z+ -в ^-рекомбинантах будет 
увеличиваться по мере приближения Z к Y, поскольку физиче
ское расстояние, на котором может произойти второй перекрест 
(обозначенный пунктиром), становится меньше. Наоборот, по 
мере удаления Z от Y вероятность второго перекреста увеличи
вается, и преобладание Z+ над Z~ становится меньше. Однако, 
даже если Z очень удален от Y, слабое сцепление остается, и в 
г^+-рекомбинантах Z+ будет представлен чуть больше, чем Z~. 
Обычно маркер Z выбирают так, что он лежит вне маркеров X 
и У. Однако если локус Z расположен между X и У, то распре
деление Z+ и Z- будет приблизительно равномерное в силу при
мерного равенства шансов «а перекрест 'между локус-ами Z и X 
и между локусами Z я У. Однако если Z расположен между X 
и У и находится ближе к одному из них, то распределение Z+ и 
Z~ становится неравномерным. В этом случае постановка скре
щиваний tsXtsY+Z~XtsX+tsYZ+ может прояснить, находится ли 
Z между, левее, либо правее ^s-маркеров. В идеальном случае 
при проведении трехфакторных скрещиваний неселектируемый 
маркер помещают в оба возможных положения по отношению к 
/s-маркерам. Такая реципрокная ориентация маркеров дает од
нозначные результаты.

Применительно к вирусам с сегментированным геномом трех
факторные скрещивания не имеют широкого распространения. 
Это связано с тем, что рекомбинация проходит по механизму об
мена сегментами. Сцепленными оказываются только те марке
ры, которые расположены в одном сегменте генома, а посколь
ку в этих системах рекомбинаций внутри сегментов не наблю
дается, такое сцепление оказывается абсолютным. Так, при 
скрещивании типа tsXtsY+Z+xtsX+tsYZ~ маркер Z будет распре
деляться случайным образом, если маркеры X, У и Z располо
жены в разных сегментах генома. Если, например, Z+ был бы 
в том же сегменте, что и tsY+, то все ^+-рекомбинанты были бы 
Z+ из-за абсолютного сцепления между tsY+ и Z+.

Трехфакторные скрещивания использовали в многочислен
ных исследованиях с применением мутантов вирусов животных. 
Например, мутацию синцитиальной морфологии бляшек исполь
зовали в качестве неселектируемого маркера в трехфакторных 
скрещиваниях ^s-мутантов HSV-1 [11]. Круг хозяев, определяе
мый хелперной функцией Ad2+ND1, использовали в качестве
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маркера в трехфакторных скрещиваниях между /s-мутантами 
аденовируса типа 5 и Ad2+ND1 [53]. У вируса полиомиелита в 
трехфакторных скрещиваниях /s-мутантов использовали мутацию 
резистентности к гуанидину [19]. Мутант, индуцирующий вирус
ный белок с измененной электрофоретической подвижностью, 
использовали в качестве неселектируемого маркера в трехфак
торных скрещиваниях /s-мутантов реовируса [21]. Таким образом, 
в качестве неселектируемого маркера в трехфакторных скрещи
ваниях /s-мутантов может быть использована практически лю
бая мутация. Однако совершенно необходимо показать, что при 
температурном отборе, который применяют к /s-мутантам при 
скрещивании, маркер на самом деле является неселектируемым.

Многофакторные скрещивания

Исследования вирусов животных с использованием более чем 
трех маркеров в каждом из родителей относительно немного
численны в основном из-за сложности получения множественных 
мутантов. Несколько работ выполнено с использованием /s-при
знака, морфологии бляшек, резистентности к ингибиторам и не
которых других биохимических признаков в различных сочета
ниях. В одном из таких исследований удалось выявить ранее не 
замеченное сцепление маркеров у HSV-1 [63].

Межтиповые скрещивания

В течение последних 10 лет в генетических исследованиях 
в качестве двух партнеров при скрещивании часто применяли 
различные серотипы или штаммы одного и того же вируса. Как 
правило, в этих скрещиваниях используют /s-мутации в одном 
или обоих партнерах. Вместе с тем межтиповые или штаммовые 
различия двух родителей дают большое число дополнительных 
удобных маркеров для скрещивания. Следовательно, межтипо
вое скрещивание — это особый случай многофакторного скрещи
вания, в котором для определения распределения неселектируе- 
мых маркеров в рекомбинантном потомстве серотипо- или штам
моспецифические- признаки требуют биохимического или биоло
гического анализа.

Чаще всего в качестве маркеров используют серотипо- и 
штаммоспецифические различия в электрофоретической подвиж
ности нуклеиновой кислоты. У вирусов с ДНК-геномом марке
рами нуклеиновой кислоты служат различной величины фраг
менты, получаемые при расщеплении ДНК рестрикционными 
эндонуклеазами. У вирусов с сегментированным геномом наблю
дается естественный полиморфизм, который выражается в раз
ных скоростях миграции геномных сегментов вирусов, используе
мых в качестве родительских. На рис. 7.3 приведен пример ис-
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Рис. 7.3. Схема межтиповых скрещиваний между мутантами ДНК-содержаще- 
го вируса (в А аденовируса, [53]), и РНК-содержащего вируса с сегментиро
ванным геномом (в Б  реовируса). Скрещиванию подвергали /s-мутанты M l и 
М2, принадлежащие к различным серотипам, после чего отбирали /«+-рекомби- 
нанты. В случае аденовируса (А) для каждого рекомбинанта определяли ре
стрикционную карту. Распределение рестрикционных фрагментов от обоих ро
дителей позволяет выявить положение /s-мутации каждого родителя. В случае 
реовируса (Б ) выясняли родительскую принадлежность каждого сегмента. Рас
пределение сегментов с ts+-фенотипом позволяет сделать вывод о расположе
нии /s-мутаций в сегментах обоих родителей.
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пользования размера фрагментов нуклеиновой кислоты или ско
рости миграции сегментов в качестве маркеров в сочетании с  
is-мутациями для вирусов, содержащих ДНК, или РНК-вирусов 
с сегментированным геномом. Два is-мутанта скрещивают и от
бирают ^+-рекомбинантное потомство. В случае ДНК-содержа
щих вирусов (рис. 7.3, А) ДНК каждого /я+-рекомбинанта расщеп
ляют рестрикционной эндонуклеазой и продукты сравнивают при 
помощи электрофореза с рестрикционными фрагментами каж
дого из родительских штаммов. При этом сравнении могут быть 
идентифицированы фрагменты, полученные от каждого из роди
телей. Обычно у ^+-рекомбинанта находится один фрагмент, 
который не идентичен ни одному из фрагментов родительских 
штаммов. Этот фрагмент — составной: он содержит нуклеотид
ные последовательности от обоих родителей и соответствует ме
сту перекреста. В случае РНК-содержащих вирусов с сегмен
тированным геномом (рис. 7.3, Б) с помощью электрофореза 
сравнивают РНК ^-рекомбинантов и родительских is-штаммов. 
В обоих случаях можно определить долю генома каждого роди
теля в геноме рекомбинанта. Рестрикционный фрагмент или 
сегмент генома, содержащий is-мутацию, определяют благодаря 
тому, что он исключается ,из всех ^-рекомбинантов. Анализ рас
пределения таких фрагментов или сегментов у большого числа 
^+-рекомбинантов позволяет точно идентифицировать фрагмент 
или сегмент у каждого партнера, содержащий маркеры, против 
которых шел отбор. В результате можно точно физически карти
ровать /s-мутации в ДНК-геноме; кроме того это единственный 
способ локализации мутаций в сегментах вирусов с сегментиро
ванным геномом.

Маркером может также служить серотип- и штамм-специфи- 
ческий полиморфизм электрофоретической подвижности вирус
ных белков. После того как установлена родительская принад
лежность каждого рестрикционного фрагмента или сегмента ге
нома, можно определить родительскую принадлежность белков, 
синтезируемых этим клоном. Анализ ряда рекомбинантных кло
нов показывает, что присутствие белков от одного родителя 
всегда коррелирует с определенным рестрикционным фрагмен
том от этого родителя. Таким образом, исследуемый белок всег
да ведет себя при скрещивании аналогично фрагменту или сег
менту, которым он кодируется. Зти-м методом установлено фи
зическое положение генов, кодирующих специфические вирусные 
белки для большого числа вирусов.

В дополнение к картированию is-мутаций и белков в геноме 
вируса межтиповые скрещивания использовали для большого 
числа других маркеров. Например, так картирован гемагглюти
нин, кодируемый некоторыми вирусами [100, 165]. В межтиповых 
скрещиваниях локализованы также вирусные гены, существен
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ные для иммунного ответа хозяина и для патогенеза [132]. В об
щем этим методом может быть картировано и отнесено к специ
фическому гену любое свойство, которое различается у двух 
родительских штаммов. Единственное условие состоит в том, что 
родительские штаммы должны различаться по рестрикционным 
фрагментам или сегментам генома таким образом, чтобы рас
пределение анализируемого свойства могло быть скоррелиро
вано с распределением фрагментов или сегментов.

Механизмы рекомбинации

Механизмы рекомбинации в системах вирусов животных еще 
мало изучены, а мутанты, имеющие специфические рекомбина
ционные дефекты, пока не выделены. Последнее означает, что 
либо рекомбинация осуществляется ферментами клетки-хозяина, 
либо она представляет собой жизненно важную вирусную 
функцию.

внутримолекулярная рекомбинация

Как полагают, у однохромосомных ДНК-содержащих виру
сов рекомбинация осуществляется по механизму разрыв — вос
соединение, изученному на бактериофагах и бактериях [94]. 
У ДНК-содержащнх вирусов рекомбинация очевидно выполня
ется ферментами клетки-хозяина, хотя некоторые вирусы коди
руют ферменты, которые могли бы принимать участие в реком
бинации. Различные модели рекомбинации в прокариотических 
и эукариотических клетках подробно обсуждаются в ряде обзо
ров и книг [30, 43, 107, 140] и поэтому не будут здесь рассматри
ваться. Недавно к ДНК-содержащим вирусам животных было 
привлечено внимание как к модели для исследования рекомби
нации в эукариотических клетках [162]. Изученные свойства внут
римолекулярной рекомбинации ДНК-содержащих вирусов жи
вотных согласуются с несколькими моделями механизма раз
рыв— воссоединение [8 , 169, 172].

Механизм рекомбинации у однохромооомных РНК-содержа
щих вирусов — давняя загадка и только в последнее время иден- 
лярная рекомбинация у вируса полиомиелита и вируса ящура 
могли бы принимать участие в рекомбинации. Внутримолеку
лярная рекомбинация у вируса полиомиелита и вируса ящура 
известна давно, «о лишь сейчас получены ее генетические и био
химические доказательства [75, 76, 153]. Исследователям, рабо
тавшим с этими вирусами, удалось показать рекомбинантное 
расположение биохимических маркеров и последовательностей 
РНК, а также is-маркеров в предполагаемом рекомбинантном 
потомстве. Они полагают, что внутримолекулярная рекомбина
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ция у вируса ящура происходит по механизму смены матриц, 
но детали его пока не выяснены.

Один случай внутримолекулярной рекомбинации обнаружен 
в сегментированном геноме вируса гриппа [40, 96]. Оказалось, 
что нуклеотидная последовательность маленького РНК-еегмента 
дефектного интерферирующего вируса (см. ниже) состоит из по
следовательностей, происходящих из двух нормальных сегментов 
РНК. Это указывает на то, что они произошли в результате 
внутримолекулярной рекомбинации между двумя сегментами 
генома. Анализ структуры родительских и малых сегментов по
казал, что рекомбинация произошла вблизи короткой области 
гомологии между двумя сегментами. Для объяснения механиз
ма рекомбинации предложен механизм смены матриц, а местом 
перескока полимеразы, возможно, является область гомологии.

Делеции, происходящие в сегментах при образовании дефект
ных интерферирующих (ДИ) частиц вируса, также, вероятно, 
возникают в результате внутримолекулярной рекомбинации. 
У ДИ-частиц ДНК-содержащих вирусов рекомбинация может 
происходить обычным путем. В случае РНК-содержащих виру
сов механизм неизвестен, но предполагают, что это механизм 
смены матрицы [83].

Обмен сегментами генома

Вирусы с сегментированным геномом обычно имеют слишком 
низкое отношение частиц к бляшкообразующим единицам, чтобы 
предполагать случайный выбор сегментов из внутриклеточного 
пула. Поэтому в зараженной клетке должен существовать актив
ный механизм, обеспечивающий получение каждой частицей по 
одной копии каждого сегмента генома. Наиболее логично пред
полагать, что обмен сегментами происходит на стадии морфоге
неза, когда сегменты отбираются из внутриклеточного пула для 
упаковки, и, следовательно, механизм обмена тесно связан с мор
фогенезом. Такая связь может объяснять отсутствие мутантов, де
фектных по рекомбинации, поскольку при этом оказался бы 
затронутым и морфогенез. Сведения о путях морфогенеза у этих 
вирусов довольно скудны и соответственно мало известно о ме
ханизме рекомбинации. В зараженной клетке не обнаружено 
никакой ассоциации сегментов с помощью белков или нуклео
тидных последовательностей. Это указывает на то, что каждый 
сегмент представляет собой независимую молекулу и он должен 
быть независимо отобран из. пула. Идентифицированы белки, из
бирательно связывающиеся с сегментами РНК [6 8 ], однако им 
не приписано пока какой-либо роли в обмене сегментами. Ана
лиз нуклеотидных последовательностей не выявил каких-либо 
участков, которые были бы ответственны за обмен [8 6 ]. Меха-
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низм обмена сегментами остается одним из самых интересных 
и непонятных вопросов в биологии вирусов животных.

Генетическая реактивация

Генетическая реактивация представляет собой частный слу
чай рекомбинации или обмена сегментами, когда один или оба 
партнера неинфекционны, однако при смешанном заражении 
дают потомство, которое несет признаки обоих родителей. Это 
инфекционное потомство представляет собой рекомбинанты, в 
которых инактивирующие повреждения неинфекционного роди
теля элиминированы. Реактивацию между инфекционным и не
инфекционным родителями называют кросс-реактивацией, или 
спасением маркера. В условиях, когда оба партнера неинфек
ционны, реактивацию называют «множественной». Множествен
ная реактивация может осуществляться только в том случае, 
если инактивирующие повреждения локализованы в различных 
участках генома, так что обмен сегментами или рекомбинация 
могут дать жизнеспособное потомство.

Кросс-реактивация у вирусов животных была использована 
в различных ситуациях. Например, у вируса гриппа скрещива
ние между небляшкообразующим, но инфекционным вирусом с 
бляшкообразующим, но инактивированным облучением вирусом 
облегчало получение бляшкообразующих рекомбинантов, содер
жащих маркеры от небляшкообразующего родителя [139]. Кросс- 
реактивация показана также для ДНК-содержащих вирусов, ре
комбинирующих по механизму разрыв — воссоединение [1 ].

Множественная реактивация обнаружена в ряде вирусных 
систем (см. обзор [131]). Обычно она происходит между вируса
ми, инактивированными УФ-светом. Множественная реактивация 
наблюдалась как между различными штаммами одного и того же 
вируса, так и между вирусами различных серотипов [90], а так
же между неродственными вирусами, например аденовирусом 
типа 12 и SV40 [170].

Негенетические взаимодействия между вирусами

Между вирусами наблюдаются негенетические взаимодейст
вия, которые могут влиять на результаты генетических исследо
ваний. Эти негенетические взаимодействия часто приводят к фе
нотипическому маскированию истинного вирусного генотипа.

Гетерозиготность

В генетике высших организмов гетерозиготность означает 
состояние, при котором диплоидные хромосомы различаются

14 Заказ 14 555
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по аллельным маркерам в одном или нескольких локусах. У ви
русов животных гетерозиготность этого типа обычно не встре
чается, поскольку, за небольшими исключениями, геномы этих 
вирусов гаплоидны. Однако геномы ретровирусов полностью 
диплоидны — они состоят 1из двух молекул геномной РНК. Ретро- 
вирусы могут быть гетерозиготны по всем маркерам, -и гетерози
гота постулируется в качестве промежуточного этапа при реком
бинации [166]. Частично диплоидны ДНК-содержащие вирусы, 
в ДНК которых встречаются повторяющиеся последовательности. 
Возможна также гетерозиготность по диплоидным локусам. Ге- 
тероз'иготность наблюдается в геноме HSV, у которого концевые 
и внутренние повторяющиеся последовательности допускают су
ществование некоторых аллелей в двух копиях [133, 161]. Хотя 
аллели в диплоидных участках обычно идентичны, найдены об
ласти облигатной и необлигатной гомологии последовательно
стей [79, 80]. Выделены рекомбинанты HSV-1 и HSV-2, содержа
щие гетерозиготные концевые повторы. Гетерозиготность по кон
цевым участкам влияет на изомеризацию генома, которая обыч
но происходит у герпесвирусов [25, 26].

У некоторых вирусов с гаплоидным геномом обнаружена ге
терозиготность, которая обусловлена неправильной упаковкой 
геномов при созревании, приводящей к возникновению мульти- 
плоидных частиц. Например, у вируса ньюкаслской болезни бо
лее 1 0 % потомства, проанализированного при пассировании пос
ле скрещивания, содержало оба родительских типа [77]; это 
указывает на то, что клоны получены из гетерозиготных мульти- 
плоидных частиц. Действительно, в этих вирусных популяциях 
наблюдалось значительное число мультиплоидных частиц [64]. 
Комплементация между геномами в гетерополиплоидных части
цах была ошибочно интерпретирована как рекомбинация [2 2 ]. 
Мультиплоидных частиц не наблюдали у вирусов без внешней 
оболочки, у которых структурные ограничения при упаковке 
делают маловероятным попадание двух геномов в один капсид. 
Соответствено гетерозиготность у этих вирусов не обнаружена.

Интерференция

У вирусов животных найдено несколько типов интерферен
ции [37]. Наибольший интерес для генетиков представляет гомо
логичная интерференция, которая проявляется только по отно
шению к гомологичному вирусу или. к близкородственным виру
сам (гл. 15).

Одной из форм хорошо изученной гомологичной интерферен
ции является интерференция, наблюдающаяся при серийных пас
сажах вируса при высокой множественности заражения [65]. 
В этих условиях суммарный урожай вирусных частиц остается
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относительно постоянным, однако урожай инфекционного виру
са снижается по мере пассирования. Таким образом, 'наблюда
ется интерференция в отношении роста инфекционной части ви
русной популяции. Изучение этих интерферирующих вирусных 
популяций показало, что они содержат значительную долю ви
русных геномов (или геномных сегментов) с делециями [6 6 , 160]. 
Выдвинуто 'предположение, что делеционные мутанты интерфе
рируют с ростом полного вируса, эффективно конкурируя за ком
поненты репликационного аппарата, например за полимеразу 
[65], что приводит к образованию все увеличивающейся доли 
дефектного интерферирующего вируса. В последнее время пред
полагают, что хотя дефектный интерферирующий вирус может 
конкурировать с полным вирусом за компоненты репликацион
ного аппарата, он не обязательно мешает репродукции полного 
вируса. is-Мутанты могут быть спасены из интерферирующих 
препаратов реовируса [2 ], причем эти is-мутанты имеют силь
ный интерферирующий фенотип. Следовательно, интерферирую
щий фенотип может определяться не делетированным-и генами, 
а мутациями в присутствующих генах.

Гомологичная интерференция наблюдается не только с деле- 
ционными мутантами, но и с мутантами других типов. На ряде 
вирусных систем показано, что is-мутанты интерферируют с ро
стом вируса дикого типа как при пермиссивной, так и при непер
миссивной температурах [14, 74, 174]. Кроме того, is-мутанты 
способны «  интерференции с другими is-мутантами [18], что мо
жет влиять на урожай при смешанном заражении в тесте на 
комплементацию. Интерференция is-мутантов с ростом вируса 
цикого типа может также влиять на рекомбинационный тест, 
снижая урожай рекомбинантов, что в свою очередь сказывается 
на частоте рекомбинаций [14].

Супрессия

Подавление мутантного фенотипа супрессорной мутацией хо
рошо изучено у бактериофагов и в других системах [50, 51, 55]. 
В этих системах фенотип вирусной мутации подавляется второй 
мутацией либо в вирусе, либо в клетке, приводя к реверсии фе
нотипа вируса, по-прежнему содержащего 'исходную мутацию 
(псевдоревертант). У вирусов животных супрессия в достаточной 
степени не изучена.

Реверсия может происходить по одному из трех путей: а) за 
счет обратной мутации в том же самом 'нуклеотиде, что и исход
ная мутация с полным восстановлением исходной последова
тельности (истинная реверсия); б) в результате какого-либо со
бытия во втором сайте в том же самом гене, что и исходная му
тация, например при сдвиге рамки может восстанавливаться
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правильная рамка считывания (интрагенная супрессия); в) за 
счет супрессорной мутации в гене, отличном от гена, содержа
щего исходную мутацию (экстрагенная супрессия). Два послед
них варианта составляют генетическую супрессию.

Супрессорная мутация приводит к преодолению дефекта ис
ходной мутации и к восстановлению дикого фенотипа вируса с 
мутантным генотипом. Супрессию можно доказать возвратным 
скрещиванием подозреваемого псевдоревертанта с диким типом 
(оба партнера с диким фенотипом), изучая потомство от скре
щивания на присутствие исходных мутаций (мутантного фено
типа). is-Фенотип восстанавливается у части потомства is-му
тантов, поскольку is-дефект отделяется от супрессирующей му
тации за счет рекомбинации. У вирусов, которые рекомбинируют 
за счет внутримолекулярного механизма, может наблюдаться 
как интрагенная, так и экстрагенная супрессия, в то время как 
у вирусов, рекомбинирующих за счет обмена сегментами, из-за 
сцепления маркеров в одном сегменте обнаруживается только 
экстрагенная супрессия. Таким образом, у сегментированных ви
русов, для которых супрессия изучена лучше всего, -найденные 
супрессорные мутации принадлежат к экстрагенному типу.

Супрессия is-фенотипа ts-мутации впервые обнаружена у 
реовируса [114]. Возвратное скрещивание необычного ревертан- 
та с диким типом (is+) дало высокую частоту потомства, обла
давшего is-фенотипом. Кроме того, спасенные is-мутанты были 
генетически идентичны is-мутанту, из которого этот псевдоре- 
вертант был получен. Систематическое исследование ревертан- 
тов is-мутантов реовируса из всех групп мутантов показало, что 
основной причиной появления ревертаятного фенотипа была ре
версия путем экстрагенной супрессии, поскольку более 90% ре- 
вертантов содержало эвстрагенно еупрессировавные is-мутации
[110]. В этих исследованиях ие удалось обнаружить никаких 
проявлений супрессорных мутаций помимо супрессорного фено
типа й ничего нового о механизме супрессии у реовируса. Сход
ная супрессия is-фенотипа наблюдалась у вируса гриппа [97]. 
Есть сообщение также о подавлении is-повреждений в одном 
штамме вируса гриппа супрессорной мутацией другого штам
ма [47, 130]. У HSV описан один случай супрессии [54], когда 
супрессорная мутация очень тесно сцеплена с подавляемой is-му
тацией. Это свидетельствует о том, что обе мутации расположе
ны в одном гене и что супрессия относится к интрагенному типу. 
Явления, напоминающие супрессию, наблюдаются у ревертаятов 
вируса 'осповакцины [92] и вируса ящура [76], однако пока эти 
псевдореверта-нты не были исследованы генетически.

Супрессия мутантного фенотипа очевидно предста1вляет со
бой феномен, имеющий биологическое значение для вирусов жи
вотных. Высокая частота экстрагенной супрессии, наблюдаемая
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у реовирусов, указывает на то, что супрессия может представ
лять собой общий механизм, благодаря которому РНК-содержа- 
щие вирусы, не имеющие промежуточных стадий ДНК в жизнен
ном цикле, могут обойти эффекты 'нежелательных мутаций {108, 
110]. Этот механизм позволяет обходить эффекты спонтанно на
капливаемых вредных мутаций, которые не могут быть элими
нированы (или элиминируются очень неэффективно) за счет 
рекомбинации РНК-геномов. Вакцина против вируса гриппа, ко
торая была аттенуирована за счет /s-мутаций, при испытании 
обнаружила способность давать супрессированные псевдоре- 
вертанты [97]. Испытания на добровольцах показали, что псевдо- 
ревертанты восстановили вирулентный фенотип, очевидно в ре
зультате супрессии аттенуирующей мутации [152].

Фенотипическое смешивание

Фенотипическим смешиванием называют процесс, в резуль
тате которого индивидуальная вирусная частица, образовавшая
ся при смешанной инфекции, получает структурные белки (кап- 
сида или оболочки), происходящие от обоих родительских виру
сов. В крайнем варианте дочерний геном, генотипически иден
тичный геному одного из родителей, упаковывается в капсид 
или оболочку, определяемую другим родителем. Смешивание 
геномов и структурных белков приводит к образованию вирус
ных частиц, в которых фенотипические свойства вирусов не от
ражают фенотипических потенций генома. Тем не менее при 
последующем заражении экспрессия генома приводит к обра
зованию потомства, в котором фенотип соответствует генотипу. 
Таким образом, фенотипическое смешивание представляет собой 
преходящий феномен.

Фенотипическое смешивание довольно широко распростране
но у вирусов без оболочки, близкородственных между собой. 
Способность капсидных белков смешиваться и давать урожай 
инфекционного вируса предполагает, что смешанные белки дол
жны играть весьма сходную структурную роль в вирионе. Фе
нотипическое смешивание структурных антигенов наблюдали 
между близкородственными вирусами, такими как вирусы полио
миелита типов 1 и 2 [84], и между более отдаленными родствен
никами, такими как вирусы ECHO 7 и Коксаки А9 [69]. В неко
торых случаях фенотипического смешивания большая час1 ъ по
томства имела полностью гетерологичный капоид (транскапси- 
дация) [115]. Патогенные вирусы, например вирус ящура и бы
чий энтеровирус [156] или вирус полиомиелита и вирус Кокса
ки [57], дают транскапсидацию in vitro, что может иметь эпиде
миологические последствия в том случае, если транскапсидация 
происходит также и in vivo.
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Фенотипическое смешивание свободно протекает у ряда 
РНК- и ДНК-содержащих вирусов с оболочкой. У этих вирусов 
фенотипическое смешивание часто происходит таким образом, 
что нуклеокапсид данного вируса оказывается заключенным в 
оболочку, определяемую другим вирусом; это явление получило 
название «образование поевдотипа». Комплементация, наблю
даемая между дефектными по репликации РНК-содержащими 
опухолеродными вирусами и их помощниками (см. выше), при
водит к образованию псевдотипов, поскольку поверхностные гли
копротеины обычно кодируются вирусом-помощником. Вирус 
везикулярного стоматита образует псевдотипы с рядом других 
вирусов, имеющих оболочку, включая вирус чумы птиц [176], 
группы птичьих и мышиных РНК-содержащих опухолеродных 
вирусов [175], и HSV [67]. Тем не менее в процессе образования 
вирусов с оболочкой одних вирусов и нуклеокапсидами других 
существуют ограничения, «а что указывает отсутствие фенотипи
ческого смешивания между вирусом везикулярного стоматита 
и вирусом Синдбис [12]. Не все фенотипически смешанные час
тицы вирусов с оболочкой представляют собой псевдотипы. Мо
жет происходить также смешивание белков оболочки, что при
водит к образованию вирионов, нейтрализуемых антисыворотка- 
ми к обоим родителям [175].

Дефектность

Понятие дефектных вирусов введено при рассмотрении вирус
ной интерференции. Дефектные интерферирующие (ДИ) попу
ляции представляют собой наиболее изученный случай дефект
ных вирусов. ДИ-частицы накапливаются в препаратах вируса, 
который подвергался серийным пассажам при высокой множе
ственности заражения. ДИ-частицам присущи три основные 
свойства: дефектность, способность к интерференции и способ
ность к самообогащению [65]. Дефектность предполагает, что 
ДИ-вирусы имеют повреждения в важных генах. Для большин
ства ДИ-частиц мутации представляют собой делеции, но они 
могут быть и точечными. Способность к интерференции означает, 
что ДИ-частицы препятствуют росту полного вируса-помощни
ка или других гомологичных вирусов. Третьим свойством ДИ-ви- 
русов является способность к самообогащению за счет стан
дартного вируса. ДИ-частицы наблюдались у многих вирусов; 
лучше других изучены дефектные частицы вируса везикулярно
го стоматита. Они содержат дефектный геном, более короткий, 
чем геном стандартного вируса, и могут быть очищены при по
мощи зонального скоростного центрифугирования (см. обзоры 
[60, 65]. ДИ-Частицы, выделенные из препаратов многих других 
вирусов, также обладают свойствами дефектности, способности
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; интерференции и способности к самообогащению, равно как 
[ многими другими свойствами, изученными в случае ДИ-частиц 
шруса везикулярного стоматита.

Не исключено, что ДИ-частицы имеют биологическое зиаче- 
ше. Они образуются в ходе инфекций in vivo [58]. Предпола- 
ают, что они играют роль фактора, ограничивающего процесс 
шрусной инфекции. Показано также, что ДИ-частицы влияют на 
/становление и поддержание персистентных вирусных инфекций 
з культуре ткани [59] ,и in vivo [70]. Наконец, высокие концентра
ции ДИ-частиц обнаруживаются в живых аттенуированных вак
цинах [93], и, следовательно, они могут иметь значение для эф
фективности этих вакцин.

Описано большое число дефектных вирусов. Практически во 
всех препаратах вирусов животных присутствует очень много не
инфекционных вирусных частиц. В некоторых случаях большая 
доля неинфекционных частиц может быть превращена в инфек
ционные [35] при помощи различных обработок, что свидетель
ствует об их потенциальной инфекционности. Часто природа де
фекта, делающего эти частицы неинфекцшннымн, неизвестна. 
Не исключено правда, что системы анализа, в которых эффек
тивность бляшкообразования меньше 1 0 0 %, неоптимальны.

Взаимодействие между вирусом 
и клеткой-хозяином

Кроме взаимодействий, происходящих между вирусами, при 
смешанной инфекции возможны также взаимодействия между 
вирусом и клеткой-хозяином. Многие из них наблюдаются в лю
бой хозяйской клетке, но для некоторых необходимы клетки 
особого типа с определенным генотипом. Ниже кратко обсужда
ются некоторые из этих взаимодействий вирус — клетка.

Трансформация

Некоторые вирусы с ДНК-геномом трансформируют клетки 
культур, некомпетентных в поддержании полного репликативного 
цикла вируса. В результате трансформации у клеток изменя
ются морфологические, биохимические и ростовые характеристи
ки и часто появляется способность давать опухоли при введении 
в подходящее животное [154]. Трансформацию наблюдали для 
паповавирусов (SV40 и полиомы), папилломавирусов, некоторых 
адено- и герпесвирусов. Лучше всего этот феномен изучен для 
SV40 [155]. Трансформация с  помощью SV40 требует экспрессии 
вирусного гена А, что доказывается температурочувствительно- 
стью трансформации, вызванной определенными tfsA-мутантами 
вируса [146, 147]. Ген А кодирует раннюю функцию (и) реплика
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тивного цикла вируса, однако роль продукта гена А в трансфор
маций пока до конца не выяснена. Для трансформации с помо
щью SV40 требуются также клеточные функции. Хозяйские клет
ки могут быть пермиссив'ны для литического роста вируса, раз
решая экспрессию всех вирусных генов, приводящую к образо
ванию вируса и лизису клетки. Они могут быть также полностью 
непер ми сс ив ными, допускающими только временную экспрессию 
некоторых вирусных генов; эти клетки выживают и могут быть 
трансформированы. Некоторые популяции хозяйских клеток, 
состоящие из пермиссивной и непермиссивной субпопуляций, на
зывают полупермисоивными. Блокирование репликации SV40 в 
непермиссивных клетках снимается при слиянии трансформиро
ванных клеток с пермиссивными клетками, что свидетельствует 
о существовании диффундирующего генного продукта хозяйской 
клетки, определяющего пермиссивность для репликации SV40. 
В настоящее время основа пермиссивности остается загадкой. 
Вместе с тем стабильная связь пермиосивного или непермиссив- 
ного фенотипа с определенными клеточными линиями указывает 
на генетическую основу этого фенотипа. Трансформация ДНК-со- 
держащими вирусами подробно рассмотрена в обзоре [154].

РНК-геномные вирусы из группы ретровирусов также спо
собны трансформировать клетки, причем механизм этой транс
формации был предметом пристального интереса. У ретровиру
сов две функции — трансформация и репликация — не являются 
взаимоисключающими, поскольку многие трансформированные 
клетки способны также продуцировать вирус. Тем не менее ни 
репликация вируса не нужна для трансформации, ни трансфор
мация не нужна для репликации [149]. Наиболее изученная 
группа ретровирусов — вирусы типа С — может быть разделена 
на две большие подгруппы саркомных и лейкозных вирусов. 
Трансформация под действием вирусов этих двух групп проис
ходит с помощью разных механизмов. Саркомные вирусы — «ост
рые» трансформирующие вирусы, вызывающие опухоли у жи
вотных после короткого латентного периода. Они содержат осо
бый ген (one), вызывающий трансформацию. Это доказано 
неспособностью /s-мутантов по этому гену трансформировать 
клетки при непермиссивной температуре [8 8 ]. Сравнительный 
анализ структуры ряда онкогенов «острых» трансформирующих 
ретровирусов выявил присутствие около 2 0  генов one, которые 
не родственны между собой, но близкородственны разным кле
точным генам или генным семействам (см. обзор [157]). Счи
тают, что эти вирусные онкогены представляют собой клеточные 
геиы, захваченные вирусом, однако механизм этого захвата ос
тается неясным. Вирусы лейкозов не содержат генов one в гено
ме и трансформируют клетки только после длительного латент
ного периода. В общем вирусы, продуцируемые этими трансфор-
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мированными клетками, не приобретают гена one. Одна из совре
менных моделей трансформации этими вирусами предполагает, 
что при интеграции провируса с клеточной ДНК (см. ниже) кле
точный онкоген попадает под контроль промотора транскрипции, 
расположенного в провирусе [56].

В дополнение к описанным выше взаимодействиям между 
ретровирусными и клеточными геномами некоторые хозяева и 
клетки имеют специфическую способность к трансформации оп
ределенными штаммами ретровирусов, а также способность под
держивать репликацию этих штаммов. Одним из хорошо изучен
ных примеров является локус FV-1 мышей, определяющий рези
стентность или чувствительность к некоторым мышиным виру
сам лейкозов. Аллели локуса FV-1 наследуются простым менде- 
левским образом [15]. Различные аспекты трансформации рет
ровирусами подробно рассмотрены в обзоре [167].

Интеграция

Геномы трансформирующих вирусов обычно интегрируют с 
геномом трансформируемой клетки. Среди ДНК-содержащих 
опухолеродных вирусов лучше друшх изучена интеграция SV40. 
В частности, доказано, что ДНК SV40 ковалентно связана с 
ДНК клетки-хозяина. Количество интегрированной ДНК варьи
рует в пределах от < 1  до > 1 0  геномных эквивалентов на дипло
идный хозяйский геном [7]. Трансформация может осущест
вляться при помощи субгеномных фрагментов SV40, и эти фраг
менты также интегрируют с клеточной ДНК. Место интеграции 
непостоянно как для вирусного, так и для клеточного гено
мов [126]. Предложены два механизма интеграции: один из них — 
обычная рекомбинация между частично гомологичными вирус
ными и хозяйскими последовательностями, другой — незаконная 
рекомбинация между негомологичными участками. Имеющиеся 
данные позволяют отдать предпочтение второму механизму [155].

Геномы ретровирусов обнаруживаются в интегрированном- 
провирусном состоянии в зараженных и трансформированных 
клетках. РНК-геном ретровирусов подвергается обратной транс
крипции с образованием ДНК на начальном этапе (репликатив
ного цикла, после чего образованная ДНК (провирус) интегри
рует с геномом клетки-хозяина. Механизм интеграции ретровиру
сов имеет три отличительные особенности [157]: а) место вклю
чения в хозяйскую хромосому неспецифично и не имеет гомоло
гии с вирусными последовательностями, что указывает на инте
грацию посредством незаконной рекомбинации; б) короткая 
нуклеотидная последовательность в участке интеграции дупли
цируется, что приводит к образованию прямых повторов несколь
ких оснований ДНК хозяина, фланкирующих провирус; в) уча-
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сток интеграции в вирусной ДНК строго детерминирован. Таким 
образом, интеграция ретровирусов происходит путем встраива
ния специфического сайта вирусной ДНК в неспецифический сайт 
клеточной ДНК Такое поведение при интеграции, а также 
структура провируса, напоминающая структуру и интеграцию 
перемещающихся генетических элементов, обнаруживаемых у 
прокариот и эукариот, послужило основой для предположения 
о том, что ретровирусы 'произошли из этих подвижных элемен
тов [150]. Недавно это предположение подтверждено наблюде
нием, согласно которому РНК-копии подвижного генетического 
элемента copia у Drosophila обнаруживаются в ретровирусопо
добных частицах 1134]. Способность ретровирусов захватывать 
клеточные гены и включать их в хозяйскую хромосому приво
дит к мысли о том, что, возможно, эти вирусы играют роль аген
тов, 'переносящих генетическую информацию наподобие транс- 
дуцирующих фагов.

Персистентная инфекция

Персистентные инфекции обнаружены у широкого круга ви
русов животных. Когда литичесний вирус устанавливает перси
стентную инфекцию в чувствительном хозяине, и на вирус, и на 
хозяина оказывается сильное селективное давление. Либо вирус 
должен измениться так, чтобы более не причинять вреда хозяи
ну, либо клетки должны измениться так, чтобы стать способны
ми поддерживать репликацию вируса без лизиса [3]. Значитель
ное внимание было сфокусировано на первой возможности (см. 
обзоры [60, 173]) и -при этом очень мало внимания уделялось 
второй. Из популяций персистентно инфицированных клеток 
выделяли «вылеченные» клетки. Эти клетки обычно были резис
тентными к повторной инфекции вирусом дикого типа [158]. 
Спонтанно возникающие резистентные варианты были также 
выделены из популяций незараженных чувствительных кле
ток [168]. Эти наблюдения указывают на то, что чувствитель
ность к вирусной инфекции определяют клеточные гены и что 
мутации по этим генам возникают спонтанно и затем подвер
гаются отбору при персистентной инфекции. При тщательном 
изучении клеток, персистентно зараженных реовирусом, были 
получены доказательства, подтверждающие важную роль кле
точных мутаций в персистентной инфекции [3]. В опытах на этих 
клетках были обнаружены «вылеченные» субкультуры некото
рых клеточных линий, персистентно инфицированных реовиру- 
сом, которые не проявляли никаких признаков реовируоной ин
фекции. Эти «вылеченные» клеточные линии обладали равномер
но сниженной способностью реплицировать реовирус дикого 
типа, тогда как вирус из персистентно инфицированных роди
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тельских клеток реплицировался в них нормально. Более того, 
когда эти клетки заражали вирусом дикого типа, значительное 
число клеток оказывалось снова персистентно инфицированным, 
что не характерно для заражения этим вирусом. Таким образом, 
и персистентно инфицированные клетки, и находящийся в них 
вирус, очевидно, коэволюционировали и дали варианты вируса 
и клеток, которые оказались лучше приспособленными к состоя
нию пероистенции.

Картирование вирусных геномов

Генетическое картирование

Генетические карты, в которых вирусные мутации располо
жены в определенном линейном порядке с указанием относи
тельных расстояний между ними, получают путем рекомбина
ционного анализа. Детали картирования для вирусов с внутри
молекулярным механизмом рекомбинации и для вирусов с обме
нивающимися сегментами различаются.

Рекомбинационные карты

У вирусов, рекомбинирующих по внутримолекулярному меха
низму, вероятность рекомбинационного события между двумя 
маркерами обусловлена расстоянием между ними, и рекомби
национные частоты у соседних интервалов примерно аддитивны 
(см. выше). Таким образом, для определения частот рекомби
наций обычно используют двухфакторные скрещивания, а эти 
частоты затем используют для упорядочивания мутаций на кар
те (рис. 7.1). Аддитивность рекомбинационных частот очень 
близко или очень далеко расположенных маркеров нарушается, 
и поэтому их нельзя безошибочно поместить на карте. В этих 
случаях для разрешения неопределенности в положении марке
ров можно применять трехфакторные скрещивания. Таким обра
зом были составлены рекомбинационные карты для ДНК-содер- 
жащих вирусов [49, 127, 148] и пикорнавирусов [20]. Аддитив
ность рекомбинационных частот между мутантами вируса полио
миелита была одним из первых доказательств того, что РНК- 
геном пикорнавирусов рекомбинирует по внутримолекулярному 
механизму.

Карты обмена сегментами

Проблема картирования мутаций у вирусов с сегментирован
ным геномом принципиально отличается от рассмотренной выше, 
поскольку маркеры, способные к рекомбинации, находятся в раз
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личных сегментах генома, между которыми не наблюдается ни
какого сцепления. Тем не менее даже в отсутствие сцепления 
были составлены приблизительные карты, на которых мутации 
расположены в конкретных сегментах генома. В этих картах нет 
взаимного расположения мутаций в пределах одного сегмента; 
в них лишь констатируется присутствие мутации в данном сег
менте. Карты обмена сегментами составлены при помощи скре
щиваний между мутантами различных штаммов и серотипов, для 
которых характерен полиморфизм электрофоретической подвиж
ности сегментов генома. Это позволяет выяснить происхождение 
каждого сегмента генома рекомбинанта (см. выше). При анализе 
многих рекомбинантов фенотип дикого типа или мутанта кор
релирует соответственно с отсутствием или наличием сегмента 
из мутантного родителя. Сегмент, распределяющийся в реком
бинантном потомстве неслучайным образом, несет мутацик> 
(рис. 7.3,Б). Карты обмена сегментами были составлены для 
большого числа вирусов; они подтвердили, что мутации, способ
ные рекомбинировать, расположены в различных сегментах ге
нома [6 , 111, 129].

Физические и биохимические карты

На генетической карте можно видеть относительное положе
ние специфических мутаций в геноме, но она не дает никакой 
информации о генах (и генных продуктах, кодируемых в них), 
расположенных в соответствующих участках генома. Кроме того» 
некоторые РНК-содержащие вирусы не рекомбинируют со сколь
ко-нибудь заметной частотой, так что их мутации не картиру
ются. Для картирования мутаций, генов и генных про
дуктов на физических картах геномов разработан ряд методов. 
Эти методы, основанные скорее на биохимических, чем на гене* 
тических приемах, можно использовать для создания карт гено
мов без рекомбинации и без мутаций. Ниже рассматривается 
ряд методов физического и биохимического картирования.

Рестрикционные карты

Создание физических карт геномов ДНК-содержащих виру
сов началось после того, как в практику вошли рестрикционные 
эндонуклеазы [23]. Эти ферменты расщепляют ДНК в опреде
ленных участках нуклеотидной последовательности, и сайты 
расщепления могут служить контрольными точками в геноме, 
расстояния между которыми известны. Стратегия рестрикцион
ного картирования состоит в расщеплении хромосомной ДНК 
подходящим ферментом и последующем определении размера и 
порядка расположения образующихся фрагментов в хромосоме.
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После этого контрольные точки, представляющие собой сайты* 
расщепления на рестрикционной карте, можно использовать для 
картирования разнообразных молекулярных маркеров, напри
мер точки начала репликации ДНК [24] и кодирующих областей 
специфических мРНК [125]. Подробные рестрикционные карты 
с использованием довольно большого числа рестрикционных 
эндонуклеаз были составлены для всех ДНК-содержащих виру
сов; эти карты оказались чрезвычайно ценными для молекуляр
ных исследований этих вирусов. Рестрикционное картирование- 
выявило многочисленные особенности организации геномов 
ДНК-содержащих вирусов: например, было показано, что у HSV 
геном устроен очень сложно: он характеризуется повторяющи
мися последовательностями и инверсией сегментов [161]. Рестрик
ционные карты ДНК-копий генов и целых геномов РНК-содер
жащих вирусов делают эти последовательности доступными для 
разнообразных манипуляций возможных на ДНК [106].

Физические карты

Знание рестрикционных карт ДНК-геномных вирусов позво
лило провести быстрое картирование многих генетических мар
керов, особенно /s-мутаций, и выявить их физическое положение 
в хромосоме. Мутации выявляют на физической карте с помо
щью ряда методов, которые представляют собой варианты одной 
основной стратегии: спасение мутанта соответствующим рестрик
ционным фрагментом дикого типа. У SV40 получены частичные 
гетеродуплексы, содержащие одну цепь— индивидуальный рест
рикционный фрагмент ДНК дикого типа, а другую — полнораз
мерную одноцепочечную ДНК /«-мутанта. Эти гетеродуплексные 
ДНК использовали для трансфекции клеток, после чего потом
ство анализировали на присутствие дикого типа. Спасение /s-му
таций осуществлялось только тем рестрикционным фрагментом,, 
который перекрывал последовательность, содержащую мутацию,, 
позволяя картировать последнюю между сайтами расщепления, 
расположенными на концах этого фрагмента [82]. У аденовирусов 
и герпесвирусов физические карты были составлены путем ана
лиза /5 +-потомства, полученного при межтиповом скрещивании 
/s-мутантов, имеющих различные рестрикционные карты 
(рис. 7.3,А). Были составлены рестрикционные карты* ^-реком
бинантного потомства, а совместное распределение определен
ных фрагментов с рекомбинантным фенотипом позволило поме
стить мутации в эти фрагменты [53, 95]. /s-Мутации картированы 
также при помощи варианта метода спасения маркера, в котором 
мутантные геномы смешивали с индивидуальными рестрикцион
ными фрагментами дикого типа, и этой смесью трансфицировал» 
клетки. Спасение маркера регистрировали при рекомбинации с
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фрагментами дикого типа только в том случае, если эти фраг
менты перекрывали место мутации ,[101]. Когда мутации нанес
ли и на генетические, и на физические карты, было отмечено 
хорошее соответствие этих карт.

При составлении физических карт с помощью рестрикцион
ного анализа рекомбинантного потомства, полученного при меж- 
типовом скрещивании, удобным маркером могут служить поли
морфные белки. Косегрегация рестрикционного фрагмента со 
специфическим белковым маркером позволила локализовать на 
физической карте кодирующие последовательности многих бел
ков [95]. Этим методом можно картировать специфические ко
дирующие последовательности белков без какой-либо информа
ции о них, за исключением электрофоретической подвижности.

Транскрипционные карты

Составлены карты, показывающие участки генома, кодирую
щие специфические мРНК. Эти карты были получены в два 
этапа: а) сначала мРНК, кодируемые определенным участком 
вирусного. генома, отбирали путем гибридизации с индивидуаль
ным рестрикционным фрагментом ДНК; б) затем белки, коди
руемые этой мРНК, идентифицировали при помощи трансляции 
in vitro. Таким образом можно идентифицировать специфические 
мРНК и белки, соответствующие последовательностям в индиви
дуальном рестрикционном фрагменте [85].

Транскрипционное картирование используют для определе
ния порядка генов у тех РНК-содержащих вирусов, которые не 
рекомбинируют и поэтому не могут быть объектом стандартно
го генетического картирования. Методы, применяемые для этих 
вирусов, зависят от наличия единственного промотора, с кото
рого начинается транскрипция полицистронной РНК, впоследст
вии разрезаемой на индивидуальные мРНК. Матрица транскрип
ции служит мишенью для внесения ультрафиолетовых повреж
дений, которые блокируют транскрипцию участка, расположен
ного за сайтом повреждения. Облученный УФ-светом вирус 
используют для заражения или транскрипции в бесклеточной си
стеме, и затем определяют количество каждого транскрипта. 
Гены, расположенные дальше от промотора, представляют боль
шую мишень, чем гены, расположенные ближе к промотору; 
благодаря этому остаточная транскрипционная активность каж
дого гена становится мерой расстояния от промотора. Картиро
вание по транскрипционному размеру мишени использовали для 
определения порядка генов у вируса везикулярного стомати
та [4] и вируса ньюкаслской болезни [17].
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Трансляционные карты

Одна из первых карт генома вирусов животных была полу* 
чена для вируса полиомиелита с использованием метода так на
зываемого «пактамицвнового картирования» {142, 144]. Карти
рование этим методом основано на том, что а) пактамицин по
давляет инициацию белкового синтеза, но разрешает продол
жаться синтезу уже инициированной белковой цепи и б) транс
ляция генома вируса полиомиелита начинается с одной точки 
и приводит к образованию гигантского полипептид а-предшест- 
венвика. Если к зараженным клеткам, активно синтезирующим 
вирусный белок, добавить пактамицин и изотопную метку, то 
метка будет включаться только в те белки, синтез которых на
чался еще до добавления ингибитора. Поскольку синтез белка 
осуществляется на РНК в направлении 5' "З', те белки, кото
рые закодированы ближе к З'-концу, будут содержать много 
метки, а те, которые закодированы ближе >к 5'-концу, будут со
держать очень мало метки, либо будут совсем намеченными. 
Таким образом, последовательности, кодирующие различные бел
ки вируса полиомиелита, были упорядочены по отношению к 
5'-концу вирусной хромосомы. Метод пактамицинового картиро
вания применяли и (к другим энтеровирусам.

Трансляционная карта получена еще для одного «ерекамби- 
вирующего вируса — тогавируса Синдбис {45]. Это сделали, оп
ределяя чувствительность к ультрафиолету процесса трансляции 
двух ©олицистровных мРНК, синтезируемых вирусом. Размер 
мишени использовали для картирования белков по отношению 
к единственной точке инициации трансляции на каждой мРНК. 
Поскольку порядок двух/полицистронных мРНК в геноме изве
стен, был установлен также и порядок белков во всем геноме.

Наконец, трансляционные карты получены для вирусов с сег
ментированным двухцепочечным РНК-геномом, сегменты кото
рого моноцистронны. Разработан метод выделения индивидуаль
ных сегментов, их денатурации и трансляции in vitro {91], [кото
рый позволил определить белки, 'кодируемые отдельными геном
ными сегментами.

Генная инженерия и генетика вирусов

Разработка новых приемов для манипуляции с нуклеиновы
ми кислотами, обычно называемых «генной инженерией», откры
ла новые возможности для генетических исследований вирусов 
животных. Эта приемы привели к выяснению наиболее фунда
ментальных характеристик структуры генома ряда вирусов и 
определению последовательности нуклеотидов. У некоторых ви
русов была расшифрована только часть последовательности.
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В свою очередь расшифровка последовательностей позволила 
обнаружить регуляторные сигналы для различных молекуляр
ных событий жизненного цикла вируса и предсказать аминокис
лотную последовательность продуктов многих генов. Молеку
лярное клонирование ДНК-иопий РНК-геномных вирусов позво
лило применять для изучения этих вирусов методы, разработан
ные для ДНК. Применение методов генной инженерии обещает 
быстрый прогресс в понимании многих генетических явлений на 
молекулярном уровне. Приводимые ниже примеры иллюстри
руют эффективность этих методов.

Изучение экспрессии вирусных генов

Регуляция экспрессии вирусных генов уже давно была фун
даментальным вопросом, вызывавшим большой интерес. Тради
ционный генетический подход встречает трудности при изуче
нии регуляции в связи с редкостью регуляторных мутаций; воз
можно, это обусловлено тем, что структурные гены, находящиеся 
под контролем, имеют гораздо больший размер, чем последова
тельности, которые их регулируют. Кроме того, регуляторные 
мутации, используемые в стандартном генетическом анализе, 
обычно имеют фенотип «все или ничего», что не позволяет полу
чить существенную информацию о модуляции экспрессии генов. 
Молекулярное клонирование вирусных структурных генов и их 
регуляторных элементов привело к идентификации элементов, 
участвующих в разнообразных регуляторных механизмах. Бла
годаря определению структуры клонированных генов, а также 
использованию векторов на основе вирусов животных удалось 
выявить структуру промоторов транскрипции (ТАТА-последова- 
тельность, или последовательность Хошесса) и участки, модули
рующие транскрипцию этих промоторов (энхансеры) [119]. Иден
тификация регуляторных участков сделала возможной манипу
ляцию с ними с целью понять механизм их действия. В дополне
ние к этому можно воздействовать на вирусные гены в составе 
экспрессирующих векторов и затем изучать влияние этих воз
действий иа функцию генного продукта [143].

Сайт-специфический мутагенез

Традиционно генетики были вынуждены работать с мутация
ми, расположение которых в геноме они не могли контролиро
вать. Поэтому сайт-специфический мутагенез — один из приемов 
генной инженерии — представляет для них особый интерес. Опи
сано множество методов сайт-специфического мутагенеза [16, 
117, 135, 138]. Эти методы основаны на способности рестрикци
онных эндонуклеаз расщеплять ДНК по определенным последо-



Основы генетики вирусов животных 225

зательностям. Эндонуклеазу .подбирают таким образом, чтобы 
>на расщепляла ДНК. в том сайте (или рядом с тем сайтом), в 
сотором требуется получить мутацию, причем ДНК обрабаты
вают в условиях, когда происходит разрыв лишь в одной цепи 
молекулы. Чтобы получить небольшой пробел в месте разрыва, 
аспользуют экзонуклеазу, а затем ДНК либо обрабатывают му
тагеном, специфичным к одноцепочечной ДНК, и заполняют про- 
Зел с помощью полимеразы, либо просто репарируют ДНК. в 
условиях, когда в восстанавливаемую последовательность вно
сятся ошибки. Эту мутагенную методику использовали для ис
следования роли определенных нуклеотидов вблизи точки нача
ла репликации ДНК SV40 {136, 137]. Она обещает быть полез
ной и 1в других вирусных системах.

Итоги и перспективы

Изложенный краткий обзор генетики вирусов животных был 
вынужденно выборочным и по рассмотренным темам, и по при
веденным примерам. Закономерно, что рассмотрение началось 
и закончилось с понятия мутации, поскольку мутации представ
ляют собой в конечном итоге главный источник того разнообра
зия, с которым имеет дело генетик. В остальных разделах гла
вы обсуждены взаимодействия, происходящие между мутантны
ми вирусами; благодаря некоторым из этих взаимодействий в 
вирусную популяцию вносится дополнительное разнообразие, 
приводящее к новым сочетаниям генетической информации. 
В нашем понимании генетики вирусов животных произошел за
метный прогресс и .все-таки каждый новый факт подчеркивает 
зачаточный уровень наших знаний.

Перспективы на будущее обнадеживают. Вероятно, со вре
менем генетический анализ вирусов животных в еще большей 
степени будет направлен на выяснение механизмов, ответствен
ных за определенные явления. Для решения поставленных воп
росов будут применяться недавно разработанные методы. Разра
ботка новых приемов будет способствовать развитию плодотвор
ных исследований, и поэтому можно надеяться на значительный 
прогресс в данной области. Наконец, в книге, основной направ
ленностью которой являются вирусные болезни человека, не
лишне заметить, что генетический подход теперь начинают при
менять к вирусам, имеющим клиническое значение, а это обе
щает привести нас наконец к пониманию генетических и моле
кулярных основ вирусных заболеваний.
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Генетические взаимодействия между вирусами эукариот и 
между вирусами и хозяйскими клетками описаны в гл. 7. По 
мере того как повышался уровень изучения генетики многих 
вирусов, в большей части работ стали 'проводить глубокий ана
лиз геномов с использованием специальных воздействий на ге
номы, во многих случаях при помощи мутагенеза in vitro и пе
рестройки структуры ДНК. Эта возможность появилась благо
даря успехам, достигнутым в технологии рекомбинантных ДНК, 
которые сыграли большую роль в генетических исследованиях 
как ДНК-содержащих, так и РНК-содержащих вирусов. Недав
нее сообщение о системе рекомбинантной РНК для амплифика
ции молекул РНК [80] может направить генетику и тех, и дру
гих вирусов в еще одном перспективном направлении.

В настоящей главе рассматривается, как эти новые методы 
могут быть или уже были применены для изучения вирусных 
геномов. Поскольку конечная цель наших исследований заклю
чается в понимании генетики и биологии вирусов, а также меха
низма их взаимодействия с клетками хозяев, мы будем опирать
ся на некоторые работы, освещающие основы биологии ви
русов.

Клонирование рекомбинантных структур 
вирусных ДНК

Возможность размножать и нарабатывать вирусные геномы 
в виде ̂ молекул рекомбинантных ДНК предоставляет специали
стам псГ молекулярной биологии вирусов следующие преимуще
ства. а) ДНК-геномы вирусов, которые трудно или невозможно 
выращивать в культуре (таких как вирус гепатита В или вирус 
папилломы), могут быть получены в больших количествах в виде

1 David М. Knipe, Department of Microbiology and Molecular Genetics, Har
vard Medical School, Boston, Massachusetts 02115.
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рекомбинантных молекул, б) Субгеномные фрагменты ДНК, ко
торые трудно выделить из суммарного генома, расщепленного 
рестрикционными эндонуклеазами, могут быть получены -в га
рантированно чистом виде путем клонирования, в) Молекулы 
редких вирусных ДНК, такие как провирусы ретровирусов, мо
гут быть получены в больших количествах, г) Могут быть полу
чены и клонированы ДНК-копии геномов РНК-содержащих ви
русов. д) Все эти молекулы служат отличными объектами для 
быстрого секвенирования и мутагенеза in vitro.

Процедуры, применяемые для молекулярного клонирования 
ДНК, подробно описаны в работе [70]. Небольшие кольцевые ге
номные молекулы ДНК можно клонировать путем расщепления 
рестрикционной эндонуклеазой, делающей один разрыв во всей 
молекуле, и лигирования с обработанной сходным образом мо
лекулой плазмидной ДНК [92, 96]. Рекомбинантные молекулы 
ДНК вводят IB Escherichia coli при помощи стандартной про
цедуры [70]. Линейные двухцепочечные молекулы вирусной ДНК 
клонируют в виде субгеномных фрагментов ДНК. Расщепление 
линейной геномной молекулы ДНК при помощи большинства 
рестрикционных эндонуклеаз дает как внутренние, так и конце
вые фрагменты. Внутренние фрагменты могут быть клонированы 
путем прямого лигирования € расщепленной плазмидной или фа
говой ДНК, как описано выше. Концевые фрагменты не содер
жат сайта для клонирования на одном конце. Для того чтобы 
обойти эту трудность, к концу молекулы вирусной ДНК приши
вают синтетический фрагмент, содержащий участок расщепле
ния рестрикционной эндонуклеазой (линкерную молекулу) [83], 
или до клонирования на одном конце достраивают гомополимер- 
ную последовательность ДНК при помощи концевой трансфе- 
разы [128].

ДНК-копии геномов РНК-содержащих вирусов и мРНК син
тезируют при помощи обратной транекриптазы, а синтез второй 
цепи ДНК — при помощи ДНК-полимеразы Е. coli. Концы ком
плементарной ДНК (кДНК) достраивают гомополимерными 
«хвостами», и лигируют ее с плазмидной ДНК, также имеющей 
гомополимерные «хвосты» [70].

Редкие молекулы вирусной ДНК, например интегрированные 
с геномом хозяина или ДНК провируса ретровирусов, обычно 
клонируют, лигируя тотальную клеточную ДНК с ДНК фага X 
и затем упаковывая ДНК in vitro. Полученные вирусы подвер
гают скринингу при помощи гибридизации in situ с негативными 
колониями вируса [5]. При получении и анализе большого коли
чества рекомбинантных молекул ДНК фаги эффективнее плаз- 
мидных векторов. После получения молекулы ДНК требующего
ся рекомбинантного фага вирусную вставку ДНК часто перено
сят в плазмидный вектор для дальнейшего использования.
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Все шире используют векторы иа основе фага М13 [78, 79]. 
Простота очистки вирионов, содержащих одноцепочечную ДНК, 
делает их удобным источником чистой одноцепочечной ДНК для 
мутагенеза (см. ниже), S l-нуклеазного анализа [84] и секвениро
вания ДНК но методу обрыва цепи с использованием дидезок- 
синуклеотидов [115].

Быстрые методы секвенирования ДНК [72, 115] позволили 
определить полные нуклеотидные последовательности несколь
ких вирусных ДНК-геномов: SV40 [21, 102], вируса полиомы [124], 
вируса гепатита В [22], вируса папилломы крупного рогатого 
скота [12], вируса папилломы человека [117], паповавмруса чело
века [142] и вируса Эпштейна — Барр (EBV) [20]. Сенвширова- 
ны клонированные ДНК-копии геномов РНК-содержащих виру
сов, для которых после сопоставления получена полная последо
вательность генома таких вирусов, как вирус полиомиелита [58, 
99] и вирус везикулярного стоматита (VSV) [23, 108, 111]. Рас-

. шифрованы клонированные ДНК ретровирусов [101, 119].
/

Экспрессия вирусных ДНК в Escherichia coli

Многие продукты вирусных генов экспрессируются в зара
женных или трансформированных вирусами клетках на таком 
низком уровне, что их очень трудно или даже невозможно очи
стить для исследования функции или приготовления специ
фических антител. В преодолении этой трудности большую роль 
сыграла технология получения рекомбинантных ДНК, которая 
позволила повысить экспрессию некоторых участков ДНК в 
Е. coli.

Для экспрессии вирусных ДНК в Е. coli используют два об
щих подхода: 1 ) конструирование гибридных генов, состоящих 
из прокариотических генов, обычно генов р-галактозидазы (lacT.) 
или р-лактамазы, и генов, кодирующих последовательности ви
русных ДНК, и 2 ) соединение вирусного гена с прокариотиче
ской регуляторной нуклеотидной последовательностью. В первом 
случае экспрессируется гибридный белок, а во втором образует' 
ся аутентичный вирусный белок.

Исходно гибридные гены, включающие нуклеотидные после
довательности вирусных генов, создавали при помощи рекомби
нации in vitro, используя рестрикционные эндонуклеазы, рас
щепляющие вирусный геном в сайтах определенных последова
тельностей. Образование непрерывной рамки считывания при 
лигировании вирусных и плазмидных последовательностей может 
быть предсказано. Недавно разработаны векторы для экспрес
сии в Е. coli, позволяющие проводить отбор и включение произ
вольной чужеродной ДНК, которая экспрессируется с использо
ванием бактериальных сигналов. Они названы векторами с от
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крытой рамкой считывания (orf, от англ. open reading frame) [38]. 
Вектор состоит из плазмиды, которая содержит нефункциональ
ный ген lacZ. Этот ген инактивировали при помощи вставки 
линкерного олигонуклеотида в его начальный участок, что при
водит к сдвигу рамки. В линкерыый участок по специфическим 
местам могут быть встроены произвольные фрагменты ДНК. 
После этого ДНК вводят в Е. coli при помощи трансформации. 
Включение фрагментов ДНК, имеющих непрерывную рамку счи
тывания, может (привести к восстановлению исходной рамки счи
тывания и дать функционально активный ген lacZ. Трансфор
манты 1ас+ отбирают на индикаторных средах.

В векторе orf была экспрессирована часть одного из ядерных 
антигенов вируса Эпштейна — Барр (EBNA) [49]. Вирус Эпштей
на— Барр не удается клонировать при помощи метода бляшек, 
и~ поэтому классический генетический подход для него непри
меним. Антиген EBNA экспрессируется в иммортализованных 
вирусом лимфоцитах человека, и возможно играет важную роль 
в иммортализации. Однако белки EBNA трудно идентифициро
вать и очистить. Идентифицированы фрагменты ДНК, экспрес
сирующиеся в иммортализованных лимфоцитах [48, 50, 132]. 
Один из них был введен в вектор orf, в результате чего получе
ны /ас+-трансформанты [49]. Гибридный белок р-галактозида- 
за — EBNA идентифицирован по реакции с анти-р-галактозидаз- 
ной. и человеческой EBNA-позитивной сыворотками. Для того 
чтобы приготовить антисыворотку, специфичную к этому вирус
ному антигену, -р-галактозидазный гибридный белок очищали и 
вводили кроликам. Антисыворотки осаждали из лимфоцитов, 
трансформированных EBV, белок с мол. массой 78—85-103. 
Осаждаемый антиген оказался эквивалентным одному из анти
генов EBNA, называемому EBNA-1. Проведенные исследования 
позволили установить рамку считывания для антигена EBNA-1 
и получить антительную пробу на этот белок. Это свидетельст
вует об эффективности данного подхода при изучении сложной 
генетики EBV.

Специфические вирусные белки предпочтительно экспресси
ровать в виде аутентичных вирусных белков, а не в форме гиб
ридов. Поэтому альтернативой к описанному выше подходу слу
жит помещение транскрипционных и трансляционных сигналов 
Е. coli. рядом с вирусным геном таким образом, чтобы трансля
ция начиналась с собственного ATG-кодона вирусного гена. Не
обходимыми бактериальными регуляторными элементами явля
ются промотор транскрипции и участок связывания с рибосомой, 
состоящий из последовательности Шайна — Дальгарно и ини
циирующего кодона [106]. Для этого используют промоторы 
/ас-оперона [27, 106], frp-onepoHa [112], гибридный lac—^р-про
мотор (/ас-промотор) [9, 16], а также промотор PL фага К [8 ].
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Участок Шайна — Дальгарно берут из прокариотического гена 
и помещают на различном расстоянии от вирусного инциирующе- 
го кодона, от чего сильно зависит уровень экспрессии [105]. Не
которые белки, например белок G вируса везикулярного стома
тита [112] или малый Т-антиген SV40 [9], пагубно действуют на 
рост Е. coli. Поэтому в идеальной ситуации желательно их экс* 
п рессировать с помощью индуцибельного промотора. Бактерии 
выращивают в условиях, когда сначала экспрессию чужеродного 
гена подавляют, а затем .индуцируют. Промотор tac сохраняет 
регуляторный участок от lac-оперона я может быть индуцирован 
добавлением к культуральной жидкости изопропил-р-1>тиога- 
лактозида (IPTG). С участием этого промотора синтезирован 
малый Т-антиген SV40 [9]. После индукции IPTG малый Т-анти
ген накапливается в количестве, составляющем 5— 1 0 % суммар
ного белка Е. coli. Таким способом достигают высокого уровня 
экспрессии этого токсичного белка.

Цз штаммов Е. coli можно выделить функционально актив
ные белки. Например, известно, что в клетках, зараженных SV40, 
малый Т-антиген SV40 разрушает цитоскелет [35]. Чтобы выяс
нить, действительно ли один этот белок отвечает за описанное 
действие, малый Т-антиген SV40 был очищен из лизатов клеток 
Е. coli, экспрессирующих этот белок, и затем введен в клетки 
путем микрон,нъекций. В результате наблюдали разрушение ци- 
тоокелета [19] и это 'свидетельствует о том, что малый Т-антиген 
вызывает данный эффект независимо от присутствия других ви
русных белков.

Экспрессия вирусных генов 
в дрожжевых клетках

Экспрессия в Е. coli некоторых вирусных генов, таких как 
ген поверхностного антигена HBV, затруднительна. Чтобы облег
чить ее, были разработаны векторы, позволяющие экспрессиро
вать чужеродные гены в дрожжевых клетках. Поверхностный 
антиген HBV был экспрессирован в двух векторных системах 
[81, 137]. В одной из них ген, кодирующий поверхностный анти
ген, соединяли с промотором алкогольдегидрогеназы в дрож
жевом челночном векторе [137]. Этот вектор содержит часть бак
териальной плазмиды, точку начала репликации дрожжевой 
ДНК и дрожжевой ген trp 1 для отбора рекомбинантов. Рекомби
нантные молекулы вводили в дрожжи путем трансформации и 
отбирали трансформанты. Полученный штамм экспрессировал 
негликозилированную 23К-форму поверхностного антигена. 
В дрожжах белок собирался в частицы размером 20 нм, похо
жие на частицы, обнаруживаемые в крови больных гепатитом.
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Таким образом, дрожжи могут служить хорошей системой для 
экспрессии больших количеств белков вирусов эукариот, кото
рые нуждаются в процессинге 'и сборке в условиях эукариотиче
ской клетки. При введении обезьянам очищенные (20 им)-час
тицы обеспечивали невосприимчивость к заражению вирусом 
гепатита [73].

Экспрессия вирусных генов 
в клетках млекопитающих

Хотя гены вирусов эукариот способны экспрессироваться в 
прокариотических клетках при соединении с 'прокариотическими 
регуляторными сигналами, функции продуктов вирусных генов 
и регуляторные сигналы можно адекватно исследовать только 
в нормальных клетках хозяина. Использовано несколько подхо
дов к исследованию экспрессии вирусных генов в эукариотиче
ских клетках: введение клонированного гена обратно в геном 
родительского вируса, введение клонированного гена в другие 
вирусные геномы или использование гетерологичного вирус
ного генома в качестве вектора, временная экспрессия клониро
ванного вирусного гена после прямого введения в эукариотиче
скую клетку и стабильное включение вирусного гена в клетку 
хозяина.

Большая часть этих подходов представляет собой введение 
вирусной ДНК' 'непосредственно в эукариотическую клетку. З а 
ражение путем введения молекул ДНК называется трансфекцией. 
Этот термин применяют также для обозначения введения субге- 
номных молекул вирусных ДНК (и, даже еще менее строго, для 
обозначения введения невирусной ДНК) в клетки. Поскольку 
нет системы для упаковки ДНК вирусов животных в частицы 
in vitro, для эффективного введения молекул ДНК в клетки 
разработаны специальные приемы. Наиболее распространенным 
и эффективным приемом для больших молекул ДНК служит 
осаждение ДНК фосфатом кальция [36]. Клетки поглощают пре
ципитат и с ним ДНК проникает в клетки. В случае неболь
ших кольцевых молекул ДНК введение в клетку можно облег
чить с помощью ДЭАЭ-декстрана [74]. Для некоторых целей мо
лекулы плазмидной ДНК можно ввести непосредственно при 
слиянии бактериальных клеток (несущих плазмиду) с эукарио
тическими клетками при помощи поляэтиленгликоля [116].

Молекулы ДНК можно также вводить в клетки адикроинъ- 
екцией под давлением [1, 10] или ионофорезом [67]. Введение 
молекул ДНК в оплодотворенные ооциты может приводить к 
включению вирусной ДНК В клеточный геном и стабильному на
следованию этих генов в последующих поколениях [33, 34].



Молекулярная генетика вирусов животных 241;

Введение клонированных вирусных генов 
в родительский вирусный геном

Чтобы убедиться в функциональной активности вирусного 
гена, клонированного в рекомбинантной молекуле ДНК, он дол
жен быть вновь включен в родительский геном. Некоторые кло
нированные молекулы вирусных ДНК не обладают биологиче
ской активностью [32, 51, 119]. Можно также перестроить in vitro 
соответствующую последовательность или ввести в иве мутацию,, 
а затем включить мутантную форму молекулы в родительский 
генам. Методы введения мутаций in vitro рассматриваются в. 
последующих (разделах.

Из клонированных генов паповавирусов можно легко полу
чить инфекционный геном [92]. Рекомбинантные ДНК расщеп
ляют по сайтам, соединяющим вирусные и плазмидные ДНК, 
лигируют при низких концентрациях ДНК (для того чтобы сти
мулировать автолигнрование), а затем трансфицируют ими чувст
вительные или пермиссивные клетки. У паповавирусов некото
рые плазмидные векторы допускают репликацию ДНК с исполь
зованием вирусного сигнала начала репликации, и поэтому при 
трансфекции молекулы рекомбинантной ДНК могут 'реплициро
ваться [69]. Однако эти молекулы слишком велики, для того 
чтобы упаковываться в вирионы, и поэтому инфекционные ви
рионы не образуются.

Обратное введение клонированных субгеномных частей ви
русных линейных ДНК-геномов более сложно. Во многих слу
чаях для этого (Применяют метод спасения маркера, модифици
рованный для использования очищенных в геле фрагментов 
ДНК [60, 131]. Термин «спасение маркера» исходно указывал 
еа то, что генетический маркер в инактивированном вирусе или 
фрагменте ДНК был бы утрачен, если бы не рекомбинировал 
с активным геномом или полноразмерной молекулой ДНК. Та
ким образом, опасение маркера может быть легко выявлено, если 
донорные молекулы придают фенотип, отличный от фенотипа 
реципиентного вируса. Чтобы определить -место внедрения до- 
норной молекулы ДНК, она должна генотипически отличаться 
от реципиентного генома. Часто для сообщения /s-мутантам 
/5 +-фенотипа используют фрагменты ДНК дикого типа [60, 131]. 
В случае герпесвирусов и аденовирусов клонированные фраг
менты ДНК смешивают с полноразмерными инфекционными 
ДНК и совместно трансфицируют ими клетки хозяина (рис. 8 . 1 ). 
Рекомбинация между молекулами двух типов проходит in vivo. 
После этого идентифицируют и отбирают вирусное потомство, 
которое получило маркеры дикого типа. В случае иоксвирусов 
фрагменты ДНК вводят в «летки, которые заражают мутантны
ми вирионами, поскольку поксвирусная ДНК неинфекционна. Не-
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Рис. 8.1. Спасение маркера при совместной трансфекции молекулами вирусной 
ДНК. Показаны этапы спасения маркера с использованием ДНК-генома тем
пературочувствительного мутанта и фрагментов вирусной ДНК дикого типа. 
Смешивают интактные молекулы мутантной ДНК с полным гидролизатом или 
индивидуальными фрагментами вирусной ДНК дикого типа, после чего прово
дят трансфекцию клеток. В зараженных клетках происходит рекомбинация 
между молекулами двух типов. После этого дочерние вирусы проверяют на 
наличие ^-рекомбинантов [60, 131]. -

смотря на различие в способе введения, в клетке хозяина моле
кулы поксвирусной ДНК двух типов могут рекомбинировать.

