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Baculovirus in biotechnology
Summary

Baculoviruses are a diverse group of large viruses with covalently close dou-
ble-stranded DNA genomes of 80-200 kilobasepairs (kbp). Baculoviruses are
pathogenic for invertebrates, primarily for insects. Baculovirus particles exist in
two biochemically and morphologically distinct forms, an extracellular,
nonoccluded (NOV), budded virus (BV) and an occluded form (OV), which are
known as polyhedral derived viruses (PDV).

Baculovirus genes expression is divided into three basic phases: early (E),
late (L) and very late (VL). Briefly, these phases correspond biologically to: (E) re-
programming the cell for virus replication, (L) producing BV and (VL) producing
OV. The several baculovirus genes are nonessential for virus replication, and
their lack in viral genome does not have any effect on forming of infectious vi-
rus particles in the tissue culture. Some of the gene expression is driven by very
strong late promoters (polyhedrin and plO) and their loci are ideal cloning sites
for genes of heterologous proteins.

The baculovirus expression vector system is the powerful tool for produc-
tion of foreign proteins. One of the major advantages of the insect cell/baculovirus
system over bacterial and mammalian systems is a very high expression of re-
combinant proteins, which is in many cases, antigenically, immunogenically and
functionally similar to their native counterparts.

Key words:

baculovirus, baculovirus genes expression, recombinant proteins,
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1. Wprowadzenie

Ogromny postep w biotechnologii oraz rosngce zapotrzebo-
wanie na szczepionki antywirusowe, hormony wzrostowe, inter-
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ferony i inne substancje biologicznie czynne o farmaceutycznym, weterynaryjnym
i diagnostycznym wykorzystaniu sktaniajg do poszukiwania coraz lepszych, bardziej
wydajnych i bezpiecznych uktadéw biologicznych do ich produkcji. Niewatpliwie ta-
kim uktadem jest system komorek owadzich i modyfikowanych genetycznie bakulo-
Wirusow.

2. Ogolna charakterystyka bakulowirusow

Bakulowirusy nalezg do rodziny Baculoviridae i stanowig grupe wiruséw struktu-
ralnie i genetycznie ztozonych, wykazujgcych tropizm do komérek owadzich. Pato-
geny te namnazaja sie w larwach owaddéw nalezacych przede wszystkim do motyli
{Lepidoptera) i muchoéwek (Diptera) oraz btonkéwek (Hymenoptera), chrzaszczy (Cole-
optera) i chruscikow (Trichoptera). Czastki bakulowiruséw majg ksztalt pateczkowaty
0 $rednicy od 30 do 60 nm i dlugosci od 200 do 400 nm, a ich materialem genetycz-
nym jest dwuniciowy, kolisty DNA zbudowany z 80 do 160 tysiecy par zasad (tpz),
kodujacy od 60 do 150 gendw (rys. 1) (1,2). Wirusowy DNA zasocjowany z bogatym
w arginine biatkiem p6,9 stanowi rdzen czastki wirusa, ktoéry otoczony ptaszczem
biatkowym nosi nazwe nukleokapsydu. Gtownymi skiadnikami kapsydu sg biatka

