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Представлено огляд досліджень з проблеми структурно-функціональної організації і. взаємодії 
вірусних та еукаріотичних геномів, виконаних за останні два десятиріччя у відділах механізмів 
реплікації нуклеїнових кислот та біохімічної генетики ІМБіГ НАН України. Аналізуються 
результати експериментальних досліджень структурно-функціональної організації геному баку-
ловірусів на моделях трьох вірусів ядерного поліедрозу, якими встановлено, що інфекційний геном 
бакуловірусів представлено ковалентно замкненою молекулою ДНК. Виявлено новий вид мо­
дифікації бакуловірусних геномів при взаємодії з геномом клітини. Створено нову експресійну 
систему для синтеза гетерологічних білків. Узагальнено матеріали дослідження міжгеномних 
взаємодій на таких моделях, як вірус—клітина, трансгенні миші, ранні зародки лінійних мишей, 
та. вивчення проблеми регуляції раннього ембріогенезу. 

Вступ. За останні десятиріччя дослідженнями в 
галузі генетики та молекулярної біології розвитку 
одержано дані, що свідчать про суворий генетичний 
контроль основних процесів розвитку організму. 
Реалізація в онтогенезі генетичної інформації здій­
снюється як наслідок безперервної взаємодії ядра 
та цитоплазми. 

Нез 'ясовавим залишається питання про те, що 
і як поєднує батьківські геноми в єдину функ­
ціональну систему, якими є механізми, що забез­
печують їхню структурно-функціональну взаємо­
дію. Важливим аспектом цієї проблеми також є те. 
що реалізація спадкової інформації розпочинаїться; 
з моменту дозрівання статевих клітин і потім, 
починаючи з першого поділу заплідненої яйце­
клітини, відбувається за певних умов зовнішнього 
середовища. Це примушує розглядати розвиток 
організму як наслідок дії двох основних факторів — 
взаємодії батьківських геномів у процесі реалізації 
генетичної програми генотипу і впливу на особину 
факторів середовища. Особливо це стосується стадії 
ембріогенезу., коли структурно-функціональна ор­
ганізація геному зазнає суттєвих змін. 
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У зв 'язку з цим важливого значення набуває 
дослідження структурно-функціональної організа­
ції геному еукаріот і, зокрема, проблема структур­
но-функціонального взаємовідношення гомологіч­
них та гетерологічних геномів. На початку розроб­
ки цієї проблеми пошук підходів до детальнішого 
дослідження структурно-функціональної організа­
ції геному еукаріот знаходився на початковій ста­
дії . 

Одним із застосованих підходів було дослід­
ження структурної організації та експресії геномів 
вірусів еукаріот, у тому числі бакуловірусів, які 
містять ДНК-геном. Використання цієї модельної 
системи багато дало для розуміння принципів регу­
ляції експресії геному еукаріот і дозволило розпо­
чати дослідження деяких аспектів проблеми геном-
ної взаємодії. Подальший розвиток ці дослідження 
одержали за допомогою принципово нових підхо­
дів, серед яких особливе значення має розвиток 
методів мікроманіпуляцій, генної інженерії, транс-
генозу та створення химерних ембріонів. Все це 
дозволило піднести на новий рівень дослідження 
структурно-функціонального аспекту міжгеномних 
взаємодій, стабільності геному вищих еукаріот, ро­
лі ядра та цитоплазми, міжклітинних взаємодій на 
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перших етапах розвитку на модельній системі до-
імплантапійких зародків лінійних мишей. 

Вивчення цієї проблеми в Інституті молекуляр­
ної біології та генетики НАН України було ропоча-
то у відділах, якими керували проф. І. П. Кок та 
проф. В. 1. ЄІВСІКОВ, і продовжено у відділі біо­
хімічної генетики, який пізніше (у 1983 році) було 
створено на їхній основі. 