Для «ведения клонированных вирусных фрагментов в инфек
ционный геном иногда можно использовать рекомбинацию 
in vitro (рис. 8.2). Для этого отбирают аденовирусные геномы, 
содержащие всего несколько сайтов расщепления рестрикцион-

Трансфекция
Дочерний 

вирус дикого 
типа

ДНК аденовируса d!303

Рис. 8.2. Реконструкция адено!Вируса дикого типа из мутантной вирусной ДНК 
и .рекомбинантной плазмиды. Рекомбинантная плазмида содержит левый конец 
(от 0 до 4,5 единиц карты) аденовирусной ДНК, вставленный по Pstl-сайту 
плазмиды pBR322. Аденовирусная часть ДНК плазмиды, представляющая со
бой геномную последовательность ДНК ог левого конца до сайта расщепления 
рестрикционной эндонуклеазой Hpal в районе 4,5 единиц карты, была вставле
на в PsfI-сайт при помощи создания «хвостов» poly (G )—poly (С). Рекомби
нантную плазмиду расщепляли рестриктазами Pstl и Xbal. ДНК аденовируса 
dl309 расщепляли рестриктазой Xbal. Большой фрагмент (от 3,8 до 100 еди
ниц карты) лигировали с гидролизатом плазмиды, и лигазной смесью трансфи
цировали трансформированные аденовирусом клетки человека. Дочерний вирус 
образовывал бляшки на клетках HeLa и трансформированных аденовирусом 
клетках человека. Таким образом, дочерний вирус включил в свой состав фраг
мент последовательности ДНК дикого типа от 0 до 3,8 единиц карты [129].
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Рис. 8.3. Спасение маркера при образовании частичного • гетеродуплекса. Этот 
метод широко применяли для вируса SV40 [62]. В геномную ДНК ifs-мутанта 
вносили одноцепочечный разрыв, приводящий к переходу ДНК в форму II. 
Вирусную ДНК дикого типа расщепляли на множество фрагментов. Молекулы 
денатурировали и отжигали для образования частичных гетеродуплексов.. 
Этой ДНК трансфицировали клетки, в которых неспаренные основания под
вергались репарации, а одноцепочечные участки застраивались. Репарация про
ходит либо по одной, либо по другой цепи, поэтому образуются как мутанты, 
так и потомство дикого типа. (Рисунок приводится с разрешеняя из работы 
[62].)

ными эндонуклеазами. Например, мута-нт dl309 аденовируса ти
па 5 имеет только -один сайт расщепления Xbal .в точке, соответ
ствующей 3,8 единиц карты вирусного генома [57]. После кло
нирования левого конца аденовирусного генома от 0 до 4,5 еди
ниц карты [129] вирусную вставку из рекомбинантной плазмиды 
расщепляли и лигировали с ДНК d l309, разрезанной Xbal. Лиги
рованной смесью трансфицировали клетки человека, трансфор
мированные аденовирусом, и собирали урожай вируса. Получен
ный вирус образовывал бляшки на клетках HeLa, следовательно, 
он содержал 'клонированные фрагменты ДНК дикого типа. Ин
тересно, что клонированные нуклеотидные последовательности, 
лигированные с ДНК d l309, содержали как результат процедуры 
клонирования участок poly(dG) :poly(dC), тогда как получен
ный вирусный геном не содержал этих 'последовательностей. Та
ким образом, аденовирус, вероятно, обладает механизмом, поз
воляющим восстанавливать один из концевых повторов [128, 1291.

Введение фрагментов вирусных ДНК в кольцевые молекулы 
вирусных ДНК также может осуществляться путем лигирования 
in vitro [1 1 ] или образования in vitro частичного гетеродуплек
са [62]. В последнем варианте случайная репарация неспарен
ных оснований приведет «  включению новой последовательности 
в инфекционный геном (рис. 8.3).

Приведенные примеры показывают, каким образом клони

16*
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рованные ДНК дикого типа могут быть введены в мутантный ге
ном. Ниже обсуждается обратная ситуация, когда мутированные 
фрагменты вводят в геном дикого типа с образованием специ
фического мутантного генома.

Использование вирусных геномов 
в качестве векторов

Некоторые вирусные геномы после соответствующей пере
стройки приобретают способность служить векторами для реп
ликации и экспрессии эукариотических генов. Этот вопрос под
робно разработан во многих обзорах [19, 28, 103, 104], где опи
сано, как можно использовать вирусы в качестве векторов для 
вирусных и для клеточных генов. К настоящему времени наи
более широко используемой вирусной системой является SV40. 
Молекула ДНК этого вируса была первой ДНК вирусов эука
риот, для которой удалось определить последовательность осно
ваний. Кроме того, молекулярная биология SV40 изучена более 
детально, чем какого-либо другого. Первые конструкции содер
жали несколько различных генов. Рекомбинантные молекулы 
реплицировались в эукариотических клетках, но мРНК не син
тезировалась и экспрессии белка не наблюдалось [31]. Позднее 
стало понятно, что мРНК SV40 подвергаются сплайсингу [6 , 43, 
45], и, когда вставленные ДНК, кодирующие глобин, были ори
ентированы таким образом, чтобы мог происходить сплайсинг, 
была обнаружена экспрессия глобина [44, 87].

Чужеродную ДНК можно ввести в SV40 либо в раннюю, либо 
в позднюю области генома (гл. 26). При введении генов в позд
нюю область обычно наблюдают более высокий уровень экс
прессии, так как поздний промотор более активен. Поскольку 
для вируса необходимы и ранние, и поздние белки, внедрение чу
жеродного гена приводит к образованию дефектного вирусного 
генома, и поэтому для сохранения рекомбинантной молекулы 
требуется вирус-помощник. Кроме того, максимальный размер 
генома SV40, который может быть упакован в вирионы, не дол
жен значительно превышать 5243 пар оснований (Ьр), что соот
ветствует нормальному -размеру генома этого вируса. Таким об
разом, имеются ограничения на размер вставки ДНК в рекомби
нантный геном, если последний должен упаковываться и сохра
няться в вируаных частицах.

Другим подходом к использованию репликона SV40 была 
разработка клеточных линий, конститутивно экспрессирующих 
Т-антиГен SV40 и другие факторы, необходимые для реплика
ции ДНК SV40. Эти линии, названные клетками COS, получены 
трансформацией клеток CV- 1  геномом SV40, который имел де
фектный участок начала репликации [29]. Полученная клеточная
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ливия содержит последовательности SV40, которые не могут ре
плицироваться, но экспрессируют ранние вирусные продукты. 
Прямое 'введение рекомбинантных молекул ДНК, содержащих 
участок-начала репликации SV40, приводит к репликации реком
бинантной молекулы в этих клетках. Таким образом, они слу
жат эффективной системой для исследования экспрессии транс
фицированных рекомбинантных молекул (см. след, раздел). 
Кроме того, рекомбинантные молекулы, содержащие вставлен
ные в раннюю транскрипционную область чужеродные фрагмен
ты ДНК*-могут пассироваться в виде чистых рекомбинантных мо
лекул, поскольку вирус-помощник не требуется.

Векторы на основе SV40 способны экспрессировать как ви
русные, так и клеточные гены, например гены р-глобина кроли
ка [87], а- и р-глобинов мыши [44, 46], препроинсулина [41], по
верхностного антигена HBV [85], белка G VSV [110] и гемагглю
тинина вируса гриппа [25, 47, 133]. Поскольку гены большего 
размера нельзя клонировать в геноме SV40, в качестве альтер
нативных вирусных векторов использовали вирусные геномы 
большего размера. Для экспрессии больших количеств Т-анти- 
гена SV40 использовали аденовирусы [125, 136]. Рекомбинанты 
получали отбором аденовирусов на способность расти в клетках 
обезьян с последующей идентификацией тех из них, которые экс
прессируют Т-антиген SV40.

Геномы вирусов папилломы относятся к экспрессирующим 
векторам другого типа. В клетках, трансформированных виру
сом папилломы «рупного рогатого скота (BPV), геном вируса 
находится в виде эписомной сверхспиральной кольцевой моле
кулы ДНК [63, 6 8 , 82]. Последовательности ДНК-вставки репли
цируются как часть молекулы ДНК BPV. Такой вектор имеет 
несколько преимуществ. Во-первых, геном BPV [вызывает онко- 
гекрую трансформацию клеток, что можно использовать как 
признак для фенотипической селекции. Во-вторых, молекулы не 
интегрируют, так что уровни экспрессии исследуемого гена не 
зависят от фланкирующих последовательностей. В-третьих, мо
лекулы ДНК кольцевые, поэтому были созданы векторы, которые 
могут при трансформации посредством ДНК прямо переносить
ся из Е. coli в клетки млекопитающих и наоборот [17]. Длинный 
концевой повтор (LTR) вируса опухолей молочных желез мыши 
(MMTV) был встроен в вектор на основе BPV [89]. В результате 
получены различные трансформированные линии клеток. Пока
зано, что рекомбинантные молекулы остаются неинтегрирован
ными и не подвергаются перестройкам, однако тем не менее 
уровни экспрессии мРНК с различных промоторов MMTV в LTR 
сильно варьировали в различных линиях клеток. Транскрипция 
с промоторов MMTV может быть усилена обработкой глюко- 
кортикоидным гормоном. Степень вызываемой ими индукции
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также варьировала в различных клеточных линиях. Эти опыты 
показали, что на уровень экспрессии влияет не только непосред
ственное окружение ДНК в клеточном геноме.

На основе генома HSV сконструированы субгеномные реп- 
ликоны [127, 130]. Большой размер генома HSV, а также данные 
о том, что он может нести вставку по крайней мере 8  тысяч пар 
оснований (kb) [60], позволяют предполагать, что он способен 
служить в качестве вектора. Однако экспрессии вставленного 
клеточного гена с собственного промотора не наблюдается 
(N. Frenkel, личное сообщение). Это, вероятно, связано с тем, 
что HSV подавляет транскрипцию и (или) трансляцию клеточ
ных РНК. Для того чтобы HSV мог служить экспрессирующим 
вектором, вероятно, нужно, чтобы вставленные гены исполь
зовали промоторы и трансляционные сигналы вируса, либо не
обходимо создать варианты HSV, которые не подавляют экс
прессии клеточных генов.

Подобно HSV поксвирусы содержат большой ДНК-геном, 
но в отличие от них .имеют более сложный репликативный цикл. 
Поскольку поксвирусы используют для транскрипции ДНК в 
цитоплазме свой собственный аппарат, неудивительно, что 
встроенные в их геном чужеродные гены экспрессируются на 
низком уровне, если вообще экспрессируются. Однако, когда 
перед б'-концом встроенного гена вставляли транскрипционный 
сигнал ‘вируса осповакцины, наблюдалась экспрессия чужерод
ного гена. Рекомбинанты создавали в два этапа. Чужеродный 
ген встраивали при рекомбинации in vitro таким образом, что 
ген оказывался расположенным после промотора вируса оспо
вакцины. Рекомбинантными ДНК трансфицировали клетки пос
ле заражения вирусом осповакцины. Гибридные молекулы вклю
чались в вирус путем рекомбинации in vivo [8 8 , 140]. Есть сооб
щения об экспрессии поверхностных антигенов HBV [91, 1 2 2 ], 
гемагглютинина вируса гриппа [90, 123] ,и гликопротеина D 
HSV [91]. Более того, рекомбинанты индуцируют иммунный от
вет, ограничивающий репликацию соответственно вирусов гепа
тита В, гриппа и HSV. Поскольку эти рекомбинанты представ
ляют собой живые вакцины в 'том смысле, что вирусные анти
гены экспрессируются на поверхности клеток хозяина, антиви
русный иммунитет к ним, вероятно, обеспечен как гуморальным, 
так и клеточным механизмами. Таким образом, гибридные ви
русы служат прекрасными кандидатами для антивирусной те
рапии,'поскольку об эффектах вакцинации вирусом осповакцины 
известно очень много; и что особенно важно, при этом можно 
обходиться без более рискованного ^применения других аттенуи
рованных вирусов.

Для использования в качестве векторов сконструированы 
также варианты геномов ретровирусов. В рекомбинантные мо
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лекулы ДНК различных провирусов был встроен ген тимидин- 
киназы HSV [118, 134, 139]. Этими ДНК трансфицировали клет
ки с фенотипом tk~, после чего отбирали трансформанты. Инфек
ционный вирус, содержащий tk-reн, может быть получен при 
суперинфекции вирусом-помощником, или при совместной транс
фекции с полноразмерной вирусной ДНК. Включение tk-гена 
приводит к повреждению части репликативиых функций, поэто
му для восполнения этих функций требуется вирус-помощник.

Необходимость ретровирусного генома-помощника может 
быть снята при использовании клеточной линии, которая предо
ставляет все функции для репликации и упаковки ретровирусов, 
но не дает инфекционного вируса [71]. Сконструированы мутант
ные ретровирусы, которые утратили последовательности РНК, 
необходимые для упаковки, включения РНК в капсид и одева
ния в оболочку. При заражении клеток провирус включается 
в клеточный геном, после чего синтезируются вирусные РНК и 
белки. Эти клетки представляют собой идеальную систему для 
размножения рекомбинантных, дефектных по репликации гено
мов. Трансфекция этих клеток дефектными геномами приводит 
к образованию вирионов, содержащих преимущественно реком
бинантные геномы [71]. Такие вирионы потенциально свободны 
от цитолитичеоких и трансформирующих функций и очень удоб
ны в качестве векторных систем.

Временная экспрессия вирусных генов 
в эукариотических клетках

После того как были клонированы эукариотические гены и 
отработаны приемы для введения молекул ДНК прямо в клетки, 
было обнаружено, что экспрессия многих клеточных генов на
блюдается в течение короткого времени после трансфекции [93]. 
Это явление было названо краткосрочной, или временной, экс
прессией. За экспрессией гена следили при помощи иммуно- 
флуоресценции со специфическими антителами [4] или путем 
обнаружения мРНК различными гибридизационными метода
ми [42]. Количество клеток, в которых наблюдали экспрессию, 
колеблется от 1 [93] до 90% [100], причем более обычными были 
низкие цифры. Экспрессия достигает максимума примерно че
рез 48—72 ч после введения ДНК и через какое-то время стано
вится незаметной. Это, вероятно, связано с утратой молекул 
ДНК клетками. Использование данного подхода очень полезно 
для анализа участков, регулирующих экспрессию эукариотиче
ских генов; много исследований проведено -и с вирусными ге
нами.

Форма, в которой находится ДНК после введения, подробно 
еще не охарактеризована. В одной работе показано, что геном
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SV40 собирается в хроматин, содержащий н у к л е а з о ч ув с тв и тель
ные участки около точки начала репликации [54]. По-видимому, 
после трансфекции ДНК собирается в нуклеосомные структуры 
подобно тому, как это происходит в ходе литической инфекции. 
Временную экспрессию использовали для изучения действия 
позитивных транскрипционных факторов. Предраниие гены аде
новирусов и вирусов герпеса индуцируют экспрессию вирусных 
генов в ходе литической инфекции [7, 18, 56, 60, 138]. Для того 
чтобы показать, что эти гены способны регулировать экспрессию 
вирусных генов независимо от других вирусных генов, ллазми- 
ды, кодирующие ген Е1А аденовируса или предранний ген виру
са псевдобешенства, трансфицировали совместно с геном, коди
рующим ДНК-связывающий 72К-белок (DBP) аденовируса. Оба 
предранних гена увеличивали транскрипцию гена DBP [53]. Та
ким образом, эти регуляторные гены кодируют позитивные ак
тиваторы, действующие в транс-положении по отношению к гену 
DBP. Кроме того, эти активаторы могут заменить потребность 
в энхансерной последовательности, необходимой для высокого 
уровня экспрессии клеточного гена. Совместная трансфекция с 
геном Е1А аденовируса или с предранними генами вируса псев
добешенства снимает необходимость энхансерной последователь
ности для экспрессии гена (3-глобина [2, 39]. Таким образом, 
эти вирусные активаторные функции могут действовать через 
нормальные клеточные регуляторные каналы. Временную экс
прессию использовали для исследования регуляции экспрессии 
вирусных генов. Простота системы и быстрота постановки экс
периментов делают этот подход удобным и полезным.

Стабильная интеграция вирусных генов 
с клеточным геномом

Клеточная трансформация представляет собой изменение 
фенотипа клеток в результате приобретения новых ДНК-после- 
довательностей [93]. Приобретение вирусных генов клеткой мо
жет вести к изменению ее ростовых свойств. Введение в клетки 
ДНК опухолеродных вирусов ведет к изменениям в росте клеток, 
и это явление также называют трансформацией. По мере того 
как число известных механизмов онкогенеза увеличивается, 
возникает терминологическая путаница, поскольку все они носят 
название «трансформация». Изменение в ростовых свойствах, 
вероятно, следует называть ростовой или онкогенной трансфор
мацией клеток лишь в том случае, если изменение фенотипа 
четко связано с введением новых фрагментов ДНК.

Клеточные линии, стабильно экспрессирующие генные про
дукты вируса, удобны в качестве клеток-хозяев для поддержа
ния мутантных вирусов, дефектных по специфическим вирусным
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генам. Клетки, онкогенно тр а неф ор м и р о-в амн ы е ДНК-содержа- 
щими вирусами, часто стабильно экспрессируют генные продук
ты вируса, !и первоначально они служили в качестве пермиссив
ных клеток для мутантов с ограниченным спектром 'хозяев, или 
вирусов, чь/и способности к росту варьируют в различных клет- 
ках-хозяевах. Вирусные гены сохраняются благодаря тому, что 
селективное давление дает преимущество фенотипу трансфор
мированных клеток. Клетки мыши, трансформированные виру
сом полиомы, служили в качестве клеток-хозяев для мутантов 
вируса полиомы с ограниченным спектром хозяев [3]. Эти мутан
ты чрезвычайно важны для выявления генных продуктов вируса 
полиомы, ответственного за онкогенную трансформацию (гл. 12). 
Аналогично этому клетки человека линии 293, трансформиро
ванные аденовирусом, стабильно экспрессируют Е 1-участок ге
нома аденовируса [37]. Они служили в качестве клеток-хозяев 
для выделения и поддержания мутантов аденовируса по спектру 
хозяев, что позволило определить функцию продуктов генов Е1А 
и Е1В [7, 56].

Другие вирусные гены не обладают заметным фенотипиче
ским действием .на клетку-хозяина, и поэтому их закрепление 
в геноме и экспрессия не могут быть непосредственно отобраны. 
В дамяом случае их следует вводить 'совместно с селектируемым 
маркером. Клонировано несколько генов с селектируемым фе
нотипом, первый из которых — ген гимидинкиназы HSV. Рост 
клеток на среде ГАТ (ростовая среда, содержащая гипоксантин, 
аминоптерин и тимидин) требует синтеза клетками тимидинки
назы [66]. Таким образом, клетки tk~ можно трансформировать 
к фенотипу tk+ включением гена tk HSV с последующим отбором 
на среде ГАТ. Селекция на утрату гена tk может быть осущест
влена путем роста «а ореде с бромдезоксиуридином. Вначале 
было обнаружено, что любая ДНК, введенная в клетку вместе 
с геном tk в составе одного кальцийфосфатного осадка, оказы
вается физически сцепленной с этим геном [94]. Эти молекулы, 
вероятно, соединяются конец-в-коиец после вхождения в клетку 
и остаются в виде единой молекулы. Отбор :на ген tk приводит к 
отбору и на другие связанные с мим фрагменты ДНК. Таким 
способом были отобраны трансформанты, экспрессирующие 
ДНК-связывающий белок аденовируса [40, 114].

Процедура отбора с использованием гена tk не универсаль
на, она наилучшим образом реализуется в клетках tk~. Найдено 
два доминантных селектируемых маркера, которые можно ис
пользовать на более широком спектре клеток-хозяев. Первым 
является ген ксантингуанин—фосфорибозилтрансферазы (gpt) 
Е. coli, кодирующий фермент, который позволяет эукариотиче
ским клеткам расти в присутствии ксантина и образовывать 
гуанозинмонофосфат при блокировании нормального биосинте
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тического пути микофеноловой кислотой [86]. Этот фермент 
обычно закодирован только в прокариотических клетках Е. coli„ 
и поэтому его ген может быть использован в качестве селекти
руемого маркера в клетках эукариот всех типов. Вторым селек
тируемым маркером служит ген аминогликозид-фосфотрансфе- 
разы из транспозона Тп5 Е. coli. Этот фермент экспрессируется 
в эукариотических клетках, если его ген снабдить эукариотиче
ским промотором и сигналом полиаденилирования. Его селектив
ное фенотипическое выражение обусловлено тем, что он инак
тивирует антибиотик G418 и предотвращает его действие на 
клетки эукариот [55]. Ген этого фермента также служит доми
нантным селектируемым маркером.

В нескольких работах исследовали состояние фрагментов 
ДНК после трансформации. В результате переноса гена tk HSV 
из одной клетки в другую при передаче хромосом обнаружено 
два типа трансформантов. Трансформанты одного из них не при
годны для поддержания ^+-фенотипа; в них донорная хромосо
ма распределялась в виде небольших кусочков по всему карио- 
типу. Трансформанты другого типа имели стабильный фенотип 
tk+ и содержали интактную донорную хромосому [59]. Транс
формирующие последовательности, которые стабильно поддер
живались, интегрировали с хромосомой клеток-реципиентов. 
В дальнейших исследованиях было показано, что последователь
ности, введенные совместно с геном tk HSV включаются в уни
кальный сайт клеточной хромосомы [107]. Гибридизацией in situ 
обнаружено, что в каждой клеточной линии трансформирующие 
фрагменты включались каждый раз в новый уникальный сайт 
хромосомы. Это свидетельствует о том, что включение не опре
деляется какими-либо протяженными участками гомологии. Та
ким образом, эти методы введения ДНК в соматические клетки 
представляют собой эффективный подход для встраивания ДНК 
в случайные сайты клеточного генома, однако они не обеспечи
вают стабильного замещения предсуществующих гомологичных 
участков ДНК.

Мутагенез вирусных ДНК in vitro

Наиболее благотворное влияние технологии рекомбинантных 
ДНК на генетику вирусов связано прежде всего с тем, что с ее 
появлением стало возможно проводить мутагенез специфических 
последовательностей ДНК in vitro. Некоторые приемы мутаге
неза, описанные ниже, были использованы на неклонированных 
фрагментах ДНК, причем эти приемы значительно облегчаются 
при использовании клонированных фрагментов. Другие приемы 
возможны только при работе с клонированными фрагментами 
ДНК. После мутагенеза фрагменты ДНК могут быть возвраще
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ны в инфекционный вирусный геном или введены в эукариоти
ческую клетку, как описано выше. Критическим моментом явля
ется наличие чувствительного и надежного метода фенотипиче
ского анализа действия мутации. Различают фенотипические 
тесты двух основных типов. В тестах первого типа делают по
пытки обнаружить нуклеотидные последовательности, действую
щие в положении цис по отношению к экспрессии генов или 
репликации вирусного генома. Примерами цис-действующих эле
ментов служат промоторы транскрипции и энхансеры, а также 
участки начала репликации. Фенотипические тесты второго типа 
проводят с целью определить функцию специфических коди
рующих последовательностей путем их изменения. В этом случае 
необходимо разработать метод фенотипического анализа функ
ции соответствующего генного продукта.

Введение делеционных мутаций

Введение делеций в вирусные геномы широко использовали 
в генетике вирусов еще до получения клонированных вирусных 
геномов. Делеционные мутанты SV40 получали линеаризацией 
ДНК по определенным или случайным сайтам с последующей 
трансфекцией клеток. Нуклеазы в клетках отщепляли концы 
молекулы до циклизации и начала репликации. Жизнеспособные 
делеционные мутанты отбирались сами [76], а нежизнеспособ
ные поддерживались благодаря их комплементации с темпера
турочувствительными мутантами [61, 77]. Появление клониро
ванных молекул ДНК SV40 позволило вводить в них делеции и 
нарабатывать эти молекулы в Е. coli независимо от жизнеспо
собности вируса. После этого вставку вирусной ДНК можно 
вырезать из рекомбинантной-плазмиды, лигировать с идентич
ными или другими фрагментами ДНК вируса и трансфицировать 
ими клетки для того, чтобы проверить жизнеспособность мутант
ного вируса [92].

Делеции использовали для тестирования функций специфи
ческих кодирующих участков ДНК. Серия мутантов с делеция
ми в ранней области SV40 кодирует укороченные в разной сте
пени молекулы большого Т-антигена [95, 96]. Свойства мутант
ных белков исследовали с целью локализации определенных 
участков молекулы белка, ответственных за различные функции 
Т-антигена [14, 126]. Пользуясь аналогичным подходом, удалось 
показать, что С-конец гликопротеина VSV служит мембранным 
якорем [110]. В дальнейшем выяснили, что структура цитоплаз
матического домена этого белка влияет на созревание в процес
се его перемещения на поверхность клетки [109].

Делеционный анализ использовали также для выявления 
участков ДНК, регулирующих экспрессию ранней области транс
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крипции SV40. В область перед точкой начала ранней транс
крипции были введены различные делеции. Делеция области, 
названной последовательностью ТАТА, расположенной пример
но за 30 пар оснований от точки начала транскрипции, изменяет 
положение этой точки при введении гена в клетки [4, 26]. Сле
довательно, эта последовательность требуется для правильного 
выбора 5'-конца мРНК- Делеция последовательностей перед 
ТАТА полностью снимает экспрессию ранних генов [4]. В этой 
области расположен регуляторный участок, состоящий из 72 пар 
оснований и представленный дважды повторяющейся последова
тельностью за 100— 175 пар оснований до начала транскрипции. 
Делеция, выходящая за пределы одного повтора, подавляет 
транскрипцию {42]. Впоследствии было показано, что этот учас
ток из 72 пар оснований является общим энхансером экспрессии 
генов, поскольку он усиливает экспрессию и других генов, поме
щенных перед или за ним [2], причем его действие не зависит от 
его положения по отношению к генам, экспрессию которых он 
усиливает.

Делеция сближает соседние участки- ДНК. Возникшая, бли
зость последовательностей потенциально может иметь таксой же 
сильный эффект, как и сама делеция. Для того чтобы этого из
бежать, был разработан уникальный набор мутаций. При иссле
довании транскрипционных сигналов перед геном тимидинкина- 
зы HSV Мак-Найт и Кингсбери [75] создали делеционные му
танты по последовательностям, предшествующим гену tk. На 
место делеции они ввели линкерную последовательность В ат  HI 
длиной 10 пар оснований. Мутанты, у которых концы делеции 
были разделены десятью парами оснований, рекомбинировали 
in vitro путем лигирования по В ат  H I-сайту. Это привело к из
менению последовательности таким образом, что 10 пар основа
ний оказались замененными на линкерную последовательность. 
Относительные расстояния были сохранены такими же, как и в 
неделетированной последовательности. Создана целая серия 
таких мутантов, названных мутантами с подвижным линкером. 
Рекомбинантные плазмиды вводили в ooufiTbl' Xenopus laevis и 
определяли уровень экспрессии РНК. Для транскрипции важны 
три участка: последовательность ТАТА за 16—32 нуклеотида до 
точки начала транскрипции, богатая гуанозином последователь
ность на расстоянии 47—61 нуклеотид перед ней и последова
тельность за 97— 105 нуклеотидов до начала гена tk. Этот под
ход позволил провести детальный анализ и определение трех 
различных регуляторных сигналов перед геном tk.

Путем модификации описанной выше процедуры делеции 
были введены в геном аденовируса. Делецию можно ввести в 
клонированный фрагмент ДНК аденовируса. Его выщепляют из 
плазмиды и лигируют с другим фрагментом ДНК аденовируса
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с образованием инфекционного генома. Таким способом обнару
жили, что для эффективного роста аденовируса необходима ма
лая РНК VAI. Кроме того, показано, что эта РНК усиливает 
^трансляцию поздних вирусных мРНК- Эти работы подтвердили, 
что малая РНК VAI является составной частью механизма,, 
регулирующего трансляцию вирусных мРНК.

Введение точечных мутаций

В этом разделе мы обсудим различные подходы, используе
мые для введения точечных мутаций в вирусные ДНК in vitro 
и приведем соответствующие примеры. Одним из наиболее про
стых подходов к локальному мутагенезу является химическая 
модификация фрагментов ДНК in vitro с последующей транс
фекцией мутированных фрагментов ДНК совместно с инфекци
онным геномом дикого типа [13, 113]. Мутированные участки 
включают в инфекционный вирус путем рекомбинации in vivo. 
Дочернее потомство отбирают по определенному фенотипу, на
пример по температурочувствительности. При таком подходе 
мутагенез ограничен определенными участками генома. Его при
меняли для мутирования участка генома HSV, кодирующего 
основной ДНК-связывающий белок, называемый ICP8. Путем 
мутагенеза фрагмента ДНК in vitro гидроксиламином с после
дующей рекомбинацией in vivo с геномом дикого типа был соз
дан температурочувствительный мутант teHAl. Мутация карти
руется в последовательности, кодирующей ICP8 (или рядом с 
ней) [15]. В последующих экспериментах по комплементации 
было показано, что этот мутант аналогичен большой группе 
мутантов, выделенных ранее [141]. Идентификация мутаций па 
этому гену позволила проводить генетический анализ функций 
ДНК-связывающего белка HSV [30, 65].

Для введения точечных мутаций в кольцевые геномы папо
вавирусов разработаны более тонкие приемы. Первый прием 
сайт-специфического мутагенеза включает отбор' мутантов 
с утраченными участками расщепления рестрикционными эндо
нуклеазами [121]. ДНК SV40 расщепляли рестрикционной эндо
нуклеазой в присутствии бромистого этидия. В этих условиях фер
мент делал разрывы только в одной цепи ДНК. Концы разо
рванных цепей отщепляли экзонуклеазой, что приводило к обра
зованию коротких одноцепочечных пробелов. Одноцепочечные 
ДНК обрабатывали мутагенными реагентами, специфичными к 
одноцепочечной ДНК, такими как ион бисульфита. Затем пробел 
застраивали и отбирали геномы, утратившие сайты рестрикции. 
Эту процедуру применяли для получения мутантов по сайту рас
щепления B g ll в геноме SV40 [120]. Такой способ мутагенеза 
дал несколько мутантов по точке начала репликации ДНК. Ско
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рость и уровень репликации мутантных геномов отличались по 
сравнению с диким типом. Измененный фенотип не восстанавли
вался при совместном заражении с вирусом дикого типа. Таким 
образом, в этих исследованиях удалось выявить последователь
ности ДНК, контролирующие ее репликацию в положении цис.

Второй прием сайт-специфической индукции точечных мута
ций, не применявшийся сколько-нибудь широко для вирусных 
геномов, включает образование одноцепочечных петель вытес
нения ДНК (D-петель). Отжиг небольшого рестрикционного 
фрагмента с кольцевой молекулой ДНК ведет к гибридизации 
данного фрагмента и вытеснению одной цепи. Это вытесне
ние облегчается белком recA Е. coli. Далее можно провести хи
мическую модификацию экспонированной одноцепочечной после
довательности. Это позволяет избирательно мутировать любой 
участок, из которого получен фрагмент ДНК.

Третий метод сайт-специфического мутагенеза включает ис
пользование синтетического олигонуклеотида, содержащего тре
бующуюся мутацию. Этот олигонуклеотид отжигают с одноцепо
чечной ДНК и полученным гибридом. трансфицируют клетку. 
Произвольная репарация неспаренных оснований ведет к закреп
лению мутации в инфекционном геноме. Так, например, в ходе 
получения мутаций [11] синтетический олигонуклеотид гибриди- 
зовали с цепью ДНК вируса полиомы, клонированной в фаге 
М13. Этой ДНК трансфицировали Е. coli и идентифицировали 
клоны М13, которые содержали мутированные последовательно
сти. Репликативную форму ДНК одного из этих клонов М13 
расщепляли и лигировали с фрагментами вирусной ДНК для 
образования инфекционного вирусного генома. Полученный му
тантный геном содержал терминирующий кодон типа ochre в 
рамке, кодирующей средний Т-антиген, и кодон валина вместо 
кодона аланина в перекрывающейся рамке, детерминирующей 
малый Т-антиген. Таким образом, этот подход позволил иссле
дователям укоротить белок в одной из двух рамок считывания. 
Мутантный средний Т-антиген утратил 37 аминокислот на С-кон- 
це и стал дефектным по прикреплению к мембранам и протеин- 
киназной активности, а мутантный вирус дефектен по трансфор
мации клеток. Эти результаты четко свидетельствуют о роли 
среднего Т-антигена в опухолевой трансформации клеток виру
сом полиомы.

Включение последовательностей вирусных ДНК 
в новые сайты вирусного генома

Еще одной формой мутации вирусного генома является его пере
стройка или включение фрагментов вирусных ДНК в новые сайты 
генома. Хотя последовательности вирусных ДНК иногда включа
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ются в новые сайты спонтанно, эти случаи относительно редки и 
поэтому геномные перестройки необходимо либо отбирать, либо 
конструировать. Для исследования удобен ген tk HSV, поскольку 
существует процедура отбора вирусов tk+ и tk~. Ген tk с мутацией 
был введен в геном HSV, после чего туда был встроен функцио
нально активный ген tk, слитый с регуляторной областью одного 
из альфа-генов (предранних). Это привело к превращению гена 
tk из раннего в предранний; следовательно, области перед геном 
определяют период экспрессии в ходе инфекции.

Одним из наиболее впечатляющих примеров вирусного гено
ма, содержащего реорганизованные последовательности, является 
мутант SV40, геном которого содержит транспозицию между 
ранней и поздней областями [64]. В этом геноме область, содер
жащая точку начала репликации, и область, содержащая ран
ний и поздний сигналы транскрипции, были инвертированы. 
В результате ген Т-антигена оказался возле позднего промото
ра, а поздняя область рядом с ранним промотором. Этот геном- 
экспрессирует Т-антиген с позднего промотора и при заражении 
содержащим его мутантом происходит повышенная наработка 
Т-антигена. При этом Т-антиген, вероятно, не осуществляет нега
тивную регуляцию своего синтеза, как это происходит в случае
нормального генома; вместо этого он может усиливать поздний 
промотор и свою собственную экспрессию. Данная работа пока
зала, что поздний промотор может использоваться без предвари
тельной экспрессии раннего гена. Этот мутантный вирус дает 
уникальную возможность исследования позднего промотора 
SV40.

Селекция вирусных мутантов 
с изменениями в определенных белках —

Для отбора и идентификации вирусных мутантов, которые 
имеют изменения в определенных белках, был использован до
полнительный генетический подход. Этот подход включает отбор 
вирусов, которые кодируют белки, не узнаваемые моноклональ
ными антителами, специфичными к белку дикого типа. Наибо
лее прост отбор вирусов, которые нельзя нейтрализовать моно
клональными антителами, специфичными к одному из поверх
ностных белков вириона [24]. Отбираемые вирусы содержат 
антигенно измененные поверхностные белки. Таким способом 
проведен широкий анализ гемагглютинина вируса гриппа. Были 
секвенированы гены гемагглютинина мутантных вирусов и уста
новлено положение мутаций. После этого удалось определить 
положение измененных аминокислот в кристаллической струк
туре молекулы гемагглютинина. В результате были картирова
ны основные антигенные детерминанты в трехмерной структуре 
этого белка. Детальное описание этой работы приведено в гл. 4.
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Мутации этих антигенных вариантов или мутантных штаммов 
обычно не влияют явным образом на вирусную репликацию. Для 
картирования мутаций, резистентных к моноклональным антите
лам (таг, от англ. monoclonal antibody-resistant) у HSV, раз
работана следующая новая методика [52]. Антитела, узнающие 
поверхностные антигены, связываются с клетками. Вторые анти
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена, связываются с пер
выми. Пероксидаза катализирует реакцию с субстратом 4-хлор- 
1-нафтолом, приводя к образованию темного осадка на клетках, 
с которыми связаны антитела. Все бляшки, полученные от виру
сов, кодирующих белок, узнаваемый антителами, становятся 
черными в то время, как мутантные бляшки бесцветные. После 
трансфекции клеток мутантным геномом совместно с различны
ми фрагментами ДНК дикого типа дочерние вирусы тестировали 
на способность образовывать черные бляшки. Черные бляшки 
наблюдали в тех случаях, когда происходила рекомбинация с 
образованием дикого типа. С помощью описанной модифициро
ванной методики спасения маркера удалось картировать мута
ции.

Заключение
В этой главе описаны некоторые наиболее важные подходы, 

использованные при изучении молекулярной генетики вирусов 
человека и животных, и некоторые приложения этих методов. 
Из-за ограниченности объема главы невозможно сделать пол
ный обзор всей литературы в области молекулярной генетики 
вирусов. Большая часть цитированных примеров взята из иссле
дований ДНК-содержащих вирусов, поскольку переносить кло
нированные ДНК в инфекционный геном легче, чем воспроизво
дить инфекционную РНК из клонированной последовательности 
ДНК. Тем не менее недавнее сообщение о том, что полная копия 
клонированной кДНК вируса полиомиелита инфекционна [98], 
создает перспективу использования мутагенеза in vitro для 
клонированных копий РНК-геномов. Это в большой степени бу
дет способствовать развитию генетики РНК-содержащих виру
сов. И хотя нет необходимости менять каждую пару оснований 
в геноме, скоро станет возможной замена по выбору любого нук
леотида, для того чтобы определить его функцию.
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Глава 9

Эпидемиология: механизм возникновения, 
распространения и передачи вирусных инфекций

Роберт Шоуп1

В вирусологическом контексте эпидемиология — наука о при
чинах, распространенности и частоте вирусных болезней, а так
же о распространении и передаче вирусов, вызывающих заболе
вание. Вирусы невидимы даже в световой микроскоп. По этой 
причине они всегда казались таинственными, непонятными и до 
некоторой степени остались таковыми до сих пор.

Важнее всего то, что вирусы — внутриклеточные организмы; 
они зависят от живых клеток, снабжающих их основными фер
ментами и химическими строительными блоками, необходимы
ми для репликации. Таким образом, сферой обитания вирусов 
оказывается все растительное и животное царство. Разные 
семейства вирусов используют разные механизмы для распро
странения и выживания. Большая часть вирусов имеет в качест
ве хозяев как позвоночных, так и беспозвоночных, а некоторые 
заражают как животных, так и растения. В поисках механизмов 
распространения эпидемиологи концентрируют внимание на че
ловеке, но становится все более и более очевидным, что экология 
вирусов человека значительно шире. Она охватывает птиц, мле
копитающих, рептилий, комаров и клещей. На клеточном уровне 
она включает множество клеточных структур, в том числе мем
браны и нуклеиновые кислоты.

Мы не будем здесь рассматривать общие методы и принци
пы эпидемиологии. Их можно найти в ряде отличных руководств 
[7, Ю], в которых описываются частота и распространение забо
леваний, эпидемиологические исследования, популяционный им
мунитет, серологические обследования, пути передачи, инкуба
ционные периоды, патогенез, типы иммунного ответа, клинические 
синдромы, доказательства причинной связи и методы наблюде
ния. В наши планы не входит также обсуждение эпидемиологии 
всех болезней, вызываемых вирусами. В каждой главе, посвя
щенной отдельным вирусам, содержится раздел с подробным

1 Robert Е. Shope, Department of Epidemiology and Public Health, Yale 
University School of Medicine, New Haven, Connecticut 06510.
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сложением их эпидемиологических особенностей. Однако в на
стоящей главе для иллюстрации закономерностей мы приведем 
яесколько примеров.

Методы, используемые в эпидемиологии

Для изучения вирусных болезней эпидемиологи используют 
вирусологические, серологические, молекулярные и экологиче
ские методы. Техника эксперимента становится все более изощ
ренной. Первоначально вирусы различали по болезням, которые 
они вызывают, таким как желтая лихорадка, грипп, ветрянка 
или корь. В настоящее время стало очевидно, что вирусов на
много больше, чем вирусных болезней. В отличие рт бактерий* 
вирус нельзя увидеть с помощью светового микроскопа. В нача
ле XX в. единственным способом обнаружения вирусов и изуче
ния механизма их передачи были опыты на добровольцах. Имен
но этим способом Комиссия по изучению желтой лихорадки, воз
главляемая Уолтером Ридом, [12], показала, что возбудителем 
болезни служит вирус. Этот вирус передается не контактным, 
путем, а только с укусами комаров Aedes aegypti после инкуба
ции в них. Подобные выводы были сделаны в результате опы
тов исключительно на людях. Более поздние вирусологические 
достижения основывались на опытах на лабораторных животных 
(например, на обезьянах и мышах для желтой лихорадки и мы- 
шах-сосунках для вируса Коксаки). Для большинства вирусных 
болезней человека и домашних животных было найдено по 
одному или более лабораторных хозяев. Некоторые вирусы, ко
торые не удавалось вырастить на лабораторных животных, были 
культивированы in vitro. Размножение вирусов полиомиелита 
[6] и кори [5] в культуре клеток расширило эпидемиологические 
подходы. Вместе с тем и в настоящее время существует ряд ви
русов человека, которые с трудом или вообще не удается раз
множить (такие как вирус гепатита В), однако эпидемиологиче
ские исследования возможны и с этими вирусами благодаря 
тому, что существуют методы определения антигена [3] и элек
тронной микроскопии [1].

Серологическая эпидемиология

Серология для эпидемиологов почти так же важна, как вы
явление вируса или антигена. В большинстве случаев сывороточ
ные антитела появляются в течение недели после начала вирус
ной инфекции, и для их выявления применяют различные серо
логические тесты (например, нейтрализацию, связывание ком
племента, задержку гемагглютинации, иммуноферментный тест). 
Нейтрализующие антитела, а иногда и антитела других типов
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обычно сохраняются в течение всей жизни. Существует множе
ство примеров использования серологической эпидемиологии. 
В 1930 г. на карту было нанесено распространение в мире жел
той лихорадки, установленное тестированием человеческих 
сывороток методом нейтрализации на мышах [16]. С помощью 
нейтрализации в культуре ткани было показано, что существует 
только 3 серотипа вируса полиомиелита. Благодаря этому от
крытию была создана тривалентная вакцина против полиомие- 

. лита. Это только один из многочисленных примеров, приведен
ный здесь для того, чтобы показать читателю особую важность 
применения серологических методов в эпидемиологии.

Молекулярная эпидемиология

В течение последнего десятилетия молекулярные методы 
развились до такой степени, что теперь их можно применять для 
решения эпидемиологических проблем. Благодаря этим методам 
эпидемиологи расширили свои возможности в обнаружении 
вирусных антигенов и нуклеиновых кислот и смогли с большей 
специфичностью идентифицировать антитела, антигены или нук
леиновые кислоты. \

Моноклональные антитела обладают исключительной специ
фичностью. Их получают путем гибридизации секретирующих 
иммуноглобулины клеток миеломы с клетками селезенки, кото
рые определяют специфичность иммуноглобулинов. Монокло
нальные антитела можно использовать для быстрого и четкого 
различения родственных вирусов, например HSV-1 и HSV-2. 
Изготавливая антитела к моноклональным антителам, получают 
чрезвычайно специфический антигеноподобный реагент, назы
ваемый «антиидиотипическими» антителами [11].

Эпидемиологи часто сталкиваются с необходимостью выявле
ния среди множества вирусных штаммов одного, ответственного 
за конкретный случай инфекции или за вспышку. Например, как 
выяснить, произошло ли заражение младенца вирусом во вре
мя прохождения родовых путей матери или инфекцию распро
странили обслуживающие отделение для новорожденных врачи 
и медицинские сестры? Для нахождения ответа у ребенка; мате
ри и обслуживающего персонала выделяют штаммы вирусов, 
нуклеиновые кислоты которых могут быть исследованы высоко
специфическими методами. Для ДНК-содержащих вирусов 
используют рестрикционные эндонуклеазы — бактериальные фер
менты, которые расщепляют ДНК в участках, содержащих 
короткие специфические нуклеотидные последовательности. Ана
лиз фрагментов ДНК позволяет распознавать различия в после
довательностях ДНК, составляющие менее 0,2% азотистых осно
ваний [14].
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Аналогичным методом, называемым «олигонуклеотидные от
печатки пальцев», можно провести картирование РНК после ее 
расщепления рибонуклеазой Т1 и двумерного электрофореза. 
Вирусы, содержащие двухцепочечную РНК, такие как ротавиру
сы, можно анализировать более простыми методами, так как их 
РНК представлена сегментами, являющимися индивидуальными 
генами. Этр гены мигрируют в геле с характерной подвижно
стью, зависящей от молекулярной массы и конфигурации. Гибри
дизация нуклеиновых кислот — еще более фундаментальный и 
потенциально очень чувствительный молекулярный метод обна
ружения и идентификации тонких межштаммовых различий ви
русов. Молекулярная техника для тонкого распознавания от
дельных штаммов вирусов существует практически для каждого 
семейства вирусов. Используя этот набор методов, удалось рас
крыть ранее неизвестные способы распространения и жизненные 
циклы многих вирусов.

Экологическая эпидемиология

Передача вирусов зависит от взаимодействия вирусов и хо
зяина, на которое в свою очередь влияют поведение хозяина и 
окружающая среда. Часто мы начинаем разбираться в способах 
передачи вируса только после того, как проясняются некоторые 
аспекты экологии человека и животных.
Примеры:

1. В Азии мать жует пищу для своего ребенка и передает 
/ему со слюной вирус гепатита В.

2. Владельцы домов в Боливии распыляют ДДТ для предот
вращения малярии, ДДТ убивает домашних кошек и поэтому 
в дома проникают дикие крысы. Крысиная моча содержит вирус 
Мачупо, вдыхание которого вызывает у населения боливийскую 
геморрагическую лихорадку.

3. Отец сооружает для своего ребенка качели из резиновой 
покрышки, комары откладывают в покрышку яйца, содержащие 
вирус Ла Кросс, потомство комаров передает вирус ребенку и 
он заболевает энцефалитом Jla Кросс.

Экологическое окружение каждого вируса различно и это- 
почти безграничное разнообразие составляет главную особен
ность эпидемиологии. Даже когда мы думаем, что понимаем и. 
изменяем экологию, желая предотвратить распространение виру
са, последний в свою очередь может измениться и адаптировать
ся, сводя на нет наши усилия. В некоторых случаях мы обнару
живаем, что передача происходит более сложно, чем мы предпо
лагали. В этих явлениях нет ничего нового. В 1928 г., когда 
благодаря сдерживанию размножения комаров Aedes aegypti 
была остановлена передача желтой лихорадки в городах Амери
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ки, казалось, что болезнь побеждена. Однако после жестокой 
эпидемии в Рио-де-Жанейро, был обнаружен лесной цикл виру
са желтой лихорадки, в котором участвуют обезьяны и комары 
Haemagogus. Этот случай научил искать альтернативные и бо
лее сложные циклы и у других вирусов.

Многие циклы передачи вирусов у людей подобны таким 
Циклам у других позвоночных. Использование модельных инфек
ций на животных позволяет эпидемиологам ставить экологиче
ские опыты, которые обычно невозможно провести на людях. 
Вместе с тем у животных существует ряд инфекций, для кото
рых у человека еще не обнаружено аналогов. Наглядным приме
ром являются опухолеродные вирусы. Два десятилетия назад у 
птиц и млекопитающих было известно около 20 ассоциируемых 
с вирусами видов опухолей. Для большей части этих опухолей 
■-существуют аналоги у человека, но в настоящее время мы все 
еще не понимаем причин, вызывающих у него их появление.

Биттнеровский агент карцином молочных желез [2] у опреде
ленных штаммов мышей передается с молоком и присутствует 
в других органах. Вскормленное потомство несет в себе 
потенциальную возможность развития рака молочных желез 
того же клеточного типа, чт[о был у матери. Опухоль развива
ется не у каждой мыши, Но способность к передаче опухоли 
своему потомству сохраняется в следующих поколениях. Рак 
молочных желез развивается в определенном возрасте при 
характерном гормональном статусе и, как правило, ведет к ги
бели животного.

Вирус лейкоза мышей Гросса [8] передается от матери потом
ству через эмбрион, очевидно, генетическим путем. Для прояв
ления канцерогенеза требуется от 4 до 12 месяцев. Если анало
гичные опухоли человека имеют такой же механизм передачи, 
то для установления связи заболевания с вирусами опухолей 
человека могут потребоваться поколения. Однако в получении 
более быстрого ответа на эти вопросы может помочь изучение 
экологических взаимодействий.

Мы постоянно сталкиваемся с тем, что, для того чтобы вы
жить, распространиться и вызвать заболевание, вирусы исполь
зуют удивительные механизмы, часто очень сложные и изощрен
ные. Ниже рассмотрены некоторые из этих механизмов.

Модели инфекции

Функционирование одних вирусов можно смоделировать с 
помощью довольно простых эпидемиологических механизмов, 
других —с помощью более сложных, но вряд ли природа созда* 
ла механизм, который бы использовался только в одном случае, 
поэтому иногда имеет смысл искать другие примеры, уклады-
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Таблица 9.1. Эпидемиологические модели некоторых вирусных болезней

Механизм передачи

Человек — человек
Воздушно-капельный

Алиментарный

Водный
Половой

Через хирургические инструмен
ты, иглы
Рука — рот, рот — рот 
Рука — нос, рука — конъюнкти
ва

Человек (носитель)  — человек

Членистоногие — человек 
Членистоногие 

Членистоногие от животных 
Членистоногие

Трансовариальная у членистоногих 
Комары 
Клещи

Животное —  животное, человек — 
случайный хозяин 

/  Капельный 
Через укус 

Человеческий резервуар
С другим вирусом, необходимым 
для репликации

Болезнь или вирус

Корь, оспа, ветрянка, грипп, цитоме- 
галовирус
Полиомиелит, гепатит А, аденовиру
сы, ротавирусы, норуокский агент 
Гепатит А, аденовирус 
Гепатит В, HSV-2, Т-клеточная лим- 
фома человека
Бешенство, гепатит В, Т-клеточная 
лимфома человека 
HSV-1, вирус Эпштейна — Барр 
Риновирусы

Гепатит В, ветрянка — опоясываю
щий лишай

Вирус денге

Жёлтая лихорадка, японский энцефа
лит, венесуэльский энцефалит, энце
фалит Сан-Луи

Энцефалит JIa Кросс 
Клещевой энцефалит

Хантаан, бешенство, аренавирусы 
Бешенство

Дельта-агент

вающиеся в уже имеющуюся модель. В табл. 9.1 приведены при
меры нескольких моделей и вирусы, которые иллюстрируют 
каждую из них.

Прямая передача от человека к человеку

Распространение вирусов между отдельными людьми может 
происходить воздушно-капельным путем, алиментарным, водным, 
половым, инъекционным, контактным, со слюной или слизью 
(рукой в рот, рукой в нос или рукой на конъюнктиву). По спо
собности заражать хозяина вирусы сильно различаются. Напри
мер, корь высоко контагиозна, тогда как паротит значительно 
менее контагиозен.
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Все более очевидной при передаче вирусов становится кри
тическая роль рук, например в случае HSV-1, когда мытье рук 
может препятствовать его распространению, или риновирусов, 
которые могут распространяться при контакте рука—нос или 
рука — конъюнктива [9], и вероятность передачи при этом виру
са очень велика.

В развитых странах передача вируса Эпштейна—Барр сре
ди молодежи происходит главным образом при поцелуях. Вирус 
находится в слюне и слизи ротовой полости и при близком 
контакте легко передается. Вместе с тем лица, живущие в одной 
комнате с больным мононуклеозом, активно выделяющим 
вирус, заражаются нечасто [15], что указывает на низкую спо
собность этого вируса к передаче аэрозольным путем.

Большинство вирусных болезней, распространяющихся от 
человека к человеку — быстротекущие острые инфекции с ' по
жизненным или по крайней мере многолетним иммунитетом. Од
нако последние данные о ротавирусах указывают на то, что 
повторное заражение тем же самым серотипом не только обыч
но, но может сопровождаться рецидивом болезни. Такая эпиде
миологическая особенность может быть серьезным препятствием 
для эффективной вакцинации.

Вирусные инфекции передаются также половым путем. В по
следние гбды этот механизм либо становится все более распро
страненным, либо вс&лучше выявляется. HSV-2, например, стал 
эпидемическим среди молодежи. Высок риск передачи вируса 
гепатита В среди гомосексуалистов, так как их сексуальная 
практика сопровождается травмами, кровотечениями и откры
тыми ранами.

Передача от человека к человеку вируса 
от носителей

Большинство примеров передачи, использованных нами,—это 
передача от больных, активно выделяющих вирус, или от боль
ных с виремией. Многие вирусные инфекции, однако, характери
зуются тем, что после выздоровления или после инаппарантной 
первичной инфекции развивается персистенция вируса, иногда 
только у небольшого количества больных. Вирус может сохра
няться месяцами или годами в латентной или персистирующей 
форме, не распространяясь и не вызывая никакого болезненного 
эффекта у своего носителя. Вирус ветряной оспы вызывает в 
детском возрасте ветрянку, заканчивающуюся обычно полным 
выздоровлением. Однако вирус остается в организме и иногда 
спустя годы вновь проявляется в форме опоясывающего лишая. 
Индуктором такого повторного проявления болезни может быть 
угнетение клеточной иммунной системы, иногда связанное с опу
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холями, особенно если они локализуются в иммунной системе. 
Вирус опоясывающего лишая идентичен вирусу ветряной оспы. 
Больные опоясывающим лишаем заразны и могут передавать 
вирус неиммунным контактным лицам, у которых развивается 
ветряная оспа.

Другие вирусы персистируют явно, т. е. они остаются и раз
множаются в организме в течение длительного периода. В любое 
время в крови 0,1—20% населения можно обнаружить антиген 
гепатита В. В отсталых странах наблюдается еще более высо
кий процент. Среди носителей преобладают лица, инфицирован
ные в раннем периоде жизни. Кровь многих из них содержит 
вирус, который способен передаваться при уколах или хирур
гических операциях. Такое заражение может происходить также 
при хроническом гепатите.

Передача членистоногими

Установлено по крайней мере три механизма передачи виру
сов членистоногими. Первый — передача комар—человек—комар 
иллюстрируется на примере вируса денге, который сохраняется 
в Aedes aegipti. Эти тропические и субтропические комары раз
множаются в домах или около них и служат очень хорошим 
переносчиком вируса денге. Содержание вируса в крови зара
женного человека достигает уровня lgHflso=7 в 1 мл и более; 
этого вполне достаточно для того, чтобы заразилась большая 
часть комаров, кормившихся на этом человеке. Вирус заражает 
^летки кишечника переносчика, и после внешней (по отношению 
к человеку) инкубации (обычно около недели) комар приобре
тает способность передавать вирус неиммунному лицу, вводя 
содержащую вирус слюну во время высасывания крови.

Второй, более распространенный механизм — это передача по 
схеме членистоногие — дикие животные — членистоногие. При 
этом зараженные членистоногие передают вирус человеку при 
контакте с ним, как случайному хозяину. В Северной Америке 
энцефалит Сан-Луи циркулирует между комарами Culex и пти
цами. Человек иногда заражается комарами, но развивающаяся 
у него виремия недостаточно высока для поддержания циркуля
ции вируса. Такого хозяина называют тупиковым. Птицы не за
болевают, но у них развивается виремия, достаточная для того, 
чтобы инфицировать других комаров и таким образом расши
рить циркуляцию.

В третьем механизме членистоногие являются основным ре
зервуаром, в нем не требуется позвоночный хозяин, содержащий 
вирус в крови. Вирус передается через яйца, т. е. трансовари
ально. Как и во втором механизме, человек заражается при 
проникновении в экологическую нишу, где его могут случайно
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укусить членистоногие. При этом человек оказывается тупико
вым хозяином, несущественным для поддержания цикла. Энце
фалит Ла Кросс интенсивно изучали в Висконсинском универ
ситете, департаменте здравоохранения шт. Висконсин и центре 
по контролю заболеваний [4]. Вирус сохраняется в комарах 
Aedes triseriatus, живущих в дуплах деревьев лиственных лесов 
штатов Висконсин, Айова, Миннесота, Огайо, Индиана и Нью- 
Йорк. Инфицированные яйца откладывает только небольшой 
процент самок, но почти все их потомство заражено. Обнаружено 
также, что трансовариально зараженные комары-самцы могут 
передавать вирус самкам, увеличивая таким образом способ
ность вируса к выживанию.

Вирус Л а Кросс заражает также бурундуков и белок, у кото
рых развивается виремия, достаточная для расширения циркуля
ции. Точная потребность в таком расширении для выживания 
вируса не определена.

Зоонозная инфекция с передачей вируса 
от животного человеку

Болезни животных иногда передаются непосредственно че
ловеку аэрозольным путем, через загрязненную пищу, при уку
се животного. В случае когда животное является здоровым носи
телем, вирус попадает в его организм, как правило, в раннем 
периоде жизни и затем выделяется периодически или постоянно. 
В некоторых случаях животное не образует гуморальных анти
тел, т. е. является иммунотолерантным. Примером описанной 
выше инфекции служат аренавирусы, такие как вирусы лимфо
цитарного хориоменингита, Хунин и Мачупо. Они циркулируют 
у грызунов, которые заражаются in utero или при рождении. 
У животных, зараженных в позднем периоде жизни, формиру
ются антитела, и вирус обычно не выделяется. Люди заража
ются при вдыхании пыли, загрязненной мочой грызунов, или при 
употреблении аналогичным образом загрязненной пищи.

Вирус Хантаан, вызывающий геморрагическую лихорадку с 
почечным синдромом, также передается с мочой, легочным сек
ретом или слюной грызунов. Как и в случае аренавирусов, гры
зуны не болеют, но выделяют вирус в течение всей жизни или 
по крайней мере в течение длительного периода. В отличие от 
аренавирусов Нового Света вирус Хантаан индуцирует у зара
женных животных образование антител, но выделение вируса 
продолжается.

Еще одним примером непосредственной передачи зоонозного 
вируса от животного человеку является бешенство. В этом слу
чае животное заражается обычно путем укуса другого животного 
и после длительного инкубационного периода заболевает. Бо-
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лезнь может развиваться в форме паралича (немое бешенство), 
но чаще встречается буйное бешенство, при котором затронута 
лимбическая система мозга, и животное в припадке ярости, 
гонимое лимбическим возбуждением, кусает всех без разбора. 
В слюне животного вирус присутствует в высокой концентрации 
и легко передается с укусами. У людей обычно бывает парали
тическая форма болезни, и они почти никогда не кусают окру
жающих (тупиковая инфекция).

Передача, для которой в человеческом резервуаре 
необходим другой вирус

В 1977 г. был обнаружен антиген [13], ассоциирующийся со 
скоротечными случаями гепатита В. Сначала он был назван 
дельта-антигеном, а впоследствии выяснилось, что этот белок 
входит в состав дефектного вируса, причем РНК-содержащий 
геном этого вируса нуждается для своей репликации в вирусе 
гепатита В. Геном указанного дефектного вируса (дельта-аген- 
та) покрыт поверхностным антигеном гепатита В и реплицирует
ся только в присутствии вируса гепатита В (или близко родст
венного вируса гепатита сурков). Он может быть передан друго
му с кровью и другими тканевыми жидкостями вместе с вирусом 
гепатита В, а носителю гепатита В — сам по себе. Эволюцион
ный источник этого необычного агента неизвестен.

Происхождение новых вирусов

Новые вирусы появляются постоянно. Большая часть их, ве
роятно, не представляет собой действительно новые вирусы, а 
только теперь выявляется. В случае ассоциации с новой бо
лезнью появление новых вирусов можно объяснять одним из четы
рех механизмов: а) изменением экологии местности; обычно это 
связано с началом сельскохозяйственных работ или войной, ког
да люди вынуждены контактировать с переносчиками или вре
менными хозяевами вирусов; б) попаданием неиммунных лиц 
в район, где местное население иммунизировано в детском воз
расте; в) изменениями в вирусе, связанными с обменом генами 
с вирусами растений, насекомых или диких животных, и г) появ
лением новых стабильных мутантов предсуществующих вирусов.

Сейчас стало известно много новых болезней, которые появи
лись в связи с изменением экологии. Крымская геморрагическая 
лихорадка была впервые описана в 1943 г., когда солдаты и 
переселенцы прибыли в Крым с целью освоения новых земель 
для земледелия. Вспаханные после долгого перерыва поля были 
подходящим местом для выведения переносчика, клеща Hyalom- 
та, который в идеальных экологических условиях обильно оаз-

18 Заказ Nk 555
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множился. Аргентинская геморрагическая лихорадка, вызывае
мая вирусом Хунин, впервые зарегистрирована в начале 
1950-х гг., когда большие площади были засеяны кукурузой к 
северу от Буэнос-Айреса. Эти плантации благоприятствовали 
увеличению выплода и выживания грызунов Calomys — резерву
ара вируса Хунин. Данные болезни почти достоверно не являют
ся новыми. Наиболее вероятно, что они были эндемичными в 
этом районе, но количество случаев было ниже порога регистра
ции.

Попадание неиммунных взрослых людей в эндемическую 
зону неизбежно ведет к появлению новых болезней. Когда вой
ска союзников вступили в Неаполь и высадились на Сицилии во 
время второй мировой войны, москитная лихорадка внезапно 
разразилась в эпидемических масштабах. Эта новая для амери
канских врачей болезнь была хорошо известна в Европе.

В течение десятилетий не был ясен источник новых сероти- 
пов вируса гриппа. Пандемия 1918 г. возникла внезапно из не
выясненного источника, и каждые последующие 10— 15 лет появ
лялись новые серотипы вируса гриппа. РНК вируса гриппа 
состоит из нескольких сегментов, которые в клетках, коинфици- 
рованных различными штаммами, подвергаются обмену (реас- 
сортации). В этом процессе гены одного вируса смешиваются с 
генами другого, в результате чего образующееся потомство полу
чает генетический материал из обоих источников. Вследствие 
этого процесса возникают заметные изменения в антигенном 
составе преобладающего штамма вируса гриппа. Эти изменения 
называют антигенным сдвигом. Источник новых сегментов тео
ретически может быть прослежен путем сравнения подвижности 
вирусных генов из различных источников с помощью электро
фореза в полиакриламидном геле. Одна из современных гипотез 
предполагает происхождение нового генетического материала из 
вирусов диких животных и особенно из вирусов птиц.

Однако есть вирусы, происхождение которых не укладывает
ся ни в один из изложенных выше механизмов появления новых 
вирусов. Вирус Росио вызвал большой взрыв энцефалита в шта
те Сан-Паулу (Бразилия) в 1975— 1976 гг. Вирус Росио отно
сится к флавивирусам из семейства тогавирусов. Его появление 
было внезапным и, видимо, так же внезапно он уже исчез. 
Вирус Марбург был ответствен за . вспышку геморрагической 
лихорадки в Марбурге (Германия) в 1967 г. в группе работни
ков, готовящих вакцину против полиомиелита на почках афри
канских зеленых мартышек. Обезьяны происходили из Уганды, 
и вирус также мог быть занесен оттуда. Экология этого вируса 
остается загадкой. В качестве третьего примера рассмотрим 
вирус О ’ньонг-ньонг — альфавирус, переносимый Anopheles. 
Этот вирус в 1959 г. вызвал в Восточной Африке внезапно на-
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читающуюся острую болезнь суставов, которая сопровождается 
лихорадкой, а 3 года спустя снова исчез. Теоретически возмож
но, что эти примеры представляют собой истинные мутации с 
изменением патогенности для человека, но в настоящий момент 
это предположение остается чисто умозрительным.

Некоторые из вирусов появляются и исчезают, очевидно, бу- 
'{дучи не в состоянии выжить; возможно, они все еще передаются,
. но на уровне, который невозможно зарегистрировать. Для того 
чтобы выжить, вирус должен найти долгосрочный резервуар.

; Послее пандемии 1918 г. у свиней появилось новое заболева
ние — грипп свиней. Существует достаточно доказательств, что 
человеческий вирус проник в популяцию свиней и что сегодняць 

I ний вирус свиного гриппа —это результат либо реассортации с 
участием пандемических штаммов человека, либо адаптации че
ловеческого вируса к свиньям.

Вирус может не выживать на новой территории по ряду 
причин. Обычно это связано с отсутствием соответствующего 
резервуара в виде позвоночного или беспозвоночного хозяина. 
(Однако в некоторых случаях резервуар имеется, а вируса нет. 
Примером может служить желтая лихорадка, отсутствующая в 
Юго-Восточной Азии. Предложены различные объяснения: вирус 
денге интерферирует с вирусом желтой лихорадки в организ
ме комаров; переносчик, имеющийся в Юго-Восточной Азии, не
компетентен; иммунитет к другим флавивирусам предотвращает 
заражение человека желтой лихорадкой. Ни одно из этих объяс- 

-"пений не удовлетворяет полностью. Интерференция имеет место, 
но абсолютное количество зараженных вирусом денге комаров 
незначительно, и интерференция также должна быть незначи
тельной. Иммунитет к вирусу денге снижает виремию, но не 
предотвращает заражения. В некоторых экспериментах компе
тентность переносчиков из Юго-Восточной Азии была меньше, 
чем у комаров латиноамериканских штаммов, но эти экспери- 

. менты также нельзя считать полностью удовлетворительными, 
' так как часть популяции Переносчиков из Юго-Восточной Азии 

все-таки чувствительна к лабораторному заражению вирусом 
желтой лихорадки.

Мы еще многого не знаем об экологии, механизмах передачи 
и выживания вирусов. Область экологии вирусов, как было от
мечено 20 лет назад [17], представляет собой белое пятно наше
го образования. Студенты, начинающие научную карьеру, стано
вятся либо специалистами по общей биологии, либо вирусоло
гами. Сегодня, как и прежде, нам нужны лица, обученные и све
дущие в обеих областях. Особенно нужны исследователи, 
владеющие новейшими методами молекулярной биологии, кото
рые могут применить эти методы для изучения вирусов в пере
носчиках и диких животных (позвоночных), являющихся их

18*
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хозяевами. Наши знания по эпидемиологии вирусов все еще не
достаточны, но возможности в этой области необъятны и крайне 
заманчивы.
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Достижения последних 20 лет способствовали выяснению 
деталей биохимических механизмов внутриклеточной репликации 
вирусов. Были проведены широкие исследования таких явлений, 
как адсорбция вирусов на поверхности клеток, последующий 
захват и раздевание вирусов, сменяющиеся экспрессией и репли
кацией вирусного генетического материала и продукцией вирио
нов потомства. Интенсивно изучалась также интеграция вирус- 
нрго генетического материала с геномом клетки-хозяина, сопро
вождающаяся клеточной трансформацией. Однако изучение па
тогенеза вирусных инфекций еще не достигло такого же уровня 
детализации. Вместе с тем недавние исследования свидетельст
вуют. о возможности применения генетических и биохимических 
методов для решения проблем вирусного патогенеза, что, веро
ятно, позволит разобраться в них так же детально, как и в во
просах, связанных с репликацией вирусов. В настоящее время 
совершенно ясно, что такие исследования — необходимое усло
вие для дальнейшего продвижения вперед, а также разработки 
новых подходов в противовирусной стратегии и новых приемов 
воздействия на вирусы с целью изменения исхода болезни.

В ранних руководствах, посвященных вирусным болезням, 
излагалось много общих механизмов, участвующих в патогенезе 
вирусных инфекций, но приводилось очень мало конкретных 
экспериментальных данных, подтверждающих обоснованность 
постулированных механизмов. В настоящее время накоплено 
достаточное количество экспериментальных данных и клиниче
ских наблюдений, и для иллюстрации представленных здесь 
общих концепций могут быть использованы конкретные приме
ры, свидетельствующие об успехах, достигнутых в этой области 
за последние 15—20 лет. Мы использовали характерные приме

1 Robert S. Kauffman, Charles A. Dana Research Institute and Harvard Thor
ndike Laboratory of Beth Israel Hospital, Department of Medicine (Infectious D i
seases), Beth Israel Hospital and Harvard Medical School, Boston, Massachu
setts 02215.

Bernard N. Fields, Department of Microbiology and Molecular Genetics, Har
vard Medical School, and Department of Medicine (Infectious Diseases), Brigham 
and Women’s Hospital, Boston, Massachusetts 02215.
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ры молекулярных и генетических исследований, чтобы проил
люстрировать множество общих стратегий, которые используют
ся вирусами для того, чтобы вызвать болезнь; однако мы не 
пытались сделать в этой главе обзор, охватывающий всю лите
ратуру по вирусному патогенезу.

Для того чтобы начать заражение и вызвать заболевание, 
вирус должен проникнуть в организм хозяина и вступить в кон
такт с чувствительными' тканями и клетками. В результате 
реплицируется вирус и повреждаются клетки, что и лежит в 
основе клинического проявления болезни, вызываемой вирусами. 
Кроме того, необходимо, чтобы в это время вирус сумел избе
жать действия хозяйских защитных факторов, правда, в некото
рых случаях защитная система хозяина даже способствует раз
витию болезни. Одни вирусы, такие как вирус гриппа и другие 
респираторные вирусы, реплицируются и вызывают клинические 
проявления в месте проникновения, в респираторном эпителии; 
другие — такие как вирус полиомиелита и прочие энтеровиру
сы — проникают в организм хозяина через пищеварительный 
тракт, а затем должны распространиться на другие органы, в 
частности на нервную систему, где они и вызывают проявление 
главных клинических симптомов болезни. За клинические прояв
ления паралитического полиомиелита ответственна репликация 
вируса в клетках, удаленных от места проникновения, например 
в клетках передних рогов спинного мозга в случае полиомие
лита. Таким образом, исход инфекции и способность вирусов 
вызвать заболевание определяются взаимодействием многих хо
зяйских и вирусных факторов. Именно понимание этих факторов 
на генетическом и биохимическом уровнях служит целью прово
димых в этой области исследований, которые и будут суммиро
ваны в настоящей главе.

Общие принципы вирусного патогенеза

Схема, первоначально предложенная Феннером [33] и Мим
сом [92] (суммированная в табл. 10.1), представляет собой хоро
шо обоснованное и удобное изложение стадий вирусного патоге
неза; ее можно применить также ко всем видам микробного 
патогенеза. В правом столбце таблицы перечислены события, 
происходящие внутри клетки с момента начала заражения. Эти 
внутриклеточные стадии репликации вирусов в конечном счете 
определяют судьбу зараженной клетки, т. е. ведут к ев'гибели; 
клеточной трансформации, характеризующейся снятием ограни
чения роста; персистентной или латентной инфекции. В левом 
столбце приведены события на уровне организма или ткани, ве
дущие к заражению клеток и включающие иммунный ответ 
хозяина. Эта схема упрощена и идеализирована в том смысле,
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Таблица 10.1. Хозяйские и клеточные стадии вирусного патогенеза1

Организм хозяина Клетка

Проникновение вируса в хозяина
Первичная репликация
Распространение вируса внутри хозяина
Клеточный и тканевой тропизм и клеточные рецепторы
Повреждение клеток
Иммунный ответ и другие защитные факторы хозяина 
Персистеяция вируса, латентность и медленные вирус

ные инфекции

Адсорбция
Проникновение
Раздевание
Транскрипция
Трансляция
Сборка вируса
Выход из клетки

1 Из [124 а] с некоторыми модификациями.

что не все вирусы используют все эти стадии каждый раз, когда 
они заражают своего хозяина; многое зависит от специфики 
вируса и хозяина, что будет детально обсуждаться ниже. Ста
дии, представленные в табл. 10.1, будут рассмотрены в после
дующих разделах этой главы.