Fenotypy bakulowiruséw

A. Jadrowej poliedrozy
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Rys. 1. Ré6zne fenotypy bakulowiruséw.
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0 masie czgsteczkowej od 35 do 45 kDa. Nukleokapsydy potomne powstajgce w jadrach
zainfekowanych komoérek ostaniane sg fosfolipidowg otoczka, ktéra na jednym z kon-
cow moze tworzy¢ wypustki tzw. peplomery zawierajace wirusowsg glikoproteine
gp64. W przestrzeni pomiedzy nukleokapsydem a otoczkg biatkowo-lipidowa (w tzw.
wirusowym tegumencie) wystepujg biatka: gp41, p74 i p78. Przedstawiona budowa
wirionu dotyczy zewnatrzkomoérkowej (ECV - extracellular virus), nieokludowanej
(NOV - non-occ/uded Wrus), paczkujacej (BV - dudded v/rus) formy wirusa. Wirusy BV
tworzone sg we wczesnej fazie infekcji i odpowiadajg za rozprzestrzenianie sie za-
kazenia w ciele owada (tzw. infekcje ll-rzedowag). Wiriony bakulowiruséw poliedro-
zy jadrowej (NPV - nuclear polyhedrosis virus) sg otaczane w jgdrze komdorkowym
krystalicznym biatkiem poliedryng p29. Struktury takie tworzg poliedryczne ciata
okludowane zwane poliedrami (OV - occludded virus lub PIB - polyhedral inclusion
body) o $rednicy okoto 5 pm. W poliedrycznej matriks wiriony moga by¢ zatopione
pojedynczo (wirusy SNPV - single nukleocapsid polyhedrosis virus) lub w grupach (wi-
rusy MNPV - multiple nucleocapsid polyhedrosis virus). Poliedry sg ostaniane otoczka
poliedrowg (kaliks), zbudowang z biatek i weglowodandéw (3). Otoczka poliedru
zwieksza jego stabilno$¢, chroni wiriony przed enzymami proteolitycznymi oraz
niekorzystnymi czynnikami zewnetrznymi, np. promieniowaniem UV. Podczas infek-
cji wirusowej powstajg zaréwno formy OV, jak i ECV o takich samych nukleokapsy-
dach. Morfologiczne i biochemiczne réznice w ich budowie dotyczg ostaniajacych je
bton. Formy ECV powstajg we wczesnej fazie infekcji, a ich otoczka zawiera przede
wszystkim btone cytoplazmatyczng i wirusowe biatko gp64, natomiast formy OV
tworzone sg w péznej fazie infekcji, a sktadnikami ich bton sa biatka: gp4l, p74
ODV-E25, ODV-E56, ODV-E66, ODV-E28, ODV-E-35 i ODV-EC27, znajdowane réw-
niez w kapsydzie wirusa (rys. 1) (4,5). Posta¢ okludowana wirusa jest odpowiedzial-
na za transmisje wirionéw do larw owadéw (tzw. infekcje 1-rzedowag).

Do bakulowiruséw nalezg takze wirusy granulozy (GV), ktdére wytwarzajg ciata
inkluzyjne o $rednicy od 0,15 do 0,5 pm, zbudowane z biatka granuliny, struktural-
nie podobnej do poliedryny. Wirusy granulozy réznig sie od wirusOw poliedrozy
jadrowej cytopatogennos$ciag. Ciata wtretowe wiruséw GV majg ksztalt elipsoidalny
| wytwarzane sg w cytoplazmie w poblizu jgdra (rys. 1). Patogenno$¢ wiruséw glanu-
lozy jest ograniczona do owadow nalezacych do rodzaju Lepidoptera, podczas gdy
wirusy poliedrozy atakujg takze Diptera, Hymenoptera i Trichoptera, jak rowniez nie-
ktére skorupiaki nalezace do rodzaju dziesiecionogéw (Decapoda) (2).

Najlepiej poznanymi pod wzgledem molekularnym bakulowirusami sg Autogra-
pha californica (AcMNPV), Bombyx mori (BmNPV), Lymantria dispar (LAMNPV) i Orgyia
pseudotsugata (OpMNPV). Gospodarzami dla tych wiruséw sg komorki gasienic, mier-
nikowca, jedwabnika i soéwki. Proces infekcji rozpoczyna sie od zjedzenia przez
owady zakazonego pokarmu, zawierajgcego okludowane formy wirusa. Otoczka po-
liedrynowa ulega rozpuszczeniu w srodowisku alkalicznym jelita ggsienic (pFl 10,5)
przy udziale specyficznych proteaz alkalicznych. Uwolnione wiriony penetrujg
btone perytroficzng nabtonka docierajgc do komoérek kolumnowych nablonka, do
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ktérych wnikajg na drodze endocydozy receptorowej lub fuzji z bltong komérkowa.
Po wniknieciu do komoérki wirus przedostaje sie do jadra. Wirusy granulozy pozby-
wajg sie ptaszcza biatkowego przechodzac przez pory jadrowe, natomiast wirusy
poiiedrozy jadrowej w calosci przechodzg przez pory jagdrowe i dopiero wewnatrz
jadra tracg kapsyd biatkowy. W jadrze komdrkowym zachodzi replikacja wirusowe-
go genomu i tworzenie potomnych nukleokapsydéw. Nowo powstate nukleokapsy-
dy przechodzac przez btony komorkowe otaczane sg otoczka glikoproteinowa, czesé
z nich jest uwolniana w postaci paczkujacej do hemolimfy owada. Wraz z hemolimfg
formy BV sg transportowane do réznych tkanek, takich jak; cialo ttuszczowe, na-
btonek tchawek, hipoderma, miesnie czy system nerwowy, gdzie powstajg formy
OV. infekcja bakulowirusami prowadzi do stopniowej lizy komorek i Smierci owada.
Pierwsze ciata wtretowe pojawiajg sie w jadrach komérkowych juz 24 godziny po
zakazeniu, a w koncowej fazie infekcji stanowig od 20 do 30% suchej masy owada
(2,6). Do bakulowiruséw zaliczane sg takze dwa wirusy nie wytwarzajgce ciat oklu-
dowanych: Oryctes i Heliothis zea (Hz-1). Ich genomy zbudowane sa odpowiednio
z 127 i 236 tpz. Replikacja wirusdw zachodzi w jadrze komdérkowym i trwa okoto
12 godzin. Czgstki potomne wiruséw Oryctes sg uwalniane z komoérki przez paczko-
wanie, a Hz-1 w wyniku lizy komorki (2).