Структурно-функціональна організація гено­
мів бакуловірусів та створення геноінженерної 
експресійної системи. Узагальнюючи результати 
досліджень, які було виконано під керівництвом 
проф. І. П. Кок на р.ірусах ядерного поліедрозу 
(ВЯП) великої вощинної молі та тутового шовкоп­
ряду, необхідно відмітити, що на гой час цс були 
піонерськи роботи з структури та біологічних вла­
стивостей бакуловірусних Д Н К . Було встановлено, 
що нативні препарати геномної Д Н К є інфек­
ційними для комах та культур клітин |1 ]. Встанов­
лено також, що макрсмолекулярна структура на-
тивного зрілого інфекційного геному вірусів ядер­
ного поліедрозу — це дволанцюгова ковалентно 
замкнена суиерспіральна кільцева молекула ДНК. 
яка не мас білкових та рибонуклеотидних вставок 
[2] . Кільцеві молекули вірусної Д Н К гетерогенні 
за формою: виявлено дві форми суперспіральних 
ковалентно замкнених, різних за третинною струк­
турою молекул — відкриті кільцеві форми та так 
звані «катенани», що складаються з двох або трьох 
зчеплених кільцевих молекул [3 ] . Катенани вияв­
лено в препаратах вірусу, збагачених вірусними 
частками подвійної та потрійної довжини [4] . На­
явність катенанів свідчить на користь реплікації 
вірусної Д Н К , за моделлю Кернса, через проміжн 
реплікативні тета-структури і це добре пов'язу­
ється з виявленням кількох місць ініціації реплі­
кації. При цьому катенани можна віднести до 
молекул Д Н К , що пізно реплікуються, як і катена­
ни вірусів групи папова. 

Але на відміну від них бакуловірусні катенани 
входять до складу подовжених вірусних часток — 
можливо, це пов 'язано з особливостями репро­
дукції бакуловірусів і може відбуватися внаслідок 
недостатньої дії топоізомераз на етапі термінаці: 
реплікації і комплексоутворення катенанів з білком 
[51 

Дослідження взаємозв 'язку структури і функ­
ції бакуловірусних геномів вперше дозволило вия­
вити інфекцїйність ковалентно замкнених і відкри­
тих кільцевих форм Д Н К , лінійні молекули такого 
самого розміру виявились неінфекційними [1 ]. 

Аналіз первинної структури геномної Д Н К ба­
куловірусів за допомогою ряду фізико-хімічних 
методів засвідчив відсутність блочної будови гено­

му та унікальність яуклеотидної послідовності, що 
не містить значних або множинних повторів 11 ]. 

Логічним розвитком досліджень з молекуляр­
ної біології бакуловірусів у відділі біохімічної гене­
тики стало визначення фізичних карт геномів віру­
сів ядерного поліедрозу Galleria mellonella (Gm), 
Bombyx mori (Вт) та Malacosoma neustria (Мп), 
локалізації у геномах двох з них гена поліедрину 
та його функціонально важливих ділянок [6 |. У 
процесі цих досліджень було виявлено нестабіль­
ність геному ВЯП Мп та новий тип природної 
модифікації бакуловірусного геному 17 ), Для баку­
ловірусів відомо кілька типів геномних перебудов 
при тривалому пасируванні в культурі клітин. 
Деякі з них після серії пасажів мали вставки у 
вигляді транспозоноподібних елементів геному клі-
тин-хазяїв [8 ] чи дуплікованих ділянок вірусного 
геному [9 J або з 'являлися делеційні мутанти [10]. 
Виявлена модифікація геному ВЯП Мп проявляла­
ся через 3—5 пасажів у виникненні «гарячої точ­
ки» — ділянки геному, специфічної для дії всіх 
досліджуваних рестриктаз. Ця модифікація, скорі­
ше за все, є наслідком взаємодії вірусу з не-
пермісивним хазяїном,. 

Локалізація гена поліедрина та його промотор-
ної ділянки дозволила перейти до створення вітчи­
зняної векторної бакуловірусної геноінженерної си­
стеми на базі ВЯП Мп та культури клітин дубового 
шовкопряду МСАр-1. 

Починаючи з 1983 року все більшого розпов­
сюдження набувають бакуловірусні експресійні си­
стеми (БЕС) , що являють собою лінії клітин або 
організми комах, інфіковані рекомбінантними ба-
куловірусами з інтегрованими гетерологічними ге­
нами [11] . Слід відмітити, що багато білків, для 
яких не було досягнуто високого рівня експресії в 
інших геноінженерних системах, у Е)ЕС експресу-
ються в кількостях, що в 10—100 разів перевищу­
ють такі , одержані в згаданих системах [12] . 

При дослідженні репродукції ВЯП Gm та Мп у 
культурах клітин комах нами було отримано інди­
відуальні клони цих вірусів. Здійснене порівняння 
інфекційності та швидкості репродукції дозволило 
виявити, що клон W-1 ВЯП Мп у культурі клітин 
дубового шовкопряду (МСАр-1) має найбільший 
титр та найвищу швидкість репродукції [ І З ] . Саме 
цей вірус і ці клітини було обрано для побудови 
експресійної системи. Було створено серію так 
званих «транспортних» векторів для клонування 
гетерологічних генів під сильним ромотором гена 
поліедрину та сконструйовано рекомбінантний ві­
рус з геном бактеріальної /?-галактозидази [14] . 