Вызываемое вирусом развитие клинических проявлений бо
лезни есть конечный результат множества событий, тогда как 
большая часть процессов, связанных с репликацией вируса, 
может происходить без каких-либо расстройств в организме 
хозяина до начала клинических проявлений болезни. Эта особен
ность, характерная для многих системных вирусных инфекций 
и впервые четко описанная Феннером при экспериментальном 
заражении вирусом оспы мышей [33], представляют собой важ
нейшую концепцию для понимания вирусного патогенеза и раз
работки противовирусной стратегии. Кроме того, часто встреча
ется инаппарантная вирусная инфекция и поэтому развитие кли
нических проявлений болезни в зараженном организме — дале
ко не всегда чувствительный индикатор предшествующих им 
интенсивной репликации и распространения вируса в организме, 
а также формирования противовирусного иммунитета. Активная 
или пассивная иммунизация может предотвратить клинические 
проявления болезни, вызываемой вирусом, но она может не пред
отвратить заражение и интенсивное распространение вируса в 
организме хозяина. Парадоксально, но в некоторых случаях в 
результате усилий, направленных на защиту хозяина, болезнь 
протекает тяжелее, чем можно было бы ожидать для естествен
ного течения инфекции; мы обсудим это позже, хотя механизм 
этих эффектов еще не полностью выяснен. Указанные факты 
делают чрезвычайно ценным для изучения вирусного патогенеза 
моделирование человеческой инфекции на животных, так как 
при таком моделировании появляется возможность изучать ран
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ние стадии заражения, предшествующие проявлению болезни, и 
осуществлять тонкие манипуляции с иммунной системой. Значи
тельная часть наших знаний о патогенезе вирусов получена 
именно на модельных системах.

Специфические стадии вирусного патогенеза

Проникновение вируса в организм хозяина

За исключением вирусов, проникающих в организм хозяина 
при прямой инокуляции в кровь, таких как вирус гепатита В и 
многие из тога- и буньявирусов, передающихся членистоногими, 
большая часть вирусов проникает в организм хозяина через 
барьеры слизистых дыхательных путей и пищеварительного трак
та. Для вирусов, вызывающих заболевание в месте проникнове
ния, для которых не характерно дальнейшее системное распро
странение, таких как вирусы гриппа (респираторный) и рота
вирусы (желудочно-кишечный), проникновение, продвижение 
к органам-мишеням и первичная репликация могут рассматри
ваться как одна стадия, хотя каждую из ее ступеней могут ре
гулировать различные вирусные и хозяйские факторы. Однако 
вирусы, ответственные за болезни в отдаленных от входных во
рот местах, должны проникать через барьер слизистых оболочек 
и распространяться в организме хозяина к этим местам, где 
происходит репликация вируса. К ним относятся, например, 
энтеровирусы (проникновение через пищеварительный тракт, 
проявления болезни в центральной нервной системе) или вирус 
ветрянки (проникновение через дыхательные пути, генерализо
ванная инфекция с проявлением болезни на коже). Поверхность 
слизистых оболочек обычно защищена внушительным рядом 
неспецифических хозяйских защитных факторов, таких как про- 
теолитические ферменты, слизь, соли желчных кислот. Для того 
чтобы заразить клетку, вирусы должны обладать резистентно
стью к этим агентам. Так, кишечные вирусы обычно устойчивы 
к кислым pH, к детергентному действию солей желчных кислот 
и к разрушению протеолитическими ферментами. Возможность 
изменения способности вирусов вызывать инфекцию под влия
нием указанных факторов показана в опытах с заражением рео- 
вирусом новорожденных мышей через кишечник. Вирионы штам
ма Диринг реовируса типа 3 инактивируются in vitro при обра
ботке химотрипсином — протеолитическим ферментом, найден
ным в секрете кишечника, тогда как реовирус типа 1 при этом 
не инактивируется [П4]. Соответственно реовирус типа 3 не 
способен реплицироваться в пищеварительном тракте новорож
денных мышей, а вирус типа 1 способен [114]. Заражение мышей 
генетическими реассортантами, содержащими смесь генов этих
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двух серотипов, и изучение инактивации их химотрипсином 
in vitro свидетельствует о том, что наличие в реассортантах гена 
М2 из вируса типа 1, кодирующего один из вирусных наружных 
капсидных белков, коррелирует как с резистентностью вирионов 
к химотрипсину in vitro, так и с их способностью к репликации 
in vivo [114]. Таким образом, ген М2 детерминирует вирулент
ность реовируса, регулируя выживаемость вируса на барьере 
слизистой оболочки.

Вирус полиомиелита проникает через барьер слизистой ки
шечника на ранних стадиях заражения перед системным распро
странением и накапливается в пейеровских бляшках [12]. Недав
ние исследования с использованием реовирусов млекопитающих 
обнаружили специфическую клеточную основу этого пути про
никновения. Специализированные эпителиальные клетки кишеч
ника, имеющиеся в слизистой, выстилающей пейеровские бляш
ки, называют М-клетками или клетками кишечных микроскла
док [143]. Они захватывают частицы и белковые агрегаты и транс
портируют их в систему вакуолей в клетках лимфоидных фолли
кулов, расположенных на наружной поверхности кишечника 
[143]. Реовирусы типа 1 и 3 связываются с поверхностью М-кле- 
ток, захватываются везикулами и затем транспортируются через 
М-клетки, для того чтобы вступить в контакт с мононуклеарны- 
ми клетками лимфоидных фолликулов, расположенными под 
М-клетками (рис. 10.1) [144]. Таким образом, эти клетки обес
печивают специфический прямой путь проникновения вируса че
рез слизистую и раннее взаимодействие с локальной иммунной 
системой. Вероятно, другие вирусы, проникающие через пейеров
ские бляшки и распространяющиеся по системам организма, 
используют аналогичный клеточный путь проникновения в орга
низм хозяина. М-клетки были найдены также в слизистой эпите
лия дыхательных путей, выстилающего миндалины, и ассоции
рованной с бронхами лимфоидной ткани [143]. Хотя нет сооб
щений об изучении взаимодействия вирусов с клетками послед
него типа, эти клетки также могут обеспечивать путь системного 
распространения для вирусов, проникающих в организм хозяина 
через дыхательные пути.

Первичная репликация

Многие вирусы, прежде чем распространиться по системам, 
реплицируются в месте первичного проникновения в организм 
хозяина. Вирус эктромелии (оспы мышей) перед системным рас
пространением через кровеносную систему реплицируется в коже 
в месте инокуляции, а затем в региональных лимфатических 
узлах [33, 92], где прежде всего инфицируются макрофаги [92]. 
При заражении вирусом полиомиелита первичная репликация



282 Глава 10

Рис. 10.1. Эпителий, покрывающий пейеровские бляшки 10-дневных мышей 
C3H/HeJ, полученный через 1 ч после заражения реовирусом типа 1. Видны 
вирионы, прилегающие к поверхности М-клеток (1), обращенной в просвет ки
шечника, внутри пузырьков М-клеток (маленькая стрелка) и во внеклеточном 
пространстве (жирная стрелка) в непосредственной близости к вторгшейся 
клетке (2), 'возможно макрофагу. В соседней клетке (3) вирусов нет; X  14 900; 
[142].

происходит в лимфоидных фолликулах дыхательных путей и 
пищеварительного тракта [12]. Клеточные и вирусные генетиче
ские основы регуляции первичной инфекции неизвестны. Для 
таких вирусов, как грипп, вызывающих проявления болезни в 
месте проникновения, первичная репликация идет интенсивно и 
завершается развитием болезни.

Распространение вируса

Вирусы могут распространяться несколькими путями в зави
симости от места проникновения и поражаемых ими органов- 
мишеней:

1. Нейронный путь (например, при бешенстве).
2. Лимфатический путь (много примеров).
3. Гематогенный: а) ассоциированный с клеточными элемен
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тами (например, при краснухе, или в случае цитомегаловируса); 
б) в свободном виде с плазмой (например, в случае энтерови- 
русов).

После инокуляции через кожу вирус бешенства проникает 
в периферические моторные нейроны, связываясь с ацетилхоли- 
новыми рецепторами моторных концевых пластинок [83], и за
тем путем ретроградного распространения внутри аксона к клет
кам передних рогов, спинальным ганглиям и головному мозгу 
[135]. Чаще вирусы распространяются к органам-мишеням с 
кровью или лимфой. При экспериментальном заражении виру
сом полиомиелита культура клеток крови становится положи
тельной на вирус до выявления вируса в нервной ткани [12]; 
вероятно, вирус находится в плазме в свободном, а не в связан
ном с клеточной фракцией состоянии [12]. Вирус краснухи рас
пространяется в ассоциации с лимфоцитами крови [15, 54, 126], 
так же как цитомегаловирус [80] и вирус лимфоцитарного хорио- 
менингита [27]. Реовирус и вирус полиомиелита распространяют
ся из пейеровских бляшек к мезентериальным лимфоузлам, оче
видно, через лимфу[12, 74], так как для распространения вируса 
требуется время и на ранних стадиях заражения он не появ
ляется в более отдаленных органах, как можно было бы ожи
дать, если бы при этом происходила гематогенная инвазия.

Способность вирусов к распространению и интенсивность 
такого распространения, вероятно, определяются особыми гена
ми вируса. Распространение введенного взрослым мышам через 
пищеварительный тракт реовируса определяется одним из на
ружных белков вирусного капсида — белком cri (вирусным гемаг- 
глютинином) [74]. При таком введении серотип 1 (активно 
распространяющийся) и серотип 3 (ограниченно распространяю
щийся) различаются по способности распространяться к мезен
териальным лимфоузлам и селезенке. Интенсивность распро
странения межтиповых реассортантов, содержащих смеси генов 
реовирусов типа 1 и 3, коррелирует с родительским происхож
дением вирусного гена S1, кодирующего белок сгь Кроме того, 
было обнаружено, что ограниченное распространение вируса 
типа 3 зависит от возраста хозяина. У 10-дневных мышей 
наблюдалось распространение от пейеровских бляшек только в 
лимфоузлы, но не в селезенку; у взрослых мышей вирус присут
ствовал в пейеровских бляшках временно и совсем не распро
странялся в лимфоузлы и селезенку [74].

При экспериментальном заражении мышей снижение по ме
ре увеличения возраста животных способности вируса простого 
герпеса распространяться от места введения в центральную 
нервную систему коррелировало со снижением способности экс- 
плантированных макрофагов мышей поддерживать репликацию 
вируса in vitro [66]. Эти исследования позволяют предположить,
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что в интенсивности распространения вируса во время зараже
ния играют роль как специфические продукты вирусных генов, 
так и физиологические факторы хозяина, например созревание 
макрофагов.

Сродство вирусов к клеткам и тканям 
и клеточные рецепторы

Специфическое сродство вирусов к клеткам и тканям чаще 
всего определяется присутствием на клеточной поверхности осо
бых рецепторов для вируса. В некоторых случаях существова
ние этих рецепторов показано, хотя их точная химическая при
рода еще не установлена. Для одного и того же вируса на клет
ках разных типов может существовать множество химически и 
структурно различающихся рецепторов [73, 98], а их содержание 
варьирует в зависимости от клеточного цикла [93] или других 
физиологических факторов. Холланд с соавторами [60, 90] впер
вые установил, что спектр хозяев зависит от ограничений, обус
ловленных воможностью связывания капсидных белков вируса 
с видоспецифическими рецепторами на поверхности клетки [90]. 
Мышиные клетки, в норме не чувствительные к вирусу полио
миелита млекопитающих, можно успешно заразить очищенной 
РНК этого вируса, что приводит к продукции вируса, имеющего 
тот же спектр хозяев, что и вирус, послуживший источником 
РНК [60]. Таким образом, блокирование репликации вируса по
лиомиелита в мышиных клетках происходит на поверхности, а 
не внутри клеток. Специфичность в отношении определенных 
клеток хозяев, связанная с присутствием на поверхности клеток 
специфических рецепторов, показана и для других вирусов, на
пример для вируса Эпштейна—Барр в отношении В-лимфоцитов 
[67] и буньявирусов в отношении клеток головной части тела 
комаров [8, 9]. Известен по крайней мере один случай, когда 
в результате заражения клеток одним вирусом на их поверхно
сти появляются рецепторы к другому вирусу, отсутствующие в 
норме [75]; при этом расширяется спектр хозяев второго вируса. 
Этот необычный механизм может объяснить расширение рас
пространения инфекции для вирусов с относительно ограничен
ным спектром тканей хозяина, таких, например, как вирус 
Эпштейна—Барр [75].

Для реовирусов типа 1 и 3 выявлены специфические и рез
ко различающиеся картины тропности и повреждений в мозгу 
новорожденных мышей. Реовирусы типа 3 вызывали разлитой 
летальный энцефалит (заражение нейронов), в то время как 
вирусы типа 1 вызывали эпендимит (заражение клеток эпенди
мы), завершающийся гидроцефалией, с незначительной смертно
стью. Генетические исследования с использованием межсеротип-
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ных реассортантов выявили, что сродство вируса к нервным 
клеткам определяется единственным геном S1, кодирующим 
гемагглютинин [137]. В дальнейших исследованиях in vitro с 
использованием изолированных клеток эпендимы было показа
но, что эффективно и специфически связывается с поверхностью 
этих клеток только реовирус типа 1, но не реовирус типа 3 
[129], что соответствует результатам, ожидаемым на основании 
картины клеточной тропности вируса in vivo. В связи с тем, что 
продукт гена S1— вирусный гемагглютинин — является также 
белком, связывающимся с клеткой [82], вполне вероятно, что 
сродство вируса к специфическим клеткам нервной системы 
связано с присутствием на их поверхности серотипоспецифиче
ских рецепторов. Дальнейшие доказательства этой концепции 
были получены при изучении вариантов реовируса, отобранных 
по устойчивости к нейтрализации моноклональными антителами, 
специфичными по отношению к домену белка <rj, реагирующему 
с нейтрализующими антителами. Для таких вариантов наблюда
ли измененную картину патологии ЦНС: они заражали нейроны 
в ограниченном по сравнению с диким типом участке мозга 
[127], и их летальный потенциал был заметно ослаблен. В этих 
исследованиях было показано, что нейтрализуемый домен вирус
ного гемагглютинина является также участком, который связы
вается с рецепторами клеток (нейронов) в определенных зонах 
мозга. Описанные эксперименты значительно углубили наши 
знания о роли специфического взаимодействия вирус—клеточ
ный рецептор в развитии болезни.

Штамм JHM вируса гепатита мышей в опытах in vivo обла
дает сродством к клеткам глиального происхождения в мозгу 
мышей, вызывая их демиелинизацию; при заражении этих кле
ток нейротропным вариантом вируса JHM in vitro выявляется 
сродство, наблюдаемое in vivo, т. е. специфически заражается 
центральная нервная система [87].

Второй, не зависящий от специфических рецепторов меха
низм органотропности выявляется при заражении определенны
ми парамиксовирусами. В случае вируса Сендай для проявле
ния инфекционности вируса необходимо протеолитическое рас
щепление вирусного гликопротеина оболочки — белка F (белка 
слияния) [116]; аналогичное свойство присуще вирусу гриппа, у 
которого протеолитическому расщеплению подвергается гемаг
глютинин [76, 81]. Если этими вирусами заражали Клетки в 
культуре, не содержащие трипсиноподобного фермента, то на
блюдали абортивный процесс с образованием неинфекционного 
вирусного потомства, неспособного осуществить многоцикловую 
инфекцию [81]. Выращенный в культуре ткани вирус Сендай с 
нерасщепленным белком F не реплицируется в легких мышей, 
зараженных воздушно-капельным путем, если его предваритель
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но не активировать путем расщепления трипсином ![130]. Пред
варительная активация приводила к множественным циклам 
репликации и развитию пневмонии у мышей. Мутанты вируса с 
дефектом белка слияния, у которых этот белок можно расще
пить только химотрипсином, но не трипсином, не способны вы
зывать у мышей пневмонию [130]. Даже при активации вируса 
химотрипсином in vitro, in vivo происходил только один цикл 
репликации, и полученное при этом вирусное потомство было 
неактивным из-за присутствия нерасщепленного белка F [130]. 
Следовательно, органотропность и развитие болезни в указан
ной системе могут быть связаны с содержанием активирующих 
ферментов, необходимых для многоцикловой репликации виру
са. К вирусной инфекции чувствительны только ткани, содержа
щие соответствующие протеолитические активирующие фер
менты. .

Повреждение клеток

Основным проявлением вирулентности вируса являются раз
рушение зараженных вирусом клеток в тканях-мишенях и воз
никающие- в результате разрушения тканей физиологические 
изменения в организме хозяина. В некоторых случаях поврежде
нию тканей способствует иммунный ответ хозяина (полнее этот 
вопрос будет рассмотрен ниже), однако, в основном оно обуслов
лено вирусной инфекцией и связанной с ней гибелью клеток. 
В то время как о биохимических сдвигах, происходящих в клет
ке при репликации вируса, известно достаточно много, специфи
ческие механизмы повреждающего воздействия вируса,на клет
ку хозяина еще не выяснены. Большая часть вирусов, осуществ
ляющих литический цикл репликации, изменяет метаболизм 
клетки хозяина, вызывая в ней уменьшение или прекращение 
синтеза ДНК, РНК и белка. Специфические механизмы, вызы
вающие эти изменения, за исключением случаев, рассмотренных 
ниже, в большинстве случаев неизвестны (см. гл. 11).

При заражении вирусом, полиомиелита ингибируется транс
ляция РНК клетки-хозяина и как следствие этого прекращается 
синтез хозяйских белков. В результате вирусной инфекции 
инактивируется клеточный белок (кэп-связывающий белок), от
ветственный за перенос 5'-концевой кэп-структуры m7GpppN на 
мРНК клетки-хозяина [132]. Кэп-структура необходима для пра
вильного взаимодействия рибосома — мРНК, в то время как в 
трансляции вирусной мРНК ее участия не требуется. Инактива
ция кэп-связывающего белка ведет к преимущественной транс
ляции вирусной мРНК- Аналогично в клетках, зараженных ви
русом гриппа, 5'-кэп-структуры и олигонуклеотиды, прилегаю
щие к ним в ядерных предшественниках мРНК клетки-хозяина,
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утилизируются в качестве затравок для репликации вирус-спе- 
цифической РНК и синтеза мРНК; на РНК вируса гриппа они 
переносятся уникальным вирус-специфическим ферментом [109]. 
Так как кэпированные молекулы мРНК в ядре утилизируются 
преимущественно до начала их трансляции, подавление синтеза 
белка клетки-хозяина может быть, по крайней мере частично, 
объясняется этим механизмом.

Реовирусная инфекция специфически разрушает цитоскелет- 
ную систему виментиновых промежуточных филаментов, но не 
изменяет микротрубочки или систему микрофиламентов [122]. 
Генетические исследования выявили, что ген S4 реовируса отве
чает за прекращение синтеза РНК и белка клетки-хозяина [124]„ 
в то время как ген S1 определяет эффективность прекращения 
синтеза ДНК клетки-хозяина [123]. Механизм, ответственный за 
эти эффекты, еще неизвестен. Аналогичным образом в случае 
аденовируса ответственным за прекращение макромолекулярного- 
синтеза клетки-хозяина является белок фибрилл [86]. Тельца 
внутриклеточных включений представляют собой участки с вы
сокой концентрацией вирионов или вирусных макромолекул. 
В связи с тем что их можно видеть с помощью светового микро
скопа, тельца включений полезны как гистологические индика
торы вирусной инфекции. Несомненно, что цитопатический 
эффект, наблюдаемый при вирусной инфекции, связан с индуци
рованным действием вируса на метаболизм клетки-хозяина, од
нако механизм, ответственный за специфические изменения, пока 
неизвестен. Даже если нет гистологически очевидного цитопати- 
ческого эффекта, вирусная инфекция специфически изменяет 
характеристики обмена клетки-хозяина, включая угнетение син
теза некоторых специализированных клеточных продуктов- 
(«функции роскоши»). Это видно на примере уменьшения син
теза некоторых гормонов эндокринными клетками, зараженными 
вирусом лимфоцитарного хориоменингита [101]. Происходящие 
изменения могут оказывать глубокое влияние на организм.

Существуют и другие факторы вирулентности, правда, во- 
многих случаях точный механизм, с помощью которого они воз
действуют на вирусы, неизвестен. Гемагглютинин и нейрамини- 
даза вируса гриппа — это два гликопротеина вирусной оболочки, 
которые являются факторами вирулентности в том смысле, что 
они регулируют инфекционность вирионов потомства, выходящих 
из зараженных клеток в определенных тканях [81, 94, 128]. Ней- 
раминидаза штамма WSN вируса гриппа действует в модельной 
системе мыши как фактор нейровирулентности; ферментативно 
удаляя остатки сиаловой кислоты с вирусного гемагглютинина, 
она делает его доступным для протеолитического расщепления, 
необходимого для проявления инфекционности вируса ;[94, 128]. 
Само расщепление гемагглютинина прямо определяет вирулент
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ность; вместе с тем нейраминидаза играет непрямую роль, делая 
гемагглютинин доступным для расщепления протеолитическими 
ферментами [94]. Аналогичным образом факторами вирулентно
сти при экспериментальных заражениях мышей являются фраг
менты мРНК буньявирусов, кодирующие гликопротеины обо
лочки [125].

У вируса бешенства фактором вирулентности для инфициро
вания центральной нервной системы после прямой внутрицере- 
бральной инокуляции является поверхностный гликопротеин G. 
Варианты вируса, отобранные по устойчивости к нейтрализации 
некоторыми моноклональными антителами, имеют сниженную 
вирулентность при внутримозговом введении мышам [21, 22]. 
Анализ нуклеотидной последовательности клонированного гена 
G и вытекающий из него анализ аминокислотной последователь
ности кодируемого полипептида у двух независимо полученных 
аттенуированных вариантов показали, что аттенуация связана с 
заменой одной аминокислоты в' специфическом участке поли
пептида [25]. Неизвестно чем обусловлен механизм аттенуации: 
нарушением связывания вируса с клетками или какими-либо 
другими аспектами репликации вируса. Однако указанные ре
зультаты свидетельствуют о высокой специфичности факторов, 
вовлеченных во взаимодействие вирус—клетка.

При- внутримозговой инокуляции некоторые дикие изоляты 
реовирусов типа 3 обладают аттенуированной вирулентностью 
в ЦНС по сравнению с некоторыми лабораторными штаммами 

типа 3. Генетические исследования показали, что, хотя в этих 
вирусах присутствует ген S1 типа 3, определяющий сродство 
к нейронам, указанный эффект детерминирован геном М2 [64]. 
Репликация аттенуированного вируса в' мозгу также была 
уменьшена по сравнению с вирулентными изолятами типа Зиэто 
позволяет предположить, что ген М2 играет роль в регуляции 
интенсивности репликации и таким путем изменяет вирулент
ность. Учитывая, что авирулентные изоляты легче инактивиро
вались химотрипсином, чем вирулентные [64], можно предполо
жить, что в регуляции нейровирулентности в этой системе игра
ет роль чувствительность к протеолитическим ферментам.

При изучении экспериментального кератита, вызванного у 
кроликов вирусом простого герпеса, была обнаружена генетиче
ская основа для развития либо эпителиального дендрита, либо 
более серьезной болезни стромы. Анализ болезни, вызванной 
рекомбинантами вируса, сконструированными путем скрещива
ния между штаммами, ответственными за определенную картину 
глазной болезни, показал, что эта картина детерминируется спе
цифическими участками генома, расположенными в пределах 
одного фрагмента ДНК, выщепляемого рестрикционной эндо
нуклеазой [18]. Этот участок генома кодирует гликопротеины
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вирусной оболочки, а также функции вируса, связанные с фор
мированием синцития; однако дальнейший генетический анализ 
не подтвердил, что эти функции детерминируют картину 
глазной болезни [18]. Как показали эти исследования, методы 
рекомбинации ДНК позволяют проводить генетический анализ 
патогенеза вирусных болезней, вызываемых ДНК-содержащими 
вирусами, аналогичный тому, который был проведен для болез
ней, вызываемых РНК-содержащими вирусами.

Иммунный ответ и другие факторы защиты хозяина

При вирусной инфекции, кроме гуморального и клеточного 
специфического иммунного ответа, действует ряд других факто
ров защиты хозяина, контролирующих развитие, ограничение и 
подавление болезни (гл. 14). В генетических исследованиях с 
использованием рекомбинантных линий мышей, сконструирован
ных из родительских линий СЗН и PR1, было обнаружено, что 
чувствительность или устойчивость к летальной инфекции виру
сом гепатита мышей определяется одним доминантным аллелем 
[6]; у других линий другой аллель контролирует чувствитель
ность к летальной инфекции вирусом Западно-Нильской лихо
радки [47]. В случае гепатита мышей чувствительность хозяина 
к летальной инфекции отражается непосредственно в способно
сти макрофагов, эксплантированных от резистентных или чув
ствительных животных, служить в качестве пермиссивных клеток 
для репликации вируса in vitro [6]. Многие вирусы, не вызываю
щие заболевания у старых животных, могут вызывать тяжелую 
болезнь у новорожденных. При периферическом введении вируса 
простого герпеса снижающаяся с возрастом животных патоген
ность вируса для центральной нервной системы коррелирует с 
увеличением устойчивости к вирусной инфекции макрофагов 
более старых животных in vitro. Аналогичным образом опреде
ляется возрастом хозяина вирулентность некоторых штаммов ви
руса кори для ЦНС у мышей [46]. Видимо, нейроны более ста
рых животных менее чувствительны к вирусной инфекции. Та
ким образом, возраст хозяина существенно влияет на патоген
ность вирусов. Указанные исследования позволяют также пред
положить, что в некоторых случаях макрофаги играют важную 
роль в защите хозяина от вирусной инфекции, а также влияют 
на зависимые от возраста изменения в чувствительности к ви
русным инфекциям.

Содержание сиаловой кислоты в гликопротеинах оболочки 
вируса Синдбис служит фактором вирулентности, регулирующим 
способность вирусов активировать альтернативный путь дейст
вия комплемента [57]. Снижение содержания сиаловой кислоты 
приводит к активации комплемента и более быстрому очищению
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крови от вируса. Содержание сиаловой кислоты в вирусе опре
деляется генетическими детерминантами хозяина, контролирую
щими содержание сиаловой кислоты во всех гликопротеинах 
клетки [58]; следовательно, эти детерминанты можно рассматри
вать как факторы вирулентности для вирусной инфекции. Акти
вация комплемента может также играть роль в патогенезе ар
гентинской геморрагической лихорадки (вирус Хунин) [24] и 
шокового синдрома денге, развивающегося, вероятно, через ак
тивацию классического пути под действием иммунных комплек
сов.

Роль интерферона в защите хозяина от вирусных инфекций 
не вполне ясна. Интерферон может действовать непосредствен
но на зараженные вирусом клетки и угнетать продукцию вируса 
или же активировать противовирусную активность естественных 
киллерных клеток (natural killer, NK) [26, 55]. Индукция интер
ферона синтетическими веществами может предотвращать зара
жение верхних дыхательных путей риновирусами [106], но не 
все инфекции одинаково чувствительны к действию интерферо
на [44, 4Щ.

Во время вирусной инфекции активируются как гумораль
ный, так и клеточный отделы иммунной системы. Однако для 
большинства вирусных инфекций нет пока единой точки зрения 
относительно специфической роли каждого из компонентов 
иммунной системы в защите и выздоровлении хозяина [13, 32, 
56, 70, 78, 119, 140, 141, 145]. Недавно в проводимых в этой 
области исследованиях начали определять вирусные антигены, 
служащие участками распознавания для антител и иммунных 
клеток, исследовать клеточную основу развития и регуляции им
мунного ответа, а также свойства щеток-эффекторов, участву
ющих в подавлении некоторых вирусных инфекций. Пока не 
удалось определить точную роль антител и иммунных клеток в 
подавлении вирусных инфекций, которая зависит от разнообра
зия вирусов, входных ворот инфекции, механизмов патогенеза и 
органов-мишеней. Тем не менее суммированные в настоящей 
главе данные отобраны таким образом, чтобы продемонстриро
вать известные для ряда вирусов механизмы.

У мышей развитие как гуморального, так и клеточного имму
нитета зависит от взаимодействия вирусов со специфическим 
классом макрофагов, несущих на поверхности антиген гистосов- 
местимости II типа — антиген 1а (соответствующий антигену DR 
человека) [32, 42, 84, 118], а также от образования определен
ных лимфокинов [118]. Экспрессия вирусных антигенов на по
верхности клеток, зараженных как вирусами с оболочкой, так и 
вирусами без оболочки [76, 146], служит для инициации иммун
ного ответа и для формирования антигенов-мишеней, распозна
ваемых антителами и иммунными клетками [37, 72]. Определен-
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ные вирусные белки распознаются иммунной системой и обус
ловливают специфичность иммунного ответа, а также регулиру
ют активацию специфических функциональных частей иммунной 
системы. В случае реовирусов типоспецифические нейтрализую
щие антитела [138] и типоспецифические цитолитические Т-лим- 
фоциты (ЦТЛ) [38], так же как и лимфоциты, осуществляющие 
реакцию гиперчувствительности замедленного типа [43, 139], на
правлены против белка ffi— вирусного гемагглютинина, продук
та гена S1. Один и тот же домен этого полипептида, как опреде
лено с помощью моноклональных антител, распознается и ней
трализующими антителами, и ЦТЛ [37]. Другие структурные 
домены этого полипептида определяют способность вируса аг
глютинировать эритроциты человека [16]. Однако индукция 
Т-лимфоцитов-супрессоров реовирусом типа 3, инактивирован
ным ультрафиолетом, которые были введены внутривенно [43] 
или перорально [115], связана с наличием гена М2, полученного 
инфицирующим вирусом от вируса типа 3. При этом супрессия 
серотипически специфична и эта специфичность наряду со спе
цифичностью других иммунологических реакций, относящихся 
к реовирусам, определяется продуктом гена S1 — вирусным кап- 
сидным белком в\ [43, 115]. Общая концепция о том, что специ
фические вирусные белки распознаются иммунной системой и 
участвуют в таких функциях, как нейтрализация вируса и рас
познавание его иммунными Т-клетками, подтверждена для боль
шого числа вирусов, включая вирусы гриппа [136], Синдбис 
[117], полиомиелита [31] и флавивирусы [13]. Такая специфич
ность, безусловно, имеет огромное значение в эпидемиологии и 
патогенезе вирусов, а также в разработке технологии получения 
вакцин.

Лизис клеток, зараженных вирусами, цитолитическими Т- 
лимфоцитами in vitro зависит от распознавания и взаимодейст
вия Т-клеток со специфическими полипептидами вирусов и с 
антигенами гистосовместимости класса I (Н-2 у мышей и HL-A 
у человека) на поверхности зараженных клеток [148]. Вирусные 
антигены экспрессируются на поверхности клеток на относитель
но ранних стадиях инфекции до продукции большей части вири
онов; поэтому распознавание и лизис зараженных клеток ЦТЛ 
в это время могут лимитировать продукцию вирусного потомст
ва, что было продемонстрировано in vitro для клеток, заражен
ных вирусом осповакцины [147]. Если это же наблюдается ш 
vivo, то степень распространения вируса будет снижаться, а 
следовательно, и инфекция будет ограничиваться. При экспери
ментальной гриппозной пневмонии у мышей введение неиммун
ным реципиентам иммунных Т-лимфоцитов со специфическими 
маркерами цитолитических Т-лимфоцитов на клеточной поверх
ности защищает реципиентов от смертельной пневмонии [145] и
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ускоряет выздоровление от выраженной пневмонии [140, 141]; 
сходный механизм существует для выздоровления от оспы 
мышей [10]. Естественные киллеры (NK) [55] и макрофаги [85] 
распознают и лизируют инфицированные вирусом клетки in vitro 
в отсутствие предварительной иммунизации и, таким образом, 
осуществляют первую линию защиты против вирусов еще до 
развития специфического иммунитета; после развития иммуните
та они могут действовать в качестве клеток-эффекторов [10]. 
Макрофаги могут также лизировать клетки, зараженные виру
сом in vitro, благодаря опосредованному антителами клеточно
му цитотоксическому действию, осуществляемому через Fc-pe- 
цепторы на поверхности макрофагов [77]. Точная роль NK-кле- 
ток и макрофагов в иммунитете in vivo, однако, еще полностью 
не выяснена [56, 78, 85].

Развитие гуморального иммунитета, лежащее в основе боль* 
шинства программ иммунизации, очевидно, играет важную роль 
в защите хозяина от повторной инфекции тем же вирусом. Роль 
антител в выздоровлении при вирусной инфекции не очень ясна; 
известно лишь, что дети с врожденной агаммаглобулинемией мо
гут страдать тяжелыми и длительными энтеровирусными инфек
циями [142]. Те вирусы, которые в виде свободных частиц рас
пространяются с током крови от места их проникновения: 
к наиболее отдаленным участкам, лучше, чем другие, поддаются 
действию гуморальных факторов. При изучении пассивной имму
низации против вируса полиомиелита [11, 63] и активной имму
низации против вируса краснухи [104] обнаружили, что сама 
инфекция иммунизацией не блокируется, но клинические прояв
ления болезни при этом не развиваются. В качестве иммуноге
нов вирусы диких типов более эффективны, чем вакцинные 
штаммы. Для формирования клеточного иммунитета против ви
русов, очевидно, необходима репликация вирусов в той степени, 
в которой она происходит при использовании живых вирусных 
вакцин [111]; для развития гуморального иммунитета достаточ
но убитых вирусных вакцин.

Несмотря на то что иммунный ответ в целом полезен для 
хозяина и приводит организм к выздоровлению, в разных отде
лах иммунной системы отмечен и противоположный эффект, ко
торый может вносить вклад в патогенное действие вируса. Н а
пример, у частично иммунных индивидуумов противовирусные 
антитела могут способствовать увеличению патогенности вируса 
денге при шоковом синдроме [50]. При изучении in vitro показа
но опосредованное антителами увеличение репликации вируса 
денге в макрофагах [51, 52] в результате увеличения связыва
ния комплексов вирус—антитело с рецепторами Fc на поверх
ности клеток [17, 107]; предполагают, что это один из механиз
мов, с помощью которых антитела осложняют вирусные заболе
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вания [107, 108]. Группа детей, иммунизированных эксперимен
тально убитой вирусной вакциной, более тяжело переносила 
болезнь, вызванную естественным заражением респираторно-син
цитиальным вирусом по сравнению с контрольной [19, 39, 69], 
однако точный механизм этого эффекта не установлен. У инди
видуумов, иммунизированных убитой противокоревой вакциной, 
также было описано тяжелое течение болезни, вызванной есте
ственным заражением вирусом кори (атипичная корь) [89]. Хро
ническая инфекция, развивающаяся при заражении новорожден
ных мышей вирусом лимфоцитарного хориоменингита (LCM), 
заканчивается продукцией циркулирующих иммунных комплек
сов (состоящих из вируса и противовирусного антитела), кото
рые вызывают у зараженных животных иммунокомплексный 
гломерулонефрит [100]. Создание парабиоза таких хронически 
инфицированных мышей с неинфицированными иммунными мы
шами либо перенос хронически инфицированным животным им
мунной сыворотки или клеток селезенки от иммунных животных 
усиливает повреждение тканей больных животных, что позво
ляет предположить ведущую роль иммунной системы в патоге
незе хронического заболевания, вызываемого LCM [100].

Иммунный ответ на вирусную инфекцию может также завер
шаться образованием аутоантител, направленных против нор
мальных тканей, не зараженных вирусом. У новорожденных 
мышей, зараженных реовирусом типа 1, развивается полиэндо- 
кринопатия с образованием антител, которые реагируют с анти
генами в островках поджелудочной железы, передней доле гипо
физа и слизистой желудка [103]. Использование реассортантного 
вируса показало, что за индукцию аутоантител ответствен ген 
S1 типа 1, кодирующий гемагглютинин вируса [103]. Подавление 
иммунитета антилимфоцитарной сывороткой предотвращает раз
витие полиэндокринного заболевания [102]. Иммунные реакции 
на инфекционные агенты, в том числе и на вирусы, могут сопро
вождаться образованием антиидиотипических антител, направ
ленных против соединяющегося с антигеном участка (вариабиль- 
ная часть) молекулы иммуноглобулина; не исключено, что этот 
процесс является частью регулирующей системы иммунитета, 
которая функционирует в ходе иммунного ответа [113, 79].

В некоторых случаях экспериментально полученные анти- 
идиотипические антитела могут, подобно вирусам, связываться 
со специфическими вирусными рецепторами на клеточной по
верхности [73, 98]. Таким образом, даже в тканях, непосредст
венно не зараженных вирусами, в результате действия иммунно
го ответа, направленного против вируса, могут происходить по
вреждения или изменения функции. Влияние расстроенной 
иммунной регуляции на антивирусный иммунный ответ и вирус
ный патогенез еще в полной мере не выяснено, но скорее всего,
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если основываться на результатах, имеющихся к настоящему 
времени, оно должно быть значительным.

Переистенция вируса, латентность 
и медленные инфекции

В обычных условиях большинство вирусных инфекций отно
сится к самоограничивающимся. Однако при некоторых обстоя
тельствах вирусы могут персистировать или становиться ла
тентными в организме хозяина; при этом клинические проявле
ния или реактивация вируса могут развиваться значительно поз
же момента заражения. Персистентными называют инфекции, 
при которых инфекционный вирус воспроизводимо и продолжи
тельно выделяется из организма хозяина в течение значительно 
большего, чем при обычной инфекции, периода. Клинические про
явления при персистентной инфекции могут быть выраженными, 
слабыми или полностью отсутствовать. При латентных инфек
циях вирус остается в организме хозяина в скрытой форме; он 
выделяется при этом из организма с перерывами, обычно свя
занными с клиническими рецидивами болезни. Медленные ви
русные инфекции характеризуются очень длительным инкубаци
онным периодом, который измеряется месяцами и годами; в этот 
период клинические проявления отсутствуют. В некоторых слу
чаях персистентная инфекция может быть связана с измененным 
ответом хозяина, т. е. с состоянием иммунодефицита или имму
носупрессии, или является результатом заражения в неонаталь
ный период развития. Состояние персистентности или латентно
сти может быть также естественным следствием заражения нор
мального хозяина некоторыми вирусами.

Персистентная инфекция ЦНС и мышц описана у детей с 
врожденной агаммаглобулинемией [23, 91, 142]. Пассивная им
мунизация таких детей иммунной сывороткой вызывает улучше
ние клинического состояния [91]. Аналогичные случаи отмечены 
также у детей с дефицитом иммуноглобулинов, у которых в ко- 

■ нечном итоге развивались смертельные инфекции дыхательных 
путей, вызванные вирусами парагриппа [65] и кори [30]. Ясно, 
что здесь за измененное теяение болезни ответственны дефекты 
в системе защиты хозяина. Иногда у нормальных хозяев вирусы 
простого герпеса типа 1 и 2 вызывают латентную инфекцию сен
сорных ганглиев ЦНС с периодической реактивацией вируса,

. часто но не всегда сопровождающейся клиническими проявлени- 
\ ями болезни. Инфекционный вирус простого герпеса был выде- 
\ лен из шейных и крестцовых ганглиев при аутопсии, путем сов- 
\ местного культивирования с восприимчивыми клетками [7, 134].
\ Новорожденный может заразиться во время родов от матери,
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гели у нее наблюдаются герпетические поражения шейки матки 
или она бессимптомно выделяет вирус простого герпеса типа 2. 
Таким образом, при персистентной или латентной инфекции ор
ганизм может быть резервуаром для дальнейшего распростране
ния вируса. Многие хронические инфекции, вызываемые^ вируу 
сами, развиваются в результате иммуносупрессии./ТЗирус-вет
рянки/опоясывающего лишая, например, остается латентным в 
сенсорных ганглиях; рецидивы встречаются нечасто, обычно рас
пространение идет по единичному периферическому нерву (опо
ясывающий лишай). ДНК вируса ветрянки/опоясывающего ли
шая была выявлена в сенсорных ганглиях через много лет после 
клинического проявления ветрянки [41].

Человеческий цитомегаловирус и вирус Эпштейна—Барр так
же являются представителями группы герпесвирусов, способ
ными вызывать персистентную и латентную инфекцию и реакти
вироваться в результате иммуносупрессии. В мышиной модель
ной системе резервуаром цитомегаловирусов после острой 
инфекции служат В-лимфоциты [99] и макрофаги. Вирус может 
реактивироваться в результате поздней иммунологической реак
ции [99] или клеточной дифференцировки [29]. Персистентная 
инфекция вирусом Эпштейна—Барр у индивидуумов с иммуно
супрессией может приводить к неопластической трансформации 
инфицированных лимфоцитов [53], а также к хроническому вы
делению вируса из дыхательных путей.

Мутанты HSV с дефектной тимидинкиназой, селекциониро
ванные по устойчивости к антивирусному препарату ациклогуа- 
нозину [36], менее эффективно вызывают латентную инфекцию 
нейронов у экспериментальных животных [35, 36], что позволяет 
предположить участие гена тимидинкиназы в развитии латент
ной инфекции [131] или в более поздней реактивации вируса. 
Другие факторы, влияющие на способность вирусов вызывать 
латентную инфекцию, еще не идентифицированы; неизвестны 
также специфические механизмы, вызывающие реактивацию.

Чтобы выявить вирусные факторы, участвующие в развитии 
персистентной инфекции, были изучены многочисленные системы 
персистентно инфицированных культур клеток in vitro. Посколь
ку в этих системах отсутствует взаимодействие с иммунной 
системой хозяина, их связь с персистентной инфекцией является 
чисто умозрительной. Тем не менее эти культуры являются от
личными уникальными моделями взаимодействия вирус—клет
ка, позволяющими в значительной мере изучить природу факто
ров, участвующих в инициации и поддержании персистирующего 
состояния. В большинстве изученных культур отмечены много
численные генетические и биохимические изменения, относящие
ся как к инфицирующим вирусам [4, 61], так и к клеткам хозяи
на [1, 112, 133]. В реовирусной системе обнаружены множествен
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ные генетические изменения в высокопассажной популяции 
дефектного интерферирующего вируса, используемой для инициа
ции персистентной инфекции [3]. Популяция вируса, полученная 
из персистентно зараженных клеток через много месяцев после 
заражения, также содержит очень много мутантов [2, 5, 59, 97]. 
С помощью генетических методов идентифицированы специфи
ческие мутации, имеющие критическое значение как для иници
ации [3], так и для поддержания персистентной инфекции в 
культуре клеток [71]; другие изменения, по-видимому, не связа
ны с состоянием персистенции и заключаются в появлении не- 
селектируемых молчащих мутаций [2, 5, 59]. Кроме того, в про
цессе роста культуры-носителя эволюционируют также клетки 
хозяина [1, 112, 133]. В реовирусной системе селекции вирусных 
мутантов, более эффективно размножающихся в резистентных 
клетках, сопутствовало появление клеток, более устойчивых к 
заражению вирусом дикого типа [1]. Эти более устойчивые клет
ки изменялись также фенотипически: они были больше и содер
жали повышенное число лизосом [1]. Несмотря на то что точные 
биохимические механизмы, регулирующие персистенцию виру
сов, еще неизвестны, изучение персистентно зараженных куль
тур-носителей представляет уникальную модель совместной эво
люции вирусов и клеток хозяина. Эти культуры представляют 
собой источник вирусных мутантов и мутантов клеток-хозяина.

Лучшими примерами «медленных» вирусных инфекций могут 
служить вирусные инфекции группы спонгиозных энцефало
патий, к которым относятся куру и болезнь Крейцфельда—Яко
ба у человека [40] и скрейпи у овец. Вирус висны (неонкогенный 
ретровирус) вызывает хроническую, сходную с «медленной» ин
фекцию у овец. Прогрессирующие антигенные вариации вируса 
в ответ на иммунную реакцию хозяина во время персистентной 
инфекции, вероятно, увеличивают персистенцию вируса [96] при 
этой своеобразной инфекции. Агент, вызывающий скрейпи, име
ет уникальную белковую структуру («прион») и не содержит 
определимых количеств нуклеиновой кислоты [110]. Механизм 
его репликации и развития вызываемой им болезни неизвестен. 
Куру является хронической прогрессирующей болезнью нервной 
системы, встречающейся исключительно среди некоторых высо
когорных племен Папуа Новой Гвинеи. Болезнь передается при 
ритуальном поедании мозга умерших предков; частота ее снизи
лась после того, как этот обычай был искоренен [40]. Инкуба
ционный период измеряется годами, и после продолжительной 
болезни неизменно наступает смертельный исход. В зараженном 
мозгу отмечается незначительная воспалительная реакция [40]. 
Естественный способ передачи болезни Крейцфельда—Якоба не
известен. Не исключено, что она переносится при транспланта
ции роговицы от зараженных индивидуумов [28, 88] или при по-
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дании мозга диких животных [68]. Исследования этой болезни 
ехнически трудны и поглощают много времени в связи с дли- 
ельным инкубационным периодом и необычной природой инфек
ционных агентов.

Подострый склерозирующий панэнцефалит представляет со- 
>ой позднее осложнение коревой инфекции, наступающее через 
1есколько лет после перенесения острой болезни. После длитель- 
юго бессимптомного периода развиваются прогрессирующие 
юврологические дисфункции, ведущие к смерти. Ультраструк- 
'урные исследования выявили в зараженных нейронах нуклео- 
{апсидные структуры, подобные вирусу кори, тогда как инфек
ционный вирус встречается здесь редко [120]. В цереброспиналь- 
гой жидкости больных найдены противокоревые антитела в 
зысоких титрах [20], а из зараженного мозга был выделен коре- 
тодобный вирус путем его совместного культивирования с вос
приимчивыми клетками [62]. В сыворотках этих больных антите
ла к полипептиду М вируса кори имеют пониженный титр [20], 
wo соответствует выраженному ослаблению синтеза полипепти- 
п.а М в зараженных нейронах [48, 49]. Механизм, ответственный 
за снижение синтеза полипептида М в клетках мозга, неизвес
тен, но отсутствие репродукции инфекционного вируса в нейро
нах может благоприятствовать персистенции вируса и развитию 
хронической болезни.

Прогрессирующая многофокусная лейкоэнцефалопатия явля
ется хронической демиелинизирующей болезнью ЦНС, вызывае
мой человеческим паповавирусом, структурно и иммунологиче
ски сходным с обезьяньим вирусом SV40 [90, 105]. Ею обычно 
заболевают индивидуумы с ослабленным иммунитетом. Вместе 
с тем серологическая служба выявила, что антитела к этому 
вирусу широко распространены среди населения [121]. Из этого 
факта следует, что эндогенный латентный вирус может активи
роваться в период угнетения иммунитета и вызывать заболева
ние.

Представленные примеры иллюстрируют различия в меха
низмах развития персистентных, латентных, а также «медлен
ных» вирусных инфекций, вызываемых сильно различающимися 
по механизму патогенеза вирусами. Однако в заключение следу
ет отметить, что, так же как многие аспекты вирусного патогене
за, специфические механизмы, вызывающие персистенцию виру
сов, нуждаются в подробных тщательных исследованиях.

Краткое содержание
В развитии болезни и в определении исхода взаимодействия 

вирус—хозяин участвуют многие независимые вирусные и хозяй
ские факторы. Недавние исследования, суммированные в этой
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главе, показали, что на каждой стадии вирусной инфекции этот 
процесс можно себе представить на генетическом и биохимиче
ском уровнях как серию четко разграничиваемых ступеней, по
добно тому, как мы представляем себе процесс репликации 
самого вируса. Детальное изучение этих отдельных ступеней и 
соответствующих специфических механизмов должно способст
вовать успешному применению противовирусных стратегий с ис
пользованием вакцин и химиотерапевтических агентов. Это дол
жно помочь также разработке стратегий, которые в настоящее 
время являются чисто умозрительными, например направленных 
на изменение реакции хозяина, в результате чего уменьшалось 
бы повреждение тканей и облегчался бы процесс избавления 
от вируса.

Литература

1. Ahmed R., Canning W. М., Kauffman R. S., Sharpe A. H., Hallum J. V., Fi
elds B. N. (1981). Role of the host cell in persistent infection, Cell, 25, 325— 
332

2. Ahmed R., Chakraborty P. R., Graham A. F„ Ramig R. F„ Fields B. N.
(1980). Genetic variation duringpersistent reovirus infection: Presence of 
extragenically suppressed temperature-sensitive lesions in wild-type virus iso
lated from persistently infected L cells, J. Virol., 34, 383—389.

3. Ahmed R., Field B. N. (1982). Role of the S4 gene in the establishment of 
persistent reovirus infection in L cells, Cell, 28, 605—612.

4. Ahmed R., Graham A. F. (1977). Persistent infections in L cells with tempe
rature-sensitive mutants of reovirus, J. Virol., 23, 250—262.

5. Ahmed R., Kauffman R. S., Fields B. N. (1983). Genetic variation during 
persistent reovirus infection: Isolation of cold-sensitive and temperature-sen- 
sitive mutants from persistently infected L cells, Virology, 131, 71— 78.

6 . Bang F. B., Warwick A. (I960). Mouse macrophage as host cells for the 
mouse hepatitis virus and the genetic basis of their susceptibility, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 46, 1065— 1075.

7. Barringer J. R. (1974). Recovery of herpes simplex virus from human sacral 
ganglions, N. Engl. J. Med., 291, 828—830.

8 . Beaty B. J., Bishop D. H. L. (1981). Molecular basis of Bunyavirus trans
mission by mosquitoes: Role of the middle-sized RNA segment, Science, 211, 
1433— 1435.

9. Beaty B. J., Miller B. R., Shope R. E., Rozhon E. J., Bishop D. H. L. (1982) 
Molecular Basis of Bunyavirus per os infection of mosquitoes: Role of the 
middle sized RNA segment, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 1295— 1297.

10. Blanden R. V. (1971). Mechanisms of recovery from a generalized viral in
fection: Mousepox. II. Passive transfer of recovery mechanisms with immune 
lymphoid cells, J. Exp. Med., 133, 1074— 1089.

11. Bodian D. (1953). Experimental studies on passive immunization against 
poliomyelitis. III . Passive-active immunization and pathogenesis after virus 
feeding in chimpanzees, Am. J. Hygiene, 58, 81— 100.

1.2. Bodian D. (1955). Emerging concept of poliovirus infection, Science, 122, 
105— 108.

13. Boere W. A. М., Benaissa-Trouw B. J., Harmsen М., Kraaijeveld C. A., Snip- 
ре H. (1983). Neutralizing and non-neutralizing monoclonal antibodies to 
the E2 glycoprotein of Semliki Forest virus can protect mice from lethal en
cephalitis, J. Gen. Virol., 64, 1405— 1408.

14. Bruatigam A. R., Duiko F. J., Olding L. B„ Oldstone М. B. A. (1979). Pa*



Патогенез вирусных инфекций 299

Orogenesis of murine cytomegalovirus infection: The macrophage as a per
missive cell for cytomegalovirus infection, replication and latency, J. Gen. 
Virol., 44, 349—359.

15. Bu.imovici-K.lein E., Cooper L. Z. (1979). Immunosuppression and isolation 
of rubella virus from human lymphocytes after vaccination with two rubella 
vaccines, Infect. Immunol., 25, 352—356.

16. Burstin S. J., Spriggs D. R„ Fields B. N. (1982). Evidence for functional 
domains on the reovirus type 3 hemagglutinin, Virology, 117, 146— 155.

17. Cardosa M. J., Porterfield J. S., Gordon, S. (1983). Complement receptor 
mediates enhanced flavivirus replication in macrophages, J. Exp. Med., 158, 
258—263.

18. Centrifanto-Fitzgerald Y. M„ Yamaguchi T„ Kaufman H. E„ Tognon М., 
Roizman B. (1982). Ocular disease pattern induced by herpes simplex virus 
is genetically determined by a specific region of viral DNA, J. Exp. Med., 
155, 475—489.

19. Chanock R. М., Kapikian A. Z., M ills J., Kim H. W„ Parrott R. H. (1970). 
Influence immunological factors in respiratory syncitial virus disease of the 
lower respiratory tract, Arch. Environ. Health., 21, 347—355.

20. Connolly J. H„ Haire М., Hadden D. S. M. (1971). Measles immunoglobulins 
in subacute sclerosis panencephalitis, Br. Med., J., 1* 23—25.

21. Coulon P., Rollin P., Aubert M„ Flamand A. (1982). Molecular basis of ra
bies virus virulence. I. Selection of avirulent mutants of the CVS strain- 
with anti-G monoclonal antibodies, J. Gen. Virol., 61, 97— 100.

22. Coulon P., Rollin P. E„ Flamand A. (1983). Molecular basis of rabies virus 
virulence. II. Identification of a site on the CVS glycoprotein associated 
with virulence, J. Gen. Virol., 64, 693— 696.

23. Davis L. E„ Bodian D., Price D., Butler I. I., Vickers J. H. (1977). Chronic 
progressive poliomyelitis secondary to vaccination of an immunodeficient 
child, N. Engl. J. Med., 297, 241—245.

24. deBracco М. М. E„ Rimoldi М. Т., Cossio P. M„ Rabinovich A.r Maiztequi 
J. I., Carballal G., Arana R. N. (1978). Argentine hemmorhagic fever. A l
terations of the complement system and anti-Junin-virus humoral response, 
N. Engl. J. Med., 299, 216—221.

25. Dietzschold B„ Wunner W. H„ Wiktor T. J., Lopes A. D„ Lafon M„ 
Smith C. L., Koprowski H. H983). Characterization of an antigenic deter
minant of the glycoprotein that correlates with pathogenicity of rabievirus, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 70—74.

26. Djeu J. Y., Heinbaugh J. A., Holden H. T„ Herberman R. B. (1979). Aug
mentation of mouse natural killer cell activity by interferon inducers, J. Im 
munol., 122, 175— 181.

27. Doyle М. V., Oldstone М. B. A. (1978). Interaction between viruses and 
lymphocytes. I. In  vivo replication of lymphocytic choriomeningitis virus in 
mononuclear cells during both chronic and acute viral infections, J. Immu
nol., 121, 1262— 1269.

28. Duffy P., Wolf J., Collins G., Devoe A. G., Streeten B., Cowen D, (1974). 
Possible person-to-person transmission of Creutzfeldt-Jakob disease, N. Engl. 
J. Med., 290, 692—693.

29. Dutko F. J., Olddstone М. B. A. (1981). Cytomegalovirus causes a latent in
fection in undifferentiated cells and is activated by induction of cell differen
tiation, J. Exp. Med., 154, 1636— 1651.

30. Enders J. F., McCarthy K„ Mitus A., Cheatham W. J. (1959). Isolation of 
measles virus at autopsy in cases of giant cell pneumonia without rash, N. 
Engl. J. Med., 261, 875—878.

31. Evans D. M. A., Minor P. D., Schild G. S., Almond I. W. (1983). Critical 
role of an eight-amino acid sequence of VPI in neutralization of poliovirus 
type 3, Nature (Lond.), 304, 459— 462.

32. Fast L. D„ Fan D. P. (1981). An adherent, radiosensitive accessory cell ne



300 Глава 10

cessary for mouse cytolytic T lymphocyte response to viral antigen, J. Im 
munol., 126, 1114— 1119.

33. Fenner F. (1948). The pathogenesis of the acute exanthems, Lancet, 2, 
915—920.

34. Field H. J., Anderson J. R., Wildy P. (1982). Atypical patterns of neural 
infection produced in mice by drugresistant strains of herpes simplex virus, 
J. Gen. Virol., 59, 91—99.

35. Field H. J., Darby G. (1980). Pathogenicity in mice of strains of herpes 
simplex virus which are resistant to acyclovir in vitro and in vivo, Antimi- 
crob. Agents Chemother., 17, 209—216.

36. Field H. J., Darby G„ Wildy P. (1980). Isolation and characterization of 
acyclovir resistant mutants of herpes simplex virus, J. Gen. Virol., 49, 115— 
124.

37. Finberg R., Spriggs D. R., Fields B. N. (1982). Host immune response to 
reovirus: CTL recognize the major neutralization domain of the viral hemag
glutinin. J. Immunol., 129, 2235—2238.

38. Finberg R., Weiner H. L., Fields B. N„ Benacerraf B., Burakoff S. J. (1979). 
Generation of cytolytic T lymphocytes after reovirus infection: Role of SI 
gene, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 442—446.

39. Fulginetti V. A., Eller J. J., Sieber O. F., Joyner J. W., Minamitani М., Meik- 
lejohn G. (1969). Respiratory virus immunization. I. A field trial of two 
inactivated respiratory virus vaccines: an acueous trivalent parainflueza vi
rus vaccine and an alum precipitated respiratory syncytial virus vaccine, 
Am. Hygiene, 89, 435— 446.

40. Gajdusek D. C. (1977). Unconventional viruses and the origin and disap
pearance of Kuru, Science, 197, 943—960.

41. Gilden D. H., Vafai A., Shtram Y., Becker Y„ Devlin М., Wellish M. (1983). 
V a r ic e l la - z Q s te r  virus DNA in  human sensory'ganglia, Nature (Lond.), 306, 
478-480.

42. Gotnard E., Wybier-FranguiJ., Levy J. P. (1981). Accessory cells in the in 
vitro generation of type С virus specific T killer lymphocytes. I. Role of 
macrophages in primary anti-FMR reaction, J. Immunol., 126, 891—896.

43. Greene М. I., Weiner H. L. (1980). Delayed hypersensitivity in mice infected 
with reovirus. II. Induction of tolerance and suppressor T cells to viral spe
cific gene products, J. Immunol., 125, 283—287.

44. Gresser /., Tovey M. G., Bandu М. T„ Maury G., Bronty-Boye D. (1976).
Role of interferon in the pathogenesis of virus diseases in mice as demon
strated by the use of anti-interferon serum. I. Rapid evolution of encephalo- 
myocarditis virus infection, J. Exp. Med., 144, 1305— 1315.

45. Gresser I., Tovey M. G., Bandu М. Т., Maury G., Bronty-Boye D. (1976).
Role of interferon in the pathogenesis of virus disease in mice as demonstra
ted by the use of anti-interferon serum. II. Studies with herpes simplex vi
rus, Moloney, sarcoma virus, Newcastle disease virus and influenza virus, J. 
Exp. Med., 144, 1316— 1323.

46. Griffin D. E., Mullinix J., Narayan O., Johnson R. T. (1974). Age dependen
ce of viral expression: Comparative pathogenesis of two rodent-adapted stra
ins of measles virus in mice, Infect. Immunol., 9, 690— 695.

47. Groschel D., Koprowski H. (1965). Development of a virusresistant inbred 
mouse strain for the study of innate resistance to Arbo В viruses, Arch. Ges. 
Virusforsch., 17, 379—391.

48. Hall W. H., Choppin P. W. (1979). Evidence for lack of synthesis of M 
polypeptide of measles virus in brain cells in subacute sclerosis panencepha
litis, Virology, 99, 443—447.

49. Hall W. H., Choppin P. W. (1981). Measles virusproteins in the brain tissue 
of patients with sucacute sclerosing panencephalitis. Absence of the M  pro
tein, N. Engl. Med., 304, 1152— 1155.

50. Halstead S. B., Nimmannitaya S., Cohen S. N. (1970). Observations related



Патогенез вирусных инфекций 30f

to pathogenesis of Dengue hemmorhagic fever. IV. Relation of disease seve
rity te antibody response and virus reovered, Yale J. Biol. Med., 42, 311— 
328.

51. Halstead S. B„ O’Rourke E. J. (1977). Dengue viruses and mononuclear pha* 
gocytes. I. Infection enhancement by non-nsutralizing antibody, J. Exp. Med.,
146, 201—217.

52. Halstead S. B„ O’Rourke E. J., Allison A. C. (1977). Dengue viruses and 
mononuclear phagocytes. II. Identity of blood and tissue leukocytes suppor
ting in vitro infection, J. Exp. Med., 146, 218— 229.

53. Hanto D. W., Frizzera G„ Gajl-Peczalska K. J., Sakamoto K., Purtllo D. T„ 
Balfour H. H., Jr., Simmons R. L., Najarian J. S. (1982). Epstein-Barr virus- 
induced В -cell lymphoma after renal transplantation. N. Engl. J. Med., 306, 
913—918.

54. Heggie A. D„ Robbins F. C. (1964). Rubella in naval recruits. A virologic 
study, N. Engl. J. Med., 271, 231—234.

§5. Herberman R. B., Ortaldo J. R. (1981). Natural killer cells: Their role in 
defenses against disease, Science, 214, 24—30.

56. Hirsch R. L. (1981). Natural killer calls appear to play no role in recovery 
of mice from Sindbis virus infection, Immunology, 43, 81—89.

57. Hirsch R. L., Griffin D. E., Winkelstein J. A. (1981). Host modification of
Sindbis virus sialic acid content influences alternative complement pathway
activation and virus clearance, J. Immunol., 127, 1740— 1743.

58. Hirsch R. L., Griffin D. E„ Winkelstein J. A. (1983). Natural immunity to
Sindbis virus is influenced by host tissue sialic acid content, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 80, 548—550.

59. Holland J. J., Grabau E. A., Jones C. L., Semler B. L. (1979). Evolution of 
multiple genome mutations during long term persistent infection by visicu- 
lar stomatitis virus, Cell, 16, 495— 504.

60. Holland J. /., McLaren L. C„ Syverton J. T. (1959). The mammalian cell-vi- 
rus relationship. IV. Infection of naturally unsusceptible cells with enterovi
rus nucleic acid, J. Exp. Med., 110, 65— 80.

61. Holland J. J., Villarreal L. P. (1974). Persistent noncytocidal vesicular sto
matitis virus ibfections mediated by defective T particles that suppress virion 
transcriptase, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71, 2956—2960.

62. Horta-Barbosa L., Fuccillo D. A., London W. Т., Jabbour J. T„ Zeman W., 
Sever J. L. (1969). Isolation of measles virus from brain cell cultures of 
two patients with subacute sclerosis panencephalitis, Proc. Soc. Exp. Biol. 
Med., 132, 272—277.

63. Howe H. A., Bodian D., Morgan I. M. (1950). Subclinical polimyelitis in 
the chimpanzee and its relation to alimentary re-infection, Am. J. Hygiene,
51, 85— 108.

64. Hrdy D. B„ Rubin D. H., Fields B. N. (1982). Molecular basis of reovirus
neurovirulence: Role of the М2 gene in avirulence, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 79 1298__1302

65. Jarvis W. R., Middleton P. J., Gelfand E. W. (1979). Parainfluenza pneumo
nia in severe combined immunodeficiency disease, J. Pediatr., 94, 423—426.

6 6 . Johnson R. T. (1964). The pathogenesis of herpes virus encephalitis. II. A 
cellular basis for the development of resistance with age, J. Exp. Med., 120, 
359—374.

67. Jondal M„ Klein G. (1973). Surface markers on human В and T lymphocy
tes. II. Presence of Epstein-Barr virus receptors on В lymphocytes, J. Exp. 
Med., 138, 1365— 1378.

6 8 . Kamin М., Patten В. M. (1984). Greutzfeld-Jakob disease: Possible transmis
sion to humans by consumption of wild animal brains, Am. J. Med., 76, 
142— 145.

69. Kapikian A. Z., Mitchell R. H„ Chanock R. М., Shvedoff R. A., Stewart С. E. 
(1969). An epidemiologic study of altered clinical reactivity to respiratory



302 Глава 10

syncytial (RS) virus infection in children previously vaccinated with are 
inactivated RS virus vaccine, Am. J. Epidemiol., 89, 405—421.

70. Kapoor A. K-, Nash A. A., Wildy P. (1982). Pathogenesis of herpes simplex 
virus in В cell-suppressed mice: The relative role of cell-mediated and humo
ral immunity, J. Gen. Virol., 61, 127— 131.

71. Kauffman R. S., Ahmed R., Fields B. N. (1983). Selection of a mutant SI 
gene during reovirus persistent infection of L cells: Role in maintenance of 
the persistent state, Virology, 131, 79—87.

72. Kauffman R. S., Lee S., Finberg R. (1983). Cytolytic T-cell mediated lysis 
of reovirus-infected cells: Requerements for infectious virus, viral particles 
and viral proteins in infected target cells, Virology, 131, 265—273.

73. Kauffman R. S., Noseworthy I. H., Nepom J. Т., Finberg R., Fields B. N..
Greene М. I. (1983). Cell receptors for the mammalian reovirus. II. Mono

clonal anti-idiotypic antibody blocks viral binding to cells, J. Immunol., 131, 
2 5 3 9 __2541

74. Kauffman R. S., Wolf J. L., Finberg R., Trier J. S., Fields B. N. (1983). The 
Ci proteindetermines the extent of spread of reovirus from the gastrointesti
nal tract of mice, Virology, 124, 403—410.

75. Khelifa R., Menezes J. (1983). Sendai virus envelopes can mediate Epstein- 
Barr virus binding to and penetration into Epstein-Barr virus receptor-nega
tive cells, J. Virol., 46, 325—332.

76. Klenk H. D., Rott R., Orlich M„ Blodorn J. (1975). Activation of influenza 
virus by trypsin treatment, Virology, 6 8 , 426—439.

77. Kohl S. D., Cahall D. L„ Walters D. L., Schaffner V. E. (1979). Murine an
tibody-dependent cellular cytotoxicity to herpes simplex virus-infected tar
get cells, J. Immunol., 123, 25—30.

78. Kohl S., Loo L. S., Pickering L. K. (1981). Protection of neonatal mice aga
inst herpes simplex viral infection by human antibody and leukocytes from

- adult, but not neonatal humans, J. Immunol., 127, 1273— 1275.
79. Kuettner M. G„ Wang A. L., Nisonoff A. (1972). Quantitative investigations 

of idiotypic antibodies. VI. Idiotypic specificity as a potential genetic marker 
for the variable regions of mouse immunoglobulin polypeptide chains, J. 
Exp. Med., 135, 579— 595.

80. Lang D. 1., Noren B. (1968). Cytomegaloviremia following congenital infec
tion, J. Pediatr., 73, 812— 819.

81. Lazarowitz S. G., Choppin P. W. (1975). Enhancement of the infectivity of 
influenza A and В viruses by proteolytic cleavage of the hemagglutinin po
lypeptide, Virology, 6 8 , 440— 454.

82. Lee P. W. K , Hayes E. C., Joklik W. K- (1981). Protein a\ is the reovirus 
cell attachment protein, Virology, 108, 156— 163.

83. Lentz T. L., Burrage T. G„ Smith A. L , Crick J., Tignor G. H. (1982). I» 
the acetylcholine receptor a rabies virus receptor? Science, 215, 182— 184.

84. Letvin N. L., Kauffman R. S., Finberg R. (1981). T lymphocyte immunity to 
reovirus: Cellular requirements foor generation and role in clearance of pri
mary infections, J. Immunol., 127, 2334—2339.

85. Letvin N. L., Kauffman R. S., Finberg R. (1982). An adherent cell lyses vi
rus-infected targets: Characterization, activation, and fine specificity of the 
eytotoxic cell, J. Immunol., 129, 2396—2401.

8 6 . Levine A. J., Ginsberg H. S. (1967). Mechanism bu which fiber antigen in
hibits multiplication of type 5 adenovirus, J. Virol., 4, 747—757.

87. Lucas A., Flintoff W„ Anderson R., Percy D„ Coulter М., Dales S. (1977). 
In  vivo and in vitro models of- demyelinating diseases: Tropism of the JHM  
strain of murine hepatitis virus for cells of glial origin, Cell, 1 2 , 553—560.

88. Manuelides E. E„ Angelo J. N„ Gorgacz E. J„ Kim J. H„ Manuelides L. 
(1977). Experimental Creutzfeldt-Jakob disease transmitted via the eye with 
infected cornea, N. Engl. J. Med., 296, 1334— 1336.



89. Martin D. В., Weiner L. В., Nieburg Р. /., Blair D. С. (1979). Atypical meas
les in adolescents and young adults, Ami. Intern. Med., 90, 877— 881.

SO. McClaren L. C., Holland I. J., Syverton I. T. (1959). The mammalian cell- 
virus relationship. I. Attachment of poliovirus to cultivated cells of primate 
and non-primate origin, J. Exp. Med., 109, 475—485.

•91. Mease P. J., Ochs H. D„ Wedgwood R. J. (1981). Successful treatment oi 
echovirus meningoencephalitis and myositis-fascitis with intravenous immu
ne globulin therapy in a patient with X-linked agammaglobulinemia, N. 
Engl. J. Med., 304, 1278— 1281.

•92. Mims C. A. (1964). Aspects of pathogenesis of virus diseases, Bacteriol. 
Rev., 28, 30—71.

93. Morishima Т., McClintock P. R„ Billups L. C., Notkins A. L. (1982). Expres
sion and modulation of virus receptors on lymphoid and myeloid cells: Rela
tionship to infectivity, Virology, 116, 605—618.

94. Nakajima S., Sigiura A. (1980). Neurovirulence of influenza virus in mice.
II. Mechanism of virulence as studied in a neuroplastoma cell line, Virology, 
101, 450—457.

95. Narayan O., Penny J. B., Johnson R. T„ Herndon R. M„ Weiner L. P. (1973). 
Etiology of progressive multifocal leukoencephalopathy: Identification of 
papovavirus, N. Engl. J. Med., 289, 1278— 1282.

96. Narayan O., Clements 1. E., Griffin D. E., Wolinsky J. S. (1981). Neutrali
zing antibody spectrum determines the antigenic profiles of emerging mu
tants of Visna virus, Infect. Immunol., 32, 1045— 1050.

97. Nishiyama Y., I  to Y., Shimokata K. (1978). Properties of the viruses selec
ted during persistent infection of L cell swith VSV, J. Gen. Virol., 40; 481— 
484.

98. Noseworthy J. H., Fields B. N.. Dichter M. A., Sobotka C., Pizer E., Per
ry L. L„ Nepom J. Т., Greene М. I. (1983). Cell receptors for the mammalian 
reovirus. I. Syngeneic monoclonal anti-idiotypic antibody identifies a cell 
surface receptor for reovirus. —  J. Im m unol, 131, 2533—2538.

99. Olding L. B., Jensen F. C., Oldstone М. B. A. (1975). Pathogenesis of cy
tomegalovirus infection. I. Activation of virus from bone marrow derived 
lymphocytes by in vitro allogeneic reaction, J. Exp. Med., 141, 561—572.

100. Oldstone М. B. A., Dixon F. J. (1970). Pathogenesis of chronic disease as
sociated with persistent lymphocytic choriomeningitis viral infection. II. Re
lationship of the anti-lymphocytic choriomeningitis immune response to tis
sue injury in chronic lymphocytic choriomeningitis disease, J. Exp. Med., 131, 
1— 17.

101. Oldstone М. B. A., Sinha Y. N., Blount P., Tishon A., Rodriguez М., Von 
Wedel R., Lampert P. W. (1982). Virus-induced alterations in homeostasis: 
Alterations in differentiated functions of infected cells in vivo, Science, 218, 
1125— 1127.

102. Onodera Т., Ray U. R., Melez R. A., Suzuki H., Toniolo A., Notkins A. L. 
(1982). Virus-induced diabetes mellitus: Autoimmunity and polyendocrine 
disease prevented byimmunosupression, Nature (Lond.), 297, 66—68.

103. Onodera Т., Toniolo A., Ray U. R., Jenson A. B„ Rnazek R. A., Notkins A. L.
(1981). Virus-induced diabetes mellitus. XX. Polyendocrinopathy and auto
immunity, J. Exp. Med., 153, 1457— 1473.

104. O’Shea S., Best J. M„ Banatvala J. E. (1983). Viremia, virus excretion, and 
antibody responces after challenge in volunteers with low levels of antibody 
to rubella virus, J. Inf. Cis., 148, 639—647.

105. Padgett B. L., Zurhein G. М., Walker D. L., Eckroade R. J., Dessel В. H. 
(1971). Cultivation of papova-like virus from human brain withprogressive 
multifocal leukoencephalopathy, Lancet, 1, 1257— 1260.

106. Panusarn E., Stanley E. D., Dirda V., Rubenis M„ Jackson G. G. (1974). 
Prevention of illness from rhinovirus infection by a topicalinterferon indu
cer, N. Engl. J. Med., 291, 57—61.

Патогенез вирусных инфекций 303



304 Глава 10

107. Peiris J. S. М., Gordon S., Unkeless J. C., Porterfield J. S. (1981). Monoclo
nal anti-Fc receptor IgG  blocks antibody enhancement of viral replication in 
macrophages, Nature (Lond.), 289, 189— 191.

108. Peiris J. S. М., Porterfield J. S. (1979). Antibody-mediated enhancement of 
flavivirus replication in macropnage-like cell lines, Nature (lond.), 282, 
509—511.

109. Plotch S. J., Bouloy М., Krug R. M. (1979). Transfer of 5'-terminal cap of 
globin mRNA to influenza viral complementary RNA during transcription 
in vitro, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 1618— 1622.