3. Struktura genomu bakulowiruséw poiiedrozy jadrowej

Sposréd okoto 600 dotychczas zidentyfikowanych przedstawicieli rodziny Bacu-
loviridae, najlepiej poznana jest organizacja i struktura genomu wirusa poiiedrozy
jadrowej Autographa californica (AcMNPV), wyizolowanego z larw émy miernikowca
Autographa californica. Dwuniciowa, cyrkularna czgsteczka DNA jest zbudowana
z 134 tpz i zawiera okoto 75 r6znych genéw oraz homologiczne regiony o podobnej
strukturze i organizacji, oznaczone jako hrl do hr6, bogate w pary AT, majgce od
500 do 800 pz. Regiony hr sg zlokalizowane w r6znych miejscach DNA i przedzielo-
ne odpowiednio: 25, 42, 19, 15 i 15 tpz. W kazdym z nich jest od dwo6ch do o$miu
niedoktadnie powtérzonych palindromowych sekwencji zawierajgcych 30 pz, w cen-
trum ktorych jest miejsce ciecia dla enzymu Eco Rl (rys. 2) (7-9). Regiony hr biorg
udziat w aktywacji transkrypcji okreslonych gendéw wczesnych wirusa jak réwniez sg
zaangazowane w regulacje replikacji wirusowego DNA. Odcinki homologiczne do hr
zidentyfikowano takze w genomach innych bakulowiruséw, np. Choristoneurafumife-
rana MNPV (10), Lymantria dispar MNPV (11), Bombyx niori MNPV (12), czy Orgyia pseu-
dotsugata MNPV (13).

Genom wirusa jest bardzo Scisle upakowany, a zawarte w nim otwarte ramki od-
czytu (ORF) zlokalizowane sg blisko siebie. Najkrétsza odlegto$¢ pomiedzy ORF wy-
nosi 2 pz, najdtuzsza 350 pz, wyjatek stanowig regiony hr, z ktérych najdtuzszy za-
wiera 800 pz. Niektére z ramek odczytu (np. ORF4 i ORF5) pokrywajg sie, a sygnat
terminacji translacji UAA zachodzi czesto na sygnat poliadenylacji AAUAAA tran-
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Rys. 2A. Schemat struktury genomu AcNPV w formie kolistej.

skryptu. Dodatkowo elementy promotorowe niektérych genéw znajdujg sie w se-
kwencjach kodujacych inne geny. Geny bakulowirus6w nie tworzg zespotdw, cho-
ciaz produkty szeregu z nich sg funkcjonalnie powigzane. Tak na przykiad geny /e-/,
ie-N i pe38 kodujace biatka regulujgce ekspresje genéw wirusowych zlokalizowane
sg w rejonie od 95 do 100 na mapie fizycznej genomu, natomiast gen cg30 homolo-
giczny do ie-N i pe-38 w miejscu 72 (rys. 2). Geny kodujgce biatka strukturalne wirusa
igp64, cor, polh, vp38) jak rowniez biatka zwigzane z fazg okludowang (clx, plO, polh,
fp25) sa rozmieszczone w r6znych miejscach wirusowego DNA, a geny transkrybo-
wane w fazie péznej cyklu zyciowego wirusa zlokalizowane sg pomiedzy genami
wczesnymi (rys. 2). Uwaza sie, ze takie rozmieszczenie gendéw moze odgrywac
wazng role w regulacji ich ekspres;ji, np. poprzez antysensowe RNA. Lokalizacja wy-
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branych wirusowych gendéw oraz funkcje kodowanych przez nie biatek zostaty
przedstawione w tabeli 1 (6).