Дослідження ефективності новоствореної баку­
ловірусної експресійної системи з модельним геном 
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ефективність та перспективність як базової для 
синтезу рекомбінантних білків. Подальші зусилля 
було зосереджено на одержанні рекомбінантного 
білка —гормону людини пролактину. Використову­
ючи один з модифікованих транспортних векто­
рів — плазміду pMJ,2, вдалося одержати високоп­
родуктивний рекомбінантний бакуловірус, який у 
культурі клітин комах синтезував гормон людини 
пролактин в технологічних кількостях [15] . 

Р е з у л ь т а т и досл іджень м а к р о м о л е к у л я р н о ї 
структури геному ряду бакуловірусів, виконаних у 
відділі біохімічної генетики разом з результатами 
досліджень бакуловірусних білків хіміками нашого 
інституту дозволили завершити багаторічну дис­
кусію про морфологію бакуловірусів створенням 
моделі структури бакуловірусного віріону, яка дій­
сна й сьогодні. Отримані дані стали основою для 
розвитку нового напрямку — дослідження молеку­
лярних механізмів репродукції бакуловірусів. 

Інший напрямок, який розвивається у відділі, 
полягає в дослідженні на різних модельних систе­
мах структурно-функціональної взаємодії гомо- та 
гетерологічних геномів. Одним з підходів є до­
слідження експресії геномів вірусів еукаріот, зокре­
ма бакуловірусів, що дуже важливо для розуміння 
принципів регуляції експресії еукаріотичного гено­
му. Подальший розвиток ці дослідження одержали 
за допомогою принципово нових підходів, серед 
яких особливе значення має розвиток методів мік-
романіпуляції, генної інженерії та грансгенозу. Все 
це дозволило піднести на новий рівень дослідження 
структурно-функціонального аспекту міжгеномних 
взаємодій, стабільності геному, ролі ядра та цитоп­
лазми на перших етапах розвитку зародка на 
модельній системі доімнлантаційних зародків миші 

Взаємодія гетерологічних геномів у системі 
вірус—клітина. Взаємодія вірусу та клітини при­
зводить до виникнення нової, самостійної системи 
«вірус—клітина», в якій процеси синтезу та розпа­
ду макромолекул, їхнього транспорту та функціо­
нування визначаються властивостями двох взаємо­
діючих геномів. Для дослідження було обрано мо­
дельну систему вірусу ядерного поліедрозу великої 
вощинної молі (ВЯП Gm) та його природного 
хазяїна. 

При дослідженні взаємодії гетерологічних ге­
номів бакуловірусу та клітини комахи було вста­
новлено їхній тісний функціональний зв 'язок — під 
дією продуктів експресії геному вірусу змінилася 
функціональна програма геному клітини. Про це 
виразно свідчили зміна темпу реплікації геномної 
Д Н К , підвищення гетерогенності клітинних Р Н К у 
процесі розвитку інфекції [16] . Дослідження ди-
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наміки зміни набору вірусспецифічних транскрип-
тів при взаємодії гетерологічних геномів вірусу та 
клітини дозволило зробити висновок щодо регу­
ляції експресії вірусного геному на рівні транс­
крипції , а наявність великих вірусспецифічних 
транскриптів у препаратах тотальної та ядерної 
Р Н К при їхній відсутності в складі полісом призве­
ла до думки стосовно регуляції процесу трансляції 
в ірусспецифічних РИК на рівні процесінгу та 
транспорту [17] . 

У цей же час дуже суттєвим є те. що регуляція 
експресії вірусного геному відбувається за спе­
цифікою клітини-хазяїна. Тобто в цьому випадку 
два гетерологічних геноми функціонують як єдине 
ціле — вірусний геном, використовуючи регулятор­
ні системи свої та клітини, виступає одночасно 
активатором нової програми клітинного геному. В 
цих же дослідах було вперше вказано на наявність 
у геномі бакуловірусів генів, транскрипти яких 
піддаються процесингу та сплайсингу, що пізніше 
було підтверджено в ряді закордонних лабораторій 
[18] . 

Взаємодія гетерологічних геномів при транс-
генозі у мишей. Мікроін 'єкування екзогенних Д Н К 
у пронуклеус запліднених яйцеклітин миші дозво­
лило створити модельну систему, за допомогою 
якої можна досліджувати перенесені гени в процесі 
розвитку організму, вивчати стабільність їхньої 
структури і успадкування та взаємодію вірусного 
та мишачого геномів у непермісивній для вірусу 
системі. 