110. Prusiner S. B. (1982). Novel proteinaceous infectious particles cause scrapje, 
Science, 216, 136— 144.

111. Reiss C. S., Schulman J. L. (1980). Cellular immune responses of mice to 
influenza virus vaccines, J. Immunol., 125, 2182—2188.

112. Reznikoff C., Tegtmeyer P., Dohan C. Jr., Enders J. F. (1972). Isolation of 
AGMK cells partially resistant to SV40: Identification of the resistant step, 
Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 141, 740—746.

113. Rose L. М., Goldman M„ Lambert P. H. (1982). Simultaneous induction 
of an idiotype, corresponding anti-idiotypic antibodies, and immune com
plexes during African trypanisomiasis in mice, J. Immunol., 128, 79—85.

114. RUbin D. H„ Fields B. N. (1980). The molecular basis of reovirus virulence: 
The role of the М2 gene, J. Exp. Med., 152, 853—868.

115. Rubin D. H„ Weiner H. L„ Fields B. N., Greene М. I. (1981). Immunologic 
tolerance after oral administration of reovirus: Requirement for two viral ge
ne products for tolerance induction, J. Immunol., 127, 1697— 1701.

116. Schied A., Choppin P. W. (1974). Identification of biological activities of 
paramyxovirus glycoproteins. Activation of cell fusion, hemolysis and infec- 
tivity by proteolytic cleavage of an inactive precursor protein of Sendai vi
rus, Virology, 57, 475—490.

117. Schmaljohn A. L., Johnson E. D., Dalrymple J. М., Cole G. A. (1982). Non
neutralizing monoclonal antibodies can prevent lethal alphavirus encephali
tis, Nature (Lond.), 297, 70—72.

118. Schmid D. S., Larsen H. S., Rouse В. T. (1982). Role of la antigen and 
secretory function of accessory cells in the induction of cytotoxic T lym
phocyte responses against herpes simplex virus, Infect. Immunol, 37, 
1138— 1147.

119. Sethi К- K., Omata Y., Schneweis К. E. (1983). Protection of mice from 
fatal herpes simplex virus type I infection by adoptive transfer of cloned 
virus-specific and H2-restricted cytotoxic T lymphocytes, J. Gen. V irol, 64, 
443—447.

120. Sever J. L., Zeman W., eds. (1968). Conference on Measles Virus and Suba
cute Sclerosis Panencephalitis, Bethesda, Md., Sept. 13, 1967, Part 2, Neuro
logy, 19(1), 30-51.

121. Shah К. V., Daniel R. W., Warszawski R. M. (1973). High prevalence of 
antibodies to BK. virus, an SV-40 related papovirus, in residents of Mary
land, J. Inf. Dis., 128, 784—787.

122. Sharpe A. H„ Chen L. B., Fields B. N. (1982). The interaction of mammalian 
reoviruses with the cytoskeleton of monkey kidijey CV-1 cells, Virology, 120, 
399— 411.

123. Sharpe A. H., Fields B. N. (1981). Reovirus inhibition of cellular DNA syn
thesis: Role of the S I gene, J. V irol, 38, 389—392.

124. Sharpe A. H., Fields B. N. (1982). Reovirus inhibition of cellular RNA and 
protein synthesis: Role of the S4 gene, Virology, 122, 381—391.

124a. Sharpe A. H., Fields B. N. (1983). Pathogenesis of reovirus infection. In: 
The Reoviridae, ed. by W. K. Joklik, pp. 229—286, Plenum Press, New York.

J25. Shope R. E., Rozhon E. J., Bishop D. H. L. (1981). Role of the middlesized 
bunyavirus RNA segment in mouse virulence, Virology, 114, 273—276.



Патогенез вирусных инфекций 305

26. Simons М. J., Jack I. (1968). Lymphocyte viremia in congenital rubella, 
Lancet, 2, 953—954.

27. Spriggs D. R„ Bronson R. T„ Fields B. N. (1983). Hemagglutinin variants 
of reovirus type 3 have altered central nervous system tropism, Science. 220, 
505—507.

28. Sugiura A., Ueda M. (1980). Neurovirulence of influenza virus in mice. I. 
Neurovirulence of recombinants between virulent and avirulent virus strains, 
Virology, 101, 440—449.

29. Tardieu М., Weiner H. L. (1982). Viral receptors on isolated murine and 
human ependymal cells, Science, 215, 419—421.

30. Tashiro М., Н от т а  M. (1983). Preumotropism of Sendai virus in relation 
to protease-mediated activation in mouse lungs, Infect. Immunol., 39, 879'— 
888.

31. Tenser R. B., Dunstan М. E. (1979). Herpes simplex virus thymidine kinase 
expression in infection of the trigeminal ganglion, Virology, 49, 417— 422.

32. Trachsel H., Sonenberg N., Shatkin A. J., Rose J. K-, Keong K-, Berg
mann J. E„ Gordon J., Baltimore D. (1980). Purification of a factor that 
restores translation of vesicular stomatitis virus mRNA inextracts from poli
ovirus infected HeLa cells, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 770—774.

33. Vogt М., Dulbecco R. (1958). Properties of HeLa cell culture with increased 
resistance to poliomyelitis virus, Virology, 5, 425—434.

34. Warren K. G., Brown S. М., Wrublewska Z., Gilden D., Koprowski H„ Su- 
bak-Sharpe J. (1978). Isolation of latent herpes simplex virus from the su
perior cervical and vagus ganglions of human beings, N. Engl. J. Med., 298, 
1068— 1069.

35. Watson H. D., Tignor G. H., Smith A. L. (1981). Entry of rabies virus into 
the peripheral nerves of mice, J. Gen. Virol., 56, 371—382.

36. Webster R. G., Laver W. G., Air G. М., Schild G. C. (1982). Molecular me
chanisms of variation in influenza viruses, Nature (Lond.), 296, 115— 121.

37. Weiner H. L„ Drayna D„ Averill D. R., Jr., Fields B. N. (1977). Molecular 
basis of reovirus virulence: Role of the S I gene, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
74, 5744— 5748.

38. Weiner H. L„ Fields B. N. (1977). Neutralization of reovirus: The gene res
ponsible for the neutralization antigen, J. Exp. Med., 146, 1305— 1310.

39. Weiner H. L„ Greene M. /., Fields B. N. (1980). Delayed hypersensitivity in 
mice infected with reovirus. I. Identification of host and viral gene products 
responsible for the immune response, J. Immunol., 125, 278—282.

40. Wells M. A., Albrecht P., Ennis F. A. (1981). Recovery from a viral respira
tory infection. I. Influenza pneumonia in normal and T-deficient mice, J. 
Immunol., 126, 1036— 1041.

41. Wells M. A., Ennis F. A., Albrecht P. (1981). Recovery from a viral respira
tory infection. II. Passive transfer of immune spleen cells to mice with in
fluenza pneumonia, J. Immunol., 126, 1042— 1046.

42. Wilfert С. М., Buckley R. H„ Mohanakumar T„ Griffith J. F., Katz S. L., 
Whisnant J. К-, Eggleston P. A., Moore М., Treadwell E„ Oxman M. N., 
Rosen F. S. (1977). Persistent and fatal central-nervous-system echovirus 
infections in patients with agammaglobulinemia, N. Engl. J. Med., 296, 
1485— 1489.

42a. Wolf J. L., Kauffman R. S., Fingers R„ Dambrauskas R., Fields B. N„ Tri
er J. S. (1983). Determinants of reovirus interaction with the intestinal M 
cells and absorptive cells of murine intestine, Gastroenterology, 85, 291—300.

43. Wolf J. L„ Bye W. A. (1984). The membranous epithelial (M) cell and the 
mucosal immune system, Ann. Rev. Med., 35, 95— 112.

44. Wolf I., Rubin D. H„ Finberg R., Kauffman R. S., Sharpe A. H., Trier J. S., 
Fielas B. N. (1981). Intestinal M  cells: A pathway foe entry of reovirus in
to the host, Science, 212, 471—472.

) Заказ №  555



Ш  ' Глава 10

145. Yap К- L., Ada G. L„ McKenzie I. F. C. (1978). Transfer of specific cytoto
xic T lymphocytes protects mice inoculated with influenza virus, Nature 
(Lond.), 273, 238—239.

146. Zarling D. A., Miskimen J. A., Fan D. P., Fujimoto E. K-, Smith P. K.
(1982). Association of Sendai virion envelope and a mouse surface membra
ne polypeptide on newly infected cells: Lack of association with H-2K/D or 
alteration of viral immunogenicity, J. Immunol., 128, 251—257.

147. Zinkernagel R. М., Althage A. (1977). Antiviral protection by virus-immune 
cytotoxic T cells: Infected target cells are lysed before infectious progeny 
virus is assembled, J. Exp. Med., 145, 644—651.

148. Zinkernagel R. М., Doherty P. C. (1979). М НС-restricted cytotoxic T cells: 
Studies on the biologic role of polymorphic major transplantation antigens 
determining T-cell restriction-specificity, function and responsiveness, Adv. 
Immunol., 27, 51— 177.



Метаболизм вирусов и клеточная архитектур»

Шелдон Пенмен1

Глава 1f

Цитоплазматический и ядерный скелет

По-видимому, самые фундаментальные вопросы клеточной 
биологии — это вопросы клеточной и тканевой архитектуры и 
такие связанные с ними явления, как подвижность клетки и ми
тоз. Многие принципы, лежащие в основе сборки, функциониро
вания и природы клеточных структур, начинают проясняться 
только сейчас. Относительно низкий уровень наших знаний в 
этой области можно объяснить, в частности, ограниченными воз
можностями тех методов исследования морфологических особен
ностей, которыми мы располагаем. Световой микроскоп позво
ляет выявить высокоупорядоченные субклеточные скелетные 
структуры, но обладает слишком малым разрешением. Что же 
касается стандартного метода тонких срезов в электронной мик
роскопии, то результаты, полученные с его помощью, весьма1 
скудны, если не считать исследований клеточных структур, свя
занных с мембраной. Цитоскелет на обычном залитом срезе ви
ден плохо, хотя из опытов с использованием флуоресцентных 
антител известно, что он существует. Ядра на стандартных сре
зах просматриваются лишь как скопления волокон хроматина, и, 
чтобы обнаружить более тонкую их организацию, приходится при
менять чрезвычайно сложные, специальные методики [36, 39].

Можно изучать биохимию структурных элементов с помощью 
фракционирования клеток, однако прогресс в этой области сдер
живается отсутствием хороших морфологических маркеров. 
Главный недостаток электронной микроскопии состоит в том, что 
смолы, используемые при приготовлении тонких срезов, в значи
тельной степени маскируют белковые структуры. Недавно попы
тались вновь использовать ранние методы электронной микро
скопии без заливки [26, 38а]; в результате удалось с порази
тельной четкостью визуализировать трехмерную структуру кле

1 Sheldon Penman, Department of Biology, Massachusetts Institute of Tech
nology, Cambridge, Massachusetts 02139.
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точного белкового скелета, причем многие детали клеточной ар
хитектуры были выявлены впервые. С помощью электронного 
микроскопа удается увидеть фиксированные и обработанные 
методом высушивания в критической точке интактные клетки 
[52]. Портер и др. показали, что сложная белковая сеть, кото
рая видна в электронном микроскопе, состоит из обычных кле
точных белков, в том числе и растворимых. Однако в полной ме
ре возможности электронной микроскопии без заливки реализу
ются лишь при использовании избирательной экстракции, в ре
зультате которой удаляются растворимые белки [9, 32, 38, 45, 
46, 48]. Оставшиеся скелетные структуры можно разделить на 
цитоскелет, хроматин и компоненты ядерного матрикса [15, 22, 
37]. Далее можно исследовать морфологию и биохимию этих 
структур. На первый взгляд кажется удивительным, что элект
ронная микроскопия объектов, помещенных в вакуум, обладает 
гораздо более высоким разрешением, чем электронная микроско
пия объектов, залитых в смолы. Однако это объясняется чрезвы
чайной сложностью и переплетенностью клеточного скелета. Кле
точный скелет — это свободно стоящая, самоподдерживающаяся 
структура. Такая структура должна быть видна в вакууме, если 
она по крайней мере на несколько нанометров возвышается над 
подложкой. Наиболее важные вирус-специфические белки и нук
леиновые кислоты часто можно обнаружить лишь в одной фрак
ции, в комплексе с каким-либо структурным компонентом клет
ки; например, РНК полиовируса связана с цитоскелетом, а вири- 
он SV40 — с ядерным матриксом [3, 31].

Результаты применения этих новых процедур в вирусологиче
ских исследованиях весьма впечатляющи. С их помощью были 
обнаружены многие клеточные структуры, причем оказалось, что 
по крайней мере отчасти метаболизм всех вирусов животных 
предполагает использование структур цитоплазматического и 
ядерного скелета клеток. Действительно, вирус-специфический 
цитопатический эффект легко объяснить, предположив, что он 
обусловлен не бессмысленным для вируса повреждением клетки, 
а специфической перестройкой элементов клеточного скелета, 
цель которой — создание условий для роста вируса. Сейчас с по
мощью электронной микроскопии без заливки и биохимического 
фракционирования можно прямо изучать связь между метабо
лизмом вирусов и клеточной архитектурой.

До недавнего времени большое внимание в вирусологии уде
лялось изучению способов экспрессии уникальных информацион
ных вирусных систем, т. е. «молекулярной биологии» животных 
и растительных вирусов; топографические же аспекты поведения 
вирусов оставались в стороне. Такие вопросы, как транспорт ви
русных продуктов из одного клеточного компартмента в другой, 
сборка вируса и его созревание в определенных областях клетки,



Метаболизм вирусов и клеточная архитектура 309

а также удивительные специфические перестройки архитектуры 
клетки, относящиеся к понятию «цитопатический эффект», оста
ются пока малоизученными. Эти пробелы в наших знаниях 
объясняются не отсутствием интереса к данным вопросам, а не
достатком концепций и экспериментальных подходов к решению 
таких проблем.

При приготовлении клеточных препаратов для электронной 
микроскопии (ЭМ) без заливки используются две методики. Са
мая простая из них — нанесение целого объекта, при которой 
клетки выращивают на золотой электронно-микроскопической 
сетке с напыленной углеродной пленкой-подложкой. Перед тем 
как поместить клетку под электронный микроскоп, производят 
экстрагирование до тех пор, пока на подложке не останется один 
цитоскелет или его субструктуры [45, 46]. Глубина резкости 
электронного микроскопа достаточно велика, и у сравнительно 
плоских клеток при умеренном увеличении можно увидеть весь 
клеточный «интерьер». Однако метод нанесения целого объекта 
обладает рядом недостатков; не самый последний из них — не
привычный вид многих субклеточных элементов, изображения 
которых представляются в форме плоской проекции их трехмер
ных структур, а не в виде обычных двумерных поперечных сре
зов.

В результате развития техники без заливки смолой появился 
новый мощный метод, чрезвычайно полезный при изучении кле
ток, зараженных вирусом, — приготовление незалитого среза. 
В этом случае образец фиксируют, а затем пропитывают экстра
гируемой «смолой» или воском [51]. Мы обнаружили, что для 
этой цели хорошо подходит диэтиленгликольдистеарат, но можно 
использовать также полиэтиленгликоль и метилакрилат [14]. 
Изображения, которые получают на этих срезах, очень сильно 
отличаются от обычных, поскольку даже на срезе толщиной 
0,1 мкм имеется множество клеточных структур, которые оказы
ваются полностью замаскированными при использовании обыч
ной техники.

Итак, сначала клетки «обнажают», экстрагируя липиды не
ионными детергентами в буфере при физиологической ионной 
силе. Растворимые белки высвобождаются, и остается самопод- 
держивающийся переплетенный клеточный скелет. При после
дующей обработке смесью ионного и неионного детергентов либо 
0,25 М сульфатом аммония удаляется цитоскелет. Хроматин уда
ляют с помощью нуклеаз и последующей элюции с повышением 
ионной силы. После этого остается ядерная сеть, или матрикс* 
вместе с промежуточными филаментами [22]. На рис. 11.1 схе
матически изображена процедура ступенчатой экстракции, при 
которой прекрасно сохраняется морфология и очень хорошо раз
деляются биохимические фракции, так что все клеточные белки
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Рис. 11.1.Ступенчатая экстракция, позволяющая получить цитоскелетиую осно
ву и комплекс ядерного матрикса с промежуточными филаментами.

оказываются в одной из этих структурных фракций. На рис. Н.2 
изображена клетка после всех описанных процедур экстракции, 
так, как она выглядит в электронном микроскопе при использо
вании метода нанесения целого объекта. Из этого рисунка видно, 
что структурный скелет после удаления липидов и растворимых 
белков по-прежнему поддерживает общую форму клетки и даже 
ее детальную морфологию. Клетка покрыта белковой оболочкой 
(пленкой), состоящей из белков плазматической мембраны,
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Рис. 11.2. Клетка после всех описанных в тексте процедур экстракции.

большая часть которых остается связанной со скелетной основой 
и после удаления липидов [5]. Эта плазматическая пленка со
держит участки связывания полиовируса, а также, вероятно, 
других вирусов. В плазматической мембране иногда обнаружива
ются вирус-специфические белки, такие как гликопротеин виру
са Синдбис или белок src вируса саркомы Рауса, но в основном 
они удерживаются цитоскелетом в составе плазматической плен
ки. На рис. 11.2 показано также, как выглядит ядро после уда
ления хроматина и волокон RNP. Все ядерное пространство за
полнено густой сетью белковых филаментов. Их морфология и 
биохимический состав совсем иные, чем у плазматических воло
кон.

На рис. 11.3 представлено несколько цитоплазматических 
структур при разном увеличении. На микрофотографиях отчет
ливо видны белковые волокна, в то время как с помощью обыч
ной электронно-микроскопической методики удается получить 
лишь весьма приближенное представление о внутренних струк
турах клетки. Белковые волокна гетерогенны по своей морфоло
гии и чрезвычайно сложны по составу. В процессе подготовки 
препаратов для электронной микроскопии микротрубочки могут 
деполимеризоваться (как в данном примере). Этот процесс уда
ется предотвратить путем стабилизации препаратов таксолом.

Распространено ошибочное представление о том, что клеточ
ный «скелет» состоит из актина, тубулина и белка промежуточ
ных филаментов. На самом деле эти компоненты являются лишь 
частью скелетных структур; на микрофотографиях видно множе
ство других переплетенных элементов. Анализ скелетных белков 
с помощью двумерного гель-электрофореза показывает, что в 
скелете и ядерном матриксе присутствует несколько сотен бел
ков. Актин, тубулин и белок промежуточных филаментов — это 
•очень важные компоненты, но они составляют всего лишь 10— 
15% массы скелета.
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Рис. 11.3. Электронно-микроскопические фотографии цитоскелета, полученные 
без заливки в смолу. А, Низкое увеличение. Б. Среднее увеличение. В. Высокое
Л Ш А Т Т И т т л П и оувеличение.
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Особый интерес для вирусологических исследований пред
ставляет визуализация ядерного матрикса [7, 18, 24, 28, 42]. 
Очень много споров вызвал вопрос о самом существовании этой 
структуры, главным образом из-за того, что с помощью обычной 
методики заливки среза не удавалось визуализировать чисто 
белковую сеть. На незалитом срезе ядерный матрикс виден со
вершенно отчетливо. На рис. 11.4 показаны два вида матрикса 
после удаления хроматина: первый с еще неудаленными волок
нами РНК, второй — без них. Морфология и биохимический со
став матрикса зависят в определенной степени от метода приго
товления препарата. Нами была разработана методика сравни
тельно мягкой экстракции, в которой используются растворы с 
низкой ионной силой (0,25 М сульфат аммония) и которая обес
печивает полное удаление белков, связанных с хроматином [15, 
23]. О действенности этой методики свидетельствует эффектив
ное отделение компонентов ядра от других компонентов клетки, 
а сравнительно хорошее сохранение различных структур позво
ляет предположить, что такие мягкие процедуры могут оказаться 
полезными и для дальнейших исследований вирусов.

Метаболизм вирусов и клеточные структуры

Метаболизм вируса осуществляется не в любой области клет
ки, а в определенных компартментах. Это означает, что имеются 
какие-то структуры, упорядочивающие процессы, которые осу
ществляются при развитии вируса. Электронно-микроскопиче
ские данные свидетельствуют о том, что вирионы «тяготеют» к 
некоторым клеточным элементам. В обзоре [33] говорится о 
ранних наблюдениях, из которых следует, что метаболизм виру
са связан с определенными клеточными структурами. В настоя
щее время появилась возможность экспериментально изучать 
взаимодействия между вирусом и клеточным каркасом, и в этом 
разделе мы опишем первые результаты таких исследований. Они 
базируются главным образом на данных, полученных при изби
рательной экстракции, но имеется и несколько электронных 
микрофотографий, позволяющих получить хотя бы приближен
ное представление о таких взаимосвязях. ^

Уже сейчас можно сформулировать несколько важных прин-j 
ципов. Оказалось, что метаболизм вирусных нуклеиновых кис-/ 
лот — репликация, транскрипция и трансляция мРНК — осуще
ствляется при участии клеточных структур, цитоплазматически? 
или ядерных. Для белковых компонентов вирусной «фабрики»^ 
характерно более разнообразное поведение. Оказалось, что су-\ 
ществуют два совершенно разных способа упаковки вирусных \ 
структурных белков. В сборке вирусов, лишенных оболочки, \
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Рис. 11.4. Электронно-микроскопические фотографии среза ядерного матрикса 
с удаленным хроматином без заливки в смолу. А. Матрикс с волокнами RNP. 
Б. Только матриксные белки.
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по-видимому, участвуют растворимые белки, а сборка вирусов, 
снабженных оболочкой, осуществляется иначе. Очевидно, у та
ких вирусов, как VSV и HSV, структурные белки не находятся в 
растворимой фазе и эти вирусы используют «сборочные меха
низмы» клетки в большей степени. Неструктурные вирусные бел
ки, такие как полимеразы, по-видимому, ведут себя иначе.

Полиовирус —  цитоплазматический вирус, 
лишенный оболочки

Одной из первых систем, на которой были проверены возмож
ности использования избирательной экстракции в биохимических 
и морфологических исследованиях, были клетки HeLa, заражен
ные полиовирусом [31]. Вирусная РНК, специфически меченая 
в обработанных актиномицином клетках, была прикреплена к 
скелетной основе как во время репликации, так и при ее функ
ционировании в качестве мРНК в полирибосомах. Полностью 
связанными оказались геномная и матричная 35S-PHK и двух
цепочечные 205-формы. Растворимая вирусная РНК обычно по
является после лаг-периода длительностью 60 мин в виде 
1355-частиц, обладающих биохимическими свойствами зрелых 
вирионов. В присутствии гуанидина, который препятствует выхо
ду РНК из места репликации, блокируется высвобождение 
35S-PHK из скелета [13, 27]. Высвобождение вирусной РНК на
чинается непосредственно перед созреванием частицы или сов
падает с ним по времени.

В отличие от метаболизма РНК процессинг полиовирусного 
белка довольно сложен [29, 41]. Исходный крупный полипроте- 
ин претерпевает несколько стадий протеолитического расщепле
ния. При этом образуются три группы белков: белки капсида, 
или VP, РНК-полимераза и белки, участвующие в формирова
нии мембранных везикул, характерных для поздней стадии раз
вития вируса.

Результаты опытов по разделению белков на растворимые и 
связанные со скелетом фракции далеко не однозначны. К сожа
лению, это характерно для применения этого метода в вирусоло
гических исследованиях. Большинство белков встречается как в 
связанной, так и в свободной форме [49]. При этом большинство 
белков капсида быстро высвобождается из скелетной сети, тогда 
как примерно половина всех предшественников полимераз оста
ются связанными со скелетом, в котором, по-видимому, и лока
лизуется активная форма полимеразы. Белки везикул в основном 
(но не полностью) остаются связанными с остовом после обра
ботки детергентом; возможно, они участвуют в изменении архи
тектуры клетки.
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Рис. 11.5. Электронно-микроскопические фотографии залитого эпоном среза 
клеток HeLa, обработанных детергентом, л. Незараженная клетка. Б. Ранняя 
стадия полиовирусной инфекции. В  н Г. Поздние стадии полиовирусной инфек

ции.
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Электронная микроскопия интактных зараженных клеток 
оказалась не очень информативной; удалось лишь установить, 
что цитопатический эффект, который наблюдается у заражен
ных клеток, включает образование многочисленных маленьких 
везикул, содержащих зрелые вирионы [19]. Несколько более ин
формативной была одна из ранних работ на срезах, залитых эпо- 
ном, цель которой состояла в исследовании обработанной детер
гентом скелетной основы зараженных клеток. В этой работе бы
ли выявлены некоторые последствия вирусной инфекции для ци
тоскелета [31]. После удаления растворимых белков стала вид
на (хотя и не так четко, как в случае незалитых срезов) сильно 
перестроенная сеть филаментов. Примеры таких срезов пред
ставлены на рис. 11.5. Заметны значительные нарушения проме
жуточных филаментов, а на апикальных проекциях видно, что 
они коллапсируют на ядро. Как и ожидалось, большинство свя
занных со скелетом полирибосом исчезло, поскольку вирус по
давляет синтез белка клетки-хозяина. Вместо этого видны ог
ромные полиовирусные полирибосомы, связанные с белковыми 
«обломками» мембранных везикул.

Вирус везикулярного стоматита —  цитоплазматический 
РНК-содержащий вирус с оболочкой

Из разных классов вирусов, снабженных оболочкой, лишь 
один рабдовирус — вирус везикулярного стоматита (VSV) — был 
изучен с точки зрения его связей с цитоскелетом. Полярный ха
рактер почкования VSV и совершенно иное поведение в этом от
ношении вируса гриппа говорят о том, что механизмы транспор
та нуклеокапсида в клетке весьма специфичны [43]. Однако 
стратегия, которой подчиняется репликация, сборка и почкова
ние цитоплазматических вирусов, снабженных оболочкой, при
мерно одинакова.

VSV — это вирус, содержащий минус-цепь 42S-PHK, которая 
заключена в структуру, построенную из пяти белков. РНК свя
зана с белками нуклеокапсида N и NS и с небольшим количест
вом высокомолекулярной РНК-полимеразы L [2, 20]. Белок мат
рикса М является наружным по отношению к нуклеокапсиду, но 
внутренним по отношению к вирусной оболочке. Наружная обо
лочка вируса формируется из G-белка и липидов клеточной плаз
матической мембраны. Сборка вируса осуществляется в строго 
определенной последовательности, при этом N-, NS- и L-белки, 
связываясь с РНК при формировании нуклеокапсида, присоеди
нены к скелету. Затем капсид связывается с М-белком и вскоре 
«одевается» в плазматическую мембрану, в которую встроен 
<}-белок.

Во время трансляции мРНК VSV, как и РНК всех изученных
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вирусов, связаны с цитоскелетом [16]. Это же относится и к 
мРНК для G-белка, которая присоединена к ШЭР. Поскольку 
после разрушения плазматической мембраны под действием де
тергента тритона Х-100 скелетные структуры сохраняются, мож
но сказать, что Ш ЭР ведет себя как часть цитоскелета и, веро
ятно, содержит белковую основу, которая и остается после удален 
ния липидов детергентом.

Наиболее убедительным свидетельством того, что для транс
ляции мРНК необходима ее связь с цитоскелетом, является син
тез белка VSV [16]. Новосинтезированные РНК VSV проходят 
через полирибосомы в течение 30—40 мин, и все это время они 
остаются связанными с цитоскелетом. Затем РНК отсоединяется 
от скелета, и трансляция прекращается. То, что молекулы мРНК 
в свободном состоянии в цитоплазме не транслируются, является 
общим наблюдением, однако причинно-следственная связь меж
ду присоединением мРНК к цитоскелету и трансляцией еще не 
установлена.

Процесс сборки нуклеокапсида VSV детально исследован в 
работе [17] с помощью химических сшивок. Он существенно от-.. 
личается от сборки вирусов, не имеющих оболочки, таких как 
полиовирус. Во всяком случае, белок N от момента синтеза до- 
сборки остается связанным с элементами цитоскелета.

Связывание белков VSV с цитоструктурами удается обнару
жить прежде всего с помощью метода импульсной метки с «чей- 
зом» (последующим разведением метки избытком немеченого- 
предшественника). Полученные результаты иллюстрируют все 
преимущества и недостатки использования вирусов в качестве 
модельных систем для изучения клеточного поведения. Соответ
ствующим образом обработанные клетки, зараженные VSV, син
тезируют лишь пять белков. Это позволяет детально проанализи
ровать все этапы сборки вируса. Однако, как и в случае боль
шинства вирусов, белки VSV продуцируются в избытке, и это- 
приводит к метаболическому тупику. Около половины синтези
рованных белков VSV находится в свободном состоянии в рас
творимой фазе цитоплазмы. С помощью сшивок показано, что 
они так никогда и не включаются в вирусные структуры.

В нуклеокапсиды входит та часть белков N, NS и L, кото
рая связана с цитоскелетом. С помощью метода химических сши
вок с последующим электрофорезом белков показано, что моле
кулы этих белков контактируют друг с другом. Для связанного 
с цитоструктурой белка N вначале обнаруживается диффузная 
картина взаимодействия с ближайшими соседями, являющимися, 
вероятно, структурными элементами клетки. В течение последую
щих 40 мин эта картина постепенно меняется и наконец вырисо
вывается характерная картина ковалентных сшивок, основной 
особенностью которой является наличие димеров N—N, обнару



живаемых в нуклеокапсидах зрелых вирионов. Имеется также 
некоторое количество сшивок белка N с белками, отсутствующи
ми в зрелом вирионе; очевидно, эти сшивки удерживают нуклео
капсид в цитоархитектуре. Интересно, что для встраивания бел
ка N в вирус во время сборки требуется, чтобы белковый синтез 
продолжался. Аналогичное условие, по-видимому, выполняется 
во время сборки цитоскелета незараженной клетки [25].

SV40 —  ядерный вирус, лишенный оболочки

Папилломавирусы (например, SV40) представляют собой до
вольно простую модельную систему, позволяющую изучать собы
тия, связанные с ядром, и ядерно-цитоплазмэтические взаимо
действия, которые имеют место во время развития ядерных виру
сов. Бен-Зе’ев и группа авторов из Вейцмановского института 
провели чрезвычайно интересное исследование связи метаболиз-
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ма SV40 с цитоструктурами. Они обнаружили, что зрелые вирио- 
ны, содержащие ДНК в устойчивой к ДНКазе форме, остаются 
связанными с ядерным матриксом даже после удаления хрома
тина [3]. Действительно, микрофотографии стандартных зали
тых в эпон срезов показывают, что вирионы разбросаны по всему 
пространству ядра, из которого удален хроматин, хотя никаких 
поддерживающих структур не видно (рис. 11.6,А—Г). Более 
поздние исследования ядер с удаленным хроматином методом 
нанесения целого объекта без заливки показали, , что вирионы 
присоединены к волокнам ядерного матрикса (рис. 11.6,Д ). 
Очень полезным при исследовании этого и других ядерных ви
русов мог бы стать метод тонких срезов без заливки в смолы, ко
торый позволяет увидеть достаточно четко ядерный матрикс 
(рис. 11.4).

рис. 11.6. Ядерный матрикс клеток, зараженных SV40. А—Г. Срезы, залитые 
эпоиом. Д. Микрофотография, полученная методом нанесения целого объекта 
без заливки смолой. Стрелки указывают на вирионы.

2 1  Заказ К» 555
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Бен-Зе’ев и др. [1] изучили также транскрипцию РНК SV40. 
Они показали, что транскрипты связываются с ядерным матрик
сом аналогично транскриптам незараженных клеток. Благодаря 
простоте вирусной транскрипции авторы смогли проанализиро
вать метаболизм РНК весьма детально. Опыты in vivo и in vitro 
показывают, что поздние вирусные транскрипты образуются сле
дующим образом. Сначала синтезируется «аттенуаторная» РНК, 
состоящая из 94 нуклеотидов, которая не связывается с ядерным 
матриксом и отщепляется от конечных транскриптов. РНК, син
тезируемая после аттенуаторной, связывается с ядерным матрик
сом, где она, по-видимому, подвергается сплайсингу, в результа
те которого, образуется зрелая информационная РНК.

мРНК SV40 [как ро1у(А+), так и poly (А-)] связана с цито
скелетом [6]. Она появляется на цитоскелете, минуя раствори
мую фазу. Это означает, что от ядра до цитоплазмы мРНК мо
жет перемещаться, будучи связанной со структурными элемен
тами клетки. Интересно, что при этом время жизни молекул 
poly(A^), транскрибируемых с различных областей ДНК, боль
ше, чем время жизни молекул ро!у(А+). Как и мРНК VSV, 
мРНК SV40 временно связана с цитоскелетной основой. Через 
несколько часов она высвобождается в растворимую фазу, но 
там больше не транслируется. Следовательно, для трансляции 
необходимо, чтобы мРНК была связана со скелетной основой.

Аденовирус —  крупный ядерный вирус, 
лишенный оболочки

О связи метаболизма аденовируса с элементами скелета клет
ки известно сравнительно мало. Это, в частности, объясняется 
тем, что аденовирусные белки образуются в избыточном коли
честве. Фракционирование зараженных аденовирусом клеток на 
растворимую фракцию, цитоскелет, хроматин и ядерный матрикс 
показывает, что, хотя во многих отношениях результаты не отли
чаются от случая незараженных клеток, тем не менее в каждой 
фракции в большом количестве присутствуют вирусные белки 
(неопубликованные данные). По-видимому, для вирусного мета
болизма существенны лишь некоторые из этих белков, но о меха
низмах транспорта и сборки частицы в настоящее время извест
но мало. Судя по некоторым ранним микрофотографиям, зрелые 
аденовирусы так же хорошо связываются с ядерным матриксом, 
как и папилломавирусы. Аденовирусная РНК также присоеди
няется к ядерному матриксу, но активная аденовирусная мРНК 
связана с цитоскелетом в составе полирибосом [47].

Взаимодействие аденовируса с системами клеточных фила
ментов— микротрубочками — исследовалось in vivo и in vitro
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Люфтигом и др. [34, 35]. В этих пионерских работах, где приме
нялась электронная микроскопия залитых тонких срезов, было 
показано, что аденовирус, по-видимому, связывается с цитоплаз
матическими микротрубочками. Обнаружилось также, что in vit
ro частицы аденовируса связываются с очищенными (собранны
ми in vitro) микротрубочками. Значение такого связывания пока 
неясно; известно только, что микротрубочки причастны к транс
порту и скачкообразным перемещениям органелл. Такие опыты 
in vitro помогают наметить пути будущих подходов к изучению 
биохимии связывания вирионов с субклеточными структурами.

Вирус герпеса —  ядерный вирус, снабженный оболочкой

Вирус герпеса активно использует клеточные структуры. Этот 
крупный ДНК-содержащий вирус собирается в ядре, а затем 
почкуется через ядерную и далее через плазматическую мембра
ну. Давно известно, что архитектура зараженной клетки-хозяина 
претерпевает радикальную перестройку, по-видимому, адаптиро
ванную к созреванию вируса. Эта перестройка включает марги- 
нацию хроматина и значительную реорганизацию ядерной обо
лочки. Чтобы выявить связанные с клеточными структурами ста
дии развития вируса герпеса, использовался описанный выше ме
тод нанесения целого объекта без заливки с последующим био
химическим фракционированием.

Репликация и транскрипция вируса герпеса происходят в яд
ре, а трансляция информационной РНК — в цитоплазме, при 
этом РНК присоединена к цитоскелету [4, 30, 40]. После транс
ляции белки проникают в ядро, где в комплексе с ядерным мат
риксом происходит сборка вирусной частицы [8, 21]. Миграция 
двух вирус-специфических белков, ICP 5 и ICP 8, из цитоплазмы 
в ядро свидетельствует о существовании двух разных путей 
сборки, о которых говорилось ранее, — для вирусов, лишенных 
оболочки, и для вирусов с оболочкой. ICP 5 — это главный белок 
капсида. Своей миграцией от места синтеза к месту сборки ви
русной частицы он напоминает N-белок VSV [4, 40]. Как пока
зывает клеточное фракционирование, капсидный белок сначала 
связывается с цитоскелетом, а затем через некоторое время появ
ляется в ядре, где в конце концов встраивается в вирусную час
тицу. По-видимому, это перемещение не сопровождается выхо
дом белка в растворимую фазу, как у белка N VSV. Интересно 
отметить, что ингибирование белкового синтеза блокирует пере
мещение белка ICP 5 точно так же, как миграцию белка N VSV 
и движение элементов цитоскелета от места их синтеза в незара- 
женной клетке. Необходимость продолжения белкового синтеза 
для перемещения связанных со структурными сетями белков мо
жет служить индикатором такого способа транспорта и сборки.

21*
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В отличие от ICP 5 некапсидный ДНК-связывающий белок 
ICP 8 быстро перемещается от места синтеза к месту связывания 
в ядре (из комплекса с ДНК этот белок высвобождается путем 
обработки ДНКазой и солевым раствором). Он отличается от 
ICP 5 и тем, что в норме не связывается с ядерным матриксом, 
а ингибирование белкового синтеза не влияет на его миграцию. 
Как ни странно, этот ДНК-связывающий белок, по-видимому, 
все-таки связывается с ядерным матриксом, когда блокируется 
синтез вирусной ДНК, но если синтез ДНК возобновляется, то 
он покидает матрикс и связывается с вирусной ДНК [39а].

Как показывают связывание ICP 5 и электронные микрофото
графии ядерного матрикса с удаленным хроматином, полученные 
Бен-Зе’евом и др. методом нанесения целого объекта, нуклеокап- 
сиды созревающих герпесвирусов прочно прикреплены к ядерно- 
му матриксу. На микрофотографиях видна плотная сеть волокон 
ядерного матрикса с присоединенными к ним нуклеокапсидами 
вируса герпеса (рис. 11.7).

Общие представления об архитектурных 
аспектах метаболизма вирусов

В этой небольшой главе мы попытались дать читателю общее 
представление о новой увлекательной области исследований — 
связи между метаболизмом вирусов и клеточной архитектурой. 
По этому поводу имеется еще очень много литературных данных. 
Один пример такого рода — связывание активной формы белка 
src RCV с цитоскелетом [11, 12]. Высказывалось предположение, 
что этот белок — тирозинкиназа — локализуется на плазматиче
ской мембране [50]. В таком случае связывание его со скелет
ной основой должно приводить к включению этого белка в плаз
матическую оболочку. Другой трансформирующий белок, кото
рый удерживается скелетной основой, — это активная форма 
среднего Т-антигена вируса полиомы. Его неактивная форма об
наруживается в растворимой фазе [44]. Возможно, такие разли
чия между связанными со скелетом и свободными вирусными 
белками носят универсальный характер. Как сообщалось в рабо
те [10], большой Т-антиген вируса полиомы в форме, связанной 
с матриксом, фосфорилирован сильнее, чем в растворимой 
форме.

Тот факт, что мы можем теперь изучать важные аспекты ме
таболизма вирусов с точки зрения связи его е различными кле
точными структурами, позволяет подойти к изучению вопросов, 
казавшихся ранее неразрешимыми: к установлению местополо
жения вирусных «фабрик», к выяснению причины четко выра
женной полярности почкования многих вирусов, снабженных



Метаболизм вирусов и клеточная архитектура 325

Рис. 11.7. Ядерный магрикс клеток, зараженных вирусом герпеса. Микрофото
графии получены методом нанесения целого объекта.

оболочкой, и, конечно, к распределению ядерных и цитоплазма
тических вирусов по компартментам. Телеологические аспекты 
более трудны для изучения, поскольку о причинной связи кле
точных процессов с клеточной архитектурой мы знаем очень ма
ло. Представляется очевидным, что упаковка клеточной ДНК 
млекопитающих, длина которой составляет ~  1 м, внутри ядра 
размером 5 мкм была бы невозможна, если бы хроматин имел 
беспорядочную структуру; по-видимому, существует некий кар
кас, делающий возможным такую плотную упаковку. Аналогич
но сложная региональная специализация клеточных сетей и по
лярность клетки предполагают наличие расположенных опреде
ленным образом специфических центров белкового синтеза для 
тех белков, которые присоединены к структурному скелету. Связь 
вирусного метаболизма с клеточными структурами, очевидно, 
построена на использовании их в качестве мишеней; при этом вы
сокоспециализированные клеточные механизмы используются 
вирусом для его воспроизведения.

Связь метаболизма вирусов с архитектурой клетки — новая 
область, которая ждет своих исследователей. Уже имеются соот
ветствующие морфологические и биохимические подходы, и для 
освоения этой новой области вирусологии может быть использо
ван весь арсенал современных биохимических методов.
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Трансформация и онкогенез: ДНК-содержащие вирусы

Морис Грин1

Глава 12

Введение и краткий обзор

Вирусология опухолей

Исследование опухолеродных вирусов занимает ведущее место 
в биомедицинских науках по двум причинам. Во-первых, эти ви
русы обладают способностью трансформировать клетки in vitro 
и индуцировать опухоли у лабораторных животных. При этом 
некоторые вирусы вызывают у животных рак в естественных ус
ловиях, и логично предположить, что они играют роль в этиоло
гии рака человека. Вопрос о том, имеет ли отношение экспрессия 
генов, кодируемых опухолеродными вирусами, к этиологии рака 
человека, усиленно изучался последние 15 лет. В результате этих 
исследований идентифицированы опухолеродные вирусы и кле
точные гомологи онкогенов ретровирусов, которые, очевидно, 
причастны к раковым заболеваниям человека, в том числе:
а) ДНК-содержащие опухолеродные вирусы человека — вирусы 
Эпштейна — Барр, гепатита В и несколько недавно открытых ви
русов паппилом; б) ретровирусы человека — вирусы Т-клеточно- 
го лейкоза; в) раковые «онкогены» человека (гены, которые му
тируют, перестраиваются или активируются при некоторых ви
дах рака), являющиеся гомологами онкогенов ras и туе, транс- 
дуцируемых онкогенными вирусами животных.

Во-вторых, опухолеродные вирусы являются достаточно про
стой и адекватной модельной системой для исследования моле
кулярной биологии эукариотических клеток, особенно для анали
за молекулярных основ клеточной трансформации. Репликация 
генома и экспрессия генов опухолеродных вирусов осуществля
ются главным образом с помощью клеточных ферментов и меха
низмов. Таким образом, изучая процессы репликации вирусной 
ДНК, транскрипции, процессинга РНК и белкового синтеза, ис
следователь имеет возможность понять, как протекают эти про
цессы в эукариотической клетке. Однако главное преимущество 
опухолеродных вирусов по сравнению с другими — это их уни
кальная способность трансформировать клетки, используя для

1 Maurice Green, Institute for Molecular Virology, St. Louis University Me
dical Center, St. Louis, Missouri 63110.
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этой цели информацию, закодированную лишь в нескольких 
^щанс.Фйрмщуюшдх генах. На вирусологию опухолеродных виру
сов возлагают большие надежды, поскольку считается, что если 
мы установим функции трансформирующих белков, кодируемых 
вирусными трансформирующими генами, то сможем уяснить и 
природу клеточной трансформации и злокачественного роста на 
молекулярном уровне.

Последнее время благодаря развитию новых методов молеку
лярной биологии, таких как молекулярное клонирование и быст
рое секвенирование ДНК, а также благодаря появлению систем 
для изучения in vitro синтеза нуклеиновых кислот, транскрипции 
и трансляции объем исследований, проводимых на опухолерод
ных вирусах, стремительно возрастает. В этой главе мы обсудим 
онкогенные свойства пяти семейств опухолеродных ДНК-содер
жащих вирусов и изложим существующие в современной моле
кулярной биологии представления о том, каким образом транс
формирующие гены опухолеродных вирусов осуществляют транс
формацию клетки.

Классификация ДНК-содержащих опухолеродных вирусов

Многие ДНК-содержащие вирусы животных и человека могут 
либо трансформировать нормальные культивируемые клетки в 
злокачественные, либо, индуцировать опухоли при введении ла
бораторным животным, либо осуществлять и то и другое одно
временно. Некоторые вирусы вызывают у своих хозяев рак 
в естественных условиях. Эти вирусы называют ДНК-содержа- 
щими опухолеродными вирусами и относят их к пяти разным се
мействам (табл. 12.1). 1. Полиомавирусы: хорошо изученный
обезьяний вирус 40 (SV40), вирус полиомы мыши (Ру) и вирусы 
человека ВК (BKV) и JC (JCV). 2. Папилломавирусы: 16 виру
сов папилломы человека (HPV) и множество папилломавирусов 
животных (полиома- и папилломавирусы сначала были отнесе
ны к одному семейству— Papovaviridae, но проведенный недав
но анализ нуклеотидной последовательности ДНК вируса папил
ломы показал, что эти группы вирусов, очевидно, образуют два 
разных семейства). 3. Аденовирусы (Ad): 37 вирусов человека, 
из которых хорошо изучены аденовирусы 1—31, образующие 
пять разных трансформирующих групп, и множество аденовиру
сов животных, например 24 обезьяньих вируса и девять вирусов 
крупного рогатого скота. 4. Герпесвирусы: вирусы простого гер
песа человека типов 1 и 2 (HSV-1 и HSV-2), цитомегаловирус 
человека (HCMV), вирус Эпштейна — Барр (EBV) и онкоген
ные герпесвирусы приматов, лошадей, кур, лягушек и кроликов. 
5. Вирусы, подобные вирусу гепатита В: вирусы гепатита. В че-
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Таблица 12.1. ДНК-содержащие опухолеродные вирусы

Полиомавирусы
Обезьяний вирус 40 (SV40) (обезьяна)
Полиомавирус (Ру) (мышь)
Вирусы ВК и JC (BKV, JCV) (человек)

Папилломавирусы
Вирусы папилломы человека (HPV) (по крайней мере 16 типов: от HPV-1 
до HPV-16)

Вирус папилломы Шоупа (грызуны)
Вирус папилломы крупного рогатого скота (пять типов)
Вирусы папилломы лошадей, собак, овец, лосей, олеией, мыши Mastomys 

natalensis и зябликов 
Аденовирусы

Аденовирусы человека (Ad) (по крайней мере 37 типов)
Группа A (Adl2, 18, 31)
Группа В (Ad3, 7, 11, 14, 16, 21)
Группа С (Adi, 2, 5, 6)
Группа D (Ad8— 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22— 30)
Группа Е (Ad4)

Аденовирусы обезьян (24), крупного рогатого скота (9), мыши (2), со1 
(2), птиц (8), овец (5), свиней (4), овец, лошадей и тупайи 

Герпесвирусы
Подсемейство альфа 

Вирус простого герпеса типа 1 (HSV-1) (человек)
Вирус простого герпеса типа 2 (HSV-2) (человек)
Вирус rejpneca лошадей типа 1 (ESV-1)

Подсемейство бета 
Цитомегаловирус человека (HCMV)

Подсемейство гамма 
Вирус болезни Марека (MDV) (куры)
Herpesvirus saimiri [беличья обезьяна (саймири)]
Herpesvirus ateles [паукообразная обезьяна (ателес)] 

Неклассифицированные 
Герпесвирус Люкке (лягушки)
Herpesvirus sylvilagus (американский жесткошерстный кролик)

Вирусы, подобные вирусу гепатита В 
Вирус гепатита В (HBV) (человек)
Вирус гепатита североамериканского лесного сурка, Marmota топах 

(WHV).
Вирус гепатита земляной белки, Spermophilus beecheyi (GSHV)
Вирус гепатита В уток (DHBV) (пекинская утка, Anas domesticus)

ловека (HBV), гепатита североамериканского сурка (WHV), ге
патита земляных белок (GSHV) и гепатита уток (DHBV).

Хотя адено- и полиомавирусы индуцируют образование опу
холей у экспериментальных животных и обладают способностью 
трансформировать клетки in vitro, данные, которыми мы на се
годняшний день располагаем, говорят о том, что эти вирусы ни
как не связаны с развитием рака у животных и человека. В про
тивоположность этому некоторые папилломавирусы, герпесвиру
сы и HBV-подобные вирусы имеют отношение к этиологии рака
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у животных-хозяев. Более того, существуют данные (правда, не 
окончательные), что вирусы, принадлежащие к этим семействам, 
вызывают рак у человека.

Свойства ДНК-содержащих опухолеродных вирусов

Свойства некоторых хорошо изученных опухолеродных 
ДНК-вирусов описаны в табл. 12.2. Диаметр наружного капсида 
вирионов варьирует от 40 до 100 нм. Наружная липидная оболоч-

Таблица 12.2. Свойства вирусов — прототипов различных семейств 
ДНК-содержащих опухолеродных вирусов

Вирус
полио

мы
(Ру)

Обезьяний 
вирус 40 
(SV40)

Вирус па
пилломы 

крупного 
рогатого 

скота 
типа 1 
(BPV-1)

Адено
вирус че-, 

ловека 
типа 2 
(Ad2)

/
Вирус 

простого 
герпеса 
типа 2 

ч (HSV-2)

\ Вирус 
гепатита 
• В 
^(HBV)

/

1. Размер генома,
kb 5,3 5,2 7,9 36 144 3,2

2, Диаметр капси
да, нм 1 45 45 55 80 1001 42

3. Клетка-хозяин
а. продуктивная Мышь Африканс Нет Человек Человек, Нет

инфекция кая зеленая хомяк,
мартышка кролик

б. трансформация Хо Мышь, Мышь Крыса, Хомяк 2, Нет
мяк, человек, хомяк мышь
крыса хомяк

1 Диаметр капсида — это то же самое, что диаметр вириона для всех онкогенных ДНК-ви
русов, кроме герпесвирусов.

HSV-2 деталей для клеток большинства млекопитающих. Чтобы выявить трансформи
рующую способность HSV-2, необходимо подавить его ннфекционность.

ка имеется только .у хервеевирушЕи По размеру генома опухоле
родные ДНК-вирусы сильно различаются. Полиома- и папилло
мавирусы содержат небольшую кольцевую сверхспиральную мо
лекулу ДНК длиной около 5,3 и 7,9 kb соответственно. Размер 
генома адено- и герпесвирусов гораздо больше. Эти вирусы со
держат линейную двухцепочечную ДНК размером 30—38 и 140— 
240 kb соответственно. Геном HBV-подобных вирусов — самых 
мелких из опухолеродных ДНК-вирусов — имеет уникальную 
структуру. Он представлен двухцепочечной молекулой ДНК дли
ной около 3,2 kb, содержащей одноцепочечный пробел. Кольце
вая конфигурация молекулы стабилизируется благодаря спари
ванию 300 оснований, расположенных на 5'-конце каждой цепи. 

Г~ Полиома-, адено- и герпесвирусы обладают способностью к 
/ двум видам деятельности: а) продуктивной инфекции клеток,
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пермиссивных для вирусной репликации (обычно клеток природЛ 
ных хозяев: например, клеток мыши в случае Ру или клеток че
ловека в случае Ad), которая сопровождается репликацией виру
са и гибелью клетки; б) трансформации (с низкой эффектив
ностью) небольшой доли клеток, непермиссивных или полупер- 
миссивных для вирусной репликации (обычно клеток других жи
вотных; табл. 12.2). Некоторые герпесвирусы, например HSV-1 
и 2, ведут себя нетипично: они вызывают продуктивную инфек
цию и гибель клеток большинства млекопитающих; чтобы обна
ружить трансформирующую активность этих вирусов, их прдхо- 
дится инактивировать. В клетках, продуктивно инфицированных 
полиома-, адено- или герпесвирусами, осуществляется экспрес
сия всего вирусного генома, а в клетках, трансформированных 
этими вирусами или папилломавирусами, экспрессируется лишь 
va часть вирусного генома, которая содержит трансформирую
щие гены. К сожалению, пока не существует культуры клеток, на 
которой можно было бы изучать процесс продуктивной инфек
ции, вызванной папилломавирусами. Поэтому мы не располага
ем достаточной информацией о жизненном цикле этих интерес
нейших вирусов. Точно так же отсутствуют культуры, пригодные 
для изучения продуктивной инфекции клеток HbV-подобными 
вирусами, и пока не удалось трансформировать культивируемые 
клетки вирусами этого семейства.

Трансформация клеток

Размер генома опухолеродных ДНК-вирусов сильно варьиру
ет (табл. 12.2), но та часть генома, которая кодирует вирусные 
трансформирующие гены, невелика. Трансформирующие области 
геномов полиома-, папиллома- и аденовирусов составляют при
мерно 3 kb. Адено- и полиомавирусы часто используют в качест
ве моделей для исследования молекулярной биологии клеточной 
трансформации, а также организации и экспрессии генов эука
риот. За последние семь лет мы узнали много нового о трансфор
мирующих областях Ру, SV40 и аденовирусов групп А, В и С че
ловека. Трансформация осуществляется в результате стабиль
ной интеграции вирусной ДНК в клеточный геном и экспрессии 
специфических вирусных генов, кодируемых трансформирующей 
областью. Пока не удалось идентифицировать какие-либо спе
цифические участки интеграции в геноме клетки-хозяина или ви
русном геноме. Проведено картирование трансформирующих те- 
нов SV40, Ру и Ad, а также идентифицированы и изучены их 
трансформирующие белки (часто называемые опухолевыми ан
тигенами или Т-антигенами). Перед исследователями стоят сей
час следующие вопросы: какие вирусные белки нужны для 
трансформации, каковы их биологические функции в процессе
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трансформации и что является молекулярной основой их актив
ности? В данной главе изложены сведения о членах каждого се
мейства опухолеродных ДНК-вирусов.

Полиомавирусы

SV40, Ру, BKV и JCV трансформируют клетки в культуре и 
индуцируют опухоли у лабораторных животных, но не вызывают 
рак у своих природных хозяев. Трансформирующие области 
SV40 и Ру представляют собой единое семейство перекрываю
щихся генов Т-антигенов. SV40 кодирует большой и малый Т-ан- 
тигены мол. массой 94К и 17К соответственно. Экспрессия боль
шого Т-антигена SV40 инициирует трансформацию клетки, а по
стоянная его экспрессия обеспечивает сохранение у клетки фено
типических признаков трансформированного состояния. Транс
формация клеток вирусами SV40, Ру и Ad — это сложный много
ступенчатый процесс, включающий по крайней мере два класса 
кодируемых вирусом функций: а) функцию «стабилизации», или 
«иммортализации» клеток (превращение клеток в «бессмерт
ные») и б) функцию «трансформации», необходимую для перехо
да клетки в полностью трансформированное состояние. Чтобы 
обеспечить неограниченный рост клеток в культуре, достаточно 
экспрессии N-концевого домена большого Т-антигена, но для ин
дукции всех фенотипических признаков трансформации необхо
дима экспрессия оставшейся части большого Т-антигена SV40. 
Малый Т-антиген для трансформации клеток не нужен, но при 
определенных условиях он может играть роль усилителя.

Большой Т-антиген SV40 — полифункциональный белок, 
участвующий в нескольких биохимических реакциях, в том чис
ле в специфическом связывании с вирусной ДНК, в инициации 
репликации вирусной ДНК, в регуляции транскрипции ранних и 
поздних генов, в активации экспрессии некоторых клеточных ге
нов и, вероятно, в инициации репликации клеточной ДНК- Боль
шой Т-антиген обладает АТРазной активностью, а кроме того, 
связывается с клеточным белком р53 и, по-видимому, с клеточ
ной протеинкиназой. р53 относится к группе клеточных белков, 
сопутствующих трансформации; очевидно, такие белки играют 
какую-то роль в клеточном росте. В настоящее время изучается 
вопрос о том, какие из перечисленных биохимических функций 
большого Т-антигена существенны для трансформации. Большой 
Т-антиген присутствует главным образом в ядрах клеток, однако 
часть популяции этих молекул (или модифицированные молеку
лы) связывается с плазматической мембраной, что согласуется 
с представлением о возможной ее роли в процессе трансформа
ции.



Ру кодирует большой, средний и малый Т-антигены с мол. 
массой 100К, 55К и 22К соответственно. Необходимым и доста
точным условием инициации трансформации у линии клеток в 
культуре (у «бессмертных», неограниченно растущих клеток), а 
также поддержания этих клеток в трансформированном состоя
нии является экспрессия среднего Т-антигена. Таким образом, 
большой Т-антиген Ру для трансформации иммортализованной 
линии клеток не нужен. Однако для трансформации первичной 
культуры фибробластов эмбрионов крыс необходимы и средний 
Т-антиген, и N-концевая часть большого. При этом N-концевая 
часть большого Т-антигена Ру сама по себе обладает способ
ностью к иммортализации первичных крысиных фибробластов. 
Время жизни таких фибробластов становится неограниченным, 
но они не обладают многими фенотипическими признаками, ха
рактерными для трансформированных клеток. Последующая 
трансфекция ДНК, кодирующей лишь средний Т-антиген Ру, 
в клетки, иммортализованные большим Т-антигеном Ру, может 
привести к появлению у этих клеток фенотипа, характерного для 
полной трансформации. Для согласованной трансформации пер
вичных клеток большим и средним Т-антигенами нужен малый 
Т-антиген Ру. По-видимому, та клеточная функция, которая 
активизируется непрерывным пересевом первичных клеток в 
культуре, может быть заменена функцией, выполняемой малым 
Т-антигеном Ру в процессе трансформации первичных клеток. 
Биохимические функции большого Т-антигена Ру аналогичны 
описанным выше функциям большого Т-антигена SV40. Большие 
Т-антигены Ру и SV40 накапливаются главным образом в кле
точном ядре; это позволяет думать, что иммортализация кле
ток— ядерная функция.

Средний Т-антиген Ру обладает протеинкиназной актив
ностью либо связан с протеинкиназой, которая специфически 
фосфорилирует гидроксильную группу тирозина. Это интересный 
факт, поскольку тирозинспецифическая протеинкиназная актив
ность сопутствует процессу трансформации клеток некоторыми 
онкогенными ретровирусами, а также участвует в регуляции ро
ста клеток белковыми гормонами роста. Согласно последним 
данным, средний Т-антиген образует стабильный комплекс с 
pp60c~src—клеточным гомологом протеинкиназы вируса саркомы 
Рауса pp60src, что, очевидно, объясняет ферментативную актив
ность среднего Т-антигена. Средний Т-антиген находится в плаз
матической мембране или цитоплазматической мембранной 
фракции трансформированных клеток. По-видимому, для прояв
ления трансформирующей активности средний Т-антиген Ру, а 
также часть молекул большого Т-антигена SV40 должны взаимо
действовать с какой-то мембранной структурой.
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Папилломавирусы

Папилломавирусы чрезвычайно интересны как с научной, так 
и с медицинской точек зрения, поскольку они в отличие от полио
ма- и аденовирусов причастны к развитию рака у своих природ
ных хозяев. Кроме того, они представляют интерес в том отно
шении, что состояние дифференцировки хозяйской клетки регу
лирует их репликацию. К сожалению, модельные системы куль
тур клеток, которые позволяли бы исследовать папилломавиру
сы, отсутствуют, поэтому о процессе их репликации мы знаем 
мало. Впрочем, совсем недавно все же были получены важные 
сведения на этот счет. В настоящее время известно по крайней 
мере 16 папилломавирусов человека (HPV), причем большинст
во из них обнаружено за последние 10 лет. Эти вирусы, как сле
дует из последних работ, по-видимому, причастны к развитию 
рака мочеполовых путей.

Интересно, что геном папилломавируса в трансформирован
ной клетке представлен в виде свободнореплицирующейся моле
кулы эписомной вирусной ДНК, а не в интегрированном виде, 
как в случае полиома- и аденовирусов. Это открытие лежит в ос
нове использования ДНК вируса папилломы крупного рогатого 
скота типа 1 (BPV-1) в качестве вектора для введения в мыши
ные клетки чужеродных генов посредством ДНК-опосредованной 
клеточной трансформации. Проведено картирование области ге
нома BPV-1, которая кодирует трансформирующую функцию, но 
ранние и трансформирующие белки не идентифицированы.

Аденовирусы

Все известные аденовирусы человека (от Adi до Ad31) обла
дают способностью трансформировать клетки грызунов in vitro, 
но лишь для членов групп А, В и D показано, что они индуциру
ют образование опухолей у лабораторных животных. Как сле
дует из работ по молекулярной гибридизации, ни один из адено
вирусов (от А до Е) не причастен к развитию рака у человека. 
Трансформирующие гены аденовирусов локализованы в левой 
части молекулы ДНК, в области, составляющей 11% длины ви
русного генома. Трансформирующая область включает два се
мейства перекрывающихся генов — их называют ранними обла
стями 1А (Е1А) и IB  (Е1В), которые кодируют два семейства 
Т-антигенов. Е1А кодирует два Т-антигена, причем оба являют
ся фосфопротеинами. Эти белки (в случае Ad2) состоят из 289 и 
243 аминокислотных остатков, и оба они нужны для полной 
трансформации клетки. Экспрессия большого Т-антигена Е1А ак
тивирует экспрессию других ранних вирусных генов. Кроме того, 
она может также активировать экспрессию одних и подавлять
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экспрессию других клеточных генов. В результате экспрессии 
Е1А появляются частично трансформированные клетки, обла
дающие неограниченным временем жизни. Таким образом, Т-ан
тигены Е1А Ad выполняют функцию «иммортализации» подобно 
большим Т-антигенам SV40 и Ру. Сходны эти антигены и в том 
отношении, что все они накапливаются в ядре.

Область Е1В кодирует три главных Т-антигена с мол. массой 
19К, 53К и 20К. Т-антиген 19К не связан с последними двумя 
Т-антигенами и транслируется при другой рамке считывания. 
Напротив, Т-антигены Е1В-53К и Е1В-20К тесно связаны друг 
с другом и транслируются при одной и той же рамке считыва
ния. Т-антиген Е1В-19К локализован в плазматической мембране 
и ядерных структурах; он необходим для индукции полностью 
трансформированного состояния. Таким образом, имеются по 
крайней мере три аденовирусных Т-антигена, которые в процессе 
трансформации осуществляют различные функции: два главных 
Т-антигена Е1А и Т-антиген Е1В-19К. При трансформации кле
ток in vitro путем трансфекции с помощью рестрикционных 
фрагментов вирусной ДНК та область вирусного генома, кото
рая кодирует Т-антиген Е1В-53К, не нужна. Однако имеются 
данные, что Т-антиген Е1В-53К сообщает трансформированным 
клеткам какое-то свойство, необходимое для индукции опухоли 
у голых мышей (линия nud). Т-антиген Е1В-53К, по-видимому, 
присутствует как в ядре, так и в цитоплазме; он тесно связан с 
протеинкиназной активностью и с клеточным белком р53. Воз
можная роль Т-антигена Е1В-20К в процессе трансформации 
пока не ясна.

Герпесвирусы

Трансформировать клетки могут члены всех трех подсе
мейств— альфа, бета и гамма (табл. 12.1), но лишь гамма-гер- 
песвирусы способны вызвать опухоли у. лабораторных живот
ных. Некоторые герпесвирусы вызывают рак у своих природных 
хозяев, например болезнь Марека у кур и карциному Люкке у 
лягушек. Высокоонкогенными герпесвирусами приматов явля
ются Н. saimiri и Н. ateles; они могут индуцировать образование 
злокачественных опухолей у некоторых человекообразных при
матов, но не у своих природных хозяев — беличьей и паукообраз
ной обезьян.

Имеются убедительные эпидемиологические данные, предпо
лагающие, что герпесвирусы играют роль коканцерогена в раз
витии рака у человека, в частности EBV причастен к развитию 
лимфомы Беркита и рака носоглотки. Подтверждением этому 
служит тот факт, что в тканях этих опухолей всегда находят ге
номы EBV. Чрезвычайно интересные данные получены в одной
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из недавних работ. Оказалось, что в клетках лимфомы Беркита 
обнаруживается транслокация части хромосомы 8 в одну из 
трех хромосом, которые несут иммуноглобулиновый локус. При 
этом ген человека с-тус, который является гомологом вирусного 
онкогена миелоцитоматоза птиц, оказывается локализованным в 
точке цитогенетического разрыва. Возможно, в многоступенча
том процессе онкогенеза, инициируемом заражением В-лимфо- 
цитов EBV, принимает какое-то участие и активация гена с-тус.

Исходя из сероэпидемиологических данных еще в начале 
60-х г. можно было уловить связь между венерическим заболева
нием, вызываемым вирусом простого герпеса типа 2 (HSV-2), и 
раком шейки матки. Однако ДНК HSV-2 крайне редко обнару
живали в опухолях шейки матки. Более того, недавние тщатель
ные исследования не подтвердили данных о роли HSV-2 в раз
витии опухолей шейки матки. И все же нельзя исключить, что 
какой-то инфекционный агент участвует в этом процессе. Послед
ние работы по патогистологии и молекулярной гибридизации по
зволили предположить, что к развитию рака шейки матки чело
века причастны специфические гены папилломавирусов.
_ Геном герпесвш?УСОй.„в. Ж 4 хаа^одшш^«ющ^долиомавцру- 
сов и в четыре раза больше, чем аденовирусный геном, поэтому 
он исследован менее детально, чем у другихТшухблёродных ви
русов с меньишм-рдлмерам-ПНК Я я последние семь лет достиг
нуты значительные успехи в понимании молекулярно-биологиче
ских аспектов строения генома и процесса репликации у герпес
вирусов, однако все же мы еще очень мало знаем о предполагае
мых трансформирующих генах и трансформирующих белках 
у этих вирусов. Не так давно идентифицированы области генома 

_ герпесвирусов, обладающие (как показывает трансфекция куль- 
тивируёмых"клеток с помощью рестрикционных фрагментов ви
русной ДНК) трансформирующей активностью. В геноме HSV-1 
"идентифицирован один трансформирующий участок, а в геноме 
структурно и функционально близкого ему HSV-2 — два. При 
этом ни один из трансформирующих участков HSV-2 не похож 
на трансформирующий участок HSV-1. Линии клеток, трансфор
мированные с помощью HSV-2, часто теряют специфические 
фрагменты вирусной ДНК, хотя и сохраняют фенотипические 
признаки трансформированных клеток. Отсутствие в трансфор
мированных клетках вирусной ДНК привело к предположению 
о том, что у HSV-2 механизм трансформации клеток радикально 
отличается от такового у опухолеродных вирусов, содержащих 
ДНК меньшего размера. «Порази-и-беги» — такое название по
лучил этот механизм, при котором после инициации клеточной 
трансформации генетический материал вируса уже не нужен. 
Следует заметить, однако, что клетки, трансформированные с по- 
гмощью герпесвируса лошадей типа 1 (EHV-1), сохраняют специ
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фическую область вирусного генома; это согласуется с предпо
ложением о том, что EHV-1 кодирует некую специфическую 
функцию, необходимую для трансформации. Недавно получены 
данные, показывающие, что два рестрикционных фрагмента ДНК 
из разных областей генома цитомегаловируса человека (HCMV) 
трансформируют клетки хомячка и крысы. Один из них гомоло
гичен одному из трансформирующих фрагментов HSV-2. Однако» 
данные о том, что трансформированные с помощью HCMV клет
ки сохраняют вирусную ДНК. пока отсутствуют.

HBV-подобные вирусы

Из-за отсутствия пригодной для экспериментальных исследо
ваний культуры клеток HBV-подобные вирусы, как и папиллома- 
вирусы, изучены мало. Вирус гепатита В человека, обнаружен
ный в 1966 г., вызывает одно из самых серьезных заболеваний jr 
человека. Исходя из сероэпидемиологических данных, согласую
щихся с результатами молекулярно-биологических исследований,- 
можно заключить, что устойчивая хроническая инфекция HBV — 
это главная причина первичного гепатоцеллюлярного рака. Уста
новлено, что носителями HBV являются примерно 200 млн. че
ловек, а первичный гепатоцеллюлярный рак широко распростра
нен во многих странах.

За последние несколько лет открыто три новых HBV-подоб
ных вируса: вирусы гепатита В уток (DHBV), североамерикан
ского сурка (WHV) и земляных белок (GSHV). Эти вирусы по« 
своим размерам и организации, а также по размерам и органи
зации их геномов очень похожи на HBV. HBV, WHV, DHBV и 
GSHV вызывают у своих природных хозяев болезнь печени и, 
возможно, первичный гепатоцеллюлярный рак. Репликация 
HBV-подобных вирусов в зараженных клетках, по-видимому, от
личается от репликации других опухолеродных ДНК-вирусов, по
скольку включает обратную транскрипцию вирус-специфической 
РНК. Показано, что при взаимодействии HBV и WHV с клеткой 
происходит включение вирусного генома в геном хозяина. Экс
периментальные доказательства того, что HBV-подобные вирусы 
обладают онкогенными свойствами, отсутствуют, поскольку не 
было показано, что эти вирусы трансформируют клетки в куль
туре или индуцируют опухоли у лабораторных животных. Одна
ко имеется множество эпидемиологических данных о том, что эти: 
вирусы причастны к этиологии гепатоцеллюлярного рака. Кро
ме того, возможно, у HBV-подобных вирусов механизм индукцик; 
рака иной, чем у других вирусов.

2 2 *
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Сходные функции трансформирующих генов 
опухолеродных ДНК-вирусов, онкогенов ретровирусов 
и онкогенов раковых клеток

Работы последних лет убедительно показали, что трансфор
мация, индуцируемая трансформирующими генами опухолерод
ных вирусов, онкогенами ретровирусов и клеточными онкогенами 
клонов раковых клеток человека, представляет собой многосту
пенчатый процесс, включающий как минимум два или три этапа, 
т. е. два или три класса биологических функций. Первый класс — 
«иммортализация» первичных клеток в культуре — нужен для 
того, чтобы создать линии клеток с неограниченным временем 
жизни. Функция иммортализации кодируется генами, детермини
рующими N-концевую часть большого Т-антигена Ру и SV40, ге
нами Е1А аденовирусов и онкогеном туе. Вирусный онкоген туе 
содержится в различных опухолях, индуцируемых ретровируса
ми, которые и осуществляют трансдукцию этого гена. Более того, 
совсем недавно получены данные о том, что в клетках некото
рых опухолей человека усиливается экспрессия клеточного гомо
лога онкогена туе и происходит его перестройка. Продукты, ко
дируемые ответственными за функцию «иммортализации» гена
ми, обычно представляют собой ДНК-связывающие белки, лока
лизованные в клеточном ядре.

Второй класс функций, которые называют «трансформирую
щими», необходим для проявления полного набора фенотипиче
ских признаков, связанных с онкогенной трансформацией кле
ток. Это, например, изменение морфологии клетки, размножение 
в среде, обедненной сывороточными факторами роста, деление 
без прикрепления к субстрату и способность вызывать развитие 
опухолей. Этот класс функций закодирован в гене, детерминирую
щем средний Т-антиген Ру, в трансформирующей области Е1В 
аденовирусов и в семействе онкогенов ras. Вирусные онкогены 
ras трансдуцируются вирусами мышиной саркомы Кирстена и 
Харви. Что же касается клеточных гомологов онкогенов ras, то 
они, как выяснилось, оказываются модифицированными при раке 
мочевого пузыря, раке легких и раке поджелудочной железы. 
Трансформирующие белки, выполняющие эту вторую функцию, 
обычно локализованы в клеточной мембране.

Трансфекция с помощью фрагментов ДНК, кодирующих транс
формацию, не приводит к трансформации первичных клеток, но 
в большинстве случаев трансформирует стабильные клеточные 
линии, иммортализованные либо в результате спонтанной мута
ции, либо под действием какого-либо химического канцерогена, 
либо после введения вирусных или клеточных генов, кодирую
щих функцию иммортализации. Первичные клетки удается 
трансформировать одновременным введением (котрансфекцией)
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фрагментов ДНК, кодирующих функцию трансформации (онко
ген ras и средний Т-антиген Ру), и фрагментов ДНК, кодирую
щих функцию иммортализации (аденовирусный Е1А, большой 
Т-антиген Ру и онкоген туе). Имеются сведения, что процесс он- 
когенной трансформации включает еще один, третий этап, кото
рый либо определяется спонтанными клеточными изменениями, 
либо кодируется трансформирующими генами некоторых опухо
леродных ДНК-вирусов. Наконец, получены данные, позволяю
щие предположить, что трансформация клеток под действием 
опухолеродных ДНК-содержащих вирусов, ретровирусов и хи
мических канцерогенов активирует экспрессию ряда клеточных 
генов. Установить функцию этих генов, по-видимому играющих 
главную роль в регуляции деления клеток, — основная задача 
будущих работ по опухолеродным вирусам.