Tabela 1

Lokalizacja niektérych poznanych genéw Autographa califomica MNPV i funkcje ich biatkowych produk-
tow (6,24)

Lokalizacja Faza transkrypcji Nazwa genu Biatko i jego funkcja

2,6-3,1 L 603 nie jest konieczne do replikacji wirusa

3,2-3,8 L pohl poliedryna, biatko okluzyjne OV, rola ochronna

8,4-9,7 E egt UDP-glukozylotransferaza, przenosi cukrowce do ekdyzonu, bloku-
je przeobrazenie owada

9,7-10,2 E da26 nie jest konieczne do replikacji wirusa

19,0-19,4 L lub E sod biatko homologiczne do dysmutazy ponadtlenkowej Cu/Zn, nie jest

konieczne do replikacji

22,0-22,2 L ubi homolog ubikwityny
22,2-22,8 Eil P39 znajdowane w matriks jadrowej
29,7-30,4 E pena p28, homolog komérkowego antygenu stymulujgcego proliferacje,

udziat w replikacji DNA i ekspresji gendéw p6znych

36,0-38,8 L lub VL fp25 mutacje w genie prowadzg do powstania fenotypu FP
39,0-39,9 L lub VL P34,8 homologiczne do genu entomopoksy viruséw

40,0-42,3 E dnapol pll4, wirusowa DNA polimeraza

56,1-56,9 E cg 30 regulator transkrypcji

56,0-58,0 L P39 gtéwny sktadnik kapsydu

60,3-63,4 E hel pl43, homolog helikazy, bierze udziat w replikacji DNA
65,2-65,5 L cor p6,9, biatko zasadowe zasocjowane z DNA

79,7- 80,4 ? v-cath homolog proteazy cysteinowej

80,4-81,8 EiL gp64 gtéwne biatko otoczki BV, utatwia penetracje wirusa do komorki
82,6-83,4 LiVL clx p34, biatko zasocjowane z kaliks OV

87,2-87,9 E P35 blokuje apoptoze

88,9-89,4 VL plO nie jest konieczne do replikacji wirusa

89,4-90,0 L p74 wazne dla infekcyjnosci OV

92,0 Eil ie-0 p70, regulator transkrypcji

95,6-96,9 EilL ie-1 p65, regulator transkrypcji

97,7-98,7 E ie-N p47, regulator transkrypcji

99,0-99,8 E pe38 regulator transkrypcji

E - geny transkrybowane w fazie wczesnej, L — geny transkrybowane w fazie péznej, VL — geny transkrybowane w fazie
bardzo p6znej. Lokalizacja genéw jest opracowana zgodnie z zamieszczong mapa restrykcyjna genomu wirusa na rysunku 2.