Нами було досліджено специфіку взаємодії ге­
номів миші та провірусу саркоми Рауса птахів 
[19] . З 'ясувалося , що ця взаємодія призводить до 
суттєвої модифікації векторної молекули. Виявлено 
дві форми стабільних генетичних структур на базі 
трансгеному: кільцева екстрахромосомна ДНК та 
Д Н К , інтегрована до геному миші. Причому у 
випадку інтеграції відмічено повну втрату послі­
довностей провірусної Д Н К і частини структури 
бактеріальної векторної плазміди та часткову втра­
ту вірусних генів у випадку, коли трансгеном 
знаходився в автономному стані [20, 21 ]. Подальші 
спостереження дозволили встановити, що наявність 
екзогенної Д Н К у клітинах трансгенних мишей 
суттєво впливає на функціонування їхнього гено­
му, що характеризувалося підвищеною частотою 
пухлиноутворення та зниженням плодючості. Ско­
ріше за все, ці ефекти викликані дестабілізацією 
частини геному у трансгенних мишей [20, 22 ] . 

Ц ю думку поділяє багато дослідників, які пра­
цюють з трансгенними мишами, вважаючи, що 
серед вторинних ефектів інтеграції чужорідних по­
слідовностей може бути порушення метаболізму та 
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диференціювання деяких типів клітин, що призво 
дить до індукції утворення пухлин [23 ]. Тим біль­
ше, що встановлено значну перебудову структури 
геномної Д Н К у сайтах інтеграції трансгеному. Це , 
в свою чергу, впливає на функціонування всього 
геному [24, 25]. 

У той же час в наших дослідах було показано 
існування в деяких сублініях трансгенних мишей 
екстра хромосомного трансгеному, похідного від 
введеної рекомбінантної плазміди. Аналіз його 
с т р у к т у р и з а с в і д ч и в с у т т є в у м о д и ф і к а ц і ю 
провірусної частини при збереженні у нативному 
стані бактеріального гена стійкості до ампіціліну та 
стартової точки реплікації . Регулярна мітотична і 
мейотична сегрегація, що спостерігалася у дослі­
дах, а також стабільна реплікація екстрахромосом-
ного грансгеному згілежать, найвірогідніше, від 
придбаного фрагмента геномної Д Н К миші. Подіб­
на адаптація трансгенів показана рядом дослідників 
[26—28 І. 

Таким чином, у цих модельних дослідах пока­
зано, що введення в зародкову лінію мишей геному 
чужорідного провірусу призводить до дуже актив­
ної реакції мишачого геному — в результаті серії 
рекомбінаційних процесів відбувається переведення 
залишків введеної молекули під контроль геному 
клітини. Це забезпечується або інтеграцією її до 
геному клітини, або транспозицією керуючих еле­
ментів клітинного геному до залишків векторної 
молекули, яка має статус автономно існуючої. 

Взаємодія гомологічних геномів. Біологічний 
годинник. Нез ясованим є питання про те, що і як 
поєднує батьківські геноми в єдину функціональну 
систему, якими є механізми, що забезпечують 
їхню специфічну взаємодію. Ця проблема вирі­
шується у відділі на моделі доімплантаційного роз­
витку ембріонів миші. 

Основним змістом етапів доімплантаційного 
розвитку ссавців є взаємодія головних клітинних 
компонентів — ядра та цитоплазми. У зв ' язку а 
цим вирішення питання про рівень взаємовідносин, 
що відбуваються на найперших етапах цитодифе-
ренціювання та морфогенезу, може бути одним s 
підходів до з 'ясування механізмів, через які про­
грама, що записана в геномі зиготи, реалізує себе 
в процесі онтогенезу. 

Одним з найважливіших результатів цих до­
сліджень є висвітлення того, шо у цитоплазмі зигот 
миші немає прелокалізації морфогенетичних де­
термінант, які відповідали б за перші етапи цито-
диференціювання, а міжклітинні взаємодії виявля­
ються єдиним механізмом, що відповідає за пред-
етермінац ію бластомерів до р ізних напрямків 
д и ф е р е н ц і ю в а н н я [ 2 9 ] . В и х о д я ч и з ц ь о г о , 

суттєвого значення набуває проблема вивчення 
механізмів диференційної експресії генів. На сьо-
годняшній день регуляція активності генів «в часі» 
(біологічний годинник) — це одна з найголовніших 
невирішених проблем питань розвитку ссавців. 

Дослідження розвитку мікрохірургічно модифі­
кованих ранніх зародків миші дозволило зробити 
припущення, що програма раннього розвитку ми­
шей, яка по суті на перших етапах базується на 
взаємодії продуктів експресії материнського геному 
та геному зародків забезпечується двома типами 
регуляції основних циклів розвитку: на рівні ци­
топлазми відбувається регуляція тривалості клі­
тинних циклів (цитоплазматичний годинник), а 
ядро є відповідальним за проходження процесів 
цитодиференціювання та індукцію морфогенетич­
них перетворень (генетичний годинник) [30 | . 