Природный и экспериментальный онкогенез 
и трансформация клетки опухолеродными ДНК-вирусами

Общие свойства трансформированных клеток

Вирус относят к числу опухолеродных, если он способен ин
дуцировать опухоли у лабораторных животных или трансформи
ровать клетки в культуре [92]. Некоторые опухолеродные ДНК- 
содержащие вирусы вызывают рак и у своих природных хозяев, 
но для большинства вирусов это не характерно. Обычно для ин
дукции опухолей в лабораторных условиях необходимо ввести в 
организм соответствующего животного большое количество ви
руса (как правило, такими животными служат новорожденные 
грызуны). Трансформация клетки опухолеродными ДНК-содер- 
жащими вирусами in vitro (в культуре) — также процесс весьма 
малоэффективный: в случае HSV-2 в результате вирусной ин
фекции трансформируется лишь одна из 106 клеток, а в случае 
SV40 — максимум одна из 102.

Трансформация клеток под действием опухолеродных ДНК-ви
русов in vitro используется как модель для изучения биологии и 
молекулярной биологии самого процесса клеточной трансформа
ции уже около 25 лет. Главная цель этих работ состоит в том, 
чтобы установить механизм, с помощью которого экспрессия не
большого количества вирусного генетического материала изменя
ет процесс регуляции роста нормальной клетки до такой степени, 
что клетка становится трансформированной. При этом исследо
ватели исходят из предположения, что трансформация клеток 
in vitro опухолеродными ДНК-вирусами аналогична процессу 
образования опухолей в естественных условиях. Отметим, что 
сравнение свойств клеток, трансформированных in vitro опухо
леродными ДНК-вирусами, и клеток, взятых из искусственно
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индуцированных или естественных опухолей, вообще говоря, под
тверждает это предположение. Особенно важный в данном отно
шении результат — это выявление мутантных и транслоцирован- 
ных гомологов трансформирующих генов ретровирусов (онкоге
нов) в раковых клетках человека и обнаружение того факта, что 
трансформирующие гены опухолеродных ДНК-вирусов, онкогены 
ретровирусов и раковые клетки человека ответственны за одни 
и те же биологические функции.

Общепринятого набора характеристик, по которым можно 
различать трансформированные и нетрансформированные клет
ки, пока не существует. Главная трудность здесь состоит в том, 
чтобы определить, что же такое «нормальный клеточный рост». 
На практике трансформированной называют такую клетку, кото
рая приобрела устойчивые ростовые свойства, не характерные 
для родительской клетки. Часто свойства трансформированной 
клетки зависят от процедуры отбора, вида хозяина и типа клет
ки, используемой в эксперименте по трансформации, т. е. от того, 
первичная это культура клеток или иммортализованная, пермис- 
сивная или полупермиссивная. Для отбора клеток, трансформи
рованных опухолеродными ДНК-вирусами, применяют четыре 
метода (детальное описание приведено в [286]). 1. Монослойную 
культуру клеток заражают вирусом и затем пересевают их при 
невысокой плотности на стеклянную или пластиковую поверх
ность; трансформированные клетки образуют колонии, которые 
по плотности и морфологии отличаются от нетрансформирован- 
ных. 2. Культуру зараженных клеток помещают при низкой плот
ности в обедненную сывороточными факторами роста среду, ко
торая поддерживает деление только трансформированных кле
ток. 3. Монослойную культуру заражают и инкубируют от 2 до
5 недель без пересева; клоны трансформированных клеток вы
глядят как плотные колонии клеток, вырастающие из монослоя; 
это называют очаговой трансформацией. 4. Клетки заражают в 
суспензии и высевают в среду, содержащую 0,33% агара или 
1,2% метилцеллюлозы; трансформированные клетки в этих ус
ловиях образуют большие колонии, а нетрансформированные 
не растут. В случаях 1 и 3 отбор осуществляется по ростовым 
свойствам, в случае 2 — по специфическому делению в среде, 
обедненной сывороткой, в случае 4 — по способности делиться, 
не прикрепляясь к твердой подложке. Рост в суспензии, по-види
мому, коррелирует со способностью трансформированных клеток 
вызывать образование опухолей. Если в качестве объекта транс
формации использовать первичные эмбриональные клетки, то, 
непрерывно пересевая их, можно осуществлять отбор по призна
ку имморталлизации клеток, переживших кризис старения пер
вичных клеток.

Клетки, трансформированные опухолеродными ДНК-вируса-
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ми, приобретают ряд новых свойств. Различия между трансфор
мированными и ^трансформированными клетками можно отне
сти к трем взаимосвязанным категориям [285]. Это 1) модифи
кации в характере роста, 2) изменения клеточной поверхности и 
3) модификация внутриклеточных компонентов, обусловленная 
присутствием в клетке вирусного генома. Модификации роста 
клеток включают: а) размножение в культуре до более высокой 
плотности; б) потребность в меньшем количестве сыворотки;
в) способность к размножению без прикрепления к подложке;
г) менее ориентированный рост; д) образование колоний при по
севе на монослой нормальных клеток; е) образование опухолей 
при введении лабораторным животным. В изменения клеточной 
поверхности входят: а) повышенная способность к агглютинации 
в присутствии растительных лектинов; б) модифицированный со
став гликопротеинов и гликолипидов; в) большая скорость пере
носа некоторых питательных веществ; г) повышенная секреция 
протеаз или их активаторов. Наконец, изменения внутриклеточ
ных компонентов заключаются в: а) модификации - клеточного
:дитоскелета; б) изменении содержания некоторых циклических 
нуклеотидов; в) активации или репрессии специфических клеточ
ных генов; г) присутствии в клетке вирусных ДНК, мРНК и бел
ков. У разных линий трансформированных клеток эти свойства 
могут проявляться в разной степени, причем не обязательно все 
сразу.

Полиомавирусы 

Т1олиомавирусы животных

SV40 в большом количестве находят в почках макаков-резусов, 
Ру — у лабораторных мышей. Однако ни Ру, ни SV40 не имеют 
никакого отношения к развитию рака у своих природных хозяев. 
Тем не менее они могут индуцировать опухоли у новорожденных 
грызунов и легко трансформируют клетки in vitro. Показано, что 
Ру индуцирует опухоли различных органов при введении его но
ворожденным хомячкам, мышам, крысам и кроликам и транс
формирует культивируемые клетки мыши, • хомячка, крысы и 
крупного рогатого скота. SV40 индуцирует опухоли у новорож
денных хомячков и трансформирует культивируемые клетки хо
мячка, крысы, обезьяны, крупного рогатого скота, свиньи и чело
века. Опухолевые клетки в культуре могут быть иммортализова- 
ны, а линии, полученные из трансформированных in vitro клеток, 
могут вызывать образование опухолей при введении эксперимен
тальным животным. Исторически сложилось так, что Ру стал 
первым ДНК-содержащим вирусом, у которого была обнаружена 
способность к трансформации клеток в культуре. Клетки стано
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вились иммортализованными, делились с повышенной скоростью 
и вызывали образование опухолей [295]. Это открытие послужи
ло стимулом к исследованию трансформации клеток под дейст
вием вирусов на молекулярном уровне.

ДНК вирусов Ру и SV40, а также рестрикционные фрагмен
ты, кодирующие все ранние гены или их участки, ответственные 
за трансформацию, обладают способностью трансформировать 
клетки in vitro и индуцировать опухоли у новорожденных грызу
нов [36, 38, 40, 91, 115, 206]. Эти данные прямо указывают на 
то, что трансформирующие гены локализованы в ранней области 
вирусного генома (см. разд. «Молекулярная биология трансфор
мации клеток»).

Полиомавирусы человека

Заражение вирусами BKV и JCV происходит в раннем детст
ве. Эти вирусы чрезвычайно широко распространены среди насе
ления Земли. BKV был выделен из мочи людей с подавленной 
иммунореактивностью, но без явных признаков какого бы то ни 
было заболевания. JCV вызывает прогрессирующую очаговую 
лейкоэнцефалопатию (ПОЛ), сравнительно редкое демиелинизи- 
рующее заболевание с летальным исходом, которое развивается 
обычно на фоне подавленной иммунореактивности. JCV воспро
изводимо выделяют из ткани головного мозга пациентов, боль
ных ПОЛ.

В эксперименте BKV индуцирует опухоли у новорожденных 
хомячков и мышей. JCV высокоонкогенен по отношению к ново
рожденным хомячкам, индуцирует широкий спектр опухолей и 
тяготеет к нейроэктодермальным клеткам. Интересно, что JCV 
может индуцировать опухоли головного мозга у обезьян дуруку- 
ли при введении его взрослым животным. BKV трансформирует 
клетки различных животных, в том числе хомячка, крысы, мыши, 
кролика и африканской зеленой мартышки. ДНК BKV трансфор
мирует клетки крысы и хомячка, а ДНК JCV — первичные куль
туры глиальных клеток новорожденных хомячков, причем транс
формированные клетки становятся причиной опухолей у хомяч- 
ков-сосунков.

Хотя и BKV, и JCV чрезвычайно широко распространены и 
высокоонкогенны, они, очевидно, не имеют отношения к этиоло
гии рака человека. Обширные данные по молекулярной гибри
дизации однозначно свидетельствуют об отсутствии ДНК BKV и 
JCV в раковых клетках человека (по результатам обследований 
примерно 90% раковых больных в США) ([300]; М. Green, не
опубликованные данные).
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Папилломавирусы 

Общие свойства

Папилломавирусы очень интересны с научной и медицинской 
точек зрения, поскольку по некоторым своим свойствам они от
личаются от обычных опухолеродных ДНК-вирусов. Папиллома
вирусы вызывают у своих природных хозяев образование добро
качественных опухолей, а у нескольких видов животных (воз
можно, и у человека; см. далее) — злокачественных. Чрезвычайно 
интересно, что кольцевая вирусная ДНК присутствует в клетках, 
трансформированных папилломавирусами, в виде эписомы. Это 
первая особенность, отличающая папилломавирусы от других 
опухолеродных вирусов, которые, как известно, встраивают свой 
геном в хромосомную ДНК трансформированной клетки (воз
можное исключение в этом смысле составляют лишь некоторые 
герпесвирусы). Другое интересное свойство папилломавирусов 
заключается в том, что состояние дифференцировки клетки-хо
зяина регулирует экспрессию вирусного генома. Таким образом, 
можно надеяться, что, исследуя взаимодействия между вирусом 
и клеткой, мы поймем механизм клеточной дифференцировки.

Бородавки, или папилломы, вызываемые папилломавируса- 
ми, известны очень давно. Эти новообразования представляют 
собой доброкачественные опухоли, которые обычно не дают ме
тастазов и не приводят к гибели организма-хозяина, но очень за
разны и широко распространены у многих животных. В конце 
XIX — начале XX столетия был осуществлен эксперимент по пе
реносу папиллом от человека к человеку и от животного к жи
вотному.

О репликации папилломавирусов и об индуцируемой ими 
трансформации клеток известно очень мало. Считается, что ви
рус заражает базальные клетки эпидермиса, трансформирует их, 
клетки начинают делиться, и в результате образуется папилло
ма. В этих пролиферирующих клетках вирусные частицы либо 
не образуются совсем, либо образуются в небольших количест
вах. Вирус интенсивно размножается в кератинизирующихся 
клетках, поскольку по мере их оттеснения к наружному слою 
ткани они перестают делиться и, по-видимому, становятся более 
пермиссивными.

Недавно проведены опыты по клонированию геномов папил
ломавирусов. Определение их нуклеотидной последовательности 
позволило получить представление о генетической организации 
папилломавирусов, а использование их ДНК в качестве зонда — 
провести транскрипционный анализ. Выделено много новых ви
дов HPV и получены данные о том, что некоторые из них, по-ви
димому, играют роль в развитии рака у человека.
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Таблица 12.3. Папилломавирусы животных 1

Папилломавирус

1(0
a e t«
s

Поражаемый 
орган (ткань) Гистология а с  9

>5 «S3 л

к к 
я я 
=* о а « 
>>.
Ef ^  — Я **  св О
5  а а

А. Охарактеризованные палилломавирусы 

Вирусы папилломы крупно
го рогатого скота 
BPV-1

BPV-2 
BPV-3 
BPV-4

BPV-5

BPV-6
Вирус папилломы кролика 

Sylvilagus (CRPV)
Вирус папилломы лошадей 
Вирус папилломы полости 

рта собак 
Вирус папилломы овец

Вирус папилломы лосей 
Вирус фибромы оленей 
Вирус папилломы северного 

оленя
Вирус папилломы Mastomys 

natalensls 
Вирус папилломы зябликов

Б. Неохарактеризованные папилломавирусы

Соски и вымя 

Кожа
»

Пищеваритель
ный тракт 

Соски и вымя

То же 
Кожа

Кожа
Слизистая рта 

Кожа

Оппосума
Собак
Свиней
Койотов
Кроликов
Коз

Кожа

Слизистая рта 
То же 
Вымя

Фибропапилло-
ма

Папиллома

Фибропапилло-
ма

Папиллома

Фибропапилло-
ма

Фиброма
Фибропапилло-

ма
Папиллома

Папиллома

Д а

Да

Да

Да

Да

1 Из [160] с изменениями.

Папилломавирусы животных

Папилломавирусам животных посвящен детальный обзор 
Ланкастера и Олсона [160]. В табл. 12.3 перечислены 15 папил
ломавирусов, описанных в этом обзоре, а также шесть вирусов, 
впоследствии описанных в литературе. Папилломавирусы живот
ных индуцируют опухоли трех видов: а) папилломы — доброка-
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чественные опухоли эпителия; б) фибропапилломы, затрагиваю
щие не только эпителий, но и фиброзную соединительную 
ткань; в) фибромы, которые состоят главным образом из фиб
розной соединительной ткани, содержащей пролиферирующие 
фибробласты. Три папилломавируса животных вызывают рак 
у своих природных хозяев: вирус папилломы крупного рогатого 
скота типа 4 (BPV-4), который индуцирует рак пищеварительно
го тракта и мочевого пузыря у крупного рогатого скота, но толь- 

/  ко у тех особей, которые питаются папоротником [136]; вирус 
папилломы американских кроликов Sylvilagus (CRPV), который 
в естественных условиях вызывает рак у диких американских 
кроликов [146]; MnPV — вирус папилломы мыши Mastomys 
natalensis [195]. Показано, что пять вирусов папилломы — 
BPV-1, BPV-2, вирусы папилломы овец и лося и фибромы оле
ней— при инъекции вызывают опухоли у хомячков.

CRPV представляет собой прекрасную модель для изучения 
вирусного канцерогенеза и перерождения незлокачественной па
пилломы в карциному. CRPV вызывает энзоотическое заболева
ние у диких американских кроликов на плоскогорьях Среднего 
Запада США. Чаще всего эти опухоли претерпевают обратное 
развитие, но в 25% случаев перерождаются в карциномы. Д о
машних кроликов в эксперименте также удается заразить CRPV; 
при этом образуются папилломы кожи, 75% которых перерожда
ются в карциномы. Папилломы, перерождающиеся в карциномы, 
индуцируются у домашних кроликов и под действием ДНК 
CRPV [131].

Папилломавирусы крупного рогатого скота (BPV) заражают 
различные ткани у этих животных. Шесть вирусов (от BPV-1 до 
BPV-6) образуют две группы. В первую группу входят BPV 1, 
2 и 5, которые индуцируют фибропапилломы и, как показывают 
эксперименты по гибридизации, содержат ДНК с близкой нук
леотидной последовательностью. Вторая группа включает BPV 3, 
4 й 6; они индуцируют папилломы, и их ДНК также имеют близ
кие последовательности. Сходство между ДНК вирусов первой 
и второй групп незначительно.

BPV-1 и BPV-2 индуцируют опухоли при введении их теля
там, мышам, кроликам, пищухам и хомячкам. У лощадей они 
вызывают фибросаркомы, причем, по-видимому, также и в есте
ственных условиях, в основном вследствие межвидового зараже
ния [161]. In vitro вирусные частицы BPV-1 и BPV-2 и вирусная 
ДНК трансформируют клетки эмбрионов крупного рогатого ско
та, хомячков и мышей [14, 15].

BPV-4 интересен как модельная система для изучения много
факторного канцерогенеза с участием вирусного и химического 
канцерогенов. Этот вирус вызывает широко распространенные 
папилломы пищеварительного тракта крупного рогатого скота,
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которые встречаются примерно у 20% животных Англии. У зна
чительной части животных эти папилломы перерождаются в зло
качественные опухоли, но наблюдается это только в северной 
части Шотландии и Северной Англии, где скот питается папорот
ником; содержащим канцероген [136]. Последовательности ДНК 
BPV-4 обнаружены также в тканях злокачественных опухолей. 
Полагают, что BPV-4 индуцирует у крупного рогатого скота опу
холи мочевого пузыря, которыми страдает 30% животных на
званных областей. Информация о BPV-3, 5 и 6 весьма скудна.

Эндогенные папилломавирусы грызуна Mastomys natalensis 
находят в виде эписом в тканях эмбриона. Чем старше животное, 
тем большее число копий вирусной ДНК обнаруживается в ко
же. Одновременно с этим при старении наблюдается значитель
ное увеличение распространенности кожных опухолей; возможно, 
это связано именно с высоким содержанием ДНК MnPV в эпи
дермисе.

Папилломавирусы человека

В табл. 12.4 перечислены 16 типов папилломавирусов челове
ка, причем большинство из них обнаружено за последние пять 
лет. Выделенный вирус считается новым типом HPV, если сте
пень его гомологии с известными типами HPV не превышает 
50% поданным «жесткой» (ДНК — ДНК)-гибридизации [39].

Разные типы HPV индуцируют развитие различных папилло
моподобных образований. HPV-1 и 4 вызывают подошвенные бо
родавки (или подошвенные папилломы), HPV-2 — бородавки на 
руках [39], HPV-7 — так называемые папилломы мясников 
[210], HPV-6 и 11— остроконечные кондиломы (переносимые 
половым путем генитальные бородавки) и папилломы гортани 
[86, 87, 155, 208], HPV-13 вызывает очаговую гиперплазию по
лости рта [220], a HPV-3, 5, 8, 9, 10, 12 и 14 — плоские бородав
ки и бородавчатую эпидермодисплазию [153, 154, 209, 219]. Не
давно открытый папилломавирус HPV-16 был обнаружен в 
опухолях шейки матки [60]. На Рабочем совещании EMB0 по 
папилломавирусам в Оренасе (Швеция, 27—30 июля 1983 г.) 
докладывалось об открытии еще девяти HPV.

Бородавчатая эпидермодисплазия (БЭ) — сравнительно ред
кое заболевание с длительным течением, сопровождающееся дис- 
семинацией папиллом. С БЭ связывают по крайней мере восемь 
разных видов HPV. От больных БЭ часто выделяют сразу не
сколько видов HPV, но о механизме, приводящем к длительному 
заражению этих пациентов HPV, ничего не известно. Чрезвычай
но интересно, что у '/з больных БЭ развивается болезнь Боуэна, 
или плоскоклеточный рак. Развитие рака связывают с HPV трех 
видов: прежде всего с HPV-5, а также с HPV-8 и 10. И действи-
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(лица 12.4. Папилломавирусы человека

Вирус Патология

V-l Verruca vulgaris (подошвенные бородавки)
V-2 Verruca vulgaris (обычные бородавки на руках)
V-3 Verruca planta (плоские бородавки); бородавчатая эпи

дермодисплазия 
V-4 Verruca vulgaris (подошвенные бородавки)
V-5 Verruca planta (плоские бородавки); бородавчатая эпи

дерм одисплазия (перерождающаяся в злокачественную)

V-6 Condyloma acuminata (генитальные бородавки); рак шей
ки матки 

V-7 Папилломы мясников
V-8 Бородавчатая эпидермодисплазия (перерождающаяся в зло

качественную)
V-9 Verruca planta (плоские бородавки); бородавчатая эпи»

дермодиплазия (перерождающаяся в злокачественную)

V-10 Verruca planta (плоские бородавки); бородавчатая эпи-
дермодисплазия (перерождающаяся в злокачественную); 
рак шейки матки; рак наружных женских половых 
органов

V-11 Папилломы гортани и кондиломы; рак шейки матки
V-12 Бородавчатая эпидерм одисплазия
V-13 Очаговая гиперплазия полости рта
V-14 Бородавчатая эпидермодисплазия
V-15 То же
V-16 Рак шейки матки; папулозность типа болезни Боуэиа

1ьно, HPV-5 был выделен из плоскоклеточных раковых опухо- 
\ нескольких больных [209, 211]. Интересно, что HPV, родст- 
шые HPV-6, 10, 11 и 16, обнаружены в раковых опухолях мо- 
юловых путей у пациентов, не больных БЭ. Эти виды HPV 
зсаны более полно в следующем разделе.

жлломавирусы человека и рак

О возможной роли HPV в развитии рака у человека говорит 
:нь много данных [104, 209, 309]. Во-первых, HPV чрезвычай- 
широко распространены и эпителиотропны. Это важное об- 

'ятельство, поскольку известно, что большинство раковых опу- 
ieft человека являются карциномами, т. е. представляют собой 
•качественные новообразования, состоящие из эпителиальных 
:ток. Во-вторых, HPV — единственная группа вирусов, для ко- 
юй доказано, что они индуцируют образование опухолей у че- 
зека в естественных условиях (папилломы или бородавки), и 
тучено множество данных о перерождении папиллом в карци
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номы. В-третьих, папилломавирусы являются агентами, вызы
вающими рак у животных в естественных условиях, и по анало
гии можно предположить, что сходную роль они играют также 
в развитии рака у человека.

Анализ различных видов тканей человека на присутствие в 
•них специфических последовательностей ДНК HPV проведение 
нескольких работах. В одной из ранних работ, где в качестве 
зонда для гибридизации использовалась 3Н-меченная комплемен
тарная РНК (полученная путем транскрипции нетипированной 
ДНК HPV, выделенной из подошвенной бородавки), в карцино
ме шейки матки, лимфоме Ходжкина и саркоме Капоши вирус
ную ДНК обнаружить не удалось [311]. Грин и др. [105] пыта
лись обнаружить ДНК HPV-1 и 2 в 150 опухолях человека с по^ 
мощью молекулярной гибридизации в растворе, используя в ка
честве зонда 32Р-ДНК. При чувствительности 0,1 копии вирусной 
ДНК на клетку ДНК этих вирусов не была обнаружена. Про
анализированные виды рака составляют примерно 50% случаев 
раковых заболеваний в США. Таким образом, этот результат яв
ляется убедительным доказательством того, что ни HPV-1, ни 
HPV-2 не вызывают ни одну из исследованных форм рака. Одна
ко не исключено, что в этиологии рака человека участвуют дру
гие виды HPV, поскольку методом молекулярной гибридизации 
с использованием ДНК HPV-1 и 2 не удается обнаружить в тка
нях человека единичные копии генов других, не родственных им 
HPV.

Позже Грин и др. [104] осуществили клонирование HPV, из
начально названного HPV-БЭ, но, возможно, идентичного недав
но открытому HPV-10 [154]. Этот вирус был выделен из пора
женных участков кожи рук и ног больных бородавчатой эпидер
модисплазией. ДНК HPV-БЭ была выявлена методом блот-гиб- 
ридизации в карциноме in situ женских наружных половых орга
нов, развившейся у пациентки, от которой был выделен вирус. 
Геномы родственных HPV были обнаружены еще у четырех 
больных в злокачественных опухолях мочеполовых путей. Опухо
ли, для которых был получен положительный результат в экспе
риментах по «жесткой» гибридизации с использованием ДНК 
HPV-БЭ в качестве зонда, включали две из 31 опухоли шейки 
матки и две из 10 опухолей женских наружных половых органов 
и содержали в основном свободные эписомные молекулы ДНК 
HPV [104]. Клетки, трансформированные папилломавирусами 
животных, также поддерживаются в трансформированном со
стоянии эписомной формой вирусного генома. Эти данные согла
суются с представлением о том, что HPV играют роль в развитии 
рака мочеполовых путей человека, хотя и не служат четким до
казательством.
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Сообщения о том, что ДНК HPV присутствует в раковых, 
опухолях мочеполовых путей [104], подтверждаются аналогич
ными данными, полученными в двух других лабораториях. При
менив метод «жесткой» гибридизации, Захоу и др. [306] обнару
жили геномы вирусов, родственных HPV-6, в двух бородавчатых 
карциномах и одной карциноме in situ женских наружных поло
вых органов, а в случае мягкой гибридизации — ДНК, родствен
ную HPV-БЭ (HPV-10), еще в одной бородавчатой и трех карци
номах in situ женских наружных половых органов. В работе [88] 
сообщается о присутствии ДНК HPV-11 и HPV-6 в трех (из 24) 
злокачественных опухолях шейки матки — одной инвазивной ir 
в двух карциномах in situ. Дюрст и др. [60] осуществили клони
рование нового папилломавируса, HPV-16, из опухоли шейки" 
матки и использовали этот клон в качестве зонда для анализа 
рака мочеполовых путей. В 35—50% опухолей шейки матки, об
наруженных у больных из разных стран, и у 25% обследованных 
пациентов, больных раком наружных половых органов, была 
найдена ДНК, родственная ДНК HPV-16. Эти впечатляющие ре
зультаты являются веским доводом в пользу представления-
об участии некоторых HPV в этиологии рака мочеполовых пу
тей.

Роль HPV в развитии paiKa мочеполовых путей подтверждает
ся также результатами клинических, гистологических, иммуноло
гических и эпидемиологических исследований, проведенных в 
разных странах. Рак мочеполовых путей человека обнаруживает 
эпидемиологическое поведение, характерное для венерических 
заболеваний [309]. Остроконечная кондилома (генитальные бо
родавки) передается половым путем и, как полагают, вызывает
ся главным образом HPV-6 и 11. В США и некоторых других 
странах это заболевание иногда принимает характер эпидемии. 
Последние статистические данные Центра по инфекционным за
болеваниям в Атланте (шт. Джорджия) показывают, что в США 
кондиломы встречаются не реже, чем гонорея, и в три раза чаще, 
чем переносимая половым путем болезнь, вызываемая HPV-2. 
Множество клинических отчетов, написанных за последние деся
тилетия, свидетельствует о возможности перерождения кондилом 
в злокачественные опухоли. Например, кондиломы женских на
ружных половых органов ответственны за 5% карцином этих ор
ганов [290]. Плоскоклеточные папилломы шейки матки тоже 
иногда перерождаются в карциномы [145]. Высказывалось пред
положение (см. [1]), что в карциномы могут перерождаться и 
кондиломы прямой кишки.

Недавно обнаружено новое кондиломоподобное заболевание,, 
при котором образуются очень мелкие, невидимые невооружен
ным глазом плоские бородавки; его часто называют субклини- 
ческой папилломавирусной инфекцией (СПИ). СПИ связывают
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с  цервикальной эпителиальной дисплазией и неоплазией [133, 
167, 188, 189, 224, 230, 277]. Считается, что в большинстве слу
чаев передача HPV половым путем ведет к субклинической ин
фекции и только в редких случаях сопровождается образованием 
кондилом. Недавно получены гистологические данные о нали
чии СПИ у 91% женщин, оперированных по поводу инвазивной 
или преинвазивной неоплазии; в контрольной группе эта цифра 
составляет 13% [231]. Конечно, с помощью одних только гисто
логических тестов нельзя доказать участия HPV в развитии этих 
заболеваний, но последние работы с использованием иммунопе- 
роксидазного окрашивания антисывороткой против группоспеци
фического антигена, присущего семейству папилломавирусов 
[137], подтвердили, что генетический материал HPV содержится 
в ткани при дисплазии шейки матки [157, 301]. Результаты этих 
клинических исследований и обнаружение с помощью молеку
лярной гибридизации HPV-геномов в раковых опухолях мочепо
ловых путей подтверждают представление о том, что заражение 
HPV, возможно, является важным фактором в перерождении, 
проходящем через стадию койлоцитотической атипии с церви
кальной дисплазией в инвазивную карциному.

Возможно, HPV принимает участие в образовании злокачест
венных опухолей не только мочеполовых путей и прямой кишки, 
но и других форм рака. Сообщалось, что плоскоклеточные кар
циномы гортани, пищевода и языка гистологически очень близки 
поражениям, характерным для дисплазии шейки матки, связан
ной с HPV [278—281]. Более того, из тканей этих потенциаль
ных мишеней недавно было выделено два новых вида HPV — 
HPV-11 из папиллом гортани [87] и HPV-13 из очаговой гипер
плазии полости рта [220]. Было показано, что ДНК HPV присут
ствует не только в папилломах гортани, но и в окружающей их 
нормальной ткани пациентов в стадии ремиссии [272]. Папилло- 
матоз гортани представляет собой серьезную клиническую про
блему, поскольку он плохо поддается лечению, а вирус легко 
проникает в прилежащие ткани. Возможно, скрытое заражение 
HPV слизистой гортани, полости рта, пищевода и дыхательных 
путей играет роль коканцерогена в этиологии некоторых видов 
рака указанных органов. Об этом же свидетельствует индукция 
рака пищеварительного тракта у крупного рогатого скота при 
совместном действии ВПЧ-4 и канцерогена, присутствующего в 
папоротнике [136]. Вполне возможно, например, что субклиниче- 
ские поражения, индуцируемые скрытым заражением неизвест
ным HPV дыхательных путей, могут перерождаться в карциномы 
при длительном воздействии канцерогена, присутствующего в 
табачном дыме.
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Аденовирусы 

Аденовирусы человека

Adl2 и Adl8 — это первые вирусы человека, для которых бы
ла четко доказана онкогенность. В 1962 г. было показано, что 
они индуцируют опухоли у новорожденных грызунов [124, 289]. 
Вирусы A d i— Ad31 образуют пять групп — от А до Е, сформи
рованных по признаку гомологии геномов [99, 221] (табл. 12.5).

Таблица 12.5. Свойства аденовирусов человека групп А — Е

Тип
Гомология ДНК 

[99]

Способность вызы
вать опухоли у ново
рожденных хомячков

a  s

ь  31

Гомология трансфор
мирующей области 

1180]

В

12, 18, 31

3, 7, 11,
14, 16,
21

1, 2, 5, 6

8, 9, 10,
13, 15,
17, 19, 
20, 22— 

30

48—69% в преде
лах группы
8—20% с дру. 
гими типами

89—94% в преде
лах группы.
9—20% с дру
гими типами

99— 100% в преде
лах группы,
10— 16% с дру
гими типами 

95—99% в преде
лах группы, 
4— 17% с дру
гими типами

4—23% с другими 
типами

Высокая: 
опухоли 
у  большинства 
животных об 
разуются через 
4 месяца 

Низкая:
через 4— 18 
месяцев обра
зуются опухо
ли у незначи
тельной части 
животных 

Отсутствует

Ad9 индуцирует 
фиброадено
мы молочных 
желез у крыс

Отсутствует

+

+

+

+

35—71% в преде
лах группы, 
2—7% с дру
гими типами

85—99 % в преде
лах группы, 
2— 12% с дру
гими типами

98— 100% в преде
лах группы, 
1— 15% с дру
гими типами 

Не проверялась

Не проверялась

Группа А состоит из Ad 12, 18 и 31, группа В — из Ad3, 7, 11, 14, 
16 и 21, группа С — из Adi, 2, 5 и 6, группа D — из Ad8, 9, 10,

I 13, 15, 17, 19, 20 и 22—30 и группа Е представлена вирусом Ad4. 
Разбиение аденовирусов на группы в соответствии со степенью 
гомологии их ДНК в целом совпадает с другими способами фор
мирования групп, основанными на степени онкогенности, взаимо
связи Т-антигенов, GC-содержании, молекулярных свойствах 
субвирусных частиц и белков вириона и на данных по эпидемио
логии и патогенности [99]. Есть указания на то, что кроме
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групп А — Е существует еще несколько групп аденовирусов, ко
торые называют кишечными. Их часто обнаруживают при элект
ронно-микроскопическом обследовании фекальных экстрактов 
младенцев, страдающих тяжелыми гастроэнтеритами небактери
ального происхождения. Они не растут в обычных клеточных 
культурах и, по-видимому, не родственны ни одному из ранее ти- 
пированных аденовирусов человека [79, 232]. ,

Все исследованные на сегодняшний день аденовирусы челове
ка обладают способностью трансформировать фибробласты гры
зунов in vitro. Однако по способности индуцировать у новорож
денных грызунов опухоли они различаются (табл. 12.5). Вирусы 
группы А за четыре месяца индуцируют опухоли у большинства 
зараженных животных, а аденовирусы группы В (за исключени
ем Ad 11) за 4— 18 месяцев индуцируют опухоли лишь у неболь
шой их части [93]. Что же касается групп С, D и Е, то они вооб
ще не вызывают опухоли у новорожденных хомячков. Интересно* 
однако, что вирус Ad9 (принадлежащий группе D), который не 
вызывает опухолей у новорожденных хомячков, способен к спе
цифической высокоэффективной индукции фиброаденом молоч
ных желез у крыс [142]. Линии клеток, иммортализованные в 
процессе трансформации in vitro членами различных групп Ad,, 
неодинаковы по своей опухолеродностй. Крысиные клетки, транс
формированные вирусами группы А, вызывают опухоли у крыс, 
тогда как вирусы группы С обычно не опухолеродны. Недавно 
это различие удалось объяснить на молекулярном уровне. Ока
залось, что Т-антиген Е1А Adl2 специфически подавляет 
экспрессию трансплантационных антигенов класса I, участвую
щих в иммунной реакции хозяина [12, 256] (более подробно это 
будет описано в разд. «Молекулярная биология трансформации 
клеток»).

Трансформирующие гены аденовирусов человека локализо
ваны в левой части вирусного генома, составляющей 11% его 
длины. Это было показано с помощью трансфекции культиви
руемых крысиных клеток специфическими рестрикционными 
фрагментами ДНК аденовирусов групп С [91], А [265] и В 
[54, 260]. Все клетки, трансформированные аденовирусами, со
храняли и экспрессировали гены левых трансформирующих об
ластей. Трансформирующие области групп D и Е пока не лока
лизованы. Однако, согласно последним данным, крысиные клет
ки, трансформированные Ad9 (из группы D), экспрессируют 
трансформирующие гены Е1А и Е1В Ad9 [24а]. Трансформирую
щие гены вирусов в пределах групп А, В и С очень сходны; об 
этом свидетельствуют результаты жесткой (ДНК — ДНК)-гиб
ридизации (табл. 12.5). Сходство трансформирующих генов раз
ных групп аденовирусов не превышает 20% (по тому же крите^ 
рию) [73, 180].
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Р о л ь  а д е н о в и р у с о в  в  р а з в и т и и  р а к в  у  ч е л о в е к а

Поскольку аденовирусы человека чрезвычайно широко рас
пространены, онкогенны-и часто вызывают латентные инфекции, 
главный вопрос, на который необходимо было ответить, состоял 
в том, участвуют ли они в возникновении рака у человека. Опи
раясь на высокочувствительный метод молекулярной гибридиза
ции, Грин и его коллеги провели огромную работу по поиску 
трансформирующих генов вирусов групп А, В и С и всего вирус
ного генома групп D и Е в ДНК раковых больных. Ни в одном 
из случаев, охватывающих в совокупности 90% раковых заболе
ваний в США, копии аденовирусной ДНК не были обнаружены 
[95, 102, 178, 179, 299; М. Green, неопубликованные данные]. Это 
убеждает в том, что аденовирусы всех групп — от А до Е — не 
участвуют в этиологии рака человека.

А д е н о в и р у с ы  ж и в о т н ы х

Известно множество аденовирусов, выделенных от разных 
видов животных: 24 вируса обезьян, 9 вирусов крупного рогатого 
скота и 11 вирусов птиц (табл. 12.1). Большинство аденовиру
сов, за исключением аденовирусов птиц, имеют общие группоспе
цифические детерминанты. В геноме прототипа аденовирусов 
птиц— аденовируса кур (CELO) — имеются два коротких участ
ка, расположенных в локусах 18,1— 19,3 и 57—58 единиц карты 
(область гена гексона), гомологичных вирусу Ad2 человека [4].

В 1968 г. были получены первые данные о том, что аденови
русная ДНК биологически активна. Оказалось, что ДНК обезь
яньего аденовируса 7 (SA7) инфекционна и может индуциро
вать опухоли у новорожденных хомячков-сосунков [25, 26]. Спо
собность к индукции опухоли сохраняется и у фрагментирован
ной ДНК. Это послужило первым указанием на то, что для про
явления онкогенной активности необходима лишь часть вирусно
го генома [186].

SA7 обладает высокой трансформирующей активностью, а 
воздействие на эмбриональные клетки хомячка различных хими
ческих канцерогенов и мутагенов еще более повышает частоту 
трансформации [30, 32]. Об этом свидетельствует увеличение 
содержания интегрированной вирусной ДНК в клетках, транс
формированных одновременно с помощью канцерогена и SA7 по 
сравнению с клетками, трансформированными одним только ви
русом [32]. Возможно, химические канцерогены повышают эф
фективность трансформации клеток вирусом SA7 путем образо
вания ими пробелов в клеточной ДНК, наличие которых активи
рует репарационную систему клеток; именно в эти пробелы и
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встраивается ДНК SA7. Эта гипотеза пока не доказана, посколь
ку не проведено сравнение физического состояния вирусной ДНК 
в клетках, трансформированных SA7, и в клетках, трансформи
рованных одновременно SA7 и канцерогеном. Интересно, что, ис
пользуя эффект усиления трансформирующей активности SA7 
химическими канцерогенами, сейчас пытаются разработать ме
тод быстрого тестирования канцерогенов и мутагенов in vitro 
[31]. у

При введении CELO и пяти других аденовирусов птиц ново
рожденным хомячкам у них образуются опухоли [130, 249]. 
В этих опухолях содержится вирусная ДНК и предположитель
но синтезируется Т-антиген, способный реагировать с сыворот
кой хомячков, у которых индуцировали опухоли [130]. ДНК 
CELO встраивается в геном трансформированной клетки вблиар 
конца молекулы [302]. Об аналогичной схеме интеграции адено
вирусов человека сообщалось в работах [106, 108, 111].

Аденовирус-3 крупного рогатого скота также индуцирует опу
холи у новорожденных хомячков. Кроме того, он обладает спо
собностью трансформировать мышиные клетки in vitro [128]; 
к этому способны также интактная вирусная ДНК и некоторые 
рестрикционные ее фрагменты. Трансформирующая область аде
новируса локализована в локусе 3,6^-19/7_единиц карты [129], 
что удивительно, поскольку трансформирующие области всех 
остальных Ad относятся к локусу 1— И.

Герпесвирусы

Члены семейства герпесвирусов обладают одинаковой морфо
логией, но заметно различаются по своим биологическим свойст
вам [240]. Выделяют три подсемейства герпесвирусов: альфа, 
бета и гамма. Подсемейство альфа состоит из вирусов HSV-1 и 
HSV-2 (они заражают культивируемые клетки самых разных ор
ганизмов и вызывают в них литическую инфекцию) и из герпес
вируса лошадей типа 1 (EHV-1). Подсемейство бета представле
но вирусом HCMV, который имеет ограниченный круг хозяев и 
медленно растет в культуре. Подсемейство гамма включает лим- 
фотропные вирусы EBV, Herpesvirus saimiri, Herpesvirus ateles 
и вирус болезни Марека (MDV). Все герпесвирусы могут транс
формировать клетки in vitro, но опухоли у лабораторных живот
ных индуцируют только гамма-герпесвирусы. Есть убедительные 
данные о том, что ряд герпесвирусов животных вызывают рак 
у своих природных хозяев, а некоторые из них играют роль кан
церогенов в развитии определенных форм рака у человека (см. 
ниже).
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В и р у с ы  п р о с т о г о  г е р п е с а

Онкогенность HSV-1 и HSV-2 была доказана в начале 70-х гг. 
[58, 59], когда с помощью этих вирусов удалось морфологиче
ски трансформировать клетки эмбрионов хомячка в культуре. 
Из-за высокой литической активности HSV-1 и HSV-2 пришлось 
сначала подавить их инфекционность с помощью УФ-облучения. 
Данные об онкогенности были подтверждены в опытах, в кото
рых клетки трансформировали вирусом, чью инфекционность по
давляли нагреванием или с помощью фотодинамического эффек
та, либо использовали для трансформации температурочувстви
тельные мутанты при непермиссивной температуре. Установлено, 
что в клетках, трансформированных HSV-1 и HSV-2, транскри
бируются вирус-специфические РНК [41]. Однако значение по
стоянного присутствия вирусного генетического материала в 
трансформированных клетках осталось невыясненным, посколь
ку оказалось, что при пассажах трансформированные клеточные 
линии теряют вирусную ДНК. Специфические рестрикционные 
фрагменты ДНК HSV-1 и HSV-2 трансформируют клетки эм
брионов крыс и хомячков в культуре и линию клеток мышей 
NIH/3T3. Однако трансформация в данном случае весьма мало
эффективна, а механизм ее неясен (см. разд. «Молекулярная 
биология трансформации клеток»).

HSV-2 индуцирует одно из хронических, переносимых поло
вым путем венерических заболеваний у мужчин и женщин. Еще 
в 60-х гг. была высказана гипотеза о том, что существует связь 
между заражением HSV-2 и развитием рака шейки матки. Эта 
гипотеза основывалась на результатах сероэпидемиологических 
обследований, которые показали, что у таких больных специфич
ные к HSV-2 антитела встречаются чаще и имеют более высокий 
титр, чем у пациенток контрольных групп (см., например, обзор 
[229]). Предположение о возможном участии HSV-2 в развитии 
рака шейки матки подтверждается также данными о том (см. 
ранее), что HSV-2 может трансформировать клетки in vitro. Тем 
не менее до сих пор в тканях рака шейки матки редко обнаружи
вали ДНК HSV-2. Недавно появилось несколько сообщений о 
присутствии вирус-специфической РНК HSV-2 в тканях рака 
шейки матки у 35—67% больных; эти данные получены с по
мощью метода гибридизации Д НК — РНК in situ [181, 187]. По
ка трудно оценить это открытие, особенно если принять во вни
мание неудачные попытки обнаружить вирусную.ДНК в тканях 
рака шейки матки с помощью обычных методик. Возможно, 
HSV-2 индуцирует опухоли по механизму «порази-и-беги», при 
котором вирус нужен только для инициации опухоли, но не для 
поддержания опухолевого роста [78]. Недавние тщательные се
роэпидемиологические обследования, использующие самые со
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временные методы, показали, что никаких различий в распрост
раненности специфических к HSV-2 антител между больными с 
неоплазией шейки матки и корректно отобранной контрольной 
группой нет [295а]. Эти данные говорят о том, что для женщин, 
заразившихся HSV-2, риск развития неоплазии шейки матки 
остается прежним. Таким образом, результаты данной работы не 
подтверждают гипотезы об участии HSV-2 в развитии неопла
зии. Однако они не исключают возможности инфекционного про
исхождения этого вида рака. Действительно, в этиологии рака 
шейки матки, по-видимому, участвуют папилломавирусы челове
ка. Об этом говорят результаты нескольких последних работ, ав
торы которых показали, что, как правило, в клетках рака шейки 
матки содержится эписомная ДНК HPV [60, 88, 104]. В работе 
[310] высказывалось предположение о возможности одновремен
ного участия HSV-2 и папилломавирусов человека в генезисе 
рака шейки матки. Однако данные, подтверждающие эту идею, 
вока отсутствуют.

\

Г е р п е с в и р у с ы  л о ш а д е й

Выделено три герпесвируса лошадей: EHV-1, 2 и 3. Наиболее 
интересен вирус EHV-1, который называют также вирусом абор
та лошадей. Он не просто трансформирует клетки in vitro; после 
трансформации в этих клетках продолжает присутствовать ин
тегрированная вирусная ДНК, структура которой охарактеризо
вана [236] (см. разд. «Молекулярная биология трансформации 
клеток»), EHV-2 (цитомегаловирус лошадей) и EHV-3 (вирус 
половой экзантемы лошадей) тоже способны трансформировать 
фибробласты эмбрионов хомячка in vitro (см. [236]), но свойст
ва клеток, трансформированных этими вирусами, пока не 
описаны.

Ц и т о м е г а л о в и р у с  ч е л о в е к а

Вирус HCMV чрезвычайно широко распространен среди на
селения Земли. Часто заражение приводит к латентной инфек
ции. В 1973 г. удалось морфологически трансформировать клет
ки,эмбриона хомячка in vitro с помощью HCMV, инфекционность 
которого подавляли УФ-облучением [3]. Изолированы трансфор
мированные ' клетки, которые при введении хомячкам-сосункам 
проявляли опухолеродность, однако ДНК HCMV в трансформи
рованных клетках выявить не удалось (см. обзор [123]). Недав
но установлено (путем трансфекции с помощью клонированных 
рестриктов HCMV), что в двух разных областях генома этого ви
руса содержатся трансформирующие гены (см. разд. «Молеку
лярная биология трансформации клеток»). Однако никаких дан



ных о присутствии в трансформированных клеточных линиях 
ДНК HCMV по-прежнему получено не было.

Кинетика реассоциации ДНК [123] свидетельствует о том, 
что ДНК HCMV (в количестве 0,2—6 копий на клетку) присут
ствует в раковых опухолях предстательной железы, толстой 
кишки, шейки матки и в саркомах. Капоши, а также в нормаль
ных, неопухолевых тканях предстательной железы, толстой киш
ки и шейки матки. Таким образом, и нормальные, и опухолевые 
ткани человека обычно заражены HCMV. Из-за широкой рас
пространенности HCMV не удается понять, является ли HCMV 
сопутствующим вирусом или именно он ответствен за трансфор
мацию.

Вирус Эпштейна —  Барр

EBV был выделен в 1964 г. Эпштейном и его коллегами из 
клеток лимфомы Беркита [63]. Этот вирус чрезвычайно широко 
распространен во всем мире, заражает В-лимфоциты и, как пра
вило, остается латентным; он вызывает главным образом субкли- 
ничеекую инфекцию [147]. Чаще всего заражение EBV приводит 
к развитию инфекционного мононуклеоза. Однако EBV интере
сен главным образом в связи с его возможной ролью канцеро
генного агента в этиологии лимфомы Беркита и рака носоглот
ки. Два этих необычных злокачественных заболевания распрост
ранены среди определенных этнических групп в отдельных геог
рафических регионах. Лимфома Беркита встречается главным 
образом у детей в некоторых регионах Восточной Африки и Но
вой Гвинеи. Рак носоглотки распространен среди китайского на
селения Юго-Восточной Азии и, по-видимому, обусловлен как 
генетическими факторами, так и факторами окружающей среды. 
Хотя EBV интенсивно изучается, установить его роль в этиоло
гии лимфомы Беркита и рака носоглотки пока не удается.

EBV проявляет онкогенность и in vitro и in vivo. In vitro он 
с высокой эффективностью трансформирует В-лимфоциты чело
века и человекообразных приматов, приводя к образованию пер
манентных линий клеток, которые способны к бесконечной про
лиферации в культуре и онкогенны для обезьян. При введении 
мармозеткам и дурукули EBV может индуцировать лимфопроли
феративные заболевания. Вирусную ДНК и вирусные ядерные 
антигены находят в лимфоидных клетках, полученных с по
мощью трансформации in vitro, и в линиях клеток, полученных 
из биопсийных проб больных с лимфомой Беркита и раком носо
глотки. Природа ДНК EBV, присутствующей в клетках опухо
лей и трансформированных клетках, полностью не установлена.

Сероэпидемиологические данные убедительно свидетельству
ют о возможном участии EBV в возникновении лимфомы Берки-
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та, но все же не могут служить доказательством такого участия. 
Массовые обследования, проведенные в Уганде, показали, что 
большинство детей уже в раннем возрасте приобретает антите
ла к антигену вирусного капсида EBV [52]. У всех детей с лим- 
фомой Беркита по крайней мере за два года до появления кли
нических симптомов наблюдается более высокий титр антител : 
к антигену вирусного капсида, а у детей с высоким титром веро-\ 
ятность образования лимфомы Беркита в 30 раз выше, чем у де
тей с нормальным титром. Поскольку все дети этого региона 
заражены EBV, но не все они больны, был сделан вывод, что 
EBV, по-видимому, играет роль в этиологии лимфомы Берки
та, но в генезисе заболевания принимают участие и другие 
факторы. \

Было высказано предположение, что лимфома Беркита явля
ется конечным результатом многоступенчатого канцерогенеза, в 
котором принимают участие по крайней мере три фактора. Пер
вый из них— массовое заражение EBV детей на первом году 
жизни, которое приводит к широкому распространению инфици
рованных EBV В-лимфоцитов. Роль второго фактора, по-ви^имо- 
му, играет перманентная митогенная активность, обусловленная 
постоянным воздействием на организм антигенов малярии. 
Третьим фактором может быть обнаруженная в клетках лимфо
мы Беркита транслокация фрагмента хромосомы 8 в хромосому 
14, 2 или 22, каждая из которых кодирует гены иммуноглобули
на. В транслоцированном хромосомном сегменте расположен 
клеточный ген туе, гомолог онкогена туе ретровируса. Возмож
но, он активируется при перестройке генома или вследствие его 
расположения вблизи иммуноглобулиновых генов. Поскольку 
транслокация хромосомы 8 характерна для большинства В-кле- 
точных злокачественных заболеваний независимо от того, обус
ловлены ли они заражением EBV, можно думать, что не связан
ное с EBV перерождение В-клеток в злокачественные иницииру
ется другими канцерогенными агентами.

Рак носоглотки во многих отношениях похож на лимфому 
Беркита [51]. Во-первых, это заболевание характерно для огра
ниченного числа географических регионов. Во-вторых, в клетках 
всех этих опухолей обнаружено множество копий ДНК EBV, а у 
пациентов, страдающих раком носоглотки, наблюдается высокий ' 
титр антител к антигенам вирусного капсида EBV. В отличие 
от лимфомы Беркита раком носоглотки болеют не дети, а взрос
лые, и вирус накапливается не в В-лимфоцитах, а в эпителиаль
ных клетках. Обследования показали, что развитию рака носо
глотки предшествует повышение титра антител к антигену ви
русного капсида. Таким образом, как и в случае лимфомы Бер
кита, заражение EBV, по-видимому, участвует в развитии рака 
носоглотки, но лишь при наличии каких-то других факторов.
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Вирус болезни Марека

Болезнь Марека — это распространенное и приносящее боль
шой экономический ущерб лимфопролиферативное заболевание 
кур, которое проявляется в основном в образовании Т-клеточной 
лимфомы (более подробно см. об этом в работе [213]. Эту бо
лезнь вызывает вирус болезни Марека (MDV) — герпесвирус с 
длиной генома 150 kb. Он поражает Т-лимфоциты и, как прави
ло, остается связанным с клеткой. Предотвращение болезни Ма
река живой вакциной свидетельствует об участии MDV в этио
логии этого заболевания. Были получены стабильные клеточные 
линии трансформированных Т-лимфоцитов in vitro. И в опухо
лях, и в культуре на каждую клетку приходится от 20 до 130 эк
вивалентов вирусного генома. Тем не менее о механизме транс
формации клеток под действием MDV известно очень мало.

Герпесвирус Люкке

В 1934 г. Люкке [176] описал почечную аденокарциному, ко
торая часто встречается у американских леопардовых лягушек 
Ratia pipiens. В опухолевых клетках и в частично очищенных ви
русных препаратах, выделенных из этих клеток, были найдены 
типичные герпесвирусные частицы. Частично очищенные препа
раты вируса при введении их головастикам индуцировали опухо
ли [191]. В природе почечная аденокарцинома Люкке сущест
вует в двух температурозависимых состояниях: зимой в опухолях 
присутствуют вирусные частицы, а летом нет. Если лягушек с 
«летними», без вирусных частиц, опухолями содержать достаточ
но долго при температуре 4°С, то в опухолях начинают синтези
роваться вирусные частицы. Это означает, что репликация виру
са, по-видимому, чувствительна к температуре. В «безвирусных 
летних» опухолях лягушек осуществляется транскрипция вирус
ного генома. Таким образом, трансформированное состояние кле
ток поддерживается благодаря экспрессии вирусных генов [42]. 
К сожалению, пока не удается получать вирус в культивируемых 
клетках, поэтому и нет очищенного препарата вируса, с помощью 
которого можно было бы индуцировать опухоли и изучать транс
формирующие вирусные функции.

Герпесвирусы обезьян

От обезьян Нового Света — беличьей и паукообразной — бы
ли выделены два высокоонкогенных герпесвируса — Н. saimiri и 
Н. ateles [68]. Эти вирусы родственны друг другу, поскольку
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35% их геномов перекрестно гибридизуется. В отношении орга
низации геномов Я. saimiri и Я. ateles отличаются от других гер
песвирусов. В вирионах Я. saimiri обнаружено два типа молекул 
ДНК: а) инфекционные интактные молекулы М-ДНК с мол. мас
сой от 145К до 170К, состоящие на 70% из L-ДНК (GC-содержа- 
ние 36%), фланкированной двумя вариабельными фрагментами 
Н-ДНК (GC-содержание 71%), составляющими 30% всей ДН1^
б) дефектные молекулы Н-ДНК, состоящие из длинного тандема 
повторов. ДНК Я. ateles по своей структуре похожа на ДНК 
Я. saimiri.

Я. saimiri широко распространен среди беличьих обезьян 
(саймири). Его обнаруживают в мозге и других тканях боль
шинства здоровых животных. По-видимому, по отношению к сво
им природным хозяевам он не патогенен. Однако для некоторых 
других видов приматов он оказался чрезвычайно онкогенным. 
Например, у мармозеток злокачественные опухоли лимфатиче
ской системы развиваются меньше, чем через два месяца после 
введения Я. saimiri. Я. ateles в этом отношении сходен с Я. sai
miri. Он не патогенен по отношению к своему природному хозяи
ну— паукообразной обезьяне, но является потенциальным ин
дуктором опухолей у мармозеток и других обезьян Нового Све
та. Выделенная из Н. saimiri и Я. ateles ДНК также может ин
дуцировать лимфомы у мармозеток. Я. saimiri и Я . ateles инду
цируют злокачественные опухоли не только у обезьян, но и у кро
ликов. Данные о заражении ими людей отсутствуют.

При трансформации in vivo первичными мишенями для обо
их вирусов, по-видимому, служат Т-лимфоциты. Однако in vitro 
Я. saimiri трансформирует лимфоциты мармозеток, а Я. ateles 
по неизвестной причине нет. Из лимфом, индуцированных Я. sai
miri и Я. ateles, были получены опухолевые клеточные линии. 
В трансформированных клеточных линиях на клетку приходится 
от 4 до 300 копий вирусной ДНК, в основном в виде ковалентно 
замкнутых кольцевых молекул [69, 139]. Никаких данных, кото
рые указывали бы на интеграцию вирусной ДНК, нет. Было бы 
весьма интересно продолжить исследования этих высокоонкоген- 
ных-обезьяньих герпесвирусов.

Н. sylvilagus

Я. sylvilagus, по-видимому, ответствен за развитие лимфомы 
у диких кроликов Sylvilagus [120]. По клиническим симптомам 
это заболевание аналогично инфекционному мононуклеозу. У до
машних кроликов этот вирус не вызывает болезни, поэтому ин
формация о его онкогенных свойствах весьма ограниченна.
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HBV-подобные вирусы

Три из четырех HBV-подобных вирусов — HBV, WHV и 
DHBV, вероятно, вызывают первичный рак печени у своих хозя- 
гв (более подробно см. [172, 274]). Судя по эпидемиологическим 
данным, HBV играют роль в этиологии первичного гепатоцеллю- 
1 ярного рака у человека. Гепатоцеллюлярный рак — одно из са
мых распространенных злокачественных заболеваний в мире, хо
тя в США и в Европе оно встречается относительно редко. 
В Таиланде же это заболевание находится на втором месте среди 
всех причин смерти, и на его долю приходится 20% всех случаев 
раковых заболеваний. Во время массового профилактического 
обследования населения Таиланда были обследованы 22 707 ки
тайцев [9]. Обнаружилось, что у носителей HBV гепатоцеллю
лярный рак встречается гораздо чаще, чем у остальных жителей: 
вероятность заболеть им для носителей HBV оказалась выше 
в 223 раза. Эти данные показывают, что развитию гепатоцеллю
лярного рака предшествует заражение HBV и подтверждают ги
потезу, согласно которой HBV играет главную роль в этиологии 
этого заболевания.

Интегрированная ДНК HBV найдена в биопсийных пробах, 
взятых, из опухолей большинства больных гепатоцеллюлярный 
раком [22, 261]. Удивительно, что интегрированная вирусная 
ДНК обнаружена и в непораженных участках печени больных, а 
также в печени пациентов — носителей HBV, но не болеющих ге- 
патоцеллюлярным раком [23]. WHV вызывает гепатит и гепато- 
мы у североамериканских сурков [276]. В опухолях печени сур
ков также обнаружена ДНК WHV, встроенная в клеточный ге
ном [207]. Совокупность этих данных говорит о том, что интег
рация вирусной ДНК — это общее явление для WHV-подобных 
вирусов. Однако роль этой интеграции в онкогенезе пока не ясна 
(см. разд. «Молекулярная биология трансформации клеток»).

Молекулярная биология трансформации клеток 
опухолеродными ДНК-содержащими вирусами

На рис. 12.1, Л показано, какие молекулярные события проис
ходят в процессе трансформации клетки опухолеродным виру
сом, ДНК которого встраивается в клеточный геном и происхо
дит экспрессия специфических вирусных трансформирующих ге
нов, необходимых для поддержания клетки в трансформирован
ном состоянии. О наличии вирусной ДНК в трансформированной 
клетке судят по результатам молекулярной гибридизации, с по
мощью которой можно выявить менее одной копии вирусног-о ге
нома на клетку (рис. 12.1,Б). Этот общий механизм справедлив 
для хорошо изученных полномавирусов SV40 и Ру и для адено-
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ДНК трансформированной клетки
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Рис. 12.1. А.. Обобщенная схема молекулярных событий, происхо* 
дящих при трансформации клетки ДНК-содержащими опухолерод
ными вирусами —  членами семейств полиома- или аденовирусов. Ви
русная ДНК (вся или частично) встраивается в ДНК клетки- 
хозяйна. Далее происходит транскрипция вирусных генов, кодирующих транс
формирующую функцию; молекулы вирусной мРНК подвергаются процессингу 
и переносятся в цитоплазму. Здесь они транслируются, в результате чего обра
зуются два функциональных класса трансформирующих белков, или Т-анти- 
генов. Один класс белков сосредоточен в клеточном ядре; он осуществляет 
функцию иммортализации первичных клеток, что ведет к образованию клеточ
ных линий. Второй класс белков связан с плазматической мембраной или с 
цитоплазматическими мембранными структурами; эти белки ответственны за 
появление у клетки фенотипических признаков полной трансформации. Б. Об
наружение вирусных генов в трансформированных клетках. ДНК экстрагиру
ют из трансформированных клеток фенолом после предварительной обработки 
«смесью протеазы и РНКазы. Затем ДНК анализируют с  помощью молекуляр
ной гибридизации, используя в качестве зонда клонированную вирусную ДНК, 
меченную in vitro [32Р]-дезоксирибонуклеотидтрифосфатами. Положительная ги
бридизация, о  наличии которой можно судить по образованию радиоактивных 
гибридных молекул ДНК, показывает, что в трансформированной клетке со
хранены последовательности вирусной ДНК.

вирусов человека групп As В и С. В случае папилломавирусов 
функцию сохранения у клетки фенотипических признаков транс
формации обеспечивает уже не интегрированный вирусный ге
ном, а сверхспиральная молекула вирусной ДНК, которая реп
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лицируется в виде эписомы. Хотя прямые доказательства того, 
что папилломавирусы кодируют некий трансформирующий бе
лок, выполняющий функцию поддержания трансформации, пока 
отсутствуют, тем не менее, по-видимому, это именно так. . В на

стоящее, время неясно, как происходит трансформация в случае 
дарДжен.ВД, клеток герпесвирусами, т. е. неизвестно, интегриру
ются ли специфические вирусные гены и осуществляется ли 
экспрессия каких-то. .трансформирующих белков, отвечающих за 
регуляцию роста. Неизвестен также механизм индукции опухо
лей HBV-подобными вирусами. Интегрированная вирусная ДНК 
всегда присутствует в опухолях печени человека и сурков, но 
данных о наличии в ней гена, ответственного за функцию транс
формации, нет.

В обобщенной схеме, приведенной на рис. 12.1,Л, показано, 
что вирусная ДНК встраивается в хромосомную ДНК трансфор
мированной клетки. При этом по современным представлениям 
ни в вирусном, ни в клеточном геномах нет каких-то специфиче
ских сайтов интеграции. Интактными должны быть только те 
части вирусного генома, которые кодируют трансформирующие 
гены. Именно они должны экспрессироваться в трансформиро
ванной клетке. Вирусные трансформирующие гены транскриби
руются клеточной РНК-полимеразой II, после чего происходит 
процессинг и перенос транскриптов к клеточным полисомам. Там 
они транслируются с образованием кодируемых вирусом транс
формирующих белков (опухолевые антигены, или Т-антигены). 
В настоящее время обнаружено два класса Т-антигенов (или 
белковых доменов Т-антигенов) с разными биологическими 
функциями и разной внутриклеточной локализацией. Один класс 
антигенов локализован в клеточном ядре. Он выполняет функ
цию иммортализации первичных клеток, которые в результате 
приобретают способность к неограниченному росту. Второй класс 
антигенов связывается с плазматической мембраной или ' со 
структурами мембран цитоплазмы. Он ответствен за появление 
у клеток свойств, характерных для трансформированного состоя
ния.

Идентификацию и картирование трансформирующих генов 
опухолеродных ДНК-вирусов проводили: а) с помощью анализа 
последовательностей вирусных ДНК, присутствующих в транс
формированных и опухолевых линиях клеток; б) путем транс- 

. формации клетки посредством переноса генов с помощью специ
фических рестриктов вирусной ДНК; в) на основании анализа 
вирусных мутантов, дефектных по своим трансформационным 
свойствам. Трансформирующие гены SV40 и Ру расположены в 
ранней области вирусного генома: у BPV-1 — в сегменте, состав
ляющем 69% длины всего генома, у аденовирусов групп А, В и 
С  — в ранней области 1, расположенной в левом участке, состав
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ляющем 11% длины генома, у герпесвирусов — в одном (HSV-I 
и EHV-1) или в двух (HSV-2 и HCMV) участках вирусной ДНК.

Работы по изучению организации и экспрессии трансформи
рующих областей полиома- и аденовирусов показали, что эти ви
русы содержат перекрывающиеся гены, которые кодируют семей
ства частично родственных друг другу Т-антигенов. Таким обра
зом, интерпретация экспериментов по переносу генов ДНК-фраг- 
ментами осложняется тем, что в них всегда присутствует не один," 
а несколько генов, кодирующих Т-антигены. Недавно для иссле
дований процесса трансформации клетки и онкогенности были 
сконструированы плазмиды, содержащие только монофункцио
нальные гены вирусных Т-антигенов. Их применение позволяет 
прояснить функции отдельных вирусных Т-антигенов и их доме
нов. Кроме того, эти иследования проливают свет на изменения 
ростовых свойств, которые наблюдаются во время многоступен
чатого процесса перехода первичных клеток сначала в имморта- 
лизованные, а затем в полностью трансформированные. Далее 
мы рассмотрим современные представления о молекулярной бйр- 
логии трансформации клеток различными ДНК-содержащими 
опухолеродными вирусами.

Полиомавирусы

Организация и экспрессия трансформирующих генов 
у SV40 и у вируса полиомы

Геномы SV40 и Ру хорошо охарактеризованы. Они представ
ляют собой ковалентно замкнутые кольцевые молекулы ДНК, 
нуклеотидная последовательность которых полностью установле
на [285]. На рис. 12.2 приведены физические карты геномов 
SV40 и Ру, на которых показано расположение последовательно
стей, кодирующих вирусные белки. Вирусный геном подразделя
ют на 100 единиц, нумеруя их по часовой стрелке и произвольно 
выбирая за начало отсчета сайт рестрикции эндонуклеазой 
■EcoRI. Ori — это сайт инициации двунаправленной репликации 
ДНК- Ранняя область соответствует половине вирусного генома, 
транскрибируемой в направлении против часовой стрелки у 
SV40 и по часовой — у Ру. При продуктивной вирусной инфек
ции пермиссивных клеток ранние вирусные гены экспрессируют
ся до начала репликации вирусной ДНК; эти ранние гены детер
минируют трансформирующие функции вируса. После начала 
репликации транскрибируются поздние вирусные гены, при этом 
направление транскрипции меняется на противоположное. Позд
ние вирусные гены кодируют три вирусных капсидных белка — 
VP1, VP2 и VP3, которые в трансформации клетки не участвуют.

При инфекции непермиссивных или полулермиссивных клеток
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>ис. 12.2. Генетические карты, на которых указаны области, кодирующие Т- 
нтигены SV40 и Ру, и вирусные структурные белки (VP). Вирусный геном 
1азбит на 100 частей (единиц карты), пронумерованных против часовой стрел- 
и; за начало отсчета принят уникальный .EcoRI-сайт рестрикции. Ori — точка, 
которой начинается двунаправленная репликация ДНК. Ранняя область, ко- 

[ирующая T-антигены, находится в той части вирусного генома, которая транс- 
:рибируется у SV40 в направлении -против часовой стрелки от ori, а у Ру — 
[О часовой стрелке. Области, кодирующие Т-антигены, показаны черными 
:т,релками; пунктиром выделены янтроны. Матрицами большого и малого Т-а,н- 
'игенов SV40 служат две разные молекулы мРНК, происходящие от общей 
юлекулы РНК-предшественницы. Оба Т-антигена SV40 до сайта сплайсинга 
ранслируются с рамкой считывания 1. После сайта сплайсинга трансляция 
Зольшого Т-антигена продолжается с рамкой считывания 2. Матрицами боль- 
пого, среднего н малого Т-антигенов Ру служат три по-разному сплайсиро- 
занные молекулы мРНК. До сайта сплайсинга все три Т-антнгена транслиру
ется с рамкой считывания 1. После сайта сплайсинга средний Т-антиген 
транслируется с рамкой считывания 2, а большой Т-антиген — с рамкой 
:читывания 3.

экспрессируется ранняя область вирусного генома, несущая 
трансформирующие гены. В хозяйских клетках индуцируется 
:интез клеточной ДНК, может осуществиться несколько актов 
целения и временно проявиться свойства, характерные для 
трансформированного фенотипа. Это явление называют абортив
ной трансформацией', оно носит преходящий характер, поскольку 
большинство клеток теряет вирусную ДНК и возвращается к 
нормальному фенотипу. Однако незначительная часть клеток 
стабильно интегрирует и непрерывно экспрессирует вирусные 
ранние гены, т. е. эти клетки остаются стабильно трансформиро
ванными.

Ранняя область SV40 и Ру кодирует вирусные Т-антигены. 
Т-антигены — это по определению белки, синтезируемые инфици
рованными и трансформированными клетками, реагирующие с 
сывороткой животного, у которого данным вирусом индуцирова
на опухоль. Несмотря на чрезвычайное сходство в организации 
вирусных геномов SV40 и Ру, эти вирусы заметно различаются 
по устройству ранних генов и по числу кодируемых каждым ви



368 Глава 12

русом Т-антигенов (см. рис. 12.2). SV40 кодирует два Т-антиге
на: большой, с мол. массой 94К, и малый, с мол. массой 17К. 
Ру кодирует три Т-антигена: большой, средний и малый, мол. 
массы которых равны 100К, 55К и 22К соответственно. Т-антиге
ны SV40 и Ру транслируются с индивидуальных мРНК- Эти 
мРНК происходят от одного первичного транскрипта, сплайсинг 
которого может осуществляться двумя или тремя альтернатив
ными способами.

Большой и малый Т-антигены SV40 имеют общий N-концевой 
участок (рис. 12.2), а С-концевая область малого Т-антигена 
SV40 кодирована в интроне, который во время сплайсинга 
мРНК, кодирующей большой Т-антиген, отщепляется. Аналогич
ным образом одинакова N-концевая последовательность и у 
большого, малого и среднего Т-антигенов. Но малый и средний 
Т-антигены Ру, кроме того, содержат участки, отсутствующие у 
большого Т-антигена, поскольку они детерминируются интроном, 
который у мРНК, кодирующей большой Т-антиген, отщепляется 
при сплайсинге. С-концевую часть молекулы среднего Т-антиге
на Ру кодирует уникальный участок, расположенный дистал^но 
от места выщепления интрона; этот участок транслируется с дру
гой рамкой считывания, чем в случае большого Т-антигена 
(рис. 12.2). Геном SV40 имеет эквивалентный участок с открытой 
рамкой считывания в 3'-концевой ранней области [183], но пока 
не удалось идентифицировать ни одного белка SV40, который ко
дировался бы этой областью.

Свойства и функции большого и малого Т-антигенов SV40

Исследования температурочувствительных (^s) мутантов 
SV40, несущих мутации в области, кодирующей большой Т-анти
ген, и мутантов с делециями в области, кодирующей малый Т-ан
тиген, привели к следующим выводам: а) большой Т-антиген ну
жен для инициации клеточной трансформации; б) для поддержа
ния у клетки трансформированного фенотипа необходима непре
рывная экспрессия большого Т-антигена; в) малый Т-антиген 
для трансформации не нужен, но в определенных условиях он, 
вероятно, играет роль усилителя. Большой Т-антиген SV40 со
стоит по крайней мере из двух функциональных доменов. Транс
фекцией рекомбинатными плазмидами, кодирующими лишь 
N-концевую часть большого Т-антигена SV40, удается достичь 
иммортализации культур фибробластов крысиных эмбрионов и 
их неограниченного деления [38, 40]. Иммортализованные кле
точные линии по своим фенотипическим признакам варьируют от 
нормальных до трансформированных; это обусловлено в основ
ном различиями во вкладе продуктов клеточных генов в фено-
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тип клетки. Малый Т-антиген SV40 в иммортализации не уча
ствует [40].

Большой Т-антиген SV40 — это замечательный полифункцио- 
нальный белок (более подробно см., например, в работе [235]). 
Его биохимические свойства достаточно хорошо изучены благо
даря тому, что сейчас удается получать в заметном количестве 
очищенные препараты этого белка и родственных ему гибридных 
белков [110, 284]. В табл. 12.6 перечислены функции, приписы
ваемые этому белку. Домены большого Т-антигена, которые от
вечают за некоторые из этих функций, картированы. Чрезвычай
но полезными для работ по картированию оказались эксперимен
ты по переносу генов плазмидами, содержащими ДНК SV40 со 
специфическими делециями [222, 268].

Таблица 12.6. Молекулярные функции большого Т-антигена SV40

Функция

Область гена Т-анти
гена, ответственная 
за данную функцию 
(по номерам нуклео

тидов)

Специфическое связывание с вирусной ДНК 4600—4000
Инициация репликации вирусной ДНК 4600—4000 (?)
Ауторегуляция ранней вирусной транскрипции 4600—4000 (?)
Индукция поздней вирусной транскрипции Неизвестна
АТРазная активность »

Протеинкиназная активность (?) »

Связывание с клеточной ДНК 4100—3800
Инициация репликации клеточной ДНК ?

Связывание с белком р53 Неизвестна
Активация транскрипции рДНК 3800—3500
Индукция синтеза клеточных ферментов Неизвестна
Активация транскрипции

клеточных генов
РНК-полимеразой II

Трансформация клеток вирусом SV40 — это сложный про
цесс, включающий множественные перестройки различных обла
стей клетки. Пока не удается связать специфические биохимиче
ские свойства большого Т-антигена SV40 с определенными био
логическими характеристиками трансформированной клетки. 
Для объяснения механизма действия вирусных трансформирую
щих белков предложено две гипотезы (более подробно см. в ра
боте [184]). Одна из них состоит в том, что трансформирующие 
белки «работают» на плазматической мембране, модифицируя 
специфические функции, существенные для роста клеток. Соглас
но второй гипотезе, трансформирующие белки функционируют в 
ядре и осуществляют регуляцию репликации ДНК и экспрессии 
генов. Известные свойства большого Т-антигена SV40 совмести-
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:мы с обеими гипотезами. Основная часть молекул большого 
'T-антигена находится в ядре трансформированной клетки, где они 
связаны с нуклеоплазмой, хроматином и ядерным матриксом 
[271]. Функционирование в ядре согласуется а) с изменениями 
синтеза макромолекул, наблюдаемыми в клетках, трансформиро
ванных SV40, в частности со стимуляцией репликации клеточной 
.ДНК [283]; б) с повышением синтеза рибосомной РНК [127];
в) с индукцией синтеза клеточных ферментов [223]; г) с актива-\ 
цией транскрипции специфических клеточных генов [257, 258]; 
л) со специфическим связыванием с клеточным белком р53, на
ходящимся в ядре.