W genomie bakulowiruséw otwarte ramki odczytu znajdujg sie na obu niciach
DNA i z obu nici moga by¢ transkrybowane. Produkty nie wszystkich gendéw sg ko-
nieczne do replikacji czgstek wirusa. Wedlug tego kryterium geny bakulowiruséw
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mozemy podzieli¢ na dwie grupy: 1) geny niezbedne lub zasadnicze, do ktérych za-
licza sie geny kodujgce biatka konieczne do przeprowadzenia petnego cyklu replika-
cyjnego wirusa i wytworzenia infekcyjnych czgstek potomnych oraz 2) geny zbedne
lub niezasadnicze, ktorych usuniecie z wirusowego genomu nie ma negatywnego
wplywu na jego replikacje. Do gendw zbednych zaliczane sg na przykiad geny:
26egt, da26, sod, pena, clx, pW oraz sekwencje kodujgce wirusowy retroelement.
Produkty biatkowe wymienionych genéw petnig prawdopodobnie wazng role w re-
gulacji cyklu zyciowego wirus6w w warunkach niekorzystnych dla ich replikacji.
Stwierdzono, ze produkt genu egt jest wydzielany z komérki i bierze udziat w prze-
noszeniu aktywnych form cukru (UDP-cukier) do ekdyzonu, hormonu kierujgcego
przeobrazeniem owada, co pozwala wirusowi zahamowac przemiany metamorficz-
ne. W regulacji ekspresji wirusowych genéw bierze udziat produkt genu pena. Biatko
to nie jest jednak potrzebne we wszystkich typach komérek atakowanych przez ba-
kulowirusy. W replikacji czgstek bakulowirusa nie jest réwniez konieczny udziat
produktu genu clx, ktéry wchodzi w sktad otoczki ostaniajgcej poliedry. Do grupy
genow zbednych zaliczany jest takze gen pW kodujacy biatko o nie poznanej do tej
pory funkcji. Wiadomo, ze biatko plO produkowane jest w duzych ilosciach w p6z-
nej fazie cyklu replikacyjnego i nalezy do biatek lizujgcych. Proteing, nie majacg za-
uwazalnego wpltywu na cykl replikacyjny bakulowiruséw, jest réwniez produkt genu
da26 (2). W proces tworzenia okludowanych form bakulowiruséw zaangazowane sg
produkty gendéw: pohl, fp25 i cIx. Uszkodzenie genu fp25 prowadzi do powstania no-
wego fenotypu FP. Mutanty FP powstajg czesto samorzutnie, np. w wyniku insercji
owadziego elementu transpozonalnego do fp25 locus lub innych mutacji, do kto-
rych moze dochodzi¢ podczas wielokrotnego pasazowania wirusa w larwach owa-
déw in vivo (14). W cyklu zyciowym takich wiruséw dochodzi do zaburzeh w wytwa-
rzaniu ostonek i formowaniu poliedrycznej matriks. W tym przypadku tworzenie
poliedréw jest w nieznacznym stopniu zredukowane. Waznym biatkiem wirusowym
jest produkt genu p74, ktérego uszkodzenie zaburza cykl replikacyjny wirusa w cie-
le owada, lecz nie wptywa negatywnie na jego rozwdj w komérkach owadzich hodo-
wanych in vitro. Prawdopodobnie biatko to odgrywa wazna role w infekcji komoérek
owadzich in vivo (15).

Struktura i organizacja genomu réznych bakulowiruséw, mimo ze wykazujg one
ograniczone pokrewienstwo jest bardzo zachowawcza (2,10,16). Podobienstwo w or-
ganizacji genomu stwierdzono pomiedzy AcCMNPV i OpMNPV. Podstawowe rdznice
genomowe dotyczg odcinkdw przedzielajgcych geny, ktére w przypadku OpMNPV
sg diuzsze i majg do 1320 pz oraz zawieraja wielokrotnie powtdrzone dinukleoty-
dowe sekwencje GC. Rdznice stwierdzono réwniez w genie kodujacym biatko otoczki
poliedrynowej. W genomie AcMNPV wystepuje sekwencja odpowiedzialna za 16
powtérzerh aminokwaséw ARGSER, ktdrej nie ma w OpMNPV (17,18), natomiast
w genomie OpMNPV brak jest szeregu sekwencji, ktére obecne sa w genomie
ACMNPV. Uwaza sie, ze réznice bakulowirusowych genoméw moga by¢ wynikiem
integracji sekwencji z genéw owadzich lub pochodzacych od innych wiruséw (19).
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W genomach szczepéw AcMNPV zidentyfikowano dwa elementy transpozonalne
zlokalizowane w réznych otwartych ramkach odczytu, z ktorych jeden jest homolo-
giczny do retrotranspozonu (14,20). Elementy transpozonalne bakulowirtisow zbu-
dowane sa z kilku do kilku tysiecy nukleotyddéw i rzadko zawieraja otwarte ramki
odczytu. W transpozonach AcMNPV zidentyfikowano natomiast sekwencje ATAAG
charakterystyczng dla promotoréw gendw pdznych tych wiruséw. Najlepiej pozna-
nym elementem transpozonalnym bakulowirtiséw jest element D tzw. TED. TED jest
zbudowany z 7,4 tpz, a na obu jego koricach usytuowane sg diugie powtdrzenia se-
kwencji LTR (long terminal repeats) o strukturze typowej dla retrowiruséw. Pomiedzy
LTR-ami znajdujg sie trzy otwarte ramki odczytu: gag, poi, env (21). Z uwagi na ten
fakt sadzi sie, ze element TED moze by¢ retrowirusem atakujacym bezkregowce
(22,23). Znajdowane w genomie bakulowirusow ruchome elementy sg odpowie-
dzialne za ich zmiennosc¢ i r6znorodnosé, jak rowniez aktywacje i inaktywacje okre-
Slonych gendéw. Wplywa to na infekcyjnosé wirusOw oraz ich specyficznosé wzgle-
dem atakowanych gospodarzy.