Суттєве значення для розуміння механізму, за 
яким працює «біологічний годинник» мишачого 
зародка, має дослідження змін, які виникають у 
ньому на рівнях транскрипції та трансляції і які є 
відображенням розвитку, що реалізується в часі та 
просторі. Вивчення трансляційної активності доімп-
лаитаційних зародків миші, цитокінез яких було 
пригнічено цитохалазином D, дозволило нам дійти 
висновку, що час морфогенетичних переходів у 
доімплантаційного зародка миші визначається не 
тільки (або не стільки) досягненням визначеної 
концентрації продуктів кожного етапу, скількі пев­
ним складом стадійспецифічних факторів, що і є 
сигналом до подальшого розвитку [31 |. 

Як вже було нами відмічено, важливу роль в 
ранньому розвитку ссавців відіграють міжклітинні 
взаємодії, які є одним з головних механізмів дифе­
ренціювання та підтримання диференційованого 
стану клітин. Однією з найкращих моделей для 
з 'ясування питання про вплив міжклітинних взає­
модій на ранній онтогенез ссавців є гак звані 
химерні зародки. 

Виконані в нашому відділі дослідження на 
химерних зародках, які складалися з клітин двох 
різних ліній мишей, продемонстрували наявність 
«химерного гетерозису», тобто прискорення доімп­
лантаційного морфогенезу. Подібний ефект «хи­
мерного гетерозису» для ранніх стадій розвитку 
миші показано вперше [32 ]. Можливо, що якісь 
фактори, які забезпечують взаємовідносини гетеро­
логічних бластомерів химерного ембріона, індуку­
ють позитивний звортний зв 'язок при взаємодії 
генетично різних частин зародка. 

Відкриття останніх десятиріч у сфері дослід­
жень розвитку ссавців ставлять ряд питань, відпо­
віді на які повинні допомогти змалювати більш-
менш цілісну картину механізмів регуляції ранньо-
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го розвитку, в тому числі вивчення механізмів 
взаємовідносин ядра та цитоплазми, співвідношен­
ня цитоплазматичної та міжклітинної регуляції, 
роль так званої «геномної пам'яті» в контролюванні 
оптимальної взаємодії материнського та батьків­
ського геномів, що так важливо для забезпечення 
повноцінного розвитку організму. 

А. П. Соломко, Л. И. Строковская 

Исследование структурно-функциональной организации 
гомо и гетерологичных геномов и их взаимодействия в 
эу кари отичес к их с истемах 

Резюме 

Представлен обзор исследований по проблеме структурно 
функциональной организации и взаимодействию вирусных и 
эукариотических геномов, выполненных за последние два деся­
тилетия в отделал механизмов репликации нуклеиновых кис­
лот и биохимической генетики ИМБиГ И АН Украины. Анали­
зируются результаты экспериментальных исследований стру­
ктурно-функциональной организации генома бакуловирусов 
трех вирусов ядерного полиэдроза. Установлено, что инфекци­
онный геном бакуловирусов представлен ковалентно-замкну­
той молекулой ДНК, обнаружен новый вид модификации баку-
ловирусных геномов при взаимодействии с геномом клетки 
создана новая экспрессивная система, для синтеза гетероло­
гичных белков. Обобщены материалы исследования межгеном 
ных взаимодействий на таких моделях, как вирус—клетка 
трансгенные мыиш, ранние зародыши линейных мышей, и 
изучения проблемы регуляции раннего эмбриогенеза. 

А. P. Solomko, L. /. Strokovskaya 

Study of ihe structure-functional organization of homo- and 
heterological genomes and their interactions in eukaryotic systems 

Samrnury 

Review focuses on the results of studies of structural and functional 
organization and interactions of the viral and eukaryotic genomes, 
which were conducted during these 20 years in the Department of 
biochemical genetics (formerly Department of mechanisms of nuc­
leic acid replication). Experimental results on structural and 
functional organization of baculovirus genomes of three nuclear 
polyhidrosis viruses are analyzed. It was established that infectious 
baculovirus genome is the supercoiled DNA molecule. A new type of 
baculovirus genome modification has been detected and the new 
expression system for the synthesis of heterologous proteins has been 
created. The materials on the study of intergenomic interactions on 
the models of cell-virus, transgenic mice and early mouse embryos 
and investigation on the problem of development regulation in early 
mouse embryo are generalized. 
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