р53 — это связанный с трансформацией клеточный белок. 
Впервые он был обнаружен в составе прочного комплекса с 
большим Т-антигеном SV40 в трансформированных мышиных 
клетках [163]. Аналогичный комплекс образуется между ка
ким-то иммунологически неотличимым от р53 белком и большим 
Т-антигеном Е1В Ad [250]. Последние работы подтверждают 
участие белка р53 в регуляции клеточного роста [190].

«Мембранное» функционирование большого Т-антигена SV40 
в процессе трансформации подтверждается тем, что минорная 
■фракция (модифицированная форма) большого Т-антигена лока
лизуется в плазматической мембране клеток, трансформирован
ных SV40. По-видимому, С-концевой домен большого Т-антигена 
:SV40 погружен в мембрану, а N-концевой располагается на по
верхности клетки [50]. Вероятно, именно присутствием большо
го Т-антигена SV40 на клеточной поверхности и объясняется 
усиленный перенос питательных веществ через мембрану, кото
рый наблюдается у клеток, трансформированных SV40. Возмож
но, с этим связана и способность трансформированных клеток 
расти в обедненной сывороткой среде. Интересно также, что 
большой Т-антиген SV40 прочно связан с клеточным белком р53 
как на поверхности, так и внутри трансформированных клеток 
[248]. Может быть, взаимодействие большого Т-антигена с р53 
на поверхности клетки играет решающую роль в поддержании 
клеток в трансформированном состоянии. К сожалению, пока не
возможно отличить изменение биологических и биохимических 
свойств, индуцируемых большим Т-антигеном SV40 и существен
ных для процесса трансформации, от изменений, представляю
щих собой последствия того, что клетка трансформирована.

Свойства и функции большого, среднего 
и малого Т-антигенов полиомавирусов

Роль трех Т-антигенов вируса Ру в трансформации клеток до
вольно сложна (см., например, прекрасную работу [266]). По 
некоторым данным особенно важную роль играет средний Т-ан-
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тиген. С его помощью можно трансформировать иммортализо- 
ванные линии клеток, однако для трансформации первичных, 
эмбриональных клеток в культуре его недостаточно. Начальная? 
стадия трансформации первичных клеток, которую называют 
«иммортализацией», требует присутствия N-концевого домена? 
большого Т-антигена. И наконец, чтобы согласовать действия.1 
среднего и большого Т-антигенов в процессе трансформации, ну
жен малый Т-антиген. Изложим теперь экспериментальные дан
ные, на которых основаны эти утверждения.

Клетки, трансформированные вирусом полиомы, всегда со
держат средний и малый Т-антигены, но редко — весь болыиош 
Т-антиген [132]. Связано это с тем, что интегрированная вирус
ная ДНК часто оказывается оборванной на конце, кодирующем- 
С-концевой домен большого Т-антигена, поэтому синтезируется 
укороченный антиген. Изучение роли индивидуальных Т-антиге
нов Ру в процессе трансформации клетки с помощью ДНК-фраг- 
ментов осложняется тем, что последовательности, кодирующие- 
три Т-антигена, перекрываются. Чтобы разграничить функции 
Т-антигенов, были сконструированы рекомбинантные плазмиды,, 
содержащие модифицированные ранние области Ру, которые ко
дировали монофункциональные Т-антигены. В плазмиде, детер
минирующей средний Т-антиген и не детерминирующей большой 
и малый, были удалены последовательности интрона среднего 
Т-антигена; при этом были удалены акцепторы сплайсинга» 
мРНК большого и малого Т-антигенов. Поскольку для синтеза 
мРНК среднего Т-антигена сплайсинг не обязателен, этот синтез- 
протекал нормально [288]. Трансфекция иммортализованной ли
нии крысиных клеток плазмидой, кодирующей лишь средний 
Т-антиген, привела к образованию трансформированных клеточ
ных линий, которые формировали колонии в полужидкой среде- 
и индуцировали опухоли у крыс, т. е. обладали двумя основными 
признаками, характерными для трансформированного состояния’ 
[227, 288]. Эти работы показали, что главные трансформирую
щие функции Ру обеспечивает средний Т-антиген, т. е. он ответ
ствен именно за такие изменения в клеточных механизмах регу
ляции, которые чаще других встречаются у полностью трансфор
мированной клетки. Однако трансформированные клетки, полу
ченные путем трансфекции плазмидой, кодирующей средний: 
Т-антиген, отличаются от клеток, трансформированных плазми
дой, кодирующей все три Т-антигена. Первые не способны расти* 
в среде с малым количеством сыворотки (0,5%), хотя в среде,, 
содержащей 10% сыворотки, они растут хорошо. Таким образом,, 
в обедненной сывороткой среде преимущественно из-за ограни
ченного количества специфических факторов роста трансформи
рованные средним Т-антигеном клетки становятся по своим свой
ствам похожи на нетрансформированные [227]. Способность со
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хранить трансформированное состояние в обедненной сывороточ
ными факторами роста среде эти клетки приобретали при после
дующей трансфекции плазмидой, кодирующей интактный боль
шой Т-антиген или 40% N-концевых остатков большого Т-анти
гена. Трансфекция плазмидой, кодирующей малый Т-антиген Ру, 
не устраняла зависимости от содержания сыворотки в среде. Та
ким образом, экспрессия N-концевой части большого Т-антигена 
может дополнять трансформирующую функцию среднего Т-ант^- 
гена; это свидетельствует о том, что при низком содержании сы
воротки в среде большой Т-антиген играет какую-то роль в под
держании клеток в трансформированном состоянии.

В экспериментах, направленных на дальнейшее исследование 
■функций индивидуальных Т-антигенов Ру, первичные фиброблас- 
ты мышиных и крысиных эмбрионов трансфицировали плазмида
ми, несущими разделенные гены большого, среднего и малого 
Т-антигенов. Плазмида, содержащая всю раннюю кодирующую 
область Ру, трансформировала первичные клетки, а плазмида ч 
кодирующая только средний Т-антиген, — нет [227]. Самое ин
тересное, что трансфекция первичных клеток грызунов плазми
дой, несущей лишь ген большого Т-антигена, приводила к обра
зованию плоских колоний в разреженных культурах с той же ча
стотой, что и трансформация клеток инфекционным вирусом 
[228]. Клеточные линии, полученные в результате трансфекции 
плазмидой, которая содержала ген большого Т-антигена, имели 
•нормальный фенотип, т. е. характеризовались низкой плотностью 
•насыщения на пластиковой подложке и не были способны к раз
множению в полужидкой среде (без возможности прикрепления 
к подложке). Однако те же линии могли расти при более низкой 
концентрации сыворотки в среде, чем спонтанные клеточные ли
нии грызунов. Способность большого Т-антигена к иммортализа
ции клеток сохраняется и у одного N-концевого домена, что сле
дует из экспериментов по трансфекции плазмидой, кодирующей 
только левые 40% большого Т-антигена Ру. О перманентной по
требности в функционировании большого Т-антигена для под
держания иммортализованного состояния свидетельствуют ре
зультаты экспериментов с ^s-мутантами, кодирующими термо
лабильный большой Т-антиген [228].

Клеточные линии, полученные после трансфекции первичных 
клеток грызунов фрагментами ДНК Ру, кодирующими большой 
Т-антиген, удавалось трансформировать плазмидой, кодирующей 
средний Т-антиген. Эти трансформанты делились до такой же 
высокой плотности насыщения и проявляли столь же высокую 
эффективность образования клонов в полужидком агаре, что и 
клетки, трансформированные вирусом дикого, типа. Любопытно, 
однако, что одновременная трансфекция плазмидами, несущими 
гены большого и среднего Т-антигенов, не приводила к трансфор



мации первичных клеток: нужна была трансфекция еще и те
лом малого Т-антигена [228]. Функция, с помощью которой ма
лый Т-антиген осуществляет согласование трансформации пер
вичных клеток большим и средним Т-антигенами, неизвестна.

Работы по изучению онкогенности плазмид, кодирующих ин
дивидуальные Т-антигены Ру, показали, что один средний Т-ан- 
тиген не может индуцировать опухоли у новорожденных крысят 
[7]. Удивительно, что введение рекомбинантной плазмиды, со
держащей функциональный средний Т-антиген, вместе с другой 
•плазмидой, содержащей гены либо большого Т-антигена, либо 
малого, приводит к развитию у них опухолей. Объяснить эту ка
жущуюся эквивалентность малого и большого Т-антигенов в про
цессе индукции опухолей пока не удается.

Описанные выше исследования предполагают, что в процессе 
перерождения первичной клетки в полностью трансформирован
ную происходит множество последовательных изменений в регу
ляции клеточного роста. Некоторые из них могут индуцировать
ся экспрессией индивидуальных Т-антигенов, тогда как другие в 
культивируемых клетках происходят спонтанно. Например, экс
прессия большого Т-антигена может привести к иммортализации 
клеток (т. е. к их неограниченному делению) и к появлению у 
них способности расти в обедненной сывороткой среде, что не
возможно в случае нетрансформированных клеток или клеток, 
трансформированных средним Т-антигеном Ру. Если длительное 
время поддерживать первичные клетки in vitro, могут спонтанно 
образоваться иммортализованные клеточные линии; следова
тельно, функция иммортализации, которую выполняет большой 
Т-антиген, может возникнуть случайно, чего нельзя сказать о 
функции «независимости от высокого содержания сыворотки». 
Средний Т-антиген индуцирует полностью трансформированный 
фенотип, но только у иммортализованных (случайно или с по
мощью большого Т-антигена) клеток. Как мы уже говорили, 
функция, которую выполняет малый Т-антиген при согласован
ной трансформации клетки всеми тремя Т-антигенами, неясна, 
однако ее вполне заменяет какое-то изменение в клетке, которое 
происходит после ее иммортализации бол'ьшим Т-антигеном. 
Способность как малого, так и большого Т-антигенов дополнять 
средний Т-антиген при индукции опухолей показывает, что функ
ции Т-антигенов в процессе трансформации клетки не эквива
лентны тем функциям, которые они выполняют при индукции 
опухоли.

Биохимические функции среднего Т-антигенэ полиомавируса

Работы по изучению механизма действия Т-антигенов Ру при 
индукции трансформации клетки только начинаются. Как и в
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случае SV40, при трансформации клетки Ру изменяются многие 
ее биологические и биохимические свойства. Из-за плейотроп- 
ной активности Т-антигенов несомненно происходит также мно
жество вторичных событий. Изучение механизма действия Т-ан- 
тигенов сдерживается отсутствием чистых препаратов Т-анти- i 
генов Ру. Выделение и очистка Т-антигенов Ру затруднены тем, I 
что в инфицированных и трансформированных клетках эти бел- I 
ки представлены в незначительном количестве и довольно часто 
связаны с нерастворимыми клеточными структурами. Роль сред
него Т-антигена Ру в трансформации клетки можно объяснить 
двумя его свойствами, о которых говорилось выше, — локали
зацией в мембранных структурах и сопутствующей протеинки- 
назной активностью.

Согласно имеющимся данным, средний Т-антиген Ру распре
делен по разным областям клетки. При биохимическом фрак
ционировании его обнаруживают как в плазматической мембра
не, так и в ядерной фракции [259]. Иммунофлуоресцентная мик
роскопия свидетельствует о локализации среднего Т-антигена в 
ядерной мембране, а иммуноэлектронная микроскопия — о его 
связи главным образом с мембранными структурами цитоплаз
мы [109]. Тем не менее считается, что функциональный средний 
Т-антиген локализован в плазматической мембране. Это очень 
важно, поскольку по современным представлениям плазматиче
ской мембране принадлежит главная роль в регуляции клеточ
ного роста; кроме того, это интересно из-за аналогии с транс
формирующим белком p60src вируса саркомы Рауса, который 
также находится на внутренней поверхности плазматической 
мембраны (более подробно см. в работе [13]).

Средний Т-антиген содержит около 30% гидрофобных амино
кислот, что согласуется с его локализацией в мембране. Однако 
N-концевая аминокислотная последовательность среднего Т-ан- 
тигена отличается от N-концевой сигнальной последовательно
сти тех белков, которые ориентированы к наружной поверхности 
плазматической мембраны [266]. На С-конце среднего Т-антиге
на располагается участок из 20 гидрофобных остатков, сходный 
с трансмембранными участками белков, «заякоривающими» их 
в плазматической мембране. Исследования делеционных [205] и 
точечных [29] мутантов подтверждают представление о том, что> 
для трансформации клетки, индуцируемой средним Т-антигеном* 
С-концевая гидрофобная область существенна и что эта С-кон- 
цевая область связывается с плазматической мембраной [29].

Со средним Т-антигеном Ру связывают протеинкиназную ак
тивность, ответственную за уникальную реакцию фосфорилиро- 
вания гидроксильной группы тирозиновых остатков в белках 
[61]. Сопутствующая среднему Т-антигену протеинкиназа — это*



1 ервый случай фермента данного типа, специфичного по отно- 
лению к тирозину. Позже было установлено, что тирозинспеци- 
фичной протеинкиназной активностью обладают и некоторые 
белки, кодируемые онкогенами ретровирусов, а также эпидер
мальный фактор роста (более подробно см. в работе [13]). На
пример, получены убедительные данные о том, что кодируемый 
вирусом саркомы Рауса белок pp60src обладает протеинкиназной 
активностью, которая играет ключевую роль в процессе транс
формации [13]. Однако доказать, что протеинкиназная актив
ность, связанная со средним Т-антигеном, кодируется вирусом 
и что эта протеинкиназа принимает участие в трансформации 
клетки, не удалось (более подробно см. в работе [266]). В част
ности, обнаружилось, что клетки, трансформированные онкоген- 
ным ретровирусом, кодирующим протеинкиназы, характеризуют
ся повышенным уровнем фосфотирозина, а клетки, трансформи
рованные Ру, — нет.

В работе [259] сообщалось, что часть молекул среднего Т-ан
тигена Ру в трансформированных клетках фосфорилирована. 
Большинство этих молекул локализовано во фракции плазмати
ческих мембран; у них фосфорилированы в основном остатки 
треонина и в меньшей степени остатки серина и тирозина. Боль
шая же часть протеинкиназной активности (80—90%), которая 
приводит к специфическому фосфорилированию тирозиновых 
остатков среднего Т-антигена, обнаруживается в плазматиче
ской мембране. Из этих данных следует, что по тирозиновым 
■остаткам фосфорилируется только та часть среднего Т-антигена, 
которая локализована в плазматической мембране, или что те 
формы среднего Т-антигена, которые фосфорилированы по ти
розиновым остаткам, мигрируют к плазматической мембране. 
Высказывалось также предположение, что фосфорилирование 
среднего Т-антигена по треониновым и сериновым остаткам осу
ществляется при участии клеточной протеинкиназы и это в свою 
очередь активирует связанную со средним Т-антигеном протеин- 
киназную активность.

Недавно появилось сообщение о том, что часть молекул 
среднего Т-антигена образует стабильный комплекс с pp60c-src— 
клеточным гомологом протеинкиназы pp60src вируса саркомы 
Рауса [44]. Комплекс был выделен с помощью иммунопреципи
тации антителами, специфичными к среднему Т-антигену или 
ррбО. Этот результат свидетельствует о том, что связанная со 
средним Т-антигеном протеинкиназная активность присуща 
pp60c_src, а не собственно среднему Т-антигену. Это также ука
зывает на участие в процессе трансформации клетки некой 
функции, по-видимому, общей у онкогенных ретро- и полиома- 
вирусов.
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Судя по результатам биохимического фракционирования, им- 
мунофлуоресцентной микроскопии и иммуноэлектронной микро
скопии [109], большой Т-антиген присутствует в определенных 
областях нуклеоплазмы. Некоторое количество молекул боль
шого Т-антигена Ру обнаружено также во фракции плазматиче
ских мембран, но смысл этого результата пока неясен [259].

Сравнение с большим Т-антигеном SV40 показывает, что 
большой Т-антиген Ру выполняет существенно меньше функций. 
Он связывается с точкой начала репликации вирусной ДНК 
[81] и обладает АТРазной активностью [80]. Как и в случае 
SV40, большой Т-антиген Ру, вероятно, инициирует репликацию 
вирусной ДНК и регулирует транскрипцию вирусного генома. 
Очевидно, большой Т-антиген Ру также индуцирует цикл репли
кации клеточной ДНК [254].

Биохимические функции малого Т-антигена полиомавируса

Малый Т-антиген Ру нужен при одновременной трансформа
ции первичных клеток грызунов средним и большим Т-антиге
нами и при индукции опухоли средним Т-антигеном. Никаких 
сведений о его биохимических свойствах пока нет.

Биохимические функции большого Т-антигена полиомавирусз

Папилломавирусы

Папилломавирусы представляют собой интереснейшие мо
дельные системы для изучения молекулярной биологии индуци
руемого вирусами онкогенеза, поскольку и в естественных усло
виях для них характерна экспрессия онкогенов и наблюдается 
тесная взаимосвязь между экспрессией вирусного генома и со
стоянием дифференцировки хозяйской клетки (более подробно 
см. в работе [47]). Изучение молекулярно-биологических основ 
трансформации клетки папилломавирусами сдерживается из-за 
отсутствия систем культур пермиссивных клеток, в которых 
можно было бы осуществлять репликацию вируса и изучать экс
прессию вирусных генов. Недавние работы по анализу последо
вательности ДНК клонированных геномов BPV-1, HPV-1 и 
HPV-6 предоставили в наше распоряжение уникальные сведения 
о молекулярной организации и экспрессии генов папилломавиру
сов. Кроме того, исследование процесса транскрипции позволи
ло идентифицировать специфические вирусные РНК в опухолях, 
индуцированных папилломавирусами, и в трансформированных 
клетках, в которых происходит частичная экспрессия вирусного 
генома, а кроме того, на дифференцированной периферии инду
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цированных вирусом бородавок, где происходит размножение 
вируса и где, очевидно, экспрессируется весь вирусный геном. 
Ранние вирусные белки в трансформированных клетках или в 
опухолях пока не идентифицированы; неясна и природа продук
тов вирусных генов, предположительно вовлеченных в транс
формацию клетки.

Репликация ДНК папилломавирусов в опухолях 
и трансформированных клетках

Физическое состояние вирусного генома в папилломах и кар
циномах, индуцированных у кроликов папилломавирусом кроли
ков Sylvilagus (CRPV), в природных саркоидных опухолях ло
шадей, где содержатся геномы BPV, и в опухолях человека, со
держащих HPV, изучали методом блот-гибридизации ДНК- 
Практически во всех случаях вирусный геном был представлен 
в форме единичных неинтегрированных замкнутых кольцевых 
молекул ДНК, которые в большинстве обследованных опухолей 
реплицировались в виде эписом; интегрированную форму вирус
ной ДНК удалось обнаружить лишь в нескольких случаях [297]. 
В саркоидных опухолях лошадей содержалось до 50 копий эпи- 
сомных молекул ДНК единичной длины на клетку [6, 158, 159]. 
Аналогичное количество — от 40 до 50 копий эписомной ДНК 
CRPV — содержалось в перевиваемых карциномах VX2 и VX7 
[66]. В карциномах домашних кроликов были обнаружены боль
шие мультимерные эписомные молекулы ДНК CRPV [297]. 
В опухолях человека геном HPV, как правило, присутствует в 
виде кольцевой эписомной ДНК геномного размера, однако в не- 
жольких случаях были также обнаружены субгеномные фраг
менты вирусной ДНК [60, 88, 104, 209, 211, 306].

Индуцируемая BPV-1 очаговая трансформация мышиных 
клеток в культуре — единственная модельная система, пригод
ная для изучения трансформации с помощью папилломавирусов. 
Трансформированные клетки способны расти без прикрепления к 
годложке и могут вызывать опухоли у мышей nud. Используя 
нетод подсчета очагов трансформации, удалось локализовать 
'ен, определяющий способность BPV-1 индуцировать трансфор
мацию, в В ат  Hl/Hind I I I-рестрикте длиной 5,4 kb, представляю
щем собой 69% вирусного генома, длина которого составляет 
7,9 kb [173] (рис. 12.3). Клетки, трансформированные интактны- 
«и молекулами вирусной ДНК или- этим фрагментом, содержат 
множество копий эписомной вирусной ДНК и не содержат инте* 
рированных последовательностей вирусной ДНК [168]. Клетки, 
трансформированные интактной ДНК BPV-1, экспрессируют 
вирусные РНК, закодированные исключительно в вирусном 
фрагменте длиной 5,4 kb (см. далее).
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Рис. 12.3. Генетическая карта, на которой показаны области генома BPV-1, 
транслируемые с открытыми рамками считывания и кодирующие предпо
лагаемые (исходя из нуклеотидной последовательности ДНК) ранние белки 
E l— Е8 и предполагаемые поздние L1 и L2 [33]. Ранние белки локализованы в 
сегменте генома, составляющем 69% его длины, который обладает способно
стью трансформировать мышиные клетки in vitro [173]. Вирусный геном разбит 
на 100 частей (единиц карты), пронумерованных по часовой стрелке, начиная 
с уникального сайта расщепления рестриктазой Hpal. Основные открытые рам
ки считывания, кодирующие предполагаемые белки BPV-1, располагаются в 
одной и той же цепи ДНК и читаются со всеми тремя трансляционными рамка
ми считывания.

Были сконструированы мутантные ДНК BPV-1, содержащие 
делеции, и исследована их способность к трансформации куль
тивируемых мышиных клеток. Оказалось, что для трансформа
ции клетки требуется присутствие двух участков вирусной ДНК 
[197]. Первый участок расположен в некодирующей области 
вблизи 5'-конца трансформирующего фрагмента (рис. 12.3; еди
ницы карты 85—95) и, очевидно, является регуляторной после
довательностью, о чем свидетельствует следующий результат: 
длинный концевой повтор (LTR) вируса мышиной саркомы Хар
ви, который содержит последовательности, ответственные за уси
ление, стимуляцию и инициацию транскрипции, функционально 
заменим 5'-концевым участком трансформирующего фрагмента 
ДНК BPV. Второй участок расположен в З'-концевой области 
трансформирующего фрагмента (рис. 12.3; единицы карты 
23—55) и, очевидно, кодирует трансформирующий белок (бел
ки) BPV-1. Интересно, что последовательность длиной 59 Ьр„
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расположенная на удаленном конце раннего транскрипционного 
элемента BPV-1 (рис. 12.3; единица карты 55), выполняет функ
цию активатора экспрессии генов и необходима для трансфор
мации клетки BPV-1 [177].

Делеция участков вирусной ДНК, расположенных между 
двумя важными для трансформации сегментами, лишает ДНК 
BPV-1 способности к репликации в виде эписомы. Однако геном 
с такими делециями сохраняет способность трансформировать 
клетки [197]. Таким образом, последовательности ДНК, которые 
кодируют функцию трансформации, независимы от участков, 
необходимых для репликации эписом. Система BPV-1 представ
ляет собой хорошую модель для изучения вирусных и клеточ
ных функций, нужных для поддержания вирусной ДНК в виде 
эписомы.

Челночные векторы на основе BPV-1

Используя способность ДНК BPV-1 реплицироваться в виде 
эписомы, удалось с помощью ДНК-опосредованного переноса 
генов и последующего отбора трансформированных клеток по 
морфологическим признакам создать на основе этой ДНК век
тор для введения чужеродных генов в клетки мыши [252]. 
В результате были сконструированы рекомбинантные плазмиды, 
которые реплицируются в виде эписом как в мышиных, так и в 
бактериальных клетках [251, 252]. Этот тип вектора, с помощью 
которого можно переносить гены от млекопитающих к бактери
ям и обратно, оказался незаменимым для репликации эукарио
тических генов в бактериях, а также для изучения их структу
ры, экспрессии и функций в окружении определенных последо
вательностей в виде неинтегрированной, многокопийной плазми
ды. К настоящему времени несколько чужеродных генов введено 
в мышиные клетки в виде рекомбинантов с вектором BPV и по
казано, что в трансформированных клетках происходит экспрес
сия этих генов. К ним относятся гены, кодирующие препроин- 
сулин крыс [252], бета-глобин [55], бета-интерферон {308] и гор
мон роста [212] человека. Рекомбинантные BPV, содержащие 
ген интерферона со специфическими делециями, были использо
ваны для выявления последовательностей ДНК, которые регу
лируют экспрессию бета-интерферона [307]. Недостаток вектора 
BPV-1 состоит в том, что с его помощью можно трансформи
ровать только мышиные клетки.

Экспрессия геномов CRPV  и BPV-1

Работы по изучению экспрессии генома папилломавирусов 
сдерживаются из-за отсутствия адекватных экспериментальных 
систем, крайне низкого уровня транскрипции РНК в клетке и
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отсутствия иммунологических реагентов для идентификации 
кодируемых вирусом ранних белков. Недавно было опублико
вано несколько работ по изучению транскрипции папилломави
русов. Они показали, что в естественных и экспериментально 
индуцированных опухолях, в клетках, трансформированных in 
vitro, в культурах клеток опухолей, индуцированных папиллома- 
вирусом, а также в клеточных линиях, полученных трансформа
цией папилломавирусной ДНК, происходит экспрессия вирусной 
РНК.

Судя по кинетике реассоциации, папилломы диких северо
американских кроликов, в которых обнаруживается вирус, у со
держат специфические РНК CRPV со степенью комплементар
ное™ вирусному геному 9—32%; опухоли домашних кроликов, 
не продуцирующие вирус, содержат последовательности, ком
плементарные лишь 6— 12% вирусного генома [296]. Вирусные 
транскрипты в опухолевых клетках представлены в очень незна
чительной концентрации. Что касается вирус-специфических бел
ков, то их вообще не удается обнаружить, применяя иммуно- 
флуоресцентную микроскопию с использованием опухолевых 
сывороток. Однако методом блот-гибридизации РНК было выяв
лено два транскрипта CRPV длиной 1,3 и 2,0 kb как в добро
качественных, так и в злокачественных опухолях домашних кро
ликов, а также в клетках трансплантируемой опухоли VX7 [198]. 
Результаты картирования РНК свидетельствуют о том, что эти 
транскрипты колинеарны и подвергались сплайсингу. Поскольку 
оба они связываются с полисомами, можно думать, что это мо
лекулы мРНК, которые транслируются с образованием вирусных 
белков и, таким образом, играют какую-то роль в трансформа
ции. - .f

Анализ транскрипции генома BPV-1, проведенный с помощью 
РНК, выделенной из трансформированных клеток мыши и хо
мячка, не продуцирующих вирус [5, 118], выявил несколько 
видов РНК BPV-1, которые присутствуют в количестве 15—30 
копий на клетку. Это очень мало, если учесть, что каждая 
трансформированная клетка содержит от 30 до 100 копий эпи
сомной ДНК BPV-1. Таким образом, концентрация вирусной 
РНК составляет примерно 1/10 от концентрации ее в клетках, 
трансформированных Ру и SV40 [118]. Клетки, трансформиро
ванные BPV-1, содержат два основных вида вирусной РНК дли
ной 1,1 и 1,2— 1,3 kb и минорные РНК длиной 1,6 и 1,8 kb [5) 
или 1,7, 3,8 и 4,1 kb [118] (по результатам работ двух разных 
лабораторий). Все виды РНК транскрибируются с одной цепи 
ДНК, принадлежащей участку, составляющему 69% генома 
(трансформирующей области). Никаких попыток узнать, явля
ются ли эти РНК ядерными РНК-предшественниками или 
мРНК, не предпринималось. Транскрипты BPV-1 имеют общий
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З'-концевой участок, находящийся вблизи 53-й единицы карты 
(см. рис. 12.3) [62] около локуса потенциального участка поли- 
аденилирования — ААТААА [33]. 5'-концы главной части (body) 
транскриптов картируются в следующих областях: 3, 9, 34, 39 и- 
41 единиц карты [62, 118]. Вблизи 89-й и 1-й единиц карты иден
тифицированы два потенциальных промоторных участка 
(ТАТААА) (рис. 12.3). Весьма вероятно, что эти специфические 
виды вирусных РНК, присутствующие в трансформированных 
клетках, образуются в результате дифференцированного сплай
синга одного предшественника, транскрипция которого иниции
руется на одном из двух потенциальных ранних промоторных 
элементов. Однако предполагаемые лидерные последовательно
сти на 5'-конце вирусной РНК не обнаружены, возможно, из-за 
их малого размера.

Инфицированные вирусом BPV-1 фибропапилломы (бородав
ки, продуцирующие вирус) содержат пять дополнительных поли- 
аденшшрованных видов вирусной РНК длиной 1,7, 3,7, 3,8, 6,7 
и 8,0 kb [62]. 5'-концы главных участков молекул РНК длиной 
1,7 и 3,8 kb картируются вблизи 71-й и 42-й единицы карты со
ответственно. Эти вирусные РНК, обнаруживаемые в тканях 
бородавок, имеют одинаковый З'-концевой участок, локус кото
рого находится вблизи 90-й единицы карты (рис. 12.3). Суще
ствование двух потенциальных сигналов полиаденилирования, 
идентифицированных по результатам анализа нуклеотидной по
следовательности ДНК [33], согласуется с локализацией общего 
З'-конца.

Итак, из приведенных данных следует, что в геноме BPV-1 
имеются по крайней мере два главных транскрипционно актив
ных элемента, в результате чего образуются два набора род
ственных РНК (возможно, в результате разного сплайсинга). 
При этом транскрипционный элемент, кодирующий трансформи
рующую функцию, экспрессируется и в трансформированных 
клетках, не продуцирующих вирус, и в бородавках, содержащих 
вирус. Что касается второго транскрипционного элемента, коди
рующего белки вирусного капсида, то он экспрессируется толь
ко в полностью дифференцированных клетках бородавок.

Экспрессия геномов папилломавирусов человека

Как мы уже говорили, изучение молекулярной биологии этих 
вирусов и вопроса об их участии в этиологии тех или иных забо
леваний человека затруднено отсутствием экспериментальных 
систем для исследования поведения этого вируса in vitro. Счи
тается, что в случае HPV полный цикл продуктивной инфекции 
имеет место только в полностью дифференцированных клетках 
плоского эпителия. Какие факторы регулируют экспрессию ви
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русного генома в эпидермальных клетках — неизвестно. Никаких 
природных систем, в которых происходила бы экспрессия генов 
HPV на уровне, достаточном для биохимического анализа, не 
найдено. Пытаясь получить модельную систему для изучения 
репликации HPV, культивируемые эпидермальные клетки чело
века (кератиноциты) заражали нетипированным HPV, выделен
ным из подошвенных бородавок [164]. Было показано, что в 
этих клетках персистируют и реплицируются в виде эписом 
вирусные ДНК, однако никаких признаков синтеза белков ви
русного капсида или вирусных частиц обнаружить не удалось^ 
'По-видимому, степень дифференцировки кератиноцитов, культи
вируемых in vitro, недостаточна для поддержания продуктивной 
вирусной инфекции.

Чтобы создать экспериментальную систему, пригодную для 
идентификации вирусных мРНК и белков, в клетки мыши [20] 
и человека (Грин и др., в печати) вводили геномы HPV. При 
котрансфекции геном тимидинкиназы герпесвируса и каждым 
из пяти рекомбинантов, содержащих плазмиду pBR322 и один 
из следующих видов HPV—HPV-la, HPV-2, HPV-3, HPV-4 и 
'HPV-9 [20],—мышиные клетки, лишенные тимидинкиназы (tk~), 
«биохимически трансформировались», приобретая фенотип tk+. 
Как показала блот-гибридизация ДНК, практически все клоны 
/к+-клеток содержали множественные вставки высокомолекуляр
ной ДНК HPV. Большая часть последовательностей вирусных 

,ДНК HPV в ^трансформированных клетках представлена не 
в виде эписомных ДНК геномного размера. Анализ нескольких 
клеточных линий, трансформированных HPV-la и HPV-3, пока
зал, что в разных линиях клеток некоторые копии вирусного 
генома интегрируются сходным образом. Это приводит к отно- 
■сительно высокому уровню экспрессии четырех или пяти видов 
цитоплазматической полиаденилированной РНК, содержащей 
вирусные последовательности. Каждый из этих видов РНК пред
ставляет собой гибридную молекулу из РНК HPV и РНК 
pBR322. Исходя из представлений о молекулярной организации 
генома HPV-la, основанных на результатах определения нуклео
тидной последовательности ДНК [48], можно предположить, что 
гибридные РНК HPV-la/pBR322 — это молекулы разных ранних 
мРНК (например, Е1, Е4, Е6 и Е7), которые начинают считы
ваться с одного общего раннего промотора HPV-la и кончают 
считываться на сигнале полиаденилирования pBR322 [20]; появ
ление набора разных РНК обусловлено дифференцированным 
сплайсингом. Гибридные мРНК образуются вследствие того, что 
кодирующие области Е1, Е4, Е6 и Е7 в рекомбинантах pBR322/ 
/HPV-la отделены от сигнала полиаденилирования, расположен
ного вблизи 51-й единицы карты. Осуществляется ли трансля- 
щия гибридных молекул мРНК HPV-la/pBR322 с образованием



белков HPV — неизвестно. Отсутствуют также данные об экс
прессии поздних генов BPV на уровне мРНК в таких линиях, 
^трансформированных мышиных клеток.

Недавно путем трансфекции рекомбинантами HPV/pSV2neo« 
удалось ввести геном HPV в клеточные линии человека (Гриьг 
и др., в печати; pSV2neo—плазмида, кодирующая бактериальный' 
ген устойчивости к неомидину в форме, которая экспрессируется- 
в клетках млекопитающих [269]). Оказалось, что клоны клеток, 
отобранные по резистентности к G-18 — антибиотику, приводя
щему к гибели клеток, в которых не экспрессируется ген устой
чивости к неомидину, — содержат рекомбинантные молекулы 
HPV/pSV2neo, реплицирующиеся в виде эписом и экспрессирую
щие различные виды вирусной РНК (Грин и др., в печати). 
Таким образом, эти биохимически трансформированные линии 
клеток могут оказаться полезными при идентификации ранних 
белков и предполагаемых трансформирующих белков HPV. Бо
лее того, рекомбинанты HPV/pSV2neo, очевидно, могут быть 
очень хорошими челночными векторами для введения чужерод
ных генов в клетки человека (Грин и др., в печати).

Нуклеотидная последовательность геномов папилломавирусов

Определение нуклеотидной последовательности ДНК BPV-1 
(7945 нуклеотидов), HPV-la (7815 нуклеотидов) и HPV-6b 
(7902 нуклеотида) [2, 33, 48, 49, 257а] позволило выявить неко
торые интересные особенности молекулярной организации генов 
папилломавирусов и предполагаемых вирус-специфических бел
ков. По своей организации BPV-1, HPV-la и HPV-6b очень сход
ны [49, 257а]. На рис. 12.3 показаны открытые рамки считыва
ния генома BPV-1 (области, потенциально кодирующие белки) ̂  
У BPV-1 в отличие от SV40 и Ру все открытые рамки считыва
ния (с емкостью кодирования, превышающей 90 аминокислот) 
расположены на одной и той же цепи ДНК. Вирусные белки,, 
синтезируемые в соответствии с этими открытыми рамками счи
тывания, можно подразделить на две функциональные группы. 
Ранние белки (E l—Е7) локализованы в трансформирующей 
области, составляющей 69% длины генома, а поздние белки 
(L1 и L2) — в остальной части генома, составляющей 31% его- 
длины. Предполагаемая трансформирующая область HPV-1 не- 
картировалась с помощью прямого трансформационного анали
за. Однако по результатам электронно-микроскопических ис
следований гетеродуплексов ДНК HPV-1/BPV-1 [45] и по рас
пределению открытых рамок считывания на кодирующей цепи 
[49] в геноме HPV-1 была идентифицирована область, гомоло
гичная трансформирующей области BPV-1. Отметим, что, как. 
следует из анализа нуклеотидной последовательности ДИК*.
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E l—Е7 представляют собой экзоны в генах белков; однако пока 
эти белки не идентифицированы ни в одной папилломавирусной 
природной или экспериментальной системе. Предполагаемые 
поздние белки L1 и L2 — это, по-видимому, два капсидных бел
ка, обнаруженные в вирионах HPV-la и BPV-1.

Геномы HPV-la и BPV-1 имеют несколько специфических 
гомологичных участков; это показывает нуклеотидная последо
вательность вирусной ДНК и аминокислотная последователь
ность вирусных белков, которые должна кодировать эта ДНК 
[49]. Напротив, между ДНК папилломавирусов BPV-1, Hl*V-la 
и HPV-6b и ДНК полиомавирусов SV40 и Ру не обнаружено 
заметной гомологии. Отсутствие гомологии и различие в страте
гии экспрессии вирусных генов еще раз подтверждают, что по
лиома- и папилломавирусы составляют два разных семейства.

Аденовирусы ^

Аденовирусы человека — это одна из лучших эксперименталь
ных систем для изучения молекулярной биологии клеток чело
века и молекулярных основ клеточной трансформации [94]. 
В этом разделе мы рассмотрим современные представления об 
организации и экспрессии генома Ad2, а затем более подробно— 
молекулярно-биологические аспекты трансформации клеток, ин
дуцируемой аденовирусами [89, 218].

Организация генома аденовирусов

Аденовирус 2 человека (Ad2) и родственный ему аденови
рус 5 (Ad5) — это наиболее изученные аденовирусы человека; 
о них, в основном, и пойдет речь в данном разделе. На рис. 12.4 
показаны организация генома вируса Ad2 и локализация глав
ных ранних и поздних мРНК и ранних белков. Вирусный геном 
длиной 36, kb разбит на 100 единиц. Во время ранних фаз про
дуктивной инфекции Ad2 транскрибируется шесть независимых 
областей вирусного генома. Это ранние области Е1А, Е1В, Е2 
(Е2А и Е2В), ЕЗ, Е4 и поздняя область L1. Каждый из этих 
ранних транскрипционных элементов использует один промотор 
и дает сложный спектр сплайсированных мРНК-

Особенно интересны области Е1А (единицы карты 1,3—4,5) 
и Е1В (единицы карты 4,6— 11,1), поскольку в них закодирова
на информация об инициации и поддержании трансформации, 
индуцируемой Ad2. Кроме того, Е1А кодирует регуляторные 
белки, которые активируют экспрессию других ранних генов Ad. 
В областях Е1А и Е1В закодировано от пяти до 11 белков 
(подробнее см. в работе [98]). При экспрессии двух наборов 
■вирусных генов Е2А и Е2В, которые кодируют какую-то из
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функций репликации вирусной ДНК, используется один и тот 
же ранний промотор, расположенный вблизи 75-й единицы кар
ты. Область Е2А (единицы карты 66—61) кодирует полифунк- 
циональный ДНК-связывающий белок (73К). Соответствующий 
фосфопротеин удалось получить в высокоочищенном виде. Сег
мент Е2В кодирует два белка. Один из них является предшест
венником (8GK) терминального белка (рТР; единицы карты 
28,9—23,5), второй — ДНК-полимеразой (120 К; единицы карты 
24,0—14,2). Эти два белка совместно выполняют функцию ини
циации репликации аденовирусной ДНК. При экспрессии ранней 
области ЕЗ (единицы карты 76—86) образуется семь видов 
мРНК. При этом используется один общий промотор, располо
женный вблизи 76-й единицы. Пока известны только два коди
руемых ЕЗ белка — гликопротеин 21К (связывающийся с кле
точной мембраной) и белок 14К. Е4 (единицы карты 99,1—91,3) 
кодирует сложную группу из семи мРНК; при трансляции 
in vitro удалось обнаружить от шести до 16 различных белков 
Е4. Наконец, во время ранней фазы с области L1 под контро
лем позднего промотора транскрибируется специфический класс 
мРНК, который транслируется с образованием двух родствен
ных друг другу белков с мол. массой 52К и 55К [170].

Переход к поздним стадиям экспрессии аденовирусных генов 
осуществляется при инициации репликации вирусной ДНК; в это 
время происходят основные изменения в картине транскрипции 
вирусных генов. Большинство поздних генов располагается в 
области от 16-й единицы карты, где локализован главный позд
ний промотор, до 92-й единицы (рис. 12.4). При процессинге из 
одной молекулы ядерной про-РНК получается 20 поздних 
мРНК, образующих пять семейств: от L1 до L5 (рис. 12.4). Эти 
мРНК содержат одинаковый лидерный участок, состоящий из 
трех частей, которые считываются с сегментов, расположенных 
вблизи единиц карты 16, 19 и 26. Во время поздних стадий в 
большом количестве продуцируются поздние мРНК и кодируе
мые ими вирусные (главным образом структурные) белки.

Организация и экспрессия трансформирующей 
области и Т-антигенов Е1А и Е1В вирусов Ad2 и AdS

Трансформирующая область Ad2 и Ad5 находится в ранней 
области Е1, которая расположена в левой части вирусного гено
ма, составляющей 11— 12% его длины. На это указывают ре
зультаты а) трансформации клеток с помощью трансфекции 
рестрикционными фрагментами ДНК, охватывающими область 
E l Ad2 и Ad5 (группа С) [91, 293], Ad 12 (группа А) [265] и 
Ad7 (группа В) ([54, 260]; б) анализа нуклеотидной последова
тельности вирусной РНК, экспрессируемой в трансформирован



ных клеточных линиях [35, 70, 71, 96, 253, 304, 305]. О транс
формирующей области El Ad2 и Ad5 известно достаточно мно
го: определена нуклеотидная последовательность ДНК, коди
рующая трансформирующие гены [17, 85, 294], идентифицирова
ны основные белки, которые кодирует мРНК Е1. Все дальней
шее ёбсуждение относится главным образом к трансформирую
щим Дшам Ad2 и Ad5 (вируса, родственного Ad2) и к продук
там эт\.х генов. Анализ нуклеотидной последовательности транс
формирующих областей Ad7 и Adl2 показывает, что молекуляр
ная организация аденовирусов групп А, В и С на удивление 
сходна [53, 148, 273].

Современные представления об организации и экспрессии 
области E l Ad2 иллюстрирует рис. 12.5. Транскрипционные эле
менты Е1А и Е1В расположены в участках 1,3—4,5 и 4,6— 11,1 
единиц карты соответственно. При продуктивной инфекции во 
время ранней фазы с одного промотора транскрибируются две 
ранние мРНК Е1А— 13S и 12S; во время поздней фазй с того 
«се промотора транскрибируется 9S-mPHK  Е1А, но никакого 
участия в трансформации клетки она не принимает. 13S- и 
12S-mPHK  Е1А образуются из общего ядерного предшественни
ка и различаются размерами интрона, выщепляемого из этого 
предшественника во время процессинга [217]. В месте сплай
синга эти РНК несут разные 5'-донорные участки и одинаковый 
З'-акцепторный. Т-антигены, которые кодируются 13S- и 12S- 
мРНК Ad2 E l А, имеют мол. массы 32К (289 аминокислот) и 
26К (243 аминокислоты) соответственно и содержат одинаковые 
аминокислотные последовательности на N- и С-концах, как это 
видно из нуклеотидной последовательности кДНК-копий мРНК 
Е1А [217]. Т-антиген Е1А, состоящий из 289 аминокислотных 
остатков, отличается от антигена из 243 аминокислот наличием 
участка длиной 46 остатков.

Т-антигены Е1А по непонятным причинам очень сложны. 
Они были идентифицированы несколькими способами: путем 
бесклеточной трансляции мРНК, очищенных при помощи гибри
дизации; методом двумерного гель-электрофореза клеточных 
экстрактов, а также с помощью иммунопреципитации экстракта 
меченных [358]-метионином зараженных клеток, осуществлен
ной с использованием антител к пептидам [19, 65, 100, 101„ 
112, 114, 185, 244, 303]. Любопытно, что в разных лабораториях 
было обнаружено неодинаковое число Т-антигенов: от одного до 
трех Т-антигенов с мол. массой 41 К— 52К, кодируемых 13S* 
мРНК Е1А (мРНК белка из 289 аминокислот), и от одного до 
трех Т-антигенов с мол. массой 35К—47К, кодируемых 
12S.-MPHK Е1А (мРНК белка из 243 аминокислот) (значения 
мол. масс получены из данных об электрофоретической подвиж
ности белков в полиакриламидных гелях в присутствии додецил-
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сульфата натрия). По-видимому, такое разнообразие связано 
с какими-то посттрансляционными модификациями первичных 
продуктов трансляции. Необычно высокие значения кажущихся 
мол. масс можно объяснить высоким содержанием в Т-антиге- 
нах E IA  кислых аминокислот и пролина.

В <бласти Е1В идентифицировано три главных Т-антигена: 
белок , • мол. массой 53К, кодируемый 22S-mPHK, белок с мол. 
массой 19К, кодируемый 22S- и 13S-MPHK, и белок с мол. мас
сой 20К, кодируемый неидентифицированной мРНК [17, 65, 84, 
97, 100, 112, 114, 138, 169, 171, 185, 241, 255, 298]. Реальная 
мол. масса Т-антигенов 53К и 19К, рассчитанная исходя из нук
леотидной последовательности ДНК, оказалась равной 54,5К и 
20,5К [85]. Обнаружилось, что Т-антиген 20К имеет общие с 
Т-антигеном 53К участки. Следовательно, он должен транслиро
ваться с той же рамкой считывания, что и Т-антиген 53К. Судя по 
результатам последних работ, в которых использовались анти
тела к 16 N-концевым аминокислотным остаткам Т-антигена 
53К, N-концевые участки белков 20К и 53К Е1В одинаковы 
[174]. По-видимому, мРНК, кодирующая Т-антиген 20К, образо
валась в результате сплайсинга, отличного от такового в случае 
мРНК, кодирующей Т-антиген 53К.

Все перечисленные Т-антигены Е1 кодируются г-цепью, и 
соответствующие вирусные мРНК транскрибируются в направ
лении слева направо. На рис. 12.5 показаны две открытые рам
ки считывания — URF10 (единицы карты 6,6—5,5) и URF11 
(единицы карты 5,1—3,3)— в трансформирующей области Е1 в 
/-цепи [85]. Соответствующие им белки могли бы иметь мол. 
массу 14К и 23К. Какие функции выполняют эти предполагае
мые белки в процессе трансформации — неясно. Недавно с по
мощью иммунопреципитации с использованием опухолевой сыво
ротки Ad2 был открыт новый белок— ПК [144]. Судя по резуль
татам задержки трансляции при образовании гибрида с рестрик
ционным фрагментом Е Bglll (единицы карты 0—9,4) предпо
лагаемый ген этого белка должен располагаться в /-цепи в 
трансформирующей области. Возможно, белок ПК образуется 
с использованием рамки считывания URF10, но чтобы доказать 
это, нужны дополнительные исследования.

Д а н н ы е  о б  у ч а с т и и  Т -а н т и г е н о в  а д е н о в и р у с о в  
в  т р а н с ф о р м а ц и и

Трансформирующая область аденовирусов намного сложнее 
трансформирующих областей SV40 и Ру. Она содержит два 
транскрипционных элемента Е1А и Е1В, которые кодируют как 
минимум пять разных Т-антигенов: элемент Е1А — Т-антигены 
из 243 и 289 аминокислот и элемент Е1В — Т-антигены 19К, 
20К и 53К. Недавно были получены чрезвычайно интересные
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данные о возможных функциях Т-антигенов. Главный вопрос 
состоял в том, какие белки, кодируемые Е1, нужны для инициа
ции и поддержания трансформации и в чем состоит их роль. 
Чтобы ответить на этот вопрос, были проведены эксперименты 
с мутантами, дефектными по функции трансформации, и опыты 
по трансформации клеток плазмидами, содержащими различные 
комбинации нормальных и мутантных фрагментов ДНК Е1А и 
Е1В. Было показано, что для трансформации нужны по крайней 
мере три Т-антигена — оба Т-антигена Е1А и Т-антиген Е1В

19К.
Вывод о том, что три этих Т-антигена принимают участие в 

трансформации клеток, был сделан исходя из того, что а) все 
трансформированные аденовирусом клеточные линии содержат 
и экспрессируют на уровне РНК левый сегмент вирусного гено
ма, размер которого составляет 11% длины генома [71, 75]; 
б) трансфекция клеток почек новорожденных крысят с помо
щью левого сегмента, составляющего 8% длины вирусного гено
ма (ЯяыЬО-рестрикционный фрагмент Ad5), индуцирует транс
формацию [91]. Клетки, трансформированные этим фрагментом, 
имели тот же фенотип, что и клетки, трансформированные более 
длинными фрагментами ДНК или целым вирусом [293]. Эти 
результаты позволяют предположить, что для трансформации 
нужна область Е1А и левая половина области Е1В.

Дополнительные данные об участии Т-антигенов, кодируемых 
Е1А и Е1В, в трансформации клеток получены при генетических 
исследованиях. Были выделены и охарактеризованы дефектные 
по функции трансформации мутанты с нарушениями в области 
Е1 [72, 76, 90, 113, 121, 141, 267]. Идентифицированы две ком- 
плементационные группы /ir-мутантов Ad5 (мутанты по кругу 
хозяев); одна группа мутаций (hrl) картируется в области Е1А, 
вторая (/zrll) — в области Е1В. Яг-мутанты могут реплициро
ваться в трансформированной Ad5 линии 293 почечных клеток 
эмбриона человека, которые экспрессируют область Е1, но в кле
точных линиях HeLa и КВ их репликация осуществляется неэф
фективно. Поскольку обе группы мутантов дефектны по функции 
трансформации, в трансформации участвуют по крайней мере 
два гена области Е1 [90]. Если и Т-антигены Е1А, и Т-антигены 
Е1В нужны для поддержания трансформации, то трансформи
рованные клетки должны сохранять в интактном состоянии те 
гены, которые кодируют эти белки, и должна осуществляться 
экспрессия этих генов с образованием соответствующих мРНК 
и белков. Действительно, сегменты ДНК Е1А и Е1В присутству
ют и экспрессируются на уровне РНК [70, 71, 96, 247] и на уров
не белка [97, 98, 103, 185] у четырех охарактеризованных кле
точных линий, трансформированных Ad2, — F17, 8617, F4 и 
Т2С4.
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Область Е1А кодирует белки, в функцию которых входит 
инициация трансформации, поддержание клеток в трансформи
рованном состоянии и активация ранних вирусных генов. Фраг
мент L Hpal Ad5 (единицы карты 0—4,5), который включает 
только область Е1А, может частично трансформировать первич
ные клетки почек крысят [122]. Эти трансформированные клетки 
иммортализованы и анэуплоидны, но по своей морфологии и рос
товым свойствам сходны с нетрансформированными [122]. Сооб
щалось, что аналогичной способностью к частичной трансформа
ции упомянутых клеток обладает и фрагмент Н B g ll1 Ad7 
(группа В, единицы карты 0—4,5); биологические свойства час
тично трансформированных клеток пока охарактеризованы не 
полностью [54]. Фрагмент Н Accl (единицы карты 0—4,5; преж
нее обозначение Bpal Н) Adl2 (группа А), несущий только 
область Е1А, частично трансформирует стабильную крысиную 
клеточную линию 3Y1; по своей опухолеродности, способности 
расти в обедненной сывороточной среде и делиться в полужид
кой среде эти клетки относятся к промежуточному (между 
трансформированным и нетрансформированным) фенотипу [264]. 
Тот факт, что экспрессия Т-антигенов Е1А Adl2 может приво
дить к частичной трансформации стабильной линии клеток, 
позволяет предположить, что область Е1А кодирует не только 
функцию «иммортализации», но и функцию «трансформации»; 
в этом отношении Е1А отличается от гена Ру, который не ока
зывает никакого воздействия на стабильные линии клеток.

Опыты с использованием трех мутантов Ad, имеющих деле
ции в области Е1А, наводят на мысль, что функции «имморта
лизации» и «частичной трансформации» кодируют 2/з области 
Е1А (от N-конца). Мутант d/311 Ad5 может трансформировать 
первичные клетки эмбрионов крыс, хотя он имеет делецию из 
58 пар оснований в области 3,56—3,76 единиц карты, в результа
те чего происходит преждевременная терминация синтеза обоих 
Т-антигенов Е1А [262]. Линия крысиных клеток 3Y1 может 
переходить в частично трансформированное состояние под дей
ствием мутанта d/313 Ad5, хотя у него отсутствует участок про
тяженностью 3,7— 10,1 единиц карты, т. е. сохранена большая 
часть Е1А, но утрачена вся область Е1В [263]. Наконец, мутант 
Ad2 d/238, у которого на С-конце Е1А отсутствует последова
тельность, кодирующая 66 аминокислот, может трансформиро
вать клетки 3Y1 так же эффективно, как и вирус дикого типа 
[156]. Таким образом, экспрессия 2/з области Е1А Ad (N-конце- 
вой части Т-антигенов) приводит к иммортализации первичных
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фибробластов и частичной трансформации стабильной клеточной 
линии.

Ясно, что функции Е1А прямо или косвенно нужны для под
держания трансформации; на это указывают результаты опытов 
с использованием /ir-мутантов Ad5, имеющих нарушения в об
ласти Е1А, в результате которых эти мутанты становятся чув
ствительными к понижению температуры (cs-мутанты). Cs-му- 
танты могут трансформировать клетки при температуре 37—
38,5 °С, но не при температуре 32—32,5°; при этом клетки, 
трансформированные при пермиссивных температурах, утрачи
вают некоторые сопряженные с трансформацией свойства при 
понижении температуры до непермиссивных значений [8, 121]. 
Cs-фенотип /irl-мутантов зависит от клетки-хозяина. Первичные 
клетки почек крысят при пермиссивных температурах трансфор
мируются полуабортивно [245], а первичные клетки эмбрионов 
крыс [121] и стабильная крысиная клеточная линия {8] — пол
ностью. При низких непермиссивных температурах все три типа 
клеток оказываются резистентными по отношению к трансфор
мации мутантами hrl. Результаты последних работ показывают, 
что чувствительной к понижению температуры является функция 
трансформации Т-антигена, кодируемого 12S-MPHK [193].

Б и о х и м и ч е с к и е  ф у н к ц и и  а д е н о в и р у с н ы х  Т -а н т и г е н о в  Е 1 А :  ' 
а к т и в а ц и я  р а н н и х  в и р у с н ы х  г е н о в  и а к т и в а ц и я  
и  р е п р е с с и я  к л е т о ч н ы х  г е н о в

При исследовании hr- и делеционных мутантов, дефектных 
по экспрессии Е1А, были получены чрезвычайно интересные 
данные относительно биохимических функций Т-антигенов Е1А. 
Исследование синтеза РНК в клетках, зараженных этими му
тантами, позволило получить первые данные о том, что про
дукт гена Е1А активирует экспрессию других ранних вирусных 
генов — Е1В, Е2, ЕЗ и Е4 [10, 140]. Продукт гена Е1А, по-види
мому, выполняет регуляторную функцию на уровне транскрип
ции [202], хотя результаты некоторых экспериментов говорят о 
том, что он может также участвовать в стабилизации ранних 
вирусных РНК [143, 216]. Функцию регуляции кодирует 13S- 
мРНК Е1А, поскольку мутант Ad2 pm975, синтезирующий 
дефектную 12S-mPHK, может активировать экспрессию вирус
ных ранних генов [194], a hrI, дефектный по 13S-mPHK, — нет 
[140, 234]. Мутанты с нарушениями в 13S-mPHK, как правило, 
дефектны по синтезу вирусной ДНК. Это обусловлено главным 
образом ограничением экспрессии ранних генов, продукты кото
рых необходимы для репликации вирусной ДНК (например, ге
нов Е2А и Е2В). Механизм действия регуляторного белка, коди
руемого 13S-mPHK Е1А, неизвестен. Опыты с использованием



белковых ингибиторов [143, 202] позволяют предположить, что 
продукт гена Е1А блокирует некий клеточный репрессор, но 
прямые данные на этот счет отсутствуют. -

Интересно также, что экспрессия гена Е1А приводила к акти
вации транскрипции клеточных генов, в том числе хромосомного 
гена, кодирующего белок теплового шока 70К [203], и человече
ского гена \'-глобина, введенного в культивируемые клетки чело
века с помбщью плазмиды [107, 287]. Клеточное фракциониро
вание и иммунофлуоресцентная микроскопия с антителами про
тив пептидов показали, что Т-антигены Е1А локализованы в 
клеточном ядре [67, 175, 243] и, по-видимому, связаны с ядер
ным матриксом [67]; это согласуется с предположением об их 
участии в процессе экспрессии генов. На рис. 12.6 представлены 
результаты иммунофлуоресцентной микроскопии клеток на ран
ней стадии заражения Ad 12; использовались антитела к С-концу 
Т-антигенов Е1А Ad 12. Четко видно специфическое окрашива
ние клеточного ядра.
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Как мы уже говорили, 13S-mPHK  Е1А кодирует некую регу
ляторную функцию, которая приводит к активации экспрессии 
других ранних вирусных генов. В связи с этим важно выяснить, 
выполняет ли ген Е1А такую же функцию в процессе трансфор
мации. В последних работах с использованием мутантов по ге
нам Е1 получены убедительные данные, свидетельствующие о 
том, что а) можно разграничить функцию Е1А по активации 
ранних генов и его функцию в трансформации; б) 13S-MPHK 
Е1А кодирует специфическую функцию в процессе трансфор
мации.

Мутант Ad5 /ir440 содержит нарушения в сайте 2,72 единицы 
карты области Е1, т. е. в пятом и шестом нуклеотидах, начиная 
с 5'-конца от места сплайсинга 12S-MPHK. Эта модификация 
приводит к дефекту в сплайсинге 12S-MPHK и к появлению в 

13S-mPHK amber-кодона [267]. В результате мутант /гг440 де
фектен по экспрессии 12S-mPHK Е1А, а кроме того, кодирует 
неполный полипептид, транслирующийся с мутантной 13S-mPHK- 
При этом мутант кг440 синтезирует нормальное количество 
мРНК Е1В и Е4 и продуцирует какое-то количество мРНК Е2 
и ЕЗ. Тем не менее, несмотря на нормальный уровень экспрессии 
Е1В, hr440 не способен трансформировать клетки [267]. В дру
гой работе показано, что трансфекция первичных клеток почек 
крысят и 3Y1 плазмидами, содержащими ген Е1В под контролем
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Рис. 12.6. Субклеточная локализация Т-антигенов E iA  Adl2 в ядре человече
ских клеток КВ на ранней стадии заражения и демонстрация специфичности 
антител по результатам иммунофлуоресцентной микроскопии с применением 
антител к пептидам. Клетки фиксировали через 24 ч после заражения в присут
ствии цитозинарабинозида и проводили непрямое иммунофлуоресцентное окра
шивание (А) антителами к пептиду 204 (пептид из 16 аминокислот, соответ
ствующий С-концевому сегменту Т-антигена Е1А Adl2) и (Б) антителами к 
пептиду 204 после инкубации с пептидом 204. (Из [175], с разрешения авто- 
ров.)



раннего промотора SV40, индуцирует экспрессию области Е1В, 
но не приводит к трансформации клеток [291]. В случае же ко- 
трансфекции с плазмидой, содержащей область Е1А, трансфор
мация происходит. Все эти результаты свидетельствуют о  том, 
что экспрессии Е1В недостаточно для трансформации; необходи
мо наличие не(кой другой, отличной от активации гена Е1В 
функции Е1А.

Указания на то, что для трансформации нужен продукт гена 
13S-MPHK, получены в работах с использованием трех дефект
ных по функции трансформации мутантов E l — hrl, m500 и pR7. 
Эти мутанты кодируют нормальные генные продукты 12S-MPHK, 
но неполные генные продукты 13S-MPHK. и индуцируют образо
вание нормального количества мРНК Е1В. Мутант hrI имеет 
делецию размером в один нуклеотид в точке 2,93 единиц карты 
и это приводит к синтезу неполного Т-антигена, транслируемого 
с 13S-mPHK Е1А, и нормального Т-антигена, транслируемого 
с 12S-mPHK Е1А [234]. Мутант hrI при 37°С вызывает - полу- 
абортивную трансформацию первичных клеток почек крысят; 
«летки не могут расти в полужидкой среде и обладают слабой 
опухолеродностью при введении их мышам nude [90, 245]. 
В абортивно трансформированных культурах первичных клеток 
почек крысят происходит нормальная экспрессия Т-антигенов 
Е1В 53К и 19К. Инсерционный мутант Ad5 m500 получен путем 
введения октануклеотида в сайт 2,85 единиц карты, т. е. в об
ласть Е1А, кодирующую 13S-MPHK. Этот мутант синтезирует 
модифицированную 13S-MPHK, с которой транслируется непол
ный Т-антиген с модифицированной С-концевой аминокислотной 
последовательностью, и обычную 12S-MPHK (октанукйеотидная 
вставка расположена в области интрона гена 12S-MPHK, кото
рая удаляется при сплайсинге) [28]. Мутант т500 теряет способ
ность к трансформации первичных клеток почек крысят, однако 
индуцирует нормальный синтез мРНК Е1В и ЕЗ, а кроме того, 
синтез какого-то количества мРНК Е2 и Е4 [28]. Плазмида pR7 
содержит всю область El Ad 12 с делецией нуклеотида 1005 
(2,9 единиц карты) [18]. Такая мутация приводит к сдвигу рам
ки в кодирующей области 13S-mPHK Е1А, с которой вследствие 
этого транслируется неполный Т-антиген, но не оказывает влия
ния на кодирующую область 12S-MPHK Е1А [18]. Плазмида 
pR7 не способна к трансформации первичных клеток почек кры
сят, но индуцирует экспрессию нормального количества мРНК 
Е1В. Результаты трех названных работ позволяют предполо
жить, что за активацию вирусных ранних генов и индукцию 
трансформации клеток отвечают два разных белковых домена 
или два разных посттрансляционных продукта, кодируемые
13S-MPHK Е1А.
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Для трансформации нужен генный продукт аденовирусной 
U S -мРНК Е1А

К изучению вопроса об участии в трансформации Т-антиге
на (антигенов), кодируемого 12S-mPHK  Е1А, обратились совсем 
недавно. Были сконструированы два мутанта Ad2—pm975 и 
d/231, в которых имеются нарушения, влияющие на сплайсинг 
12S-mPHK Е1А Ad2, но не на сплайсинг 13S-mPHK  Е1А Ad2. 
Оказалось, что оба мутанта дефектны по функции трансформа
ции; зараженные ими клетки имеют фенотип, характерный для 
частично трансформированного состояния [125, 193]. Таким об
разом, по крайней мере два продукта гена Е1А участвуют в 
индуцируемой аденовирусом трансформации, причем один коди
руется 13S-MPHK, а другой — 12S-mPHK.

Для повышения опухоперодности 
и репрессии активности гена клетки-хозяина, 
кодирующего главный антиген гистосовместимости, 
необходим генный продукт 13S-MPHK Е1А аденовируса 12

Крысиные клетки, трансформированные Adl2, высокоонко- 
генны для новорожденных сингенных крыс в отличие от клеток, 
трансформированных Ad2 и Ad5. Последние данные показывают, 
что высокая опухолеродность клеток, трансформированных Adl2, 
отчасти обусловлена продуктом гена 13S-MPHK Е1А. В клетках, 
трансформированных Ad 12, «выключен» синтез двух клеточных 
белков с мол. массой 32К и 45К, которые экспрессируются в 
клетках, трансформированных Ad5, и в ^трансформированных 
клетках [256]. Белок 45К представляет собой тяжелую цепь 
трансплантационного антигена крысиного главного комплекса 
гистосовместимости (МНС) класса I [256]. Отсутствие этого 
белка и высокая опухолеродность коррелируют с экспрессией 
последовательностей Е1А Ad 12; это следует из работ по транс
формации клеток плазмидами, содержащими различные комби
нации генов Е1А и Е1В вирусов Adl2 и Ad5 [12, 256]. Транс
формированные крысиные клетки, в которых происходила экс
прессия генов Е1А Ad5, легко разрушались in vitro Тс-лимфоци- 
тами, направленными против антигенов МНС класса I, тогда как 
трансформированные клетки, в которых наблюдалась экспрес
сия генов Е1А Adl2, были существенно более резистентными 
[12]. Это подтверждает гипотезу, которая объясняет онкоген- 
ность клеток, трансформированных Ad 12, для иммунокомпетент* 
ных сингенных крыс тем, что у них подавлен синтез антигенов 
класса I и поэтому у них отсутствует Т-клеточный ответ на 
эти белки.

Продукт гена Adl2, ответственный за подавление синтеза ан
тигенов класса I, кодируется 13S-mPHK  Е1А. Это следует из
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результатов работ с клетками, трансформированными мутанта
ми Adl2 с нарушениями в кодирующей области 13S-mPHK  Е1А 
[12]. Супрессия идет на уровне синтеза клеточной мРНК, кото
рая кодирует МНС-антиген [256]. 13S-mPHK Е1А Adl2, кроме 
функции супрессии синтеза МНС-антигена, кодирует функцию 
активации экспрессии Е1В [16, 18]. По-видимому, за эти функ
ции отвечают разные домены Т-антигена 13S-mPHK, поскольку 
в клетках, трансформированных мутантной плазмидой SVR7 
(которая содерхчт область 13S-PHK с мононуклеотидной деле
цией), активируется экспрессия Е1В, хотя в них не подавлен 
синтез антигенов класса I.

Интересно также, что если трансформировать клетки гибрид
ными плазмидами, кодирующими оба Т-антигена 13S-mPHK 
Е1А (и Ad5, и Ad 12), то синтезируется нормальное количество 
МНС-антигенов. Это означает, что продукт гена 13S-mPHK  Ad5 
доминантен по отношению к продукту гена 13S-MPHK Adl2. 
Возможно, продукты этих генов конкурируют за взаимодейст
вие с одним и тем же клеточным регуляторным фактором. Что
бы выяснить механизм регуляции экспрессии генов у эукариот, 
очень важно понять, как продукты генов 13S-mPHK  Ad осуще
ствляют активацию или репрессию клеточных генов.

Участие аденовирусных Т-антигенов Е1А 
в репликации вирусов

Хотя в трансформации клеток принимают участие генные 
продукты 12S- и 13S-mPHK Е1А, для нормальной продуктивной 
инфекции клеток человека в культуре, по-видимому, нужен толь
ко продукт гена 13S. Мутанты Ad2 d/231 и рт975, дефектные по 
12S-mPHK Е1А, нормально растут в культурах клеток человека 
при обычных условиях [125, 193]. Однако при блоке пролифера
ции в клетках человека мутант рт975 не реплицируется, тогда 
как вирус дикого типа реплицируется. Это означает, что 12S- 
мРНК Е1А кодирует функции, которые в естественных условиях 
нужны для вирусной репликации в нереплицирующихся клетках, 
таких как клетки эпителия дыхательных путей [193].

Роль аденовирусных Т-антигенов Е1В 
в трансформации клеток

Участие продуктов генов Е1В в трансформации клеток под
тверждается как результатами работ с дефектными по функции 
трансформации мутантами, так и экспериментами по трансфор
мации с помощью ДНК. Роль большого Т-антигена- Е1В (бел
ка 53К) в процессе трансформации неясна. У дефектных по 
трансформации мутантов в группе hrll обычно нарушен синтез



398 Глава 12

Т-антигена 53К [165]. Вирусные частицы этих мутантов не спо
собны трансформировать клетки [90], но при трансфекции ви
русной ДНК трансформация осуществляется с такой же эффек
тивностью, как и в случае вирусов дикого типа [242]. В чем при
чина такого различия между вирусом hrll и вирусной ДНК 
hrII — пока неясно. Была выдвинута гипотеза, что интеграция 
вирусной ДНК из родительского вируса, заражающего клетку 
(при низкой множественности заражения), осуществляется лишь 
при наличии некой функции большого Т-антигена Е1В, тогда 
как при интеграции трансформирующей вирусной ДНК (т. е. 
при наличии большого числа копий вирусной ДНК) используют
ся механизмы клетки-хозяина [89, 242].

Способность мутантной ДНК hrll трансформировать клетки 
согласуется с данными о том, что левый сегмент ДНК Ad5, 
составляющий 8% длины всего генома, может индуцировать 
трансформированный фенотип точно так же, как интактный ви
рус [91, 293]. Таким образом, для трансформации in vitro ин
тактный большой Т-антиген Е1В, по-видимому, не нужен. Одна
ко неизвестно, синтезируется ли (и если синтезируется, то 
функционирует ли) в клетках, трансформированных этим сег
ментом ДНК, N-концевой фрагмент большого Т-антигена Е1В. 
Более того, пока не изучен вопрос о возможном участии в про
цессе трансформации Т-антигена Е1В 20К.

Хотя большой Т-антиген Е1В не нужен для трансформации 
клеток in vitro, последние работы показывают, что продукт это
го гена может влиять на опухолеродность Ad-трансформирован
ных клеток в отношении мышей nude. Первичные клетки почек 
крысят, трансформированные аденовирусами группы А, высоко- 
опухолеродны для таких мышей, тогда как клетки, трансформи
рованные вирусами группы С, — нет. Ван ден Елеен и др. [292] 
создали гибридные (группа А/группа С) Е1-плазмиды, содержа
щие интактный ген Е1А одной группы и интактный ген Е1В 
другой. Первичные клетки почек крысят, трансформированные 
гибридными плазмидами (Е1А группы С)/(Е1В группы А), ока
зались высокоонкогенными, в то время как клетки, трансформи
рованные гибридными плазмидами (Е1А группы А)/(Е1В груп
пы С), — слабоонкогенными. Таким образом, различия в онко- 
генности клеток, трансформированных вирусами группы А и 
группы С, для мышей nud обусловлены, по-видимому, различия
ми в продуктах гена Е1В. Чтобы дифференцировать роль боль
шого и малого Т-антигенов Е1В, Бернарде и др. [11] сконструи
ровали гибридные плазмиды, кодирующие различные комбина
ции малых и больших Т-антигенов Е1В групп А и С. Оказалось, 
что опухолеродность трансформированных клеток определяется 
большим Т-антигеном, т. е. белком Е1В-53К. Таким образом, 
для высокой опухолеродности трансформированных клеток ну
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жен, по-видимому, функциональный большой Т-антиген Е1В 
Ad 12. Ранее, однако, было показано, что фрагмент G H ind lll 
Ad 12 (единицы карты 0—6,8), который не может кодировать 
интактный большой Т-антиген Е1В, обладает способностью 
трансформировать крысиные клетки, и эти клетки высокоонко- 
генны для новорожденных крысят [264, 265]. Более того, как 
уже говорилось, 13S-mPHK Е1А Adl2 кодирует некую функцию, 
которая подавляет синтез МНС-антигенов класса I, и, возмож
но, именно этим определяется высокая онкогенность крысиных 
клеток, трансформированных Ad 12, в отношении новорожденных 
крысят. Следовательно, онкогенность трансформированных аде
новирусами клеток в отношении иммунодефицитных мышей nude 
и иммунокомпетентных новорожденных крысят определяется 
разными продуктами генов Е1.

Т-антиген Е1В-53К присутствует и в ядре, и в цитоплазме 
инфицированных и трансформированных клеток; об этом свиде
тельствуют результаты работ по биохимическому фракциониро
ванию [97, 243] и иммунофлуоресцентной микроскопии с приме
нением антител к пептидам [303]. Иммунопреципитаты, содер
жащие Т-антиген Е1В-53К Ad5, обладают протеинкиназной 
активностью [21, 166]. Неизвестно, однако, присуще ли это свой
ство самому Т-антигену Е1В-52К или какому-то связанному с 
ним белку клетки-хозяина.

Большое значение для трансформации клеток имеет Т-анти
ген Е1В-19К. Хиннадураи [34] выделил несколько дефектных по 
трансформации крупнобляшечных мутантов, картирование кото
рых осуществляли методом спасения маркера в области Е1В. 
У двух таких мутантов, 1рЗ и 1р5, мутации были локализованы 
(если судить по нуклеотидной последовательности ДНК) в 
N-концевой области Т-антигена Е1В-19К [34]. Таким образом, 
N-концевой домен белка Е1В-19К играет важную роль в про
цессе трансформации.

Цитоцидные (cyt) мутанты дефектны по трансформации и 
вызывают интенсивное разрушение продуктивно инфицирован
ных клеток. Сравнительно недавно было показано, что cyt-щ- 
тации Ad2 и Ad 12 локализованы в кодирующей области Т-анти
гена 19К [227а]. Этот результат является еще одним доказатель
ством того, что Т-антиген Е1В-19К играет важную роль в транс
формации клеток. Имеются также данные о том, что Т-антиген 
19К принимает участие в защите клеточной и внутриклеточной 
вирусной ДНК от нуклеаз во время поздних стадий продуктив
ной инфекции (Subramanian et al., в печати).