4. Ekspresja informacji genetycznej bakulowiruséw

Geny bakulowiruséw sg transkrybowane w trzech fazach: wczesnej (E), péznej (L)
i bardzo p6znej (VL). Wiekszos¢ z nich ulega transkrypcji tylko w jednej z faz, lecz
niektére moga by¢ transkrybowane podczas catego cyklu zyciowego wirusa. Wcze-
sna faza ekspresji genoéw zwigzana jest z przeprogramowaniem cyklu komérkowego
dla replikacji wirusa oraz produkcja biatek niezbednych do ekspresji genéw poz-
nych i bardzo pdznych, natomiast w fazie p6znej, ktéra trwa od 6 do 18-24 godziny
po infekcji tworzone sg formy BV. formowanie okludowanych postaci wirusa rozpo-
czyna sie w fazie VL ok. 20 godzin po infekcji. W komérce zainfekowanej bakulowi-
rusem po 12 godzinach od infekcji znacznie spada poziom komérkowego mRNA,
a po 24 godzinach transkrypcja gendéw komorkowych zostaje praktycznie wylgczo-
na. Mechanizm regulacji odpowiedzialny za wytaczenie ekspresji genéw komaorko-
wych nie jest poznany. Obnizony poziom syntezy biatek komoérkowych moze byé
wynikiem zmian w strukturze retikulum endoplazmatycznego, jadra i cytoszkieletu
komodrkowego, zachodzacych pod wptywem infekcji wirusowej. Pojawienie sie¢ w ko-
morce biatek wirusowych zakiéca funkcjonowanie szeregu biatek bioracych udziat
w regulacji proceséw komorkowych (6,25,26).

Transkrypcja licznych genéw wczesnych bakulowirusa jest zalezna od komorko-
wej polimerazy RNA 1l i produktu genu ie-1, pelnigcego role transaktywatora promo-
toréw genow wczesnych, w aktywacji ktérych mogg bra¢ réwniez udziat sekwencje.
Biatko |E-1 jest wytwarzane podczas catego cyklu infekcyjnego bakulowiruséw.
W jego czgsteczce wystepujg moduty o strukturze heliks-petla-heliks oraz podobnej
do zamka leucynowego. Proteina ta jest takze negatywnym regulatorem ekspresji
genow ie-0 i ie-N. Funkcja i wtasciwosci transaktywujgce biatka IE-O nie sgq doktadnie
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poznane. Ekspresja genu ie-N moze by¢ autoregulowana. Gen ie-N (zwany takze ie-H)
zlokalizowany jest w sagsiedztwie genu pe38. Transkrypty obu gendw sg obecne we
wczesnych fazach infekcji. Biatka IE-N i PE-38 zawierajg w czasteczce modut o struk-
turze palcow cynkowych, zwany takze C3HC4, ktdry mozna réwniez znalez¢ w in-
nych produktach genéw wirusowych, tj. CG3 czy IAP oraz biatkach komaérkowych.
Biatka takie mogag wigzac¢ sie z DNA i regulowac¢ aktywnos¢ okreslonych gendw. Do
genodw transkrybowanych w fazie wczesnej (do szesciu godzin po infekcji) nalezg tak-
ze geny: dnapol, hel, pena oraz geny kodujgce czynniki regulujgce ekspresjg genéw
poéznych.

Struktura promotoréw genéw wczesnych bakulowiruséw jest podobna do pro-
motoréw gendéw komaorkowych. Wiekszos¢ z nich zawiera w regionie -25-30pz se-
kwencje TATA, a miejsce startu transkrypcji jest zlokalizowane w rejonie sekwencji
CAGT. Element CAGT jest podobny do zakonserwowanej sekwencji znajdowanej
w licznych miejscach startu transkrypcji genéw owadzich. Najlepiej poznane sg se-
kwencje promotorowe genow p35, gp64 i p39, w sasiedztwie ktdrych znajdujg sie
rowniez elementy promotorowe charakterystyczne dla genéw péznych (27-29). Stad
geny te moga byc¢ transkrybowane zaréwno we wczesnej, jak i p6znej fazie infekcji.
Produkt biatkowy genu p35 stymuluje ekspresje genu vp39 (30).