Судя по результатам иммунофлуоресцентной микроскопии 
с применением антител к С-концевой части Т-антигена 19К, этот 
антиген присутствует в цитоплазме и ядре инфицированных 
клеток (рис. 12.7) (Symington, Green, Brackman, Thornton, в



400 Глава 12

Рис. 12.7. Субклеточная локализация Т-антигена Е1В-19К Ad2 в цитоплазме и 
ядре человеческих клеток КВ на ранней стадии заражения и демонстрация 
специфичности антител по результатам иммунофлуоресцентной микроскопии с  
применением антител к пептидам. Клетки фиксировали через. 8 ч после зара
жения н проводили непрямое иммунофлуоресцентное окрашивание (Л) анти
телами к пептиду 7 (пептид из 16 аминокислот, соответствующий С-концевому 
сегменту Т-антигеиа Е1В-19К Ad2) и (Б ) антителами к пептиду 7 после инку- 
бации с пептидом 7. (Syminton, Green, Brackmann, Thornton, в печати.)
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печати). По данным иммуноэлектронной микроскопии клеток, 
трансформированных Ad2, Т-антиген ' Е1В-19К локализован в 
цитоплазматических мембранных структурах на периферии ядра 
(P. Nakane, М. Green, в печати). О присутствии Т-антигена 
Е1В-19К в мембранной фракции свидетельствуют и биохимиче
ские данные [^15]. Таким образом, Т-антиген Е1В-19К, по-види
мому, аналогичен среднему Т-антигену Ру, который обнаружи
вается и в мембранных структурах цитоплазмы, и в ядре [109]. 
Т-антиген Е1В-19К, очевидно, играет двоякую роль; кроме уча
стия в трансформаЦи/ клеток и опухолеродностй, он защищает 
новосинтезированную вирусную ДНК и ДНК клетки-хозяина 
[272Ь].

Ясно, что для понимания механизма трансформации клеток, 
индуцируемого аденовирусами, необходимо детально исследо
вать функции Т-антигенов Е1А и Е1В. Т-антигены Е1А предо
ставляют нам уникальную возможность для изучения регуляции 
экспрессии генов у эукариот. Важным шагом в исследовании 
функций генов Е1 могли бы стать биологические и биохимиче
ские работы с очищенными Т-антигенами Е1. К сожалению, в 
инфицированных и трансформированных клетках этот белок 
присутствует в незначительных количествах. Для достижения 
дальнейшего прогресса в этой области необходимо получить 
Т-антигены в очищенном виде, а для этого необходимы такие 
эукариотические клетки, в которых они амплифицированы, или 
созданные с помощью генетической инженерии прокариотиче
ские клетки — сверхпродуценты Т-антигенов.

Герпесвирусы

О молекулярной биологии процесса трансформации клеток 
с помощью герпесвирусов известно сравнительно мало. Ни в од
ной работе не удалось показать, что какой-нибудь из герпесви
русов кодирует трансформирующий ген, функция которого нуж
на для поддержания трансформированного состояния. Возмож- 
но, механизм онкогенеза при участии герпесвирусов в корне 
отличается от механизма онкогенеза в случае SV40, Ру, Ad и 
тех ретровирусов, которые кодируют онкогены.

Трансформация с помощью апьфа-герпесвирусов HSV-1 и HSV-2

Способность специфических рестрикционных фрагментов ДНК 
HSV-1 и HSV-2 к трансформации in vitro была установлена не
сколькими исследователями (более подробно см. в работе [150]). 
Очаговая трансформация эмбриональных клеток хомячка в 
обедненной сывороткой среде в результате трансфекции фраг
ментом F Xbal (23 kb) HSV-1, локализованным в области 30— 
45 единиц карты, была впервые описана Камачо и Спеар
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Рис. 12.8. Карта .рестрикционных фрагментов ДНК HSV-1, HSV-2 и HCMV, 
обладающих трансформирующей активностью. (С изменениями из [116], с раз
решения авторов; положения трансформирующих фрагментов HGMV взяты из 
работ [201, 37].)

[27]. Эти трансформированные клетки могли расти в полужид
кой среде. Рейес и др. [233] трансформировали эмбриональные 
клетки хомячка и мыши Balb/ЗТЗ фрагментом I B glll HSV-1 
(15,4 kb), расположенным в области 31—42 единиц карты. Этот 
сегмент вирусного генома называют морфологической трансфор
мирующей областью I  (rntrl на рис. 12.8). Сегмент mtrl коди
рует гликопротеин HSV-1 (gAgB) и ДНК-связывающий белок; 
здесь же находится и сайт инициации репликации ori вирусной 
ДНК. Однако попытки обнаружить последовательности вирус
ных ДНК в клетках, трансформированных фрагментами ДНК 
HSV-1, пока не увенчались успехом (233, 116].

Сообщалось, что в случае HSV-2 трансформировать клетки 
могут два разных рестрикционных фрагмента ДНК. Фрагмент 
N Bglll (7,5 kb), расположенный в области 58—63 единиц кар
ты (mtrll на рис. 12.8), трансформирует эмбриональные клетки 
крыс и хомячков, а также клетки мышей Balb/ЗТЗ и NIH/3T3 
[77, 233]. Трансформированные клетки были отобраны по спо
собности расти в обедненной сывороткой и в полужидкой сре
дах. Второй фрагмент ДНК HSV-2, фрагмент CD Bglll/Hp.al 
(22 kb), расположенный в области 42—57 единиц карты (m trlll 
на рис. 12.8), трансформирует эмбриональные клетки хомячка. 
Это было установлено методом пассажей: клетки повторно куль
тивировали, чтобы отобрать иммортализованные трансформанты 
[134]. Недавно фрагмент m trlll удалось разделить на два функ
циональных субфрагмента, кодирующие две последовательные 
ступени трансформации, — иммортализацию и превращение им
мортализованных клеток в опухолеродные [135]. Ни один из 
трансформирующих фрагментов HSV-2 (mtrll, m trlll) не гомо-
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логичен трансформирующему фрагменту, HSV-1 (mtrl). Это уди
вительно, если учесть, что HSV-1 и HSV-2 структурно и функ
ционально колинеарны. По-видимому, механизм трансформации 
клеток у этих двух вирусов различен. Интересно, что трансфор
мирующие фрагменты HSV-1 и HSV-2 не содержат ни одного 
из ранних генов альфа-герпесвирусов. Это еще раз подтвержда
ет гипотезу о том, что механизм трансформации клеток с по
мощью герпесвирусов радикально отличается от механизмов 
трансформации^ с помощью Ру, SV40 и Ad, у которых для ини
циации трансформации и ее сохранения нужны функции ранних 
генов. Хотя трансформирующие фрагменты HSV-2, видимо, необ
ходимы для инициации трансформации, данных о наличии в 
трансформированной клетке специфических последовательностей 
вирусной ДНК нет. -

Отсутствие вирусных генов в клетках, трансформированных 
HSV-2, приводит к выводу, что вирусная ДНК не нужна для 
поддержания трансформированного фенотипа. Однако, если 
учесть, что возможности современных методов весьма ограниче
ны, трудно исключить присутствие небольшого сегмента вирус
ной ДНК длиной 1—3 kb, который мог бы кодировать трансфор
мирующую функцию. Для объяснения механизма трансформации 
клеток вирусами HSV-1 и HSV2 был предложен упоминав
шийся механизм «порази-и-беги» [78]. Так, трансформация мо
жет быть косвенным следствием мутагенной активности вирус
ного гена или может произойти в результате активации какого- 
то клеточного онкогена. В связи с этим интересно заметить, что 
HSV-специфическая рибонуклеотид-редуктаза кодируется участ
ком вирусного генома, частично перекрывающимся с mtrll и 
m trlll [126]. Возможно, кратковременная экспрессия гена этого 
вирусного фермента оказывает мутагенное действие на клеточ
ную ДНК, создавая дисбаланс некоторых дезоксирибонуклео- 
зидтрифосфатов во внутриклеточном пуле и, следовательно, на
рушая точность репликации ДНК- Совсем недавно было показа
но, что фрагмент ДНК HSV-2 из 700 пар оснований способен к 
трансформации клеток (McDougall, Galloway, личное сообще
ние). Этот небольшой трансформирующий фрагмент имеет 
структуру '«стебель—петля», аналогичную структуре IS-элемен- 
та. Эти данные также подтверждают, что ДНК HSV-2 осущест
вляет трансформацию с помощью уникального механизма, в ко-I 
тором не участвуют классические вирусные трансформирующий 
гены.

Трансформация с помощью альфа-герпесвируса EHV-1

Герпесвирус лошадей типа 1 (EHV-1), другой член подсемей
ства альфа-герпесвирусов, может трансформировать эмбрио
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нальные клетки хомячка in vitro. Трансформацию клеток виру
сом EHV-1 осуществляли двумя способами. В первом случае 
эмбриональные клетки хомячка заражали с помощью УФ-облу- 
ченного EHV-1 и отделяли скопления клеток с измененной мор
фологией [238]. Клеточные линии из этих скоплений образовы
вали колонии на мягком агаре и индуцировали опухоли у ново
рожденных хомячков и у взрослых сингенных хомячков. 
В разных линиях трансформированных клеток и опухолях, инду
цированных у хомячков при введении им трансформированных 
клеток, обнаруживали от одной до четырех копий сегментов 
вирусного генома, составляющих 2—20% его длины. Во втором 
случае первичные эмбриональные клетки хомячка трнсформи- 
ровали вирусными штаммами, обогащенными дефектными части
цами EHV-1 [237]. Трансформированные клетки сохраняли от 
23 до 45 копий целого вирусного генома, а опухоли, индуци
рованные трансформированными клетками, содержали от двух 
до четырех копий сегментов вирусного генома, составляющих 
40—60% его длины.

Три клеточные линии, иммортализованные с помощью транс
формации УФ-облученным EHV-1, исследовали методом блот- 
гибридизации ДНК [236, 239]. Участки генома EHV-1 были 
встроены во множество мест генома клетки-хозяина. При этом 
во всех линиях трансформированных клеток присутствовала по 
крайней мере одна копия участка генома, расположенного в об
ласти 32—38 единиц карты. Указанная последовательность (но 
не другие участки вирусной ДНК) обнаруживалась на протя
жении 100 клеточных пассажей. Эти данные свидетельствуют 
о возможном существовании интегрируемых специфических ви
русных последовательностей, связанных с сохранением онкоген- 
ного фенотипа у клеток, трансформированных с помощью 
EHV-1.

Трансформация с помощью бета-герпесвируса H CM V

Способностью к трансформации обладают две области гено
ма цитомегаловируса человека (HCMV). Это следует из резуль
татов опытов по трансфекции клонированных рестрикционных 
фрагментов. Авторам работы [201] удалось трансформировать 
клетки NIH/3T3 фрагментом NE Xbal/H indlll (2,9 kb), который 
находится в области 12— 14 единиц карты в молекуле ДНК про- 
тотипного штамма HCMV (рис. 12.8). Однако в трансформиро
ванных клетках не было обнаружено последовательностей 
вирусной ДНК [201]. Используя метод пассажей клеток для 
отбора трансформированных клонов, Клантон и др. [37] транс
формировали эмбриональные клетки хомячка другим фрагмен
том ДНК HCMV—Е Xbal (14,3 kb), расположенным в области



68—77 единиц карты (рис. 12.8). Этот фрагмент генома HCMV 
(штамм Таун) частично гомологичен участку m trlll HSV-2 
£37] (рис. 12.8). Как следует из приведенных данных HCMV 
сходен с HSV-2 в том отношении, что каждый из них имеет две 
трансформирующие области.

Следует отметить, что в геноме HCMV с помощью экспери
ментов по гибридизации были обнаружены нуклеотидные после
довательности, родственные онкогену v-myc вируса миелобласто- 
за птиц и протоонкогену человека с-тус [82, 270]. С ДНК HCMV 
гибридизовался 5'-концевой участок кодирующей последователь
ности туе. Последовать.-:: «ости, гомологичные туе, были обна
ружены в нескольких областях генома HCMV [82]. Их проис
хождение и функции неизвестны. Интересно, что область Е1А 
у аденовирусов, которая содержит ген, кодирующий функцию 
иммортализации, также имеет родственные туе последователь- 
ности [226].

Трансформация с помощью гамма-герпесвируса EBV

EBV и обезьяньи герпервирусы — это представители подсе
мейства гамма-герпесвирусов. Их репликация осуществляется в 
В- и Т-лимфоцитах. Состояние вирусной ДНК в этих клетках 
иное, чем в клетках, трансформированных вирусами подсемейств 
альфа и бета. Геном EBV в вирусной частице представлен ли
нейной двухцепочечной ДНК длиной 170 kb. В опухолевых тка
нях и линиях трансформированных клеток, взятых из лимфом 
Беркита и карцином носоглотки, обнаруживают множество 
копий кольцевых эписомных молекул ДНК, представляющих 
собой полную молекулу ДНК EBV. Однако не исключено, что 
некоторые копии вирусной ДНК интегрированы с клеточным 
геномом, особенно если учесть, как высока концентрация эпи
сомной формы. Действительно, гибридизация in situ с исполь
зованием меченых рестрикционных фрагментов указывает на то, 
что некоторые молекулы вирусной ДНК, по-видимому, встраива
ются в хромосому в определенном месте [119].

В трансформированных с помощью EBV В-лимфоцитах и 
лимфобластах лимфомы Беркита в культуре осуществляется 
интенсивная транскрипция генома EBV (более подробно см. в 
работе [147]). Около 10% вирусного генома экспрессируется в 
виде молекул полиаденилированной вирусной РНК, которые 
обнаруживаются в полисомах; вероятно, это вирусные мРНК, 
на которых происходит трансляция белков. Менее интенсивная 
транскрипция осуществляется в биопсийных пробах опухолей 
Беркита, и РНК-транскрипты картированы в двух областях ви
русного генома.

Хотя мы уже многое знаем о структуре и организации вирус
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ного генома и об экспрессии генов EBV на уровне РНК и бел
ков [147], данные о трансформирующих генах и белках EBV 
пока отсутствуют. Результаты последних исследований свиде
тельствуют о том, что EBV индуцирует образование лимфомы 
Беркита путем активации клеточного гена туе. Характерной 
особенностью клеток лимфомы Беркита является транслокация 
сегмента хромосомы 8 в одну из хромосом 14, 2 или 22, в место 
расположения иммуноглобулиновых генов. Ген человека с-тус 
локализуется в месте цитогенетического разрыва [46, 199, 282], 
и в нескольких случаях лимфомы Беркита отмечались пере
стройки в гене с-тус (более подробно см. в работе [149]). Вы
сказывалось предположение, что определенную роль в онкоген- 
ном действии играет повышение уровня экспрессии гена с-тус 
или синтез модифицированного (вследствие мутации или пере
стройки гена) белка с-тус. В пользу первой гипотезы говорят 
данные о высоком уровне экспрессии с-тус в клетках лимфомы 
Беркита [64, 182], а второй — недавнее сообщение о соматиче
ской мутации, сходной с мутацией в вариабельной части имму
ноглобулиновых генов [225].

Не исключено, что образование лимфомы Беркита представ
ляет собой многоступенчатый процесс, в котором кроме транс
формирующих генов участвует возможная аберрантная актив
ность с-тус. Экспрессия гена с-тус может привести к имморта
лизации клеток, но не к полной трансформации. Например, 
индукцию лимфомы В-клеток у кур вирусами лейкоза птиц 
связывают с активацией двух генов — гена с-тус и трансформи
рующего гена [43]. Возможно, геном EBV играет роль индукто
ра транслокации с-тус и, кроме того, кодирует еще одну, транс
формирующую функцию. Возможно также, что в клетках лим
фомы Беркита активируются дополнительные клеточные прото
онкогены либо непосредственно под действием генов EBV, либо 
из-за спонтанных мутаций, возникающих за время роста опу
холи.

Трансформация с помощью гамма-герпесвирусов
Н. saimiri и Н. ateles

Линии клеток, полученные из опухолей, индуцированных 
Н. saimiri и Я. ateles, содержат множество копий кольцевых 
замкнутых эписомных молекул вирусной ДНК [69, 139]. Транс
крипционный анализ линии клеток, трансформированных Я. sai
miri, указывает на наличие единственного полиаденилированного 
вирусного транскрипта длиной 2,7 kb, соответствующего обла
сти 89—93 единиц карты; эта область транскрибируется во вре
мя предранней фазы продуктивной вирусной инфекции [151]. 
Структура вирусных транскриптов в трансформированных с по-
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Рис. 12.9. Структура генома HBV-по
добных вирусов. Черный треуголь
ник — ковалентно связанный с ДНК  
•белок. Обе цепи двухцепочечного ви
русного генома линейны. Кольцевая 
конфигурация стабилизируется благо
даря спариванию участков из 250— 
300 оснований, расположенных на 5'- 
концах полной минус-цепи и неполной 
плюс-цепи. (Из [275], с разрешения 
авторов.)

мощью EBV клетках существенно сложнее. По-вйдимому, транс
крипт Я. saimiri кодируется ранним геном, функция которого 
нужна для поддержания трансформации. Тем не менее никаких 
вирус-специфических белков в клетках, трансформированных 
Я. saimiri, обычными иммунологическими методами обнаружить 
tie удалось [68].

HBV-подобные вирусы

Уникальную структуру генома HBV-подобных вирусов ил
люстрирует рис. 12.9. В вирионах, выделенных из сыворотки 
человека, содержится частично двухцепочечная молекула вирус
ной ДНК, образованная минус-цепью длиной 3,2 kb и более 
короткой плюс-цепью разной длины. Кольцевая конфигурация 
генома стабилизируется за счет перекрывания 5'-концевых по
следовательностей двух цепей длиной около 300 оснований. 
С 5'-концом минус-цепи ковалентно связан белок [83], который, 
по-видимому, играет роль затравки при синтезе минус-цепи 
ДНК. Кроме того, в вирусной частице присутствует ДНК-поли- 
мераза, которая in vitro способна осуществлять достройку плюс- 
цепи до полной двухцепочечной молекулы ДНК. Возможно, эта 
реакция идет также in vivo.

Данные о том, что HBV-вирусы могут трансформировать 
клетки по тому же механизму, что и адено-, полиома- и ретро- 
вирусы, т. е. путем интеграции и экспрессии специфических ви
русных трансформирующих генов, отсутствуют. К сожалению, 
мы не располагаем культурами клеток или систем лабораторных 
животных, которые позволили бы изучить этот механизм транс
формации клеток и идентифицировать предполагаемые кодируе
мые вирусом трнсформирующие белки. Однако следует упомя
нуть о двух наблюдениях, имеющих отношение к механизму 
трансформации клеток HBV-вирусами. Это, во-первых, необыч
ный способ репликации вирусной ДНК, включающий обратную
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транскрипцию транскрипта вирусной РНК; вначале считалось, 
что такой механизм репликации встречается лишь у ретровиру
сов. Во-вторых, показано, что в клетках опухоли печени чело
века и североамериканского сурка вирусная ДНК находится в 
интегрированном состоянии. Рассмотрим эти два факта более 
подробно.

На основании анализа интермедиатов вирусной ДНК в пече
ни утят, зараженных (естественным образом) вирусом гепати
та В уток (DHBV), была предложена новая схема репликации 
генома HBV-подобных вирусов [275]. Как видно из рис. 12.10, 
после проникновения в клетку вирусная ДНК достраивается до 
двухцепочечной структуры, после чего синтезируется полный 
плюс-РНК-транскрипт. Затем этот транскрипт (называемый 
прегеномом) упаковывается вместе с ДНК-полимеразой, обра
зуя незрелый нуклеоид. Далее с помощью обратной транскрип- 
тазы синтезируется полная минус-цепь ДНК и одновременна 
разрушается прегеном. Эта минус-цепь служит матрицей для 
синтеза плюс-цепей ДНК внутри нуклеоида. Наконец, нуклеоид 
«одевается» в белковую оболочку, и образуется вирусная час
тица.

Интегрированную вирусную ДНК, содержащуюся в опухо
лях печени человека и североамериканского сурка, исследовали 
методом блот-гибридизации. Оказалось, что в клетках первич
ного гепатоцеллюлярного рака обычно присутствуют интегриро
ванные последовательности ДНК вируса гепатита [22, 261]. 
По-видимому, опухолевые клетки моноклональны, поскольку оди
наковая картина интеграции наблюдалась для разных проб од
ной и той же опухоли. В то же время для опухолей разных 
пациентов расположение ДНК-полос было неодинаковым; это 
свидетельствует о том, что вирусная ДНК встраивается в раз
ные участки клеточного генома.

Хорошую модельную систему для изучения молекулярной 
биологии трансформации клеток HBV-подобными вирусами 
представляет собой вирус гепатита североамериканского сурка 
(WHV). WHV иммунологически родствен HBV; как показывает 
анализ нуклеотидной последовательности ДНК [74], он- сходен 
с HBV и по своей генетической организации. WHV связан с 
гепатитами и гепатомами североамериканских сурков [276]; его 
ДНК встроена в клеточный геном и эти опухоли моноклональны 
[207]. Для двух случаев опухолей естественного происхождения 
места соединения клеточной и вирусной ДНК, содержащие един
ственный сайт интеграции, были клонированы и исследованы с 
помощью рестрикционного картирования и электронной микро
скопии гетеродуплексов [207]. Последовательность вирусной 
ДНК оказалась в значительной степени перестроенной и содер
жала делеции. Никаких данных о сохранении большой откры-
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’ис. 12.10. Предполагаемый путь репликации генома HBV-подобных вирусов 
см. текст). (Из [275], с разрешения авторов.)
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той рамки считывания, с использованием которой мог бы инте
грироваться предполагаемый трнсформирующий белок с мол. 
массой, превышающей 15К, получено не было. Эти результаты 
■не согласуются с представлением о трансформирующих генах. 
Кроме того, в этих работах не был идентифицирован единый 
клеточный локус, по которому происходила бы интеграция ви
русной ДНК; следовательно, они не согласуются также с пред
ставлением о встраивании промотора, согласно которому вирус
ная ДНК включается в клеточный геном вблизи онкогена и ак
тивирует его экспрессию, как это показано для вирусов лейко
зов птиц [117, 200, 214].

Недавно были выполнены работы по изучению схемы инте
грации ДНК HBV в геном линии клеток человека, полученной 
из ткани гепатоцеллюлярного рака [152]. Три разные последо
вательности интегрированной ДНК HBV были клонированы в 
бактериофаге лямбда; была проведена блот-гибридизация ДНК 
и определена ее нуклеотидная последовательность. Оказалось, 
что сайт интеграции вирусной ДНК располагается в одноцёпо- 
чечной области ДНК HBV. Отсюда следует, что при интеграции 
используется определенная нуклеотидная последовательность 
вирусной ДНК- В отличие от описанного выше случая ДНК 
WHC [207], интегрированные участки ДНК HBV не содержали 
явных перестроек [152]. Изучение онкогенеза HBV-подобных ви
русов только начинается, и мы пока не можем сделать никаких 
выводов о механизме трансформации клеток этими вирусами.

f ly ™  онкогенеза и трансформации клеток под действием 
трансформирующих генов опухолеродных ДНК-вирусовг 
онкогенов ретровирусов и раковых клеток, 
а также химических канцерогенов: 
общие особенности вирусологии опухолей

Клетки, трансформированные опухолеродными вирусами, при
обретают целый ряд новых биологических и биохимических 
.свойств. Их появление, по-видимому, обусловливается актива
цией или респрессией специфических клеточных генов в резуль
тате плейотропного действия кодируемых вирусом трансформи
рующих белков. Происхождение трансформирующих генов 
ДНК-содержащих опухолеродных вирусов не известно. Если они 
эволюционировали от клеточных генов, то произошла их зна
чительная дивергенция, поскольку не наблюдается гибридиза
ции трансформирующих генов опухолеродных ДНК-вирусов с 
клеточной ДНК- Напротив, трансформирующие гены ретровиру
сов (онкогены), по-видимому, произошли от клеточных генов, 
поскольку у многих видов позвоночных обнаружены клеточные 
гомологи онкогенов ретровирусов. Интересны в этом плане по
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лученные недавно данные, свидетельствующие о том, что транс
формирующие гены Е1А аденовирусов структурно родственны 
двум онкогенам ретровирусов туе и myb. Этот вывод, основан
ный на результатах компьютерного анализа расшифрованных 
нуклеотидных последовательностей ДНК [226], очень интересен, 
поскольку продукт гена туе и продукт гена Е1А — это ядерные 
белки, которые вызывают иммортализацию первичных клеток. 
Кроме того, онкогены v-myc и с-тус содержат последовательно
сти, гомологичные нескольким участкам генома цитомегаловиру- 
са человека [82, 270].

Недавно было установлено, что трансформирующие^ гены 
опухолеродных ДНК-вирусов и ойкогены ретровирусов кодиру
ют взаимозаменяемые функции. Более того, возможна компле
ментация онкогенной активп^сти человеческих раковых онкоге
нов (клеточных гомологов ^онкогенов ретровирусов) функцией 
трансформирующих генов ДНК-содержащих опухолеродных 
вирусов. Эти данные позволяют предположить, что трансформи
рующие гены опухолеродных ДНК-вирусов кодируют функции, 
подобные функциям клеточных генов. Действительно, начатые в 
последнее время работы по идентификации клеточных генов- 
мишеней, активируемых во время онкогенеза, свидетельствуют
о том, что основное внимание исследователей должно быть обра
щено на регуляцию экспрессии генов эукариот и клеточного рос
та. Сейчас наступила новая эра в изучении свойств и функций 
трансформирующих генов опухолеродных ДНК-вирусов и онко
генов.

Онкогенез, индуцируемый генами опухолеродных вирусов и 
клеточными онкогенами, — это многоступенчатый процесс, кото
рый включает по крайней мере два (а возможно, три и более) 
этапа. На первом из них, иммортализации, первичные клетки в» 
культуре превращаются в клеточные линии с неограниченным 
временем жизни; это предотвращает запрограммированное ста
рение первичных клеток или кризис, которые в норме происхо
дят в культуре клеток. Функция иммортализации экспрессиру
ется генами N-концевого домена Т-антигена Ру и SV40, генами 
Е1А аденовирусов и онкогеном туе. Ретровирусы, которые со
держат онкоген туе (например, вирус миелоцитоматоза птиц), 
связывают с широким спектром опухолей (в том числе с карци
номами, саркомами), а также с лейкозами (подробно см. в ра
боте [13]). Интересно также, что клеточный гомолог онкогена 
туе часто перестраивается и наблюдается более высокий уро
вень его экспрессии во многих В-клеточных лимфомах человека, 
в том числе в лимфоме Беркита (подробнее см. в работе [149]). 
Трансформирующие белки, кодируемые генами, которые детер
минируют функцию иммортализации, — это, как правило, ДНК- 
связывающие белки, локализованные в клеточном ядре [56, 57].

27*
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На втором этапе, который можно назвать этапом трансфор
мации, происходит индукция полного набора фенотипических 
изменений, связанных с онкогенной трнсформацией клеток. Это 
морфологические изменения, способность расти в обедненной 
сывороткой среде, способность делиться без прикрепления к под
ложке и опухолеродность. Функция трансформации кодируется 
геном среднего Т-антигена Ру, генами Е1В аденовирусов, а так
же вирусным и клеточным онкогенами ras. Вирусные гены ras, 
кодируемые вирусом саркомы мыши Харви и Кирстена, транс- 
дуцированы из клеточного генома крысы; при введении грызу
нам эти вирусы вызывают саркомы и лейкозы. Особенно важно 
(как с научной, так и с клинической точек зрения), что клеточ
ные гомологи ras выделяются из самых разных опухолей челове
ка, в том числе из карцином мочевого пузыря, легких и подже
лудочной железы (подробнее см. в работе [13]). В нескольких 
случаях показано, что эти человеческие онкогены содержат 
точечные мутации в одном из двух сайтов; следовательно, изме
нение продукта гена ras, по-видимому, причинно связано со зло
качественным состоянием клетки. Трансформирующие белки, 
ответственные за трансформирующую функцию, ассоциированы 
с плазматической мембраной и с цитоплазматическими мембран
ными структурами [13, 109, 266].

Гены опухолеродных вирусов и онкогены, кодирующие транс
формирующую функцию, не влияют (или влияют очень слабо) 
на первичные клетки. Однако они могут трансформировать ста
бильные линии клеток, которые уже были иммортализованы 
либо путем введения вирусных или клеточных генов, кодирую
щих функцию иммортализации, либо в результате спонтанной 
мутации, либо под действием химических канцерогенов. В каче
стве примера можно привести средний Т-антиген Ру, который 
не способен трансформировать первичные клетки, но трансфор
мирует стабильные клеточные линии или клетки, которые были 
ранее иммортализованы большим Т-антигеном Ру. Интересно, 
что функция аденовирусного Е1А может замещать функцию 
большого Т-антигена Ру; котрансфекция первичных клеток плаз
мидами, одна из которых кодирует Е1А аденовируса, а другая— 
средний Т-антиген Ру, приводит к эффективной трансформации 
[246]. Таким образом, ген иммортализации одного ДНК-содер- 
жащего опухолеродного вируса может быть дополнен геном 
трансформации другого ДНК-содержащего опухолеродного ви
руса.

Функция иммортализации, кодируемая генами опухолерод
ных ДНК-вирусов и онкогена туе ретровируса, может допол
нять трансформирующую функцию вирусных и клеточных онко
генов [162, 246]. Человеческий онкоген ras, выделенный из кар
циномы мочевого пузыря, трансформирует стабильную линию
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ЗТЗ мышиных клеток, но не первичные или вторичные культуры 
клеток грызунов. Путем котрансфекции онкогеном ras и геном 
большого Т-антигена Ру [162] либо геном Т-антигена аденови
русного Е1А [246] может быть достигнута полная трансформа
ция клеток грызунов в культуре. Более того, с помощью ко
трансфекции онкогенами ras и туе удается трансформировать 
также вторичные культуры клеток грызунов [162], а фиброблас- 
ты хомячка, иммортализованные в культуре обработкой канце
рогеном, трансформируются одним геном ras [204]. Все прове
денные ранее работы показывают, что трансформирующие гены 

/опухолеродных вирусов выполняют по крайней мере два класса 
биологических функций. Но, как мы уже отмечали, в свойствах 
клеток, которые экспрессируют вирусные трансформирующие 
гены, кодирующие биологическую функцию одного и того же 
класса, есть тонкие, яп явные различия. Эти и другие данные 
указывают на то, что должна существовать третья участвующая 
в трансформации биологическая функция и что эту функцию 
могут выполнять какие-то спонтанные клеточные изменения или 
еще один, третий вирус-специфический ген.

Самые последние данные наводят на мысль, что опухолерод
ные ДНК-вирусы, ретровирусы и химические канцерогены акти
вируют одни и те же клеточные гены. Таким образом, по-види- 
мому, пути онкогенеза ограничены, и, возможно, основой злока
чественности является аберрантная регуляция небольшой группы 
генов. Данные о том, что продукт какого-то гена SV40 акти
вирует экспрессию специфических клеточных генов, были полу
чены еще в ранних работах: заражение SV40 стимулировало 
синтез клеточной ДНК, рибосомной РНК и клеточной тимидин
киназы. Эти старые сведения согласуются с результатами экс
периментов по гибридизации, показывающими, что примерно 3% 
последовательностей клеточной мРНК, присутствующих в транс
формированных SV40 клетках, в нетрансформированных клетках 
отсутствуют. Самые последние работы, в которых проведен 
анализ библиотеки клонов кДНК, соответствующих мРНК кле
ток, трансформированных SV40, наводит на мысль, что экспрес
сия некоторых клеточных мРНК в трансформированных SV40 
клетках усилена.

Библиотека кДНК-клонов была получена с помощью обрат
ной транскрипции популяции мРНК мышиных клеток, транс
формированных SV40, и последующего клонирования в плазмид- 
ных векторах [257, 258]. Затем был проведен скрининг на выяв
ление тех видов мРНК, которые в трансформированных клетках 
представлены в более высокой концентрации, чем в нетрансфор
мированных. При этом использовались два подхода. В одной 
работе проводили гибридизацию 430 клонов кДНК с мРНК 
трансформированных и нетрансформированных клеток, меченной
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in vitro y^-P-ATP с  п о м о щ ь ю  полинуклеотидкиназы [257]. Уро
вень экспрессии клеточных мРНК, гомологичных трем из 430 
клонов кДНК, в индуцированных SV40 опухолях и трансформи
рованных клетках в 100 раз превышал нормальный. Транскрип
ты, соответствующие этим трем клонам кДНК, синтезировались 
на столь же высоком уровне в БУЧО^А-трансформированных 
клетках при пермиссивных температурах; отсюда следует, что 
экспрессию мРНК, по-видимому, регулировал большой Т-анти
ген SV40.

В другой работе с использованием мРНК из клеток, транс
формированных SV40, была создана библиотека кДНК из 
6400 клонов. Скрининг проводили путем гибридизации с кДНК- 
зондом; эта ДНК была обогащена последовательностями, спе
цифичными для мРНК клеток, трансформированных SV40. Из 
6400 клонов кДНК были идентифицированы и охарактеризова
ны 42 позитивных клона; по картине распределения рестрикци
онных фрагментов и по общим нуклеотидным последовательно
стям их можно разбить на четыре группы. Анализ клеточных 
линий, трансформированных SV40, позволил сделать следующий 
вывод: общая особенность процесса трансформации SV40 со
стоит в активации генов, соответствующих кДНК груп
пы 1.

С pAG64 — прототипом кДНК-зонда группы 1 — гибридизуют- 
ся три клеточные мРНК длиной 1,6, 0,7 и 0,6 kb. Во всех исполь
зованных линиях клеток, трансформированных SV40, наблюдает
ся более высокая концентрация мРНК длиной 1,6 kb. Появление 
транскриптов длиной 0,7 и 0,6 kb, по-видимому, связано с пере
ходом к более высокотрансформированному состоянию [258]. 
Повышенное содержание мРНК длиной 1,6 kb группы 1 отмеча
лось в случаях мышиных фибробластов, трансформированных 
вирусами Ру, саркомы Рауса и лейкоза мышей Абельсона, а так
же химическими канцерогенами метилхолантреном и метилхо- 
лантренэпоксидом [258]. Такой же эффект наблюдался в случае 
нефибробластных трансформированных мышиных клеток, в том 
числе в линиях клеток опухоли тимуса, опухолей молочных же
лез, в линии В-клеток, трансформированных вирусом лейкоза 
мышей Абельсона, в линии клеток нейробластомы и в линии 
клеток гепатомы крыс [24]. Таким образом, активация специфи
ческого гена группы 1 — это, по-видимому, общая особенность 
онкогенеза клеток грызунов. Повышенный уровень транскрипции 
генов группы 1, очевидно, коррелирует с экспрессией фенотипа, 
характерного для состояния трансформации, и с присутствием 
функционального большого Т-антигена. Это следует из резуль
татов анализа 5У40-^-мутантов. Повышенное содержание транс
криптов группы 2 наблюдалось у ограниченного числа транс
формированных клеточных линий, индуцированных SV40 и дру
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гими агентами; работы по изучению клонов кДНК групп 3 и 
4 пока не закончены [258].

кДНК-клоны группы 1, соответствующие тем видам мРНК, 
для которых в трансформированных клетках наблюдался более 
высокий уровень экспрессии, содержат повтор, встречающийся в 
разных местах генома мыши [196]. Блот-гибридизация РНК с 
использованием кДНК-зондов группы 1, содержащих этот 
повтор, выявила большое число клеточных мРНК, концентрация 
которых на протяжении периода эмбрионального развития мыши 
меняется. Транскрипты, гомологичные повтору группы 1, были 
впервые обнаружены у мышиных эмбрионов на 7-е сутки разви
тия; их концентрация достигала максимума в период наиболее 
интенсивного роста эмбриона и начала развития органов (6,5—
9,5 сут), а затем уменьшалась до величины, характерной для 
взрослой мыши. Интер^но, что в линиях клеток эмбриональной 
карциномы, которые считаются эквивалентными плюрипотент- 
ным ранним эмбриональным клеткам, также синтезируется 
большое количество транскриптов, родственных группе 1. Если 
индуцировать дифференцировку клеток эмбриональной карцино
мы in vitro, то концентрация транскриптов, родственных группе 1, 
заметно падает [196]. Было высказано предположение, что по
вторяющийся элемент группы 1 действует как регуляторная 
последовательность, изменяющая уровень экспрессии генов 
группы 1. Эти чрезвычайно интересные данные согласуются с 
предложенной много лет назад гипотезой о том, что основой 
злокачественного процесса является аномальная экспрессия 
важных для роста и развития организма генов.

Дальнейшее изучение и функциональная характеристика кле
точных генов, экспрессия которых в трансформированных клет
ках меняется, были бы чрезвычайно интересны и могли бы про
лить свет на молекулярные механизмы, лежащие в основе как 
развития эмбрионов, так и злокачественных образований.
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Введение

Ретровирусы часто вызывают разнообразные неопластические 
заболевания и широко распространены среди позвоночных [68]. 
Они отличаются характерной морфологией, структурой РНК-ге- 
нома и наличием РНК-зависимой ДНК.-полимеразы (обратной 
транскриптазы, ревертазы). В это семейство входят вирус сар
комы Рауса (RSV), вирус миелоцитоматоэа (МС29), вирусы сар
комы мышей Харви (Ha-MuSV) и Мюлоии (Mo-MuSV), вирус 
лейкоза птиц (ALV), вирус ретикулоэндотелиоэа птиц (REV), 
вирус лейкоза мышей (iMuLV), вирус опухолей молочных желез 
мышей (MMTV), вирус Т-(клеточного лейкоза человека (HTLV). 
Все онкогенные РНК-содержащие вирусы относятся к ретро- 
вирусам, но не все ретровирусы онкогенны или хотя бы пато
генны.

Ретровирусы интенсивно изучали и как вероятную причину 
возникновения опухолей человека и животных, и как модель ви
русного канцерогенеза. Геномы всех хорошо изученных ретро
вирусов клонированы начиная с 1979 г. Для многих из них из
вестны полные нуклеотидные последовательности [79, 155, 158, 
165, 186]. Детальные знания структуры, а также доступность ин
фекционных рекомбинантных клонов позволили конструировать 
разнообразные мутантные и рекомбинантные вирусы in vitro. 
Использование, этих подходов в сочетании с другими ранее раз
работанными методами позволило углубить представления о 
биологии ретровирусов. В этой главе мы рассмотрим жизнен
ный цикл этих вирусов и суммируем сведения, касающиеся от
дельных аспектов их биологии и онкогенного потенциала. Чита
тели, заинтересованные в более детальном знакомстве с ретро- 
вирусами, могут воспользоваться опубликованными монография
ми [169, .200].

> Douglas R. Lowy, Laboratory of Cellular Oncology, National Cancer In 
stitute, Bethesda, Maryland 20205.
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Первые представители этого семейства вирусов были выяв
лены по их способности вызывать опухоли у чувствительных жи
вотных [59, 6 8 ]. Ретровирусы были первыми из обнаруженных 
инфекционных онкогенных агентов. 'Выделение первого ретрови
руса описано Эллерманом и Бангом в 1908 г. [46]. Этим датским 
исследователям удалось перенести одну из форм лейкоза кур от 
зараженных к незараженным животным с помощью бесклеточ- 
ного фильтрата лейкозных клеток. Однако открытие первого 
онкогеиного вируса не было признано, поскольку в то время еще 
не было ясно, является ли лейкоз неопластическим заболева
нием. Первым признанным онкоген-ным вирусом оказался филь
трующийся агент, выделенный из спонтанной саркомы кур 
(RSV). Пейтон Раус получил его в 1911 г. [147] и показал, что он 
способен вызывать саркомы у зараженных цыплят. RSV изучен 
наиболее подробно из всех ретровирусов; именно для него были 
сформулированы многие принципы, которые оказались примени
мы к остальным ретровирусам. Вслед за Раусом другие иссле
дователи обнаружили онкогенные ретровирусы млекопитающих, 
в частности фактор молока — MMTV, вызывающий карциному 
молочных желез у мышей [10], и MuLV, вызывающий мышиные 
лимфомы и лейкозы [67]. Разработанные методы обнаружения 
инфекционных RSV, MuLV и многих других ретровирусов in vitro 
позволили проводить количественные исследования на клеточ
ных культурах [148, 150, 199].

Необычные свойства ретровирусов

Ретровирусы обладают рядом необычных свойств. В то вре
мя как многие другие вирусы убивают зараженную клетку, рет
ровирусы, как правило, вызывают хроническую инфекцию чув
ствительных клеток. Продолжительная экспрессия вирусных- 
генов обычно не сопровождается цитотоксическим эффектом, по
скольку большинство ретровирусов не вызывает гибель клетки. 
При ретровирусной инфекции либо усиливается клеточная про
лиферация, либо не обнаруживается никаких изменений харак
тера роста клеток.

Для достижения хронической инфекции геном этого семей
ства вирусов осуществляет уникальную стратегию репликации. 
Хотя вирусный геном в составе вириона представлен одноцепо
чечной РНК, в ходе его репликации в клетке он проходит ста
дию двухцепочеч'ной ДНК, которая эффективно интегрирует с 
геномом хозяйской клетки. Превращение генома ретровируса из 
вирионной РНК в ДНК осуществляет вирусная РНК-зависимая 
ДНК-полимераза (ревертаза).

Первые изоляты ретровирусов
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Независимое открытие в 1970 г. Темином и Мицутани [183] 
и Балтимором [7] в составе ретровирусов фермента, осущест
вляющего синтез ДНК на матрице РНК, объяснило, каким обра
зом геном ретровируса сохраняется в зараженной клетке. Их 
важнейшее наблюдение, согласно которому возможна передача 
генетической информации от РНК к ДНК, а не только от ДНК 
к РНК, как думали раньше, заложило основополагающий теоре
тический фундамент для дальнейших исследований ретровиру
сов. Эти исследования привели к взрывному накоплению све
дений о репликации и молекулярной биологии ретровирусов. Н а
звание «ретровирус» отражает присутствие у всех представите
лей этого семейства ревертазы и наличие стадии ДНК в цикле 
репликации их генома. Как сейчас известно, есть и другие ви
русы, использующие в своей репликации ревертазу [136, 171].

Предположение о наличии в цикле репликации ретровиру- 
;ов стадии ДНК (провирусная гипотеза) высказывалось еще до 
эткрытия ревертазы [181]. Оно основывалось на наблюдении, что 
эетровирусная инфекция подавляется ингибиторами синтеза 
ДНК (например, цитозинарабинозидом) и ДНК-зависимого син
теза РНК (такими как актнномицин D) [6 , 180]. ПрямЫе свиде
тельства в пользу ДНК-провирусной гипотезы были получены, 
шгда в зараженных ретровирусами «летках обнаружили вирус- 
:пецифическую ДНК и когда была показана инфекционность 
(в опытах по трансфекции) ДНК, выделенной из этих клеток [80]. 
Ключевая роль ревертазы в синтезе ретровирусной ДНК была 
доказана после выделения и изучения условно-летальных (тем- 
т ер а тур о ч у в стви те л ьн ы х) и летальных мутантов по гену ревер- 
газы [194].

Еще одно необычное свойство ретровирусов, также связан- 
toe с особенностями их репликации, — это существование неко- 
х>рых из них в форме клеточных генов — эндогенных провиру- 
:ов, которые интегрированы с ДНК клеток зародышевой линии
i передаются вертикально по Менделю от родителей потом ст- 
sy [25, 67, 8 6 , 148]. Другие ретровирусы распространяются гори- 
юнтально, как большинство инфекционных агентов, например, 
шрус, ассоциированный, как недавно установлено, с одной из 
|юрм Т-клеточной лимфомы человека [142].

Некоторые ретровирусы (такие как RSV, Ha-MuSV, 
Ло-MuSV) содержат гены, очень близкие высожоконсерватив- 
1 ым клеточным генам. Хотя эти гены и не нужны для вирусной 
)епликации, каждый из них сообщает вирусу способность вызы- 
!ать трансформацию клеток в культуре и заметно повышает 
>нкоген.ный потенциал вируса. (В этой главе термин «трансфор
мация» означает приобретение клеткой in vitro неопластического 
эенотипа.) Поэтому эти гены названы вирусными траноформи- 
'ующими генами, или онкогенами (сокращенно v-onc). Соответ
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ствующие им клеточные гены обозначают с-otic. Каждому из он
когенов -присвоено трехбуквенное обозначение (например, src, 
ras и т. д.) [27]. Детальное сравнение вирусных и клеточных 
онкогенов показало, что вирусы переносят клеточные гены с-otic, 
несколько измененные и поставленные под контроль вирусных 
регуляторных элементов [9, 101]. Изучение онкогенсодержащих 
ретровирусов привело к идентификации клеточных онкогенов 
человека и многих видов эукариот. Измененная экспрессия ге
нов с-опс вносит овой вклад в патогенез разнообразных злока
чественных опухолей человека и животных.

Необходимо отметить, что большинство ретровирусов (таких 
как ALV, MuLV, HTLV) несут лишь гены, необходимые для реп
ликации, и не содержат явных онкогенов. За исключением HTLV, 
эти вирусы не вызывают морфологической трансформации кле
ток в культуре; в тех случаях, когда они онкогенны для живот
ных, опухоли, как правило, возникают после длительного латент
ного периода.

Структура вириона

Вирионы разных ретровирусов сходны по морфологии [178]. 
Они имеют диаметр 80— 130 нм и содержат внутренний элек
трон оплоты ый нуклеоид (сердцевина), который окружен наруж
ной оболочкой, представляющей собой липидоодержащую мем
брану. Нуклеоид состоит из рибонуклеопротеива, окруженного 
икосаэдрическим белковым капсидом. Между капсидом и обо
лочкой находится внутренний белок, покрывающий нуклеоид. 
Наружная поверхность оболочки несет гликопротеиновые выро
сты (шипы с «булавами» на вершине), особенно выраженные у 
некоторых ретровирусов [13]. Вирусная оболочка образуется при 
почковании вирусов от плазматической мембраны клетки хо
зяина.

В дополнение ж морфологическому сходству вирионы ретро- 
вирусов имеют много общих физических, химических и фермен
тативных свойств. Они состоят из 60—70% белка, 30—40% липи
дов, 2 —4% углеводов и 1 % РНК; их плавучая плотность'состав
ляет от 1,16 до 1,18 г/мл. Они чрезвычайно чувствительны к 
гидрофобным растворителям, детергентам и повышенной тем
пературе (56°С, (30 мин). Помимо структурных белков, в состав 
вирионов ретровирусов входит ревертаза.

Вирусный геном состоит из двух идентичных одноцепочечных 
позитивных молекул РНК, несущих «кэп на 5'- и poly (А) нз 
З'-конце (как и большинство зрелых клеточных мРНК [26]). Две 
цепи РНК нековалентно связаны друг с  другом вблизи 5'-кон
цов. Длина каждой из них от 3,5 до 9 kb в зависимости от вида
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вируса. Клеточная тРНК, специфичная для конкретного вируса 
и ^необходимая для вирусной .репликации, нековалентно связана 
с 5'-концом вирусной РНК [176]. Наличие двух одинаковых це
пей вирусной РНК в вирионе означает, что у ретровирусов ди
плоидный геном. Хотя функциональная роль такой организации 
генома точно не известна, не исключено, что образование гете
розиготных частиц при смешанной инфекции может быть меха
низмом создания генетичеакого разнообразия за счет рекомби
нации.

Классификация 

Подсемейства

Ретровирусы широко распространены в природе [178]. Они 
найдены у многих позвоночных от птиц до человека. Есть также 
сведения о ретровирусах беспозвоночных [162]. Ретровирусы под
разделяют на три неравных подсемейства: онковирусы (ог 
oncos — опухоль), лентивирусы (lente — медленный) и спумави- 
русы (spuma — пена).

Спумавируеы исходно обнаружены как инфекционные загряз
нения первичных клеточных культур [84}. Они получили свое 
название (пенящие вирусы) из-за вызываемой ими характерной 
«пенной» дегенерации культуры. Спумавирусы выявлены у раз
ных представителей млекопитающих, включая кошек, коров, 
приматов и человека. Они могут вызывать хроническую инфек
цию, но их пока не удалось связать с какими-либо известными 
патологиями.

Два наиболее изученных лентивируса — вирусы висны и 
мэди — представляют собой два близкородственных вируса 
овец [69]. Они вызывают прогрессирующие неврологические из
менения (висна) и хроническую пневмонию (мэди) после исклю
чительно продолжительных латентных периодов. Сигурдссон [166] 
назвал эти заболевания медленной вирусной инфекцией за дли
тельность инкубационного периода и хронический характер за
болеваний. У овец и коз найдены и другие близкородственные 
им вирусы.

Онковирусы представляют наиболее многочисленное подсе
мейство ретровирусов (табл. 13.1). Они найдены у всех позво
ночных, у которых их искали, включая человека. Вое последую
щие разделы глав посвящены онковирусам, поскольку именно 
они изучены наиболее детально. Обычно вирусы, относящиеся 
к этому подсемейству, делят по их принадлежности к виду-хо- 
зяину и по морфологии вирионов (А, В, С или D-тип; см. ниже). 
Внутри этих широких групп классификация идет по спектру 
хозяев, характеру интерференции, генетическим признакам, ан-



Таблица 13.1. Некоторые хорошо изученные онковирусы *

Название вируса Источник вируса

Тип
морфо
логии
вирио

на

Экзогенный

Вирус лейкоза птиц (ALV) Курица С Некою-

Вирус саркомы птиц (ASV) 
(Рауса, Y 73, UR II, Фуд- 
жинами)

> »
рыв

Да

Вирус эритробластоза птиц 
(AEV)

Виоус ретикулоэидотелиоза 
‘ (REV)

Цистернавирусы

> » »

Птицы » »

Мышь, хомячок, 
морская свин
ка

А Нет

Вирус опухолей молочных же
лез мышей (MMTV)

Мышь В Некото
рые

Вирусы лейкоза мышей (MuLV) 
(AKR, Молони, Френд)

> С »

Вирусы саркомы мышей 
(MuSV) (шт. Молоии, Х ар
ви, Кирстен, Balb, FBJ, 
Абельсон)

Мышь, крыса » Да

Вирусы лейкоза кошек (FeLV) 
(типы А, В, С)

Кошка » Некото
рые

Вирусы саркомы кошек (FeSV) 
(шт. Снайдер — Тейлен, 
Гарднер — Арнштейн, Мак
Доноу)

» » Да

Вирус бычьего лейкоза (BLV) Крупный рогатый 
скот

» »

Эндогенный вирус павианов 
(BEV)

Павиан » Нет



Эндогенный v-onc Вид опухоли
Другие

заболевания

Некото
рые

Нет

Нет

Да

Лимфома
Лейкоз
Саркома

Анемия, остео- 
петроз

» » Эритробластоз

» Нет 2 Лимфома Разнообразные

Да » ?

Некото
рые

»

Нет

»

»

Да

Опухоли молоч
ных желез 

Л имфом а/лейкоз, 
эритробластоз 

Саркома, эритро
бластоз

Неврологичес
кие

Некото
рые

Нет

Нет

Да

Лейкозы

Саркома

» Нет Лейкоз

Да » Не вызывает
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тигенному родству, способу передачи 
и патогенности. Несмотря на свое на
звание, многие онковирусы не вызы
вают заболеваний in vivo.

Принадлежность к виду-хозяину

Онковирусы удобно объединять по 
видам-хозяевам [178]. Наиболее по
дробно изучены вирусы птиц и мышей. 
Поскольку вирусы саркомы птиц про
изошли из ALV, их часто объединяют 
в группу саркомо-лейкозных вирусов 
(ASLV). Вирусы ретикулоэндотелиоза 
(REV) составляют вторую группу ви
русов птиц С-типа; структурно они 
ближе к ретровирусам млекопитаю
щих, чем к ASLV. MuSV происходят 
от MuLV и их часто объединяют. 
Вирусы млекопитающих ближе друг 
к другу, чем к ASLV. Несмотря на 
широкое распространение онковиру
сов, каждый конкретный ретровирус 
выделяют из животного конкретного 
вида, хотя и описаны случаи межви
дового переноса вируса [184]. Эта 
видоспецифичность характерна и для 
тех ретровирусов, которые в экспери
ментальных условиях могут заражать 
организмы разных видов. Исследова
ния гомологии нуклеиновых кислот и 
белков показывают, что обычно два 
ретровируса, выделенные от животных 
одного вида, оказываются ближе друг 
к другу, чем к вирусам животных 
других видов.

Морф ология и морфогенез вирионов

Вслед за принадлежностью к опре
деленному виду-хозяину, ретровирусы 
классифицируют по их морфологии, 
выявляемой при электронно-микро- 
скопических исследованиях. Разли
чают 4 главных морфологических 
типа онковирусных частиц— от А



до D [53]. Подавляющее большинство онковирусов (таких как 
RSV, MuLV, или HTLV) имеют морфологию С-типа и их часто 
объединяют в группу вирусов С-типа. Формирование вирионов 
этого класса заканчивается только после почкования от плазма
тической мембраны. Зрелые внеклеточные частицы С-пил а име
ют диаметр 80— 110 «м; их нуклеокапсид расположен в центре 
вириона. MMTV — пример вирусов В-типа. Их внутренняя серд
цевина формируется в цитоплазме и заключается в мембрану 
при почковании. Зрелые частицы, имеющие 125 нм в диаметре, 
содержат асимметрично расположенную электронюплотную серд
цевину. Несколько вирусов приматов отнесены к D-типу. Подоб
но тому, как это происходит у вирусов В-типа, их сердцевина 
формируется в цитоплазме, хотя по морфологии зрелые вирионы 
напоминают вирусы С-типа, с которыми они более близки и гене
тически [41].

Частицы A-типа неинфекционны и обнаруживаются только 
внутри клеток. Оии отличаются отсутствием липидсюдержащей 
оболочки, поскольку не почкуются от мембраны. Есть 2 типа 
А-частиц — интрацистернальные и и н тр а ци топ л аз м а ти че с ки е. 
Первые представляют собой продукты экспрессии эндогенных 
вирусных геномов, дефектных по репликации [98]. Их биология 
изучена недостаточно, хотя известно, что они экспрессируются 
в раннем эмбриогенезе и могут внедряться в новые участки хо
зяйской ДНК [99]. Интрацистернальные А-частицы обнаружены 
лишь у мышей и еще нескольких видов млекопитающих. Что ка
сается онутрицитоплазматйческих А-частиц, то по крайней мере 
некоторые из них — предшественники вирионов В- и D-типа. Ни
же в основном будут обсуждаться данные, касающиеся ретро- 
вирусов С-типа, поскольку они изучены наиболее полно.

Генетический состав

Структура и генетический состав ретровирусов просты [26, 
109, 194]. Тем не менее они различаются по числу и виду своих 
генов. Генетический состав каждого вируса является основой 
его биологии и классификации. Ретровирусы содержат не более
4 генов (кодирующих белок доменов). Эти гены подразделяют 
на гены, необходимые для репликации 'вируса, и вирусные онко
гены {у-otic), определяющие высокую онкогенность вируса, но 
не участвующие в репликации.

Гены репликации

Для репликации ретровируса нужны всего 3 гена: gag (на
зван так, поскольку определяет группоспецифический антиген, 
group specific antigen), кодирующий белки сердцевины; pol, ко
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дирующий обратную транскриптазу (po/ymerase), и env, коди
рующий белки оболочки (envelope). Их взаимное расположение 
в геномах всех ретровирусов: gag-pol-env (от 5'- к З'-концу 
РНК) (рис. 13.1). Вирусный геном содержит донорный сайт 
оплайоинга вблизи гена gag и акцепторный — 'непосредственно 
перед геном env. Продукт гена env синтезируется с субгеномной 
мРНК, представляющей собой продукт соединения этих сайтов. 
Продукты генов gag и pol считываются с мРНК, сходных с пол
норазмерными вирионными РНК.

MMTV и HTLV являются исключениями среди ретровирусов 
без онкогенов, поскольку имеют дополнительную открытую рам
ку считывания за -геном env [158, 188, 201]. Ни для одного из 
вирусов не идентифицирован белок, кодируемый четвертым ге
ном, хотя субгевомная мРНК, специфичная для этого гена, об
наружена в клетках, зараженных MMTV. .MMTV и HTLV изу
чены -недостаточно подробно, чтобы можно было обсуждать воз
можные функции предполагаемого белка.

Ретровирусные белки называют, исходя из размера, опреде
ляемого по их электрофоретической подвижности в ДСН-содер- 
жащем геле, типа модификации (фосфоридарование или глико- 
зилврование) и кодирующего их гена [43, 70]. Например, gag-ко
дируемый белок с мол. массой 30 К называют p30gag; фосфо- 
протеин с мол. массой 1 2  К, также кодируемый геном gag , — 
рр 1 2 еа&, а гликопротеин с мол. массой 70 К, кодируемый геном 
env, — gp70e1™. Все вирионные белки — продукты процессинга 
полипротейнов-предшественников, в обозначении которых при
сутствует приставка Рг (например, Pr76gag). -

Подавляющее большинство ретровирусов имеют полноцен
ные гены gag, pol и env и не несут гена у-one. Их обозначают 
как компетентные по репликации, но дефектные по трансформа
ции (v-onc~, поскольку они не трансформируют зараженные кле
точные культуры). Многие вирусы утратили один или более из 
трех своих генов и соответственно дефектны по репликации. Тем 
не менее их дефектные РНК-геномы могут «одеваться» недефект
ными белками, кодируемыми близкородственными вирусами [109, 
150, 199]. Таким образом, вириощные белки могут поставляться 
со стороны. Однако, чтобы дефектный вирус мог существовать, 
необходимо, чтобы нетр-анелируемые области возле концов ви
русной РНК оставались интактными: они необходимы для син
теза вирусной ДНК, контроля экспрессии' РНК и ее эффектив
ной упаковки.

Инкапоидацию дефектной РНК с образованием псевдотипов 
называют спасением вируса. Спасенный РНК-геном может за
ражать клетки и проходить -почти весь цикл репликации (син
тез вирусной ДНК, интеграция с геномом клетки и экспрес
сия), за исключением синтеза полного набора вириошшх белков
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(напомним, что вирус дефектен по одному или нескольким из 
своих генов). Если такая клетка не ко-инфицирована полноцен
ным вирусом, то геном дефектного вируса будет экспрессиро
ваться, но не сможет передаваться — такие клетки называют 
непродуцирующими. Иными словами, целостность вирусных ге
нов gag, pol и env не является необходимым условием экспрес
сии прови-руса. Если непродуцирующую клетку заразить полно
ценным вирусом, то дефектный геном будет вновь опасен. Пол
ноценный вирус, обеспечивающий инфекционность дефектного, 
называют вирусом-помощником. Полноценные ретровирусы назы
вают еще независимыми от помощника (helper-independent), а 
дефектные — зависимыми от помощника‘ (helper-dependent). 
В том случае, если дефектный вирус вызывает изменение кле
точного фенотипа, которое не способен вызывать полноценный 
вирус, обеспечивающее -клеткам селективные преимущества (на
пример, трансформацию с помощью v-onc), устанавливается хро
ническая смешанная инфекция. Селективный признак будет спо
собствовать сохранению дефектного вируса, а полноценный ви
рус будет обеспечивать перенос обоих геномов в незараженные 
клетки.

Гены v-onc

В связи с особой важностью генов v-onc их наличие или от
сутствие -в -вирусном геноме используют в качестве критерия 
при классификации -вируса. Почти все ретровирусы, способные 
вызывать трансформацию (v-олс-содержащие), дефектны по ре
пликации. Их трансформирующая активность — ярко выражен
ный селективный маркер, -поскольку клетки, зараженные 
v-ояс-содержащим вирусом, перерастают нормальные.

Способные к трансформации, н-о дефектные по репликации 
вирусы всегда выделяются в -виде смешанной популяции с пол
ноценными, способными к репликации ретровирусами. Обычно 
собственно вирусные последовательности генома трансформи
рующего вируса (за исключением онкогена) происходят из того 
полноценного вируса, вместе -с которым он исходно выделен. 
В ходе пассирования полноценный вирус или его дефектные 
v-опс-производные могут трансдуцировать гены v-onc, возникшие 
из их с-олс-предшественников. Хотя v-onc теоретически и может 
становиться четвертым геном полноценного ретровируса, обычно 
этого не происходит, возможно потому, что образующаяся при 
этом геномная РНК слишком велика, чтобы эффективно упако
вываться в вирионы.

Единственное -исключение из «правила дефектности» х-опс4  

вирусов представляют собой отдельные изоляты RSV, со-:етг:о 
щие в себе способность к репликации и трансформации [9. 1-
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194]. Но даже у RSV ген v-onc исходно был трансдуцирован 
дефектным вирусом [174]. Видимо, позже этот дефектный вирус 
рекомбинировал с вирусом-помощником, образовав реплицирую
щийся у-о«с+-вирус. Его геном оказался «а 1 kb длиннее, чем 
у других ретровирусов. Необычная способность этой длинной 
РНК к упаковке, вероятно, связана со 115-нуклеотидными повто
рами, фланкирующими v-onc RSV. Если эти повторы делегиро
ваны, то вирус становится неинфекционным из-за неспособности 
его РНК к упаковке [168]. Геном RSV, независимого от помощ
ника, нестабилен: в тотометве такого вируса много частиц, де
фектных либо по репликации, либо по трансформации из-за ча
сто возникающих спонтанных делеций. Однако присутствие двух 
селективных маркеров в RSV — способности к репликации и спо
собности « трансформации — позволило провести генетическое 
картирование каждой из функций* используя мутанты по одному 
из признаков [109, 194].

рольщинство трансформирующих вирусов несут по одному 
гену v-onc, а некоторые — два [9, 109]. Вообще этот ген может’ 
быть локализован в разных частях вирусного генома. Например, 
онкоген RSV (v-src) расположен за геном env. Его продукт 
(pp60src) транслируется со специальной субгеномной РНК — про
дукта сплайсинга полноразмерного транокрипта. При этом ис
пользуется донорный сайт сплайсинга, расположенный возле 
5'-конца РНК. Акцепторный сайт сплайсинга находится перед 
src-кодирующими последовательностями и происходит из кле
точного гена c-src [172]. У Mo-MuSV ген v-mos заместил ген env 
и использует его акцепторный сайт сплайсинга. Поэтому его 
продукт считывается с субгеномной РНК, возникающей при 
сплайсинге по обычным донорному и акцепторному сайтам ви
русной РНК [186]. Наиболее типична структура v-onc птичьего 
вируса МС29: его онкоген «слит» с геном gag в общую открытую 
рамку трансляции; в результате биосинтеза белка образуется 
«слитный» продукт, состоящий из N-концевой части, иодируемой 
геном gag, и v-опс-кодируемой части. Вирус эритробластоза птиц 
(AEV) содержит 2 онкогена [6 6 ]. Один из них — егЬА — типич
ный слитный ген gag-onc. Второй — erbВ — расположен дальше 
по ходу транскрипции и считывается с субгеномной мРНК. Он
коген rasH вируса На-MuSV внедрен в ген gag, однако его бел
ковый продукт не несет кодируемых геном gag аминокислот [2 0 ]. 
За исключением недефектного RSV, ни Один из оншгенсодержа- 
щих ретровирусов не способен синтезировать полноценный про
дукт гена env. Некоторые из изолятов Mo-MuSV синтезируют 
функционально активные продукты генов gag и pol. Другие ва
рианты Mo-MuSV имеют делеции в этих генах, не существен
ных для реализации трансформирующей активности онкогена 
mos ретровируса.
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Следует отметить, что ретровирусы можно 'использовать в ка
честве векторов для переноса селективных генных маркеров. 
Если такой ген окружен дис-действующими регуляторными эле
ментами, то он может быть спасен и перенесен подобно v-onc-cо- 
держащим ретровирусам, дефектным по репликации. Эту спо
собность можно использовать в будущем для 'переноса генов в 
клетки в терапевтических целях. Такого рода трансмиссивный 
агент уже был получен на основе клонированных ретровирус
ных последовательностей и гена ти-мидин-киназы [164, 198].

Спектр хозяев

Для большинства ретровирусов характерна высокая специ
фичность по отношению к клеткам-хозяевам [199]. Спектр хозяев 
представляет собой важный признак для классификации виру
сов. Известны по крайней мере 3 зависящих от хозяина меха
низма, которые могут препятствовать-репликации вируса: 1 ) от
сутствие рецепторов на 'поверхности клетки, необходимых для 
прикрепления вируса (нет заражения); 2 ) неспособность вирус
ного генома -сохраниться в клетке -после проникновения и обрат
ной транскрипции (абортивная инфекция) и, наконец, 3) невоз
можность сборки .инфекционных -вирионов, -несмотря н-а экспрес
сию интегрированной провирусной ДНК (непермиссивная ин
фекция) .

Попадание ретровируса в клетку-хозяина осуществляется в 
результате специфического взаимодействия между поверхност
ным вирусным гликопротеином и рецептором клето-чиой поверх
ности [37]. Ретровирусные гликопротеины полиморфны, и вирусы, 
несущие разные гликопротеины, используют разные клеточные 
рецепторы. Клетки, не -имеющие соответствующего рецептора,, 
не могут быть заражены ретровирусом. Специфичное взаимо
действие вирус—■ клетка обусловливает чувствительность или 
устойчивость хозяина к заражению и служит важным критерием 
при классификации -ретровирусов. Некоторые из них могут зара
жать клетки разных видов животных, поскольку используемые 
ими рецепторы широко распространены и эволюционно консер
вативны, в то время как спектр хозяев других вирусов строго 
ограничен более '.редкими 'клеточными рецепторами.

В  соответствии со способностью заражать определенных хо
зяев ретровирусы обычно делят на 3 основные группы: экотроп- 
ные (еоо — дом), реплицирующиеся в клетках вида-хозяина и 
близкородственных видов; коенотропные (хепо — чужеродный), 
размножающиеся только в клетках, яге принадлежащих к «роди
тельскому -виду», и амфотропные (ampho — двойной), реплици
рующиеся как в клетках природного хозяина .(родительских 
клетках), так и других видов. Заметим, что 2 вируса с идентич
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ным спектром хозяев могут теоретически обладать разными 
епу^кодируемыми г ли ко протеин а М'и и «опадать в клетку, исполь
зуя разные рецепторы. Эту возможность, в некоторых случаях 
реализующуюся, проще всего проверить по способности этих 
двух вирусов к интерференции (см. следующий раздел).

Хотя биохимически рецепторы клеток-хозяев еще не охарак
теризованы, уже изучены их некоторые генетические аспекты. 
Чувствительность к вирусной инфекции — доминантный признак. 
Определена хромосомная локализация некоторых генов рецеп
торов; большинство из них картировано в разных хромосомах. 
Это показывает, что они не являются аллелями одного гена [96, 
199]. Данный факт согласуется с наблюдениями, показывающи
ми, что одни и те же клетки могут быть заражены ретровиру
сами, несущими совершенно разные поверхностные гликопро- 
теины. Пять рецепторных докусов выявлены у кур (от А до Е). 
Вирусы птичьих лейкозов и сарком (ASLV) разделяют на под
группы от А до Е в соответствии с их гликопротеивами: Птицы 
генетически различаются по тому, какие типы рецепторов они 
имеют. В отличие от них, мыши сходны по наборам ретрови
русных рецепторов.

Мышиные клетки имеют еще и внутриклеточное ограничение 
репликации ретровирусов. Оно осуществляется с помощью не
известного механизма, определяемого клеточным геном Fv-1, 
который может блокировать интеграцию вирусной ДНК [72, 107,. 
199]. Ген Fv-1— важный барьер распространения in vivo эндо
генных зкотропных вирусов мышей. Известны 2 аллеля этого 
гена — Fv-ln и Fv-lb. MuLV разделяют по их способности репли
цироваться в клетках Fv-lhn и Fv-lbb. Говорят, что вирус 
N-тропный, если клетки Fv-lnn пермиесввны, а клетки Fv-lbb — 
нет, что вирус В-тропный — в обратном случае и что вирус NB- 
тропный, если пермиссивны для вируса клетки обоих типов. N-, В- 
или NB-тропность вируса зависит от двух аминокислот в глав
ном gag-кодируемом структурном вирусном белке рЗО [38, 129]. 
Клетки, имеющие генотип Fv-lnb, резистентны и к N-, и к В-троп- 
ным вирусам, но чувствительны к NB-тропным. Следовательно, 
запрещение инфекции — доминантный признак. Пока неизвестно 
как именно взаимодействие между продуктом гена Fv-1 и вирус
ным белком препятствует заражению.

Третий вид устойчивости клетки-хозяина к вирусному зара
жению проявляется в клетках млекопитающих, зараженных оп
ределенными вирусами птиц (после того как вирус преодолел 
поверхностный барьер) [199]. Несмотря на то что в этих клетках 
птичьи вирусы способны осуществить большинство стадий сво
его репликативного цикла, включая интеграцию и экспрессию 
своих генов, сборки вирионов не происходит. Следовательно, 
клетки млекопитающих непермиссивны для вирусов птиц. Воз -
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можно, для правильной сборки вирус нуждается в неких хозяй
ских факторах, отсутствующих в клетках млекопитающих. По
добный механизм хозяйского ограничения не обнаружен в си
стеме «ретровирус млекопитающих — клетки млекопитающих».

Вирусная интерференция

Клетки, продуцирующие ретровирус, становятся устойчивыми 
к последующему заражению этим же вирусом или другим, но 
использующим те же клеточные рецепторы для проникновения 
в клетку [199]. Это явление называют вирусной интерференцией. 
Вторичного заражения не происходит потому, что синтезирован
ные в клетке вирусные поверхностные гликопротеины блоки
руют специфические клеточные рецепторы. Поскольку этот вид 
резистентности зависит от клеточных рецепторов, вирусы, свя
зывающиеся с другими рецепторами, легко заражают уже зара
женные клетки. Поэтому вирусная интерференция служит от
личным тестом при определении и классификации гликопротеи- 
на данного вируса.

Интерференция позволяет также определять, используют ли 
два вируса с одинаковой тропностью (экотропные и т. д.) одни 
и те же или разные клеточные рецепторы. Именно благодаря 
использованию этого теста выяснено, что амфотропные MuLV 
подразделяются на два класса: собственно амфотролные виру
сы и вирусы, называемые MCF (от англ. mink cell focus-for
m ing— образующие фокусы на клетках нории) [73]. Вирусная 
интерференция показала, что экотропные, ксенотропные, амфо- 
тропные и MCF-вирусы входят в клетку через разные рецепто
ры [141]. Эти данные согласуются с результатами анализа 
гена env другими методами. Например, сыворотка, нейтрали
зующая вирусы одного класса, обычно избирательно нейтрали
зует другие вирусы того же класса. Кроме того, и сами гены env 
и их продукты более сходны у вирусов одного класса [2 2 , 26].

Распространение ретровирусов

Многие ретровирусы распространяются путем горизонталь
ной инфекции [178] и называются экзогенными. Все у-ояс+-ииру- 
сы экзогенны, хотя большинство экзогенных вирусов — это 
у-опс~-вирусы. Ретровирусы, передающиеся экзогенно, либо эко- 
тропны, либо амфотропны по спектру своих хозяев.

Однако некоторые ретровирусы распространяются вертикаль
но в виде наследуемых провирусов, локализованных в различ
ных хромосомах [25]. Эти провирусы и кодируемые ими вирусы 
называют эндогенными. По своему спектру хозяев эндогенные 
вирусы обычно экотропны или ксенотропны. Их продукция может 
быть активирована спонтанно либо в эксперименте обработкой
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клеток галогенпроизводными пиримидинов [1 1 0 ] или другими 
индукторами {137]. В природных условиях большинство эндоген
ных вирусов мало патогенны ввиду низкой инфекщионности и 
устойчивости хозяев к заражению. У мышей есть ДНК эндоген
ных вирусов А-, В- и С-типа. В геноме человека содержится по 
крайней мере два разных класса эндогенных (предположитель
но С-типа) вирусных геномов [14, 114]1. У человека пока не было 
обнаружено биологической активности эндогенных-,вирусов. Мно
гие эндогенные вирусы дефектны, поскольку имеют единичные 
или множественные геномные повреждения. Как отмечено выше, 
провирусы А-типа — это пример геномов эндогенных вирусов, 
дефектных по межклеточной передаче, но способных к форми
рованию внутриклеточных частиц. Эндогенные вирусы MuLV, 
кодирующие епо-гликопротеины MCF, — другой пример явно де
фектного элемента. Все обнаруженные MCF-вирусы, способные 
к репликации, являются результатом рекомбинации между не- 
дефектньгм ретровирусом и эндогенным еии-гёном MCF [22, 25]. 
Считается, что приобретение спектра хозяев, характерного для 
MCF, — важный этап канцерогенеза, связанного с заражением 
экотропным MuLV -(более детальное обсуждение см. в раздела 
«Патогенность v-onc--вирусов»).

Введение к вирусной репликации

Репликативный цикл ретровирусов удобно разделить на
5 фаз: а) ранние события: адсорбция, проникновение и «разде
вание»; б) превращение, вирусного РНК-генома в полноразмер
ную неинтегрированную линейную (свободную) ДНК; в) инте
грация вирусной ДНК с хозяйским геномом; г) экспрессия генов 
внтегрированной вирусной ДНК; д) синтез вирусных белков и 
сборка вирионов.

По сравнению с другими вирусами, у ретровирусов есть 3 не
обычных свойства репликации. Во-первых, вирус должен 
превратить свой PH К-геном в ДНКг Во-вторых, эта ДНК длин
нее, чем вирусная РНК. Это удлинение обусловлено удвоением 
части последовательности вирусной РНК- Дуплицированные по
следовательности образуют длинные концевые повторы (LTR — 
long terminal repeat) вирусной ДНК [85, 160]. Само название 
указывает на то, что удвоенные последовательности расположе
ны на концах провирусной ДНК. Размер LTR составляет от 0,3 
до 1,4 kb в зависимости от вида вируса [26, 182]. Большинство 
последовательностей, образующих LTR, представлены в РНК 
лишь одной копией и расположены как на 57-, так и на З'-конце

1 Сейчас обнаружено по крайЯей мере 7 различных классов эндогенных-
провирусов человека, в том числе родственных вирусам В-, С- и D-типов. -—
Прим. перев.
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(р:ис. 13J). Задача образования LTR на обоих концах ДНК ре
шается путем осуществления ряда сложных взаимосвязанных, 
событий (рис. 13.2). Третья необычная черта ретровирусной ре
пликации— эффективная интеграция свободной ДНК с геномом 
клетки в строго определенной ориентации, которая зависит от 
концевых последовательностей обоих LTR.

Ф аза I: ранние события

Об этой стадии вирусной инфекции известно сравнительно 
немного [189]. Ее исследования затруднены из-за низкой эффек
тивности заражения (более 1 0  частиц на инфекционную дозу). 
Поскольку большинство частиц неинфекционно, с помощью био
химических и морфологических приемов можно проследить ско
рее путь деградации, а не репликации. Например, некоторые 
количества вирусной РНК обнаруживали в ядре клеток птиц 
через несколько минут после заражения [34]. В этом наблюде
нии, однако, мало биологического смысла, поскольку основной 
синтез вирусной ДНК на матрицах вирионной РНК идет в ци
топлазме [192].

Выше отмечалось, что проникновению вирионов ретровиру
сов в клетки предшествует специфическое взаимодействие меж
ду поверхностным гликопротеином вируса и рецептором клетки- 
хозяина [37]. Сведения о способе попадания вириона внутрь, 
клетии противоречивы: неясно, -происходит ли проникновение 
непосредственно через плазматическую мембрану или путем эн
доцитоза ;(виропекеиса) [2, 34, 104, 120]. Часть вирионов дегра
дирует в лизосомах, однако неизвестно, ведет ли этот -путь к 
инфекции или гибели вируса. Так или иначе, на первых этапах 
заражения вирион переходит в новое 'состояние, когда он готов, 
начать синтез вирусной ДНК. В какой степени происходит при 
этом «раздевание» вирионов, остается неясным.

Для MuLV процессы адсорбции и йроникновения вирионов 
отличаются специфичностью и зависят от рецепторов [37, 189]. 
ASLV адсорбируются не -столь специфично, но проникновение 
этих вирусов также зависит от рецепторов [125]. При этом свя
зывание очищенного -гликопротеина птичьих вирусов строго спе
цифично в -отношении рецептора. Частицы MuLV связываются: 
с клеточной поверхностью с полупериодом (время связывания: 
50% частиц) 2 ч, а время их проникновения 3 ч. Связывание мо
жет идти п-ри 4°С, а проникновение зависит от температуры [2 }.

Фаза II: синтез неинтегрированной 
(свободной) вирусной ДНК

О большинстве стадий этой фазы ретровирусной реплика
ции известно д-ово-льно -много [189]. Главная задача этого этапа:

29 Заказ Na 555
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Левый (5 ') конец
rPHK -sa ipm t 
для минус-* 

^  ^ цепи

R U5 tb Sa9

Правый (3 ') конец

тРНК-затравка 
для плюС'цепи

1 Субъединица
I вирусном РНК ̂ env рр до

Синтез (U5 + 5 'R )-последова
тельностей минус-цепи ДНК

R US tb gag p o l env pp U3 R 
РНКаза H удаляет 
5'R-PHK из гибрида 
PHK-flH K

iiBR-
U5tb g a g . p o l env ^  J5 ,}

(Последовательность R минус-цепи 
ДНК связывается сЗ'-концевой  
последовательностью 17 РНК

РНКаза Н продолжает 
удалять РНК из гиб
рида РНК-ДНК

Синтез минус-цепи ДНК 
продолжается с З'-конца 
Рнк-матрицы

Синтез первого участка 
плюс-цепи ДНК 
(LTR +tb )

Продолжение синтеза 
минус-цепи ДНК через 
участок tb

РНКаза Н удаляет участок 1Ь 
из состава гибрида РНК-ДНК

Участок tb минус-цепи 
связывается с комплемен
тарным ему участком 
плюс-цепи

Синтез минус-цепи 
второго (девого) LTR на 
матрице плюс-цепи ДНК

U3 R U5 Уа9 P°t env  U3 R U5

Рнс. 13.2. Этапы репликации .ретровирусного генома от РНК до свободной двух
цепочечной линейной ДНК. tb — тРНК-связывающнй участок и комплементар
ные ему последовательности; рр —  положение затравки для синтеза плюс- 
цепи. Репликация показана для одной цепи РНК. В ходе элонгации мннус- 
цепи вирусной ДНК может происходить однократная или многократная смена 
матриц — двух цепей вирионной РНК.
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инфекции — превратить одноцепочечный РНК-геном >в линейную- 
двухцепочечную вирусную ДНК [61]. Синтез вирусной ДНК, ко
торый идет в цитоплазме и требует по крайней мере четырех ча
сов [192], осуществляется обратной транскриптазой (ревертазой). 
В ходе этого процесса определенные последовательности, при
сутствующие в виде уникальных копий в РНК, должны быть 
дуплицированы, , чтобы образовать LTR на обоих концах 
ДНК-'продукта (рис. 13.1). Поэтому главными участниками вто
рой фазы заражения являются рев ер таз а, последовательности 
на концах вирусной РНК и LTR. Прежде чем рассмотреть мо
дель обратной транскрипции, будет уместно остановиться на 
продуктах гена pol и структуре вирусной РНК.

Обратная транскриптаза

Продукты гена pol (обычно называемые ревертазой) обла
дают по крайней мере тремя ферментативными активностями 
[60, 193]: ДНК-полимеразной, использующей в качестве матриц 
как РНК, так и ДНК [7, 183]; активностью РНКазы Н, гидроли
зующей РНК в составе гибрида РНК — ДНК (ноне одно- или 
двухцепочечную РНК) [121], и ДНК-эндонуклеазной активно
стью [60]. Первые две из них необходимы для синтеза свободной 
вирусной ДНК. Эндонуклеазная активность, вероятно, необхо
дима для интеграции вирусной ДНК с геномом клетки-хозяина 
(S. Goff, личное сообщение).

Наиболее детально изучена ревертаза ретровирусов птиц 
[189]. Каждый вирион содержит около 50 молекул ревертазы. 
Использование температурочувствительных и безусловно-леталь
ных мутантов по гену pol показало, что присутствие реверта
зы в вирионе есть необходимое условие инфекционности. Отсут
ствие ревертазы не может быть комплементировано дополни
тельным заражением вирусом дикого типа [194]. Выделенный из- 
вирионов фермент состоит из «двух субъединиц— альфа (р65!,о!) 
и бета (р95рог) , присутствующих в эквимолярном количестве. 
Альфа-субъединица представляет собой N-концевую часть (две 
трети) бета-субъединицы. Большая субъединица обладает всеми 
тремя активностями, в то время как меньшая — только полиме
разной и активностью РНКазы Н. Эндонуклеазная активность 
обусловлена С-концевой частью бета-субъединицы, поскольку 
«отрезанный» от нее С-концевой пептид с мол. массой 32 кДа 
обладает этой активностью. Ревертаза MuLV выделена из вирио
нов в виде мономера, соответствующего меньшей альфа-субъ
единице ревертазы ретровирусов птиц. Эндонуклеазная актив
ность, присутствующая в вирионах MuLV, вероятно, кодируется 
С-концевой частью гена pol.

29*
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Очищенная ревертаза синтезирует ДНК как на РНК-, так и 
на ДНК-матрицах. Эта реакция нуждается в двухвалентных ка
тионах (Мп2+ или Mg2+ в зависимости от вида вируса). Как и 
другим полимеразам, ревертазе, чтобы начать синтез, необхо
дим короткий двухцепочечный участок (затравка). Затравкой 
может служить как РНК, так и ДНК, которые оказываются ко
валентно связанными с новосинтезированной цепью ДНК. У ре
тровирусов затравкой для синтеза первой цепи ДНК служит 
определенная тРНК (триптофавовая у RSV, пролиновая у MuLV 
и лизиновая у MMTV), З'-концевая часть которой связана с ком
плементарной ей последовательностью вблизи 5'-конца вирусной 
РНК [176]. Ревертаза специфично связывается с нужной тРНК, 
способствуя ее доставке к вирусной РНК [130]. В ходе синтеза 
ДНК фермент сравнительно часто ошибается [64], и многие воз
никающие провирусы оказываются неинфекционными, посколь
ку содержат точечные мутации [127].

На РНК-матрицах очищенный фермент обычно синтезирует 
одноцепочечную 'Шмплементарную ДНК (кДНК). Это позволяет 
использовать ревертазу 'при клонировании эукариотических 
мРНК [44], причем в качестве затравки применяют oligo(dT), 
комплементарный poly (А) -последовательности на З'-конце мРНК. 
В подобных опытах используют также склонность ревертазы 
синтезировать вторую цепь ДНК с образованием оамокомпле- 
ментарной шпильки, .когда фермент доходит до 5'-конца 
РНК-матрицы.

На вирусной РНК-матрице очищенный фермент способен 
синтезировать лишь короткий фрагмент одноцепочечной ДНК 
(strong-stop-ДНК, см. ниже) [75]. Однако в определенных усло
виях очищенные вирионы способны синтезировать полноразмер
ную инфекционную вирусную ДНК [146]. Скорость работы ре
вертазы in vitro заметно ниже, чем скорость работы других 
ДНК-полимераз [146, 189].

Вирусная РНКаза Н действует как экзонуклеаза, гидролизую
щая РНК в составе гибридов РНК—ДНК [60, 189]. Она гидро
лизует РНК в основном до 'олигомеров длиной 6 — 1 2  нуклеоти
дов, а не до отдельных нуклеотидов. Ниже будет «оказано, что 
удаление РНК из состава гибрида РНК—ДНК, предположитель
но осуществляемое РНКазой Н, — необходимое условие синтеза 
вирусной ДНК.

Эндонуклеазная активность ревертазы лучше всего прояв
ляется на кольцевых ДНК, в которые она вносит одноцепочечные 
разрывы. С меньшей эффективностью ревертаза образует такие 
разрывы в линейной двухцепочечной ДНК и линейной одвоцепо- 
чечшой РНК или размыкает ковалентно замкнутую кольцевую 
ДНК.
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^вирусная РНК

В первой фазе вирусной репликации -непосредственно участ
вуют несколько областей вирусной РНК (рис. 13.1 и 13.2,/) [26]. 
Каждый повтор LTR возникает из трех областей вирусной РНК: 
последовательностей R, U5h U3. Последовательность R (от англ. 
redundant — избыточная)— это короткий участок (от 30 до 60 
нуклеотидов), дважды 'присутствующий в составе РНК — на ее 
левом (5') и правом i(3') концах [74, 156]. Poly (А)-участок, рас
положенный эа З'-концевой R-последовательностью и представ
ляющий собой посттранскрипционную модификацию РНК, не 
участвует в синтезе вирусной ДНК- Последовательность R фор
мирует внутренний участок LTR и играет важную роль на ран- 
■еих стадиях синтеза ДНК. Следующие за R 80— 120 нуклеотидов 
-с 5'-конца РНК называют последовательностью U5. Эта после
довательность, присутствующая © составе РНК в виде одной ко
пии, дуплицируется при формировании LTR, где она находится 
за R-областью. Расположенная 'перед R 'последовательность U3 
локализована на З'-конце РНК и также дуплицируется в ходе 
синтеза ДНК. Из трех формирующих LTR фрагментов U3 наибо
лее вариабелен пО длине (0 ,2 — 1 , 2  kb) и нуклеотидной последо
вательности [182].

18 нуклеотидов, примыкающих справа к U5 в вирусной РНК, 
служат участками связывания тРНК, используемой в качестве 
затравки при синтезе первой цепи ДНК. В вирионе эти 18 нук
леотидов спарены с 18 нуклеотидами З'-конца тРНК. Короткий 
богатый пуринами участок ( 1 0 — 2 0  нуклеотидов), непосредст
венно предшествующий U3 в вирусной РНК, служит, как пола
гают, затравкой при инициации синтеза второй цепи ДНК 
[100, 119].

Синтез вирусной ДНК

Идущий in vivo синтез вирусной ДНК кратко изложен в на
стоящем абзаце и детально разобран в последующих,также 
на рис. 13.2. Синтез вирусной ДНК начинается в течение перво
го часа после заражения с появлением одноцепочечной ДНК, 
комплементарной вирусной РНК. Это минус-цепь ДНК, посколь
ку вирусная РНК служит кодирующей плюс-цепью. Минус-цепь 
ДНК — единая и непрерывная молекула, хотя ода и синтезиру
ется в 3 этапа с трех различных матриц. Понимание смысла 
каждого из этих этапов и есть ключ к поним'аеию репликации 
ретровирусной ДНК. Напомним, что синтез минус-цепи ДНК 
идет оправа налево относительно РНК, поскольку комплемен
тарная цепь имеет противоположную полярность. Вместо того 
чтобы начаться у З'-конца РНК, синтез ДНК начинается с
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тРНК-затравии вблизи ее 5'-конца (рис. 13.2,Л). На первом 
этапе синтезируется -последовательность, комплементарная 
фрагментам R и U5, расположенным перед сайтом связывания 
тРНК-затравки (рис. 13.2, Б ) ; эта последовательность, компле
ментарная самой левой части в РНК, окажется затем самой 
правой в вирусной ДНК. На втором этапе синтез минус-цепи 
ДНК продолжается «а правом конце одной 'из двух в-ирионных 
РНК и идет влево через сайт связывания тРНК-затравки (tb) 
возле левого конца РНК -(рис. 13.2,Д— 13.2,Ж ). На этих двух 
этапах образуется правый LTR путем соединения последователь
ностей, расположенных на левом и правом концах РНК, а также 
оставшаяся мину-с-щепь вирусной ДНК, за исключением левого 
LTR. На третьем этапе образуется левый LTR на матрице пред
варительно синтезированной плюс-цепи правого LTR (см. ниже, 
а также рис. 13.2, Е и 13.2, К).

Теперь рассмотрим каждый этап более детально. Итак, пер
вым синтезируется фрагмент, -который затем станет самой пра
вой частью вирусной минус-цепи ДНК: он начинается с правого 
конца U5 и заканчивается у конца вирусной РНК — -в левой ча
сти последовательности R (рис. 13.2, Б) [75]. Эта ДНК ковалент
но связана с З'-концом тРНК-затра-вки, расположенной у правой 
границы U5. Достигнув -конца РНК-матрицы, синтез -останавли
вается. Эта задержка синтеза наблюдается как in vitro, так и 
in vivo, за что первый фрагмент ДНК, включающий U5 и R, на
зывают strong-stop-ДНК.

Чтобы продолжить синтез минус-цепи ДНК, ревертаза в ком
плексе со strong-stop-ДНК должна «перепрыгнуть» с левого нз 
правый конец -вирусной РНК. Этот «прыжок» обеспечивается по
следовательностью R, строго повторенной на концах РНК, а так
же активностью РНКазы Н ревертазы., РНКаза Н разрушает 
R-фрагмент РНК в составе гибрида РНК—ДНК (рис. 13.2,5), 
что позволяет освободившейся минус-цепи ДНК соединиться с 
комплементарной R-последовательностью -на правом конце РНК 
(-рис. 13.2,5). Не вполне ясно, происходит ли этот «прыжок» на 
З'-конец той же РНК, которая служила матрицей для синтеза 
strong-stop-ДНК, или второй молекулы -вирионной РНК. Так или. 
иначе, минус-цепь ДНК, содержащая лишь одну -копию R-после- 
довательности, теперь может быть продолжена от правого к ле
вому концу вя-ри-онной РНК (рис. 13.2, Д).

Подготовка к третьему этапу (синтез минус-цепи левого по
втора LTR) начинается еще до завершения второго этапа (элон
гация минус-цепи ДНК справа налево). Синтез минус-цепи пра
вого LTR завершается копированием Ш-области РНК 
(рис. 13.2, Д). РНКаза Н, вероятно, продолжает разрушать РНК 
в составе ново-синтезированного гибрида РНК—ДНК. После это
го может-начаться синтез плюс-цепи ДНК правого LTR, которая



Трансформация и онкогенез: ретровирусы 455

•будет служить матрицей гаа третьем этапе -репликации— синтезе 
минус-цепи ДНК (рис. 13.2,6) [61, 1 0 0 , 119]. В синтезе плюс-цепи' 
ДНК в качестве матрицы используется минус-цепь ДНК LTR. 
Затравкой для синтеза плюс-цепи ДНК, вероятно, является ви
русная РНК, сохранившаяся к этому моменту около левой гра
ницы U3 (обозначение «рр» на рис. 13.2). Хотя эта плюс-цепь 
ДНК и синтезируется на матрице минус-цепи ДНК правого LTR, 
в результате она оказывается частью левого LTR (ом. ниже). 
Очень важно отметить, что синтез плюс-цепи ДНК продолжает
ся за LTR и включает образование участка, комплементарного 
первым 18 нуклеотидам тРНК-затравки, которая продолжает 
оставаться ковалентно связанной с минус-цепью ДНК; этот уча
сток обеспечивает возможность второго «прыжка» в ходе обрат
ной транскрипции [177].

Вместе с тем синтез минус-цепи ДНК продолжается справа 
налево и завершается копированием сайта связывания затравки, 
поскольку следующие за ним области U5 и R уже удалены 
РНКазой Н (рис. 13.2,Ж). На этом завершается второй этап 
репликации ДНК.

Для начала третьего этапа синтеза минус-цепи ДНК требу
ется, чтобы ревертаза вновь сменила матрицу, на этот раз на 
плюс-цепь LTR. Этот второй «прыжок», вероятно, обеспечивается 
18̂  нуклеотидами фрагмента плюс-цепи, комплементарными 
тРНК. РНКаза Н, по-видимому, удаляет тРНК, спаренную с 
плюс-ДНК (рис. 13.2,3), после чего «освободившиеся» 18 нук
леотидов спариваются с комплементарным им участком на кон
це плюс-ДНК (рис. 13.2,Я ). Затем синтезируется минус-цепь 
левого LTR (рис. 13.2,Л-), которая достраивается до конца и вы
тесняет минус-цепь правого LTR. Таким образом, плюс-цепь LTR, 
построенная исходно на правом LTR, оказывается слева. Затем 
достраивается оставшаяся часть плюс-цепи (рис! 13.2, Л) и в 
результате возникает тупоконечная линейная двухцепочечная 
ДНК с повторами LTR на концах.

Ф аза III: интеграция вирусной Д Н К

По крайней мере одна копия вирусной ДНК оказывается ин
тегрированной с ДНК каждой успешно зараженной клетки, а 
большинство -клеток, продуцирующих вирус, содержит 4— 1 0  ко
пий провирусов [50]. Внедрившись в клеточный геном, провирус 
в дальнейшем реплицируется и передается дочерним клеткам 
вместе с остальной ДНК. Первые интегрированные провирусы 
обнаруживаются через 8  ч после заражения [189], большинство 
же копий вирусной ДНК интегрирует в течение 3 дней после за
ражения. Зараженная клетка может вновь заражаться тем же
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вирусом, пока не приобретет резистентность к заражению в ре
зультате образования вирусного гликопротеина. По крайней 
мере некоторые из провирусов не в состоянии обеспечить про
дукции вируса, поскольку они не транскрибируются или оказы
ваются повреждены мутациями. Первое вирусное потомство 
появляется еще до того, как клетка становится устойчивой к 
суперинфекции (обычно через 1— 2 дня после заражения). По
этому многие зараженные клетки могут вновь инфицироваться 
вирусами, появившимися в результате первого цикла реплика
ции [50].

Свободные линейные ировирусные ДНК 'представляют собой 
предшественники интегрированных провирусов. Следует отме
тить, однако, что процесс интеграции еще мало «сследован. Из
вестно, что для его успешного осуществления необходимы кон
цы LTR, поскольку мутанты, утратившие эти последовательно
сти, не способны к интеграции [131]. Интеграция требует также 
неизвестных клеточных факторов [191]. Кроме того, видимо, не
обходима эндонуклеазная активность ревертазы, поскольку му
танты MuLV с делегированным С-концевым участком ревертазы 
не способны встраивать свою ДНК в клеточный геном (S. Goff, 
личное сообщение). Установлено, что эндонуклеаза ретровиру
сов птиц рр32^°г преимущественно связывается с определенными 
участками LTR ASLV [118].

Хотя механизм интеграции вирусной ДНК остается неизу
ченным, анализ последовательностей клонированных провиру
сов, а также сайта их интеграции с хозяйской ДНК позволил 
установить как структуру провирусной ДНК, так и те изменения, 
которые -происходят, в клеточных .последовательностях, приле
гающих к месту интеграции, в ходе инфекции. Вирусная ДНК 
интегрирует с сохранением ориентации, характерной для сво
бодной линейной провирусной ДНК: LTR-gag-pol-env-LTR [8 8 , 
152]. Одгаако в клеточном геноме существует много мест, в ко
торые может встроиться провирус [163]. Последовательности, а  
которые он встраивается, обычно не содержат гомологий с 'вирус
ной ДНК. Более того, у провирусов нет тенденции включаться 
в уже существующие в геноме' последовательности эндогенных 
или экзогенных ретровирусов. Эти данные свидетельствуют 
о том, что провирус может внедриться в любое место хозяй
ской ДНК.

Есть много сходного между интеграцией ДНК ретровирусо’в 
и подвижных генетических элементов низших организмов [82, 
87, 161, 163, 187]. При интеграции провирус теряет по 2 конце
вых нуклеотида с каждого конца, а 'участок хозяйской ДНК 
(длиной от 4 до 6  Ьр в зависимости от вида' вируса), в который 
встраивается провирус, дуплицируется. В результате и справа, и 
слева от включенного' провируса находится клеточная нуклео-
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тидпая последовательность, которая до 'интеграции была пред
ставлена лишь одной копией.

Часть линейных свободных молекул вирусной ДНК в ядра'х 
превращается в ковалентно замкнутые кольца, но неизвестно, яв
ляются ли они предшественниками интегрированных провиру- 
ooiB [159]. Количество кольцевых провирусов нарастает в первые 
2 —3 дня после заражения и может достигать 1 0 0  копий на клет
ку. Каждый такой провирус содержит две или одну «опию LTR 
(рис. 13.2). Еще через несколько дней эти неинтегрированные 
ДНК исчезают. Хотя кольцевые провирусы инфекционны и удоб
ны для клонирования [70], их удельная инфекционность значи
тельно ниже, чем у линейных форм. В опытах по трансфекции 
кольцевые ДНК в отличие от линейных не интегрировали в пра
вильной (относительно своих LTR) ориентации [20].

Ф аза IV: экспрессия вирусной ДНК

В хронически, инфицированных клетках вирусная РНК счи
тывается с интегрированных провирусов. Свободная ДНК может 
экспрессироваться, но для сохранения провируса необходима 
его интеграция. В клетках, содержащих несколько провирусов, 
обычно бывает трудно разобраться, какой из них транскрибиру
ется. Разные -клетки одной популяции могут существенно (в де
сятки и сотни раз) различаться по уровню экспрессии вируса 
[50, 189].

Провирус является транскрипционной единицей с собствен
ными регуляторными последовательностями. Однако экспрессия 
конкретного провируса зависит как от вирус-специфических, так 
и от хозяйских факторов, в частности от места интеграции, фи
зиологического состояния клетки и LTR. В отличие от многих 
других вирусов у ретровирусов продукты экспрессии генома не 
участвуют в контроле их экспрессии, а экспрессия провируса за
висит только от хозяйских ферментов. Как и большинство кле
точных генов, транскрипциомно активные пр-овируеы локализо
ваны в гипомешлированных местах генома, чувствительных к 
ДНКазе I [15]. При метилировании in vitro клонированные про- 
вирусы могут утрачивать инфекционность [115, 167]. Провирусы, 
локализованные в гиперметилированных областях генома, устой
чивых к ДНКазе I, обычно не экспрессируются. Таким образом, 
нормальные во ©сех отношениях провирусы могут быть «молча
щими», вероятно, потому, что находятся под влиянием фланки
рующих последовательностей клетки-хозяина.

Вирус-опецифическая регуляция экспрессии осуществляется с 
помощью LTR [11, 17, 182], несущих промоторы, энхансер транс
крипции, -сигналы полиаденилирования [55, 62, 111, 205]. Транс
крипция начинается на левом конце последовательности R ле



458 Глава 13

вого LTR. Как и большинство эукариотических генов, провиру
сы транскрибируются с помощью клеточной Р Н К - п о л и м ер а з ы II. 
Вирусные транскрипты полиаденилируются за правым концом 
последовательности R правого LTR; сигнал полиаденилирования 
(обычно ААТААА) расположен внутри R примерно за 20 нуклео
тидов перед ее правым концом. Итак, транскрипция начинается 
за левым, а заканчивается добавлением poly (А)-участка, перед 
правым концом провируса. Область U3 всех LTR содержит так
же ССААТ- и ТАТАА-участюи или сходные последовательности» 
входящие в состав промоторов РНК-полимеразы II и располо
женные непосредственно перед началом транскрипции. Пока 
неясно, насколько вариации в последовательности промоторного 
участка LTR влияют на эффективность экспрессии вируса.

В состав LTR входят также элементы, усиливающие транс
крипцию (энхансеры) и работающие независимо от своего по
ложения и ориентации [93]. Относительная «сила» энхансера 
варьирует в зависимости от вида животного или стадии диффе- 
ренцировюи «леток [49, 106]. Свойством энхансера обладает по
вторяющаяся последовательность с варьирующей длиной (от 72 
до 101 Ьр), которая находится в области U3 перед промотором. 
Как отмечается в разделе «Патогенность v-ояс-вирусов», эн- 
хансер может заметно влиять на характер патогенности вируса.

Другой тип регуляции характерен для LTR MMTV. Уже 
давно было замечено, что обработка клеток, зараженных MMTV, 
глюкокоршкоидами ведет к резкому усилению вирусной экспрес
сии. Сейчас известно, что такой ответ зависит от особого участ
ка, расположенного в области U3 LTR MMTV и связывающего 
рецептор глюшкортикоидов [112, 134, 153].

Как отмечалось выше, первичным продуктом транскрипции 
провируса является полноразмерная молекула РНК. Вирусная 
РНК обычно составляет от 0 , 1  до 1% тотальной клеточной РНК, 
и может достигать 20% по ли аденилиров ан ной РНК зараженных 
клеток. У полноценных вирусов эта РНК, как и ее процеооиро- 
ванные варианты, выполняет две главные функции:- формирует 
вирионную РНК и служит мРНК для синтеза продуктов генов 
gag, pol и env. Около половины полноразмерной РНК упаковы
вается в вирионы, остальная служит мРНК. В клетках обычно 
содержится несколько больше мРНК для gag, чем для env, при
чем продукта гена gag синтезируется примерно в 2 0  раз больше, 
чем продукта гена pol [45, 170]. Каждый из вирусных генов де
терминирует синтез полипротеина-предшественника, который 
затем разрезается по крайней мере на два зрелых полипептида. 
Процессинг предшественников тесно связан со сборкой вирио
нов и обсуждается в следующем разделе. Структура мРНК ви
русных генов описана ниже.

мРНК для продуктов гена env — результат сплайсинга пол



Трансформация и онкогенез; ретровирусы 459

норазмерной РНК, из которой удалена большая часть последо
вательностей генов gag и pol (рис. 13.1). Одна из интересных 
особенностей этой мРНК состоит в том, что ее акцепторный сайт 
сплайсинга, а также часть m u-кодирующих последовательностей 
расположены перед терминирующим кодоном гена pol; откры
тые рамки генов env и pol находятся в разных фазах [79, 155, 
158, 165, 186]. Донорный сайт сплайсинга у MuLV находится пе
ред геном gag, в то время как у RSV — непосредственно вслед 
за инициирующим кодоном гена gag. Поэтому у RSV трансля
ция начинается с кодона AUG гена gag, а у MuLV — с кодона 
AUG, входящего в состав перекрывающихся участков pol и 
env [155].

До сих пор не выявлено различий между вирионной РНК и 
РНК, которая служит матрицей для синтеза продуктов gag и 
pol. Тем не менее времена их полужизни различаются, что ука
зывает на различие их путей метаболизма внутри клетки [105]. 
Продукт гена pol синтезируется 'В (виде длинного слитною поли
протеина gag-pol. С большинства же молекул полноразмерной 
мРНК транслируется лишь продукт гена gag. Пока неизвестно, 
чем определяется это различие в трансляции двух тенюв, ясно 
лишь, что RSV и MuLV решают эту проблему по-разному. У RSV 
открытые рамки для gag и pol находятся в разных фазах, что 
указывает на возможное участие сплайсинга в образовании мат
рицы для смешанного продукта ga*g-pol [155]. У MuLV рамки 
генов gag и pol находятся в одной фазе и разделены одним стоп- 
кодоном (амбср-кодоном UAG) [79, 165, 186]. Поэтому слитный 
продукт gag-pol может транслироваться либо со оплайсирован- 
ной мРНК, либо 'непосредственно с интактной полноразмерной 
в случае супрессии амбер-кодона.

Гены v-onc экспрессируются сходно с «обычными» вирусны
ми генами, поскольку находятся под тем же вирусным и клеточ
ным контролем. Как уже отмечалось, большинство генов v-onc 
являются слитными с генами gag и кодируют гибридные шродук- 
ты gag-one, у которых N-концевая часть кодируется геном gag, 
а С-шнцевая — онкогеном. Последовательности онкогенов в этих 
слитных генах могут замещать большую или меньшую часть 
гена gag, детерминирующую С-конец, и соответственно их экс
прессия контролируется аналогично этому гену. Естественно 
предположить, что место стыка последовательностей gag и one 
находится перед терминирующим кодоном gag потому, что ген 
pol транслируется менее эффективно, чем gag.

Ф аза V: синтез вирусных белков и сборка вирионов

После завершения синтеза и процессинга РНК необходим 
синтез вирионных белков, которые собираются в частицы, оодер-
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жащие вирионную PH,К [43, 45, 128, 170]. Оболочка вириона об
разуется на плазматической мембране клетки, поскольку вирус- 
освобождается из клетки почкованием. Сердцевины вирусов 
С-пипа формируются ов непосредственной близости от мембраны,, 
тогда как у ретровирусов В- и D-типов капсиды, по-видимому, 
образуются в цитоплазме. О синтезе, процессинге и модифика
ции вирусных белков накоплена обширная информация. Гораз
до меньше изучена сборка вирионов. Как будет ясно из даль
нейшего изложения, точная локализация белков в составе ви- 
ряона неизвестна.
• Синтез белков и оборка вирионов идут сходным образом у 
разных видов ретровирусов, несмотря на то что молекулярные 
массы белков, выполняющих одни и те же функции, могут су
щественно различаться. Здесь в качестве примера мы рассмот
рим MuLV. У вирусов этой группы .нарезание полипротеинов- 
предшественников происходит в основном уже после сборки 
вирионов, поскольку свежесобранный вирус несет много нераз
резанных предшественников [13]. Это наблюдение позволяет 
предположить, что последовательность белков в полипротеине 
имеет значение для их относительного расположения в составе 
вириона.'

Из продуктов гена gag образуются все белки сердцевины ви
риона, за исключением ревертазы. Их одних достаточно, чтобы 
сформировать вирион, правда, неинфекционный. В случае MuLV 
белок-предшественник, кодируемый геном gag, имеет мол. массу 
65 к Да (Pr65gag). Он нарезается на 4 белка, расположенные в. 
такой последовательности: NH2—р 15—>рр 12—рЗО—р 1 0 —СООН. 
Неясно, какой фермент осуществляет это нарезание — клеточная 
или вирусная протеаза. Белки gag MuLV существуют в гликози* 
лированной и неглйкозилированной формах. Гликозилирован- 
ные белки нарезаются из gPr80gag, который начинает трансли
роваться с AUG-кодона, расположенного перед другим AUG-ко
доном для негликозилированного Pr65gag. У вирусов ASLV гли- 
козилированные продукты gag неизвестны. Делеционные (мутан
ты MuLV, неспособные синтезировать gPr80ga£, тем не менее 
инфекционны [51, 157], что ставит под вопрос биологическую зна
чимость гликозилированных форм.

Очень гидрофобный белок pl5gag находится в вирионе пред
положительно между сердцевиной и оболочкой. В связанной 
с остатком миристиловой кислоты форме он в заметных коли
чествах выделяется вместе с оболочкой вируса [170, 78]. Гидро- 
фобность р 1 ogag, возможно, позволяет Pr65gag связываться с мем
браной в ходе морфогенеза вируса [13]. Точная локализация в 
вирионе .кислого белка р р 1 2 , фосфорилироваганого по остаткам: 
серина, неизвестна. Он может связываться с вирионной РНК, 
однако отсутствует в вирусных капсидах, выделенных после
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растворения наружной оболочки вируса in vitro. Предполагают, 
что большая часть рр 1 2  'находится на внутренней поверхности 
оболочки, т. е. между капсидом и наружной поверхностью обо
лочки [13]. Главный белок капсида рЗО может самопроизвольно 
формировать частицы в условиях in vitro, что соответствует его 
роли главного компонента сердцевины. Это высокоосновный 
РНК-связы'Вающий белок, образующий р и бонукл ео про теин о в ы й 
комплекс с вирионной РНК.

Различные свойства продуктов гена pol описаны в разделе, 
посвященном синтезу вирусной ДНК (фаза II) [60]. Как уже 
отмечалось, продукты гена pol синтезируются в виде белка-пред
шественника Рг 180£а£‘Р°(. Этот полипротеин и участвует в сбор
ке вирионов. Возможно, его g ag- код и р уем а я часть помогает по
лимеразному фрагменту включаться в вирусную частицу и (или) 
предохраняет клетку от ревертазной активности, так как 
Pr 180ga£‘P°( не обладает ферментативной активностью.

Продукт гена env Рг90ет11’ гликозилируется и разрезается на 
дйа белка — gp70 и р15Е, — которые остаются связанными друг 
с другом ди с у л ь ф и дн ы ми мостиками. Вероятно, р15Е — это 
трансм ем бранный белок, С-концевая часть которого находится 
внутри, а N-концевая — снаружи оболочки вириона [79, 138]. За 
метные на электронных фотографиях шипы, по-видимому, -пред
ставляют собой молекулы р15Е, а булавы на их вершине — это- 
gp70. Гликозилированный белок gp70 детерминирует спектр хо
зяев и свойства вируса, определяемые по интерференции и ней
трализации.

Каким образом в состав "вириона попадают две молекулы 
РНК и как формируется димерная структура вирионной РНК, 
неизвестно. Для селективной упаковки РНК в вирион необходи
ма последовательность, расположенная 'между донорным сайтом 
сплайсинга и инициирующим кодоном гена gag [109, 113, 195]. 
Мутантные вирусы, в которых она делётирована, успешно зара
жают клетки и синтезируют вирусные белки, способные «спа
сать» дефектные по репликации ретровирусы. Однако собствен
ная РНК такого мутанта не способна к упаковке. Соединение- 
тРНК-затравки с вирионной РНК, возможно, отчасти обеспечи
вается ревертазой, которая избирательно связывает нужную- 
тРНК [130]. Димерная структура РНК-генома образуется в ре
зультате нековалентного соединения областей вирусной РНК, 
отстоящих примерно на 0,4 kb от их б'-концов [26]. Не исключе
но, что в этом связывании участвует р 1 0 , поскольку попытки ре
конструировать образование этого комплекса из очищенных: 
субъединиц РНК были неудачными.
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Эндогенные вирусы

Эндогенные проретровирусы широко распространены в при
роде [5, 25, 32, 91, 137, 148]. Многие из тих дефектны по 'репли
кации в основном из-за небольших структурных дефектов, сход
ных с теми, которые характерны для многих провирусов, возник
ших в ходе экзогенного заражения полноценными ретровируса
ми [127]. Однако даже дефектные провирусы часто способны 
экспрессировать отдельные вирусные гены.

Так как эндогенные провирусы наследуются как обычные 
хромосомные локусы и экспрессируются в обычных физиологи
ческих условиях, высказывались предположения об их возмож
ной роди в жизнедеятельности организма [137, 184]. Хотя такая 
возможность полностью и не исключена, есть две группы фактов, 

•свидетельствующих против этой гипотезы. Во-первых, распро
странение эндогенных провирусов отдельных классов ограниче
но несколькими видами организмов или даже отдельными иред- 

•■ставителями одного вида. Например, провирусы интрацистер
нальных А-частиц присутствуют в геномах некоторых видов 
грызунов, но не других млекопитающих [98], а эндогенные MMTV 
есть у одних линий мышей и отсутствуют у других [28]. Во-вто
рых, путем направленного скрещивания удалось получить кур, 
свободных от эндогенных ALV [32], которые нормально росли и 
развивались. Эти факты показывают, что no крайней мере не
которые из эндогенных провирусов не являются абсолютно обя
зательными для нормальной жизнедеятельности хозяина. Од
нако всегда остается аргумент, что организм, лишенный одних 
эндогенных провирусов, может содержать другие.

Не исключено, что эндогенные провирусы— это случайные 
паразиты генома хозяина. Если они и выполняют какую-нибудь 
физиологическую функцию, возможно, она связана с защитой 
организма от заболевания, вызываемого заражением сходным 
экзогенным вирусом. Хотя куры, не содержащие в геноме эндо
генные провирусы, развиваются нормально, оии более чувстви
тельны к экзогенным ALV, которые вызывают у них заболевания 
со значительно более короткими латентными периодами, чем у 
кур с эндогенными ALV [144].

Эндогенные ретровирусные последовательности в геноме 
обычно представлены в виде множества локуоов эндогенных 
провирусов каждого класса. Их локализация в геноме обычно 
определяет место и время их активации [91]. Кластер эндоген
ных провирусов обнаружен в Y-хромосоме мыши. По-видимому, 
множественные копии эндогенных провирусов возникли обыч
ным для вируса путем—через обратную транскрипцию и интегра
цию с геномом клеток зародышевой линии. После попадания 
провируса в геном зародышевой клетки он обычно наследуется



Трансформация и онкогенез: ретровирусы 463-

как стабильный элемент. У мышей линии AKR, для которых ха
рактерны высокие уровни продукции эндогенного экотропного ви
руса в течение всей жизни, часто наблюдается включение новых 
локусов эндогенных провирусов в хромосомы клеток зародыше
вой линии [149]. Возникновение новых эндогенных провирусов 
удалось смоделировать экспериментально — путем заражения 
ранних эмбрионов мышей вирусом Mo-MuLV [90]. Такое зара
жение иногда (ведет к появлению животных, несущих один или 
несколько провирусов Mo-MuLV. Некоторые из них спонтанно 
активируются в процессе развития животного, часто приводя к 
появлению Т-клеточных лимфом. Совокупность всех этих сведе
ний позволяет заключить, что эндогенные провирусы возникли 
в результате экзогенного заражения и включения провирусов в 
хромосомы клеток зародышевой линии. Впоследствии число ко
пий этих элементов может возрастать в результате повторных 
актов интеграции активированных провирусных геномов.

Как правило, эндогенные провирусы менее онкогенны для 
вида-хозяина, чем экзогенные. Они, как уже отмечалось, часто 
повреждены мутациями, но даже те из них, которые способны к 
репликации, слабоонкогенны, что обусловлено рядом различий 
между большинством эндогенных и экзогенных вирусов. Эндо
генные вирусы имеют обычно ксенотропный спектр хозяев, что 
не позволяет им заражать большинство клеток организма, в ко
тором они находятся. Кроме того, Ш-области эндогенных и экзо
генных вирусов существенно различаются. Могут различаться* 
и другие участки их генома [145]. Вероятно, именно с этими раз
личиями связана меньшая «удельная продуктивность» эндоген
ных вирусов по сравнению с экзогенными [33]. По-видимому, низ
кая продуктивность эндогенных вирусов — результат отбора, 
поскольку от более онкогенных вирусов хозяева погибают. Те 
природные линии мышей, у которых наблюдаются высокие уров
ни продукции экотропных эндогенных MuLV (например, Mus 
musculus mollosinos), обладают неизвестным пока механизмом 
защиты от онкогенного действия этих вирусов. Линии мышей 
с высокими уровнями экотропных MuLV и высокой частотой ви- 
рус-индуцированных лейкозов (например, AKR [6 8 , 148]) поддер
живаются лишь в лабораторных условиях.

Рекомбинация ретровирусов

Для ретровирусов характерна высокая частота рекомбина
ций при заражении клеток двумя близкородственными вируса
ми [109, 194]. Доля рекомбинантов после нескольких циклов сме
шанной инфекции может быть исключительно высокой и дости
гать 10—50% потомства, причем механизм их возникновения' 
еще предстоит выяснить. Считают, что рекомбинация идет путем
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гомологичного «россинг-овера, хотя это прямо яе -показано. Весь
ма вероятно, что -рекомбинации предшествует образование гете
розиготных в-ириоиов, несущих две -разные молекулы РНК. Пред
полагают, что любая РНК, способная к образованию гетероди
меров, участвует в рекомбинации в ходе обратной транскрипции. 
Рекомбинация между экзогенными и эндогенными вирусами — 
важный этап в патогенезе МиЬУ-иниуцированных неоплазий у 
мышей. Полагают, что после заражения -клеток с активными эн
догенными провирусами экотропными MuLV возникают гетеро
димеры, а затем и рекомбинанты.

Мутагенез, индуцированный вирусом

Способность (ретровирусов к включению своей ДНК в различ
ные сайты генома хозяина предполагает, что они могут быть 
причиной инсерционного -мутагенеза. Соответствующие мута
ции— ведущие или гае ведущие к злокачественной трансформа
ции клеток — обнаружены как в экспериментальных, так и з 
природных условиях. Индуцированный ретровирусами мутагенез 
может -быть использован для идентификации и исследования 
функции клеточных генов.

Наиболее яркий пример инеерционного мутагенеза — актива
ция онкогена с-тус в В-лимфомах кур, индуцированных ALV. 
.В этом случае интеграция' -провируоа ведет к усилению транс
крипции гена с-тус. Активация гена с-mos о результате -включе
ния провируса иятрацистерналшых А-частиц в участок, распо
ложенный перед онкогеном, была п-родемонстрир-ова,на дваж
ды [16]. Пример яровирусного включения, не связанного с 
трансформацией, был обнаружен у мышей линии DBA/2J, у ко
торых -рецессивная мутация, проявляющаяся в светлой окраске 
шерсти, оказалась сцеплена -с определенным локуоом эндогенного 
MuLV [31]. Этот провирус, вероятно, встроился в ген, определяю
щий окраску шерсти, и нарушил его работу, возможно, влияя 
на сплайсинг. Редкие мыши DBA/2J, ревертировавшие к нор
мальному фенотипу, утрачивают этот локус эндогенного пров-и- 
руоа, за исключением -одной копии LTR. При этом ib результате 
гомологичной рекомбинации между двумя LTR удаляются оба 
вирусных сайта сплайсинга и, предположительно, восстанавли
вается (нормальная функция гена. В данном случае индуциро
ванный -ретровирусом инсерционный мутагенез помог иденти
фицировать и клонировать неизвестный ранее клеточный ген.

Один из тех провирусов Mo-MuLV, который был эксперимен
тально введен в геном клеток зародышевой линии мыши, при
вел к возникновению рецессивной летальной мутации: гомози
готные по этому локусу особи гибли в эмбриогенезе [154]. Как 
(было установлено,-провирус внедрился в ген а-/(1 ) коллагена.
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Отсюда следует, что для нормального развития необходима экс
прессия этого гена.

Ретровирусный мутагенез показан и in vitro: вирус Mo-MuLV 
использовали как инсерционный 'мутаген, вызывающий ревер
сию фенотипа крысиных клеток, трансформированных RSV [190]. 
У многих ревертантов геном Mo-MuLV оказался интегрирован
ным с провирусом RSV.

Патогенность у-опс~-вирусов

Способные к репликации ретровирусы, не имеющие онкоге
нов (\-onc~), обычно вызывают развитие болезни после дли
тельного латентного периода [179]. Как правило, при этом .инду
цируются одна или несколько форм неопластических заболева
ний, хотя иногда возможна и другая патология — например, ис
тощение или .неврологические нарушения. Наиболее детально 
изучены опухолевые процессы, индуцируемые ALV у кур. Нео- 
илазии возникают через несколько месяцев после заражения, 
несмотря на постоянно высокое образование вируса в организ
ме. Это свидетельствует о том, 'что трансформация — редкое со
бытие. Моноклональность возникающих опухолей также шворит 
в пользу этого предположения. Можно предложить два объяс
нения наблюдаемым результатам: либо клетки-мишени редко 
заражаются вирусом, либо трансформация — многоступенчатый 
процесс. Недавние исследования указывают на справедливость 
второго объяснения.

Определенные штаммы онкогенных ALV вызывают преиму
щественно В-клеточные лимфомы. В подавляющем большинстве 
случаев в геноме лейкозных клеток обнаруживается провирус 
ALV, интегрированный вблизи гена с-туе [77]. Вероятно, эта 
сайт-специфическая интеграция — случайное событие, редко про
исходящее при заражении клеток-мишеней. Однако клетки с 
провируоами в этом (сайте получают селективные преимущества. 
Провирус в таких опухолях часто содержит протяженные деле
нии, однако последовательности LTR ALV в нем сохраняют
ся [133]. Интеграция провируса обычно ведет примерно к 50-крат
ному повышению уровня экспрессии с-туе за счет влияния ви
русного LTR. В большинстве случаев транскрипция онкогена 
инициируется в обычном месте внутри LTR — это явление назы
вают инсерцией промотора. Оно наблюдается также в В-лимфо- 
мах кур, индуцированных REV [124]. В редких случаях прови
рус, включенный перед с-тус, находился в обратной, относитель
но направления транскрипции онкогена ориентации, а в одной 
опухоли провирус включался за с-тус. Повышенная транскрип
ция онкогена в этих случаях была связана с действием вирус
ного энхансера. Ряд штаммов ALV вызывает эритробластоз: при

3 0  Заказ N& 555
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этом наблюдается интеграция П'ровируса вблизи онкогена 
c-erb В [57].

Другим важным шагом на пути к пониманию особенностей 
патогенеза ALV-индуцировайных лейкозов стали эксперименты 
по трансфекции ДНК из лейкозных клеток в .клетки NIH ЗТЗ. 
Такая трансфекция регулярно приводила к образованию фоку
сов трансформации, однако вызывающий эту трансформацию- 
ген Blym не сцеплен с с-туе и не несет вирусных последователь
ностей [65] *. (В отличие от большинства других онкогенов Blym 
до сих пор не найден в составе генома ретровируса). Эти данные 
показывают, что для злокачественной трансформации необходи
ма реализация по крайней мере двух событий, лишь одно из ко
торых прямо связано с ALV.

Обнаруженная связь между местам интеграции провируса 
и активацией онкогенов в ходе возникновения опухолей опре
делила поиск сходных явлений для ретровирусного канцероге
неза у млекопитающих. Повышенные уровни экспрессии с-туе 
характерны для ряда линий мышиных плазмацитом, индуциро
ванных приставом или A-MuLV [123]. Механизм индукции этой 
экспрессии неизвестен. В отличие от птиц у млекопитающих в- 
опухолях в большинстве случаев не удалось обнаружить транс
крипции онкогенов, инициированной вирусными LTR. Однако в. 
опухолях, индуцированных MMTV [126, 135] и MuLV [185, 208], 
выявлены сходные сайты интеграции провирусов 2. Эти сайты не 
сцеплены с известными онкогенами, а их размер значительно 
превышает сайты интеграции провирусов ALV вблизи с -туе в 
В-лимфомах кур. Биологический смысл этого явления еще пред
стоит выяснить. В «летках неоплазий 'коров, индуцированных 
вирусом бычьего лейкоза, и неоплазий человека, ассоциирован
ных с HTLV, не было найдено сайтов закономерной интеграции 
провирусов. Возможно, и в этих случаях в трансформации уча
ствует несколько онкогенов. Например, в мышиных лимфомах,. 
индуцированных различными агентами, часто наблюдается три- 
сомия по участку хромосомы 15, несущему онкоген с-тус [94],. 
а в вирусных лимфомах мышей показана активация клеточных 
онкогенов [29].

Помимо влияния вирусной инфекции на активацию клеточ
ных онкогенов, изучаются и другие аспекты ретровирусного па
тогенеза [179]. Установлено, что в возникновении заболевания

1 Позже установлено, что сложившиеся представления о Blym и Tlym оши
бочны. Они являются результатом некорректно проведенных экспериментов. — 
Прим. перев.

2 Клеточные гены, расположенные в местах преимущественной интеграции- 
ДНК MMTV называют int-1, 2, 3... я относят к клеточным онкогенам. — Прим. 
перев.
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важную роль играет ген env, Ш-область LTR и некоторые дру
гие участки генома [145].

У мышей линии AKR, у которых спонтанная активация эндо
генного MuLV ведет к развитию лейкозов, для появления опухо
ли необходимо предварительное изменение в гене env и U3-o6- 
ласти LTR MuLV [21, 22, 25, 39, 179]. Оба этих изменения про
исходят в результате двух 'независимых актов рекомбинации 
геномов MuLV— активированного экотропного и иеэкотропного 
провируса. При этом вирус MuLV ^получает ген env вируса 
MCF [22, 73]. Как отмечалось выше, вирусы с такими генами env 
и экотропные вирусы используют разные рецепторы для про
никновения в клетку [141]. Вероятно, ген env MCF-типа позво
ляет рекомбинантному вирусу 'Проникать в клетки-мишени [24]. 
Возможно также, что продукты гена env-MCF могут непосредст
венно вызывать опухолевую трансформацию, воздействуя на 
клеточную мембрану или стимулируя деление тех лимфоцитов, 
которые несут специфические -рецепторы продукта гена env [117]. 
В этой связи интересно отметить, что (Продукт частично делеги
рованного гена env вируса Френд, вызывающего образование фо
кусов в селезенке (SFFV), обладает сходными 'биологическими 
свойствами [108]. Хотя этот уопс_-вирус с внутренней делецией 
в гене env и неспособен трансформировать фибробласты в куль
туре, он индуцирует образование 'Макроскопических фокусов де
лящихся клеток в селезенках зараженных мышей уже через 
неделю после заражения. Генетический анализ позволил связать 
этот эффект с геном env и LTR SFFV, и следовательно с прямым 
действием укороченного генного продукта.

Результаты, полученные при (исследовании рекомбинантов 
\LV и MuLV, свидетельствуют об участии U3-области LTR в оп
ределении онкогенности вируса и его тропности в отношении 
различных тканей [21, 25, 39]. Вероятно, этот эффект связан с 
изменениями в промоторной и энхансерной областях LTR. В от- 
шчие от эндогенного экотропного MuLV мышей AKR некоторые 
лтаммы экзогенного экотропного вируса вызывают заболевания 
(опухоли) с короткими латентными периодами .(менее двух ме- 
:яцев). Эти MuLV уже имеют LTR, обеспечивающий их способ- 
юсть к заражению клеток-мишеней, и им для приобретения он- 
югопности требуется только одно рекомбинационное событие — 
геном env MCF-типа [40].

Эндогенные (Провирусы и клеточные гены могут существенно 
лиять «а исход вирусной инфекции [107, 179]. (Например, для 
озникновения опухоли требуются большие количества вируса 
определенным геном env. Заражению клеток-мишеней может 
репятствовать иммунизация животного против ооответствующе- 
з продукта гена env или вирусная интерференция, связанная, 
апример, с экспрессией родственного эндогенного ировиру-
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са [144]. Можно также защитить животное от вирусной лимфо
мы, если предварительно заразить его непатогенным MCF.

Прежде чем перейти к описанию онкогенсодержащих ретро- 
вирусов, отметим одно .необычное свойство HTLV, проявляемое 
in vitro, а может быть и in vivo. В отличие от других v-onc'-ш- 
русов, не меняющих ростовые свойства клеток, HTLV при зара
жении Т-лимфоцитов периферической крови значительно повы
шает их способность к росту in vitro [139]. Заражение HTLV 
индуцирует появление на поверхности Т-лимфоцитов Тас-анти- 
гена — рецептора фактора роста Т-клеток человека (TGGF) [102]. 
Поскольку при продуктивной инфекции нелимфоидных клеток 
HTLV появление этого антигена не индуцируется, весьма мало
вероятно, чтобы он кодировался геномом вируса [23]. Тем не ме
нее, вероятно, именно наличие рецепторов TCGF является при
чиной повышения способности Т-клеток к росту in vitro. .

Патогенность у-опс+-вирусов

Трансформирующие (v-onc+) ретровирусы встречаются срав
нительно редко. Они выделены из опухолей многих видов живот
ных, включая птиц, грызунов, кошек и нечеловекообраз и ы х при
матов [8 , 9]. Такие ретровирусы дефектны по репликации и вы
деляются в комплексе с вирусами-помощниками, транодуцирую- 
щими онкоген. В природных условиях у-ояс+-ретровирусы обыч
но не передаются от животного к животному, но в лаборатории 
могут легко передаваться пассированием в виде беоклеточного 
экстракта в экспериментах на животных или в культуре.

Каждый из онкогеноодержащих ретровирусов вызывает кон
кретный набор неоплазий с короткими латентными периодами. 
Онкогены -безусловно необходимы для индукции заболевания. 
Что касается других вирусных генов, то их роль не совсем ясна. 
Инъекция курам субгеномгаого фрагмента ДНК RSV, состоящего 
из LTR и v-src, вызывает образование опухолей [56]. При относи
тельно небольших изменениях последовательности онкогенов 
может изменяться спектр вызываемых ими опухолей [47,66,206]. 
Любопытно, что если RSV вызывает у кур саркомы, то его онко
ген v-src в составе вектора, полученного на основе амфотропно- 
го MuLV, индуцирует у мышей эритробластоз [3]. Предстоит 
выяснить, связаны ли эти различия в онкогенности с различия
ми видов животных, с природой LTR или с другими особенно
стями вйруса-переносчика.

За 75 лет, прошедших с момента открытия RSV, выделено 
более 40 независимых изолятов онкогенсодержащих ретровиру
сов. Однако количество переносимых ими онкогенов несколько 
меньше (табл. 13.2), поскольку некоторые трансформирующие 
вирусы несли одни и те же онкогены даже в тех случаях, когда
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Таблица 13.2. Онкогены и онкобелки ретровирусов 1

Онкоген Вирус-прототип
И сточник 

вируса
Локализация 

белка в клетке
Свойство
белка

src Вирус саркомы Р а 
уса

Курица Плазматическая
мембрана

Тирозинки-
наза

yes Вирус саркомы 
птиц Y 73

»

аЫ Вирус лейкоза мы
шей Абельсона

Мышь То же >

ros Вирус саркомы 
птиц UR II

Курица

fes(-fps) Вирус саркомы ко
шек, шт. 
Снайдер— Тей- 
лен (Фуджи- 
нами)

Кошка
(курица)

Цитоплазма

fgr Вирус саркомы ко
шек (шт. Гард
нер— Рашид)

Кошка »

fms Вирус саркомы ко
шек (шт. Мак
Доноу)

» Цитоплазма Гликопро-
теин

erb В Вирус эритробла- 
стоза птиц

Курица Плазматическая 
мембрана

>

mos

raf

Вирус саркомы мы
шей Молони 

Вирус саркомы мы
шей 3611

Мышь

»

Цитоплазма

GDP/GTP-
связы-
вающий

rasH Вирус саркомы мы
шей Харви

Крыса Плазматическая
м'ембрана

rasK Вирус саркомы мы
шей Кирстен

*
То же »

my с Вирус миелоцито- 
матоза птиц 
МС29

Курица Ядерный матрикс ДНК-связы
вающий

myb Вирус миелобла- 
стоза птиц

» То же

fos

ski

rel

Вирус остеосарко
мы FBJ 

Вирус птиц 
SKV770 

Вирус ретикуло- 
эндотелиоза

Мышь

Курица

Индюк

Ядро

sis

erb A

ets
mil

птиц 
Вирус саркомы 

обезьян

Вирус эритробла- 
стоза птиц 

Вирус Е26 птиц 
Вирус МН 2 птиц

Шерстистая
обезья
на

Курица

»

Цитоплазма Сходен с 
PDGF

1 Из [101] с некоторыми изменениями.
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они были выделены от животных разных видов. Возможно, что 
более 2 0  обнаруженных в составе ретровирусов онкогенов, пред
ставляют основную часть трансформирующих генов позвоночных.

Прототипы 'Вирусных онкогенов — с-one — представляют со
бой высококонсервативные клеточные гены, обнаруживаемые у 
многих эукариот [8 , 29, 101]. Протоонкогены и их продукты были 
исходно обнаружены по гомологии с вирусными онкогенами и 
онкобелками. Последовательности каждого из генов с-otic обна
руживаются в геномах всех позвоночных, а некоторые онкогены 
найдены и у беспозвоночных, например у дрозофилы [83] и даже 
у дрожжей [36, 58]. Предполагают, что протоанкогены участ
вуют в регуляции клеточного деления и дифференциров ки. Опре
деленные с-one экспрессируются в разной степени в различных 
эмбриональных тканях '[1 2 2 ].

Как и многие эукариотические гены, большинство етротоонко- 
генов имеют сегментированную интрон-экзонную структуру. 
Единственное исключение — с-mos — ген мыши, который ие имеет 
интронов. У некоторых онкогенов обнаружены безынтронные 
процессированные псевдогены [172, 174]. Напомним, что у вирус
ных онкогенов « нтроны тоже отсутствуют.

Рекомбинационный механизм возникновения ретровирусов, 
трансдуцирующих онкогены, остается невыясненным. Как пра
вило, не обнаруживается выраженных участков гомологии меж
ду последовательностью протоонкогена и, собственно, вирусного 
генома [172, 174]. Возможно, существенную роль играет интегра
ция провируса вблизи с-one. Клеточный безынтронный ген с-mos 
можно искусственно превратить в вирусный онкоген, если при
соединить его вслед за участком, включающим ретровирусный 
LTR и 5'-некодирующую вирусную последовательность, этой 
ДНК трансформировать клетки и затем заразить их полноцен
ным MuLV [12]. З'-Концевую часть генома возникающего транс
формирующего вируса дает вирус-помощник, вероятно, в ре
зультате негомологичной рекомбинации [63].

При сравнении клеточных и вируоных онкогенов возникает 
парадокс: несмотря иа сходство аминокислотных последователь
ностей их продуктов, с-one выполняет важную физиологическую 
функцию, a v-onc — высокоонкогенен. Есть по крайней мере три 
возможных объяснения этому. Различия могут быть связаны с 
повышенной экспрессией нормального клеточного гена; мута
циями, изменяющими протоонкоген, и влиянием кодируемой 
вирусом части, например в составе слитных белков gag-onc. Хотя 
пока и не проведено анализа различных мутантных конструкций 
онкогенов in vivo, результаты, полученные в культуре ткани на 
некоторых v-onc и с-one, позволяют заключить, что все три воз
можности, по крайней мере иногда, реализуются.

Выше отмечалось, что, попав в геном вируса, онкоген боль
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ше не находится под контролем клеточных регуляторных после
довательностей. Теперь его экспрессия определяется теми же 
факторами, что и экспрессия других вирусных генов. /Поэтому 
в большинсгве случаев уровень экспрессии v-onc, определяемый 
LTR, оказывается выше, чем его клеточного аналога.

Возможность повышения оииогенности с-one после его поме
щения под контроль ретровирусного LTR проверена in vitro для 
мышиного с-mos [1 2 ] и крысиного и человеческого с-ras н [18, 3 5 ]. 
Конструкции, в которых онкогены были помещены за LTR, обла
дали способностью вызывать очаги трансформации на нетранс
формированных клетках NIH ЗТЗ, хотя эффективность трансфор
мации с-ras в этих условиях была заметно ниже, чем его вирус
ного аналога. Тем не менее клетки, трансформированные клеточ
ным онкогеном, активированным LTR, при введении мышам 
образовывали опухоли. Эти результаты показывают, что поме
щение нормального с-one под контроль LTR может индуцировать 
его онкогенность. Отметим, что человеческий ген с-ras экспрес
сируется и в норме, однако уровня его экспрессии недостаточно 
для трансформации клеток'[173]. Подобное сравнение невозмож
но для с-mos, поскольку .в отсутствие LTR он практически не 
экспрессируется [122]. Таким образом, по крайней мере для 
с-rasH повышение уровня экспрессии онкогена ассоциировано с 
трансформацией клеток. Однако это не обязательно справедли
во для других онкогенов: предварительные результаты показы
вают, что повышение экспрессии нормального куриного с-sre не 
ведет к трансформации (J. М. Bishop, личное сообщение). Кро
ме того, замена вирусного гена v-rasH в составе генома Ha-MuSV 
на клеточный ген c-rasH ведет к заметному понижению онкоген
ности вируса (Р. Е. Tambourin, С. К. Chattopadhyay, D. R. Lowy), 
неопубликованные данные.

Недавно на примере v-ras было показано, что мутации в он
когене могут быть важны для его трансформирующей активно
сти. Продукт v-rasH отличается от своего клеточного аналога 
всего двумя из 189 аминокислот (в положениях 12 и 59) [101]. 
Каждая из этих аминокислотных замен существенно повышает 
трансформирующую активность гена rasH in vitro. К тому же 
мутанты Ha-MuSV, содержащие лишь одну из этих замен, ока
зались почти столь же онкогевны, как и исходный вирус 
(Р. Е. Tambourin, С. К. Chattopadhyay, D. R. Lowy), неопубли
кованные данные). Онкоген v-myb кодирует укороченный по 
сравнению с клеточным белком продукт, что, вероятно, служит 
причиной его онкогенности [95].

Возвращаясь к возможности участия ^ацчкодируемых после
довательностей в онкогенности слитных белков gag-onc, отметим, 
что мутанты вируса лейкоза мышей Абельсона (из его назва
ния— A-MuLV — создается неверное впечатление, что это компе-
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Тенгный по репликаций Лейкозный ретровирус), утратившие 
участки гена gag, теряют способность трансформировать in vitro 
лимфоидные клетки, хотя и продолжают трансформировать фиб- 
робласты [140]. Если :из состава слитного онкогена gag-fps ви
руса саркомы Фуджйвами удалить последовательности гена gag, 
то его онкогенность при этом не утрачивается [54].

Существует несколько классов онкогенов, подразделяемых 
по сходству их последовательностей, внутриклеточной локализа
ции кодируемых ими белков и функциональной активности этих 
белков. Одну из групп составляют онкогены семейства ras, 
включающего по крайней мере трех представителей — rasH, rasK 
и rasN [19, 101, 116, 175]. Структура и последовательности этих 
онкогенов весьма близки. Тем «е менее в составе геномов транс
формирующих вирусов найдены лишь rasH и rasK. ras-Кодируе
мые белки расположены преимущественно на внутренней по
верхности плазматической мембраны [203]. Эти белки объеди
няет способность к нековалентному связыванию гуаниловых 
нуклеотидов и отсутствие у них тирозинкиназн-ой активности.

Другой класс (который мы назовем src-класс) (включает ге
ны, имеющие гомологии с онкогеном src. Эта -гомология в отли
тие от онкогенов ras ограничена небольшим участком последо
вательности, кодирующей белок. Кроме src, сюда входят онкоге
ны fes-fps (fes — наименование этого онкогена у млекопитающих, 
а fps — у птиц), abl, yes, ros, fgr, fms, erb В и mos [8 , 9, 101, 207]. 
Белки, кодируемые большинством из этих онкогенов, относятся 
к протеинкиназам, осуществляющим избирательное фосфорили- 
рование остатков тирозина in vivo и in vitro. Такая активность 
не обнаружена пока у продукта онкогена mos. Внутриклеточная 
локализация этих белков также несколько различается. Продукт 
erb В — глико-протеин, расположенный на наружной поверхности 
мембраны [6 6 ], -продукт fms — цитоплазматический гликопротеин, 
белки src и аЫ находятся на вутренней поверхности мембраны 
[202, 204], а продукты fps и mos локализованы в цитоплазме [52, 
132]. По-видимому, функция этих белков связана с их внутри
клеточной локализацией. Например, онкогенность RSV, мутант
ных по v-src, коррелирует с локализацией продукта -онкогена на 
плазматической мембране [97].

Сначала казалось, что открытие тирозинкиназной активно
сти src-белка [89] быстро приведет к идентификации 'клеточных 
мишеней его ферментативной активности. Однако этот вопрос 
еще до сих пор не решен. Было найдено много белков, которые 
фосфорилируются протеин-киназами src-группы, однако тщатель
ный анализ не позволил выявить явных корреляций между кон
кретными фо'сфобелками и трансформированным фенотипам [30]. 
Часть мутантов, температурочувствительных по трансформации, 
являются температурочувствительными и по тирозинкиназной



Трансформация и онкогенез: ретровирусы 473

активности, и все мутанты, дефектные по этой активности, де
фектны и по трансформации [9]. Однако у других src-мутантов 
не было выявлено корреляций между трансформирующей и ти- 
розинюиназной активностями [81,197]. Отметим также, что один 
из генов src-класса — ген mos — является высокоонкогенным, 
хотя его продукт и не обладает тирозинкиназной активностью.

Белки — продукты онкогенов туе я fos — локализованы в ядре 
и составляют один, а может быть и два разных класса онкобел- 
ков [1, 71, 101]. Гомологии между этими онкогенами не выяв
лено, и не исключено, что они трансформируют клетки разными 
способами. Ген v-sis, которой, как оказалось, кодирует изменен
ную форму фактора роста тромбоцитов (PDGF) [143, 196], воз
можно, относится еще к одному классу трансформирующих 
генов.

Клеточные трансформирующие гены

Хотя детальное описание клеточных онкогенов и не является 
целью настоящей главы, их тесная связь с вирусными онкоге
нами заставляет, кратко остановиться на их свойствах. Анализ 
клеточных онкогенов помог в понимании функции онкогенов. 
Клеточные трансформирующие гены идентифицированы во мно
гих опухолях человека и животных. Эти измененные варианты 
нормальных генов выявляют с помощью двух разных подходов: 
либо используя -способность ДНК из опухолевых клеток транс
формировать клетки NIH ЗТЗ (или другие линии), либо по гомо- 
лоти необычных генов с вирусными онкогенами или их продук
тами.

Как показали биохимические тесты, в различных опухолях 
человека и животных ген с-туе часто изменен [4, 76, 94, 101, 103]. 
Изменения с-туе ассоциированы с повышенной экспрессией это
го гена — увеличением количества РНК и белка. В В-клеточных 
лимфомах человека, изученных наиболее подробно, эта изменен
ная экспрессия обычно связана с перестройкой гена с-туе, обус
ловленной хромосомной транслокацией, в результате которой он 
переносится к генам, кодирующим иммуноглобулины. Активация 
с-тус при этом, как полагают, связана с действием тканеспеци
фического энхансера, локализованного в локусе генов имму
ноглобулинов. Любопытно, что как и в случае куриных В-лим- 
фом, индуцированных ALV, из человеческих В-лимфом выделен 
клеточный онкоген Blym [42].

Используя клетки NIH ЗТЗ, удалось выделить множество кле
точных онкогенов из опухолей разных типов, хотя далеко не из 
всех проверенных [29, 48, 101]. В большинстве случаев активи
рованными онкогенами оказались различные представители се
мейства e-ras. ДНК из нормальных клеток не способна транс
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формировать клетки NIH ЗТЗ. При активации с-ras не происхо
дит перестроек ,в гене, однако в некоторых случаях отмечена 
амплификация онкогена. Во всех выполненных 'к настоящему 
моменту исследованиях активированные с-ras содержали точеч
ные мутации, ведущие к замене аминокислот в положениях 
12 я 61.

В отличие от клеток NIH ЗТЗ первичные эмбриональные 
клетки грызунов не трансформировались клеточными с-ras или 
активированными с-тус и \-myc. Однако введение обоих акти
вированных онкогенов — c-ras и с-тус (или у-туе) — приводит 
к трансформации эмбриональных крысиных клеток [101]. Сход
ную комплементацию наблюдали между геном туе и вирусными 
онкогенами src-класса. Кроме того, роль с-тус могут играть 
Е 1 А-область генома аденовируса [151] или фрагмент ДНК ви
руса полиомы, кодирующий большой Т-антиген. А ген среднего 
Т-антигена вируса полиомы может выступать в роли онкогена 
ras. Эти результаты позволяют сделать несколько выводов: он
когены можно разделить по крайней мере на две группы ком
плементации; два онкогена вместе могут быть активнее каж
дого из них по отдельности; онкогены могут быть функциональ
но сходны с определенными генами ДНК-содержащих опухо- 
леродных вирусов.

Заключение

Ретровирусы оказались удивительным объектом исследова
ния. Сначала их изучали как (модель вирусного канцерогенеза, 
и это направление оказалось успешным во многих отношениях. 
Изучение ретровирусов позволило глубоко проникнуть в меха
низм канцерогенеза. Благодаря им был обнаружен набор эво- 
люционно консервативных генов эукариот (с-one), вероятно 
играющих важную роль в нормальном развитии и дифференци- 
ровке. Было установлено, что в разнообразных спонтанно и экс
периментально индуцируемых опухолях функционирование этих 
генов изменяется. Поиск ретровирусов человека привел к от
крытию по крайней мере одного ретровируса (HTLV), тесно 
ассоциированного с определенной, неоплазией человека. Помимо 
огромного влияния на развитие онкологии изучение репликации 
и обратной транскрипции генома ретровирусов, их интеграции 
с клеточной ДНК и организации регуляторных элементов (LTR) 
позволило обнаружить новые биологические механизмы функ
ционирования эукариотической клетки. Несомненно, что и в бу
дущем исследования ретровирусов приведут к новым открытиям 
в экспериментальной патологии, канцерогенезе человека и мо
лекулярной биологии.
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Список сокращений вирусов

AAV аденоассоциированные вирусы
AEV ■вирус эритробластоза птиц
ALV вирус лейкоза птиц
BEV эндогенный вирус павианов
BLV вирус лейкоза крупного рогатого скота
BPV вирус папилломы крупного рогатого скота
CPV вирус хронического паралича (пчел)
CPVA вярус, сопутствующий хроническому параличу 

(пчел)
CRPV вирус папилломы кролика
DHBV вирус гепатита В уток
ESV вирус герпеса лошадей
FeLV вирус лейкоза кошек
FeLV вирус саркомы кошек
GALV вирус лейкоза гиббонов
GSHV вирус гепатита В земляных белок
HAV вирус гепатита А
HBV вирус гепатита В
HCMV цитомегаловирус человека
HPV вирус папилломы человека
HSV вирус простого герпеса
HTLV вирус Т-клеточного лейкоза человека
LCMV вирус лимфоцитарного хориоменинлита
MDV вирус болезни Марека
MMTV вирус опухоли молочных желез мышей
MPMV вирус обезьян Мезон — Пфайзера
MuLV вирус лейкоза мышей
MuSV вирус саркомы мышей
REV вирус ретикулоэндотелиоза птиц
RSV вирус саркомы Рауса
SBMV вирус мозаики южных бобов
SFFV вирус Френд, вызывающий образование фокусов в 

селезенке
SFV вирус леса Семлики
SSV вирус саркомы обезьян
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STNV вирус-сателлит вируса некроза табака
SV40 обезьяний вирус 40
TBSN вирус'кустистой карликовости томатов
TMV вирус табачной мозаики
VSV вирус везикулярного стоматита
VZV вирус ветрянки/опоясывающего лишая
WHV вирус гепатита В североамериканского

сурка
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