Transkrypcja genéw péznych odbywa sie pomiedzy 6 a 24 godzing po infekcji
i zachodzi prawdopodobnie przy udziale zmodyfikowanej polimerazy komoérkowej,
odpornej na dziatanie czynnikdw hamujgcych aktywnos¢ polimerazy RNA [l (31).
Wirusowe transkrypty mRNA zawierajg cap na koncu 5' i sekwencje poliA na kohcu
3’. Transkrypcja gendéw péznych i bardzo péznych jest zalezna od ekspresji genéw
wczesnych i replikacji DNA. Proces transkrypcji moze by¢ blokowany przez cyklo-
heksimid oraz mutacje w genie hel wirusa. W opisywanej fazie ekspresji transkrybo-
wane sg geny kodujace biatka strukturalne wirusa takie jak: p6,9, vp39 i gp64 oraz
inne produkty biatkowe identyfikowane w wirusowej stromie np. 39K, biatka
bedace homologami komdérkowej ubikwityny i dysmutazy ponadtlenkowej oraz po-
lipeptyd petnigcy role regulatora kanatéw wapniowych.

Promotory genéw p6znych i bardzo péznych bakulowiruséw réznia sie strukturg
i organizacjg w zaleznosci od ich rozmieszczenia w genomie oraz aktywnoscig tran-
skrypcyjna w okreslonej fazie infekcji. Wszystkie jednak zawierajg sekwencje TAAG,
zlokalizowang na poczagtku startu transkrypcji. Najlepiej poznana jest struktura se-
kwencji promotorowej genu polh. Miejsce inicjacji transkrypcji zlokalizowane jest
w obrebie sekwencji TAAATAAGTATT, ktora jest wysoce zachowawcza wsrdd zna-
nych promotoréw tego genu u innych bakulowiruséw i bardzo podobna do miejsca
startu transkrypcji genu plO (16,32-34). Start wszystkich transkryptow o silnej eks-
presji inicjuje sekwencja ATAAG, natomiast stabszych TTAAG lub GTAAG (2,6). Nie-
ktore geny majg kilka elementéw TAAG w rejonie promotorowym, np. gen vp39
w -57, -105 i -321. Delecje z korica 5' tego regionu prowadzgace do eliminacji miejsc
startu uniemozliwiajg transkrypcje genu, natomiast zmiana kierunku lokalizacji se-
kwencji promotorowej nie znosi jej aktywnosci.
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Sposrod wszystkich genéw bakulowirusowych najsilniejszej ekspresji ulega gen
polh kodujacy poliedryne, ktéry moze by¢ aktywowany réwniez przez promotory
genéw plO i cor. Poliedryna ma mase czgsteczkowg 29kD i jest zbudowana z 245
aminokwasow, jest to najlepiej scharakteryzowane biatko wirusa. Proteina ta jest
syntetyzowana z duzg wydajnoscig w bardzo pdznej fazie infekcji i stanowi okoto
25-50% ogolnego biatka komoérkowego. Regulatorem jej syntezy jest biatko wiruso-
we 25K, ktére dziata niezaleznie od biatka IE-1 (35,36). Innym genem wirusowym,
ktory ulega silnej ekspresji jest gen plO. Biatko plO ma charakter wtoknisty, wyste-
puje zaréwno w jadrze, jak i cytoplazmie zainfekowanych komoérek. Prawdopodob-
nie promotory gendéw polh |\ plO moga by¢ kompetytorami dla okreslonych czynni-
kéw biorgcych udziat w regulacji ich ekspresji. Aktywnos¢é promotora genu po/?/jest
jednak od nich mniej zalezna niz promotora genu pW (37). Tempo transkrypcji ge-
now poéznych zalezy takze od produktu genu p74 (38).

Produktami transkrypcji niektérych rejonéw genomu bakulowirusowego sg roz-
ne transkrypty o pokrywajacych sie sekwencjach. Na przyktad obie ramki odczytu
przylegajace do sekwencji genu polh sg trankrybowane w péznej fazie infekcji z dwoch
przeciwlegtych nici DNA. Poziom jednego z transkryptéw zawierajacego sekwencje
komptementarng do sekwenciji polh gwattownie spada w fazie p6znej infekcji. Rola
transkryptéw o sekwencjach pokrywajgcych sie i antysensowych nie jest poznana.
Przypuszcza sie, ze biorg one udziat w regulacji transkrypcji genow.

Pdzna transkrypcja DNA jest zwigzana z jego replikacjg. Wykazano, ze czynniki
blokujgce transkrypcje genéw péznych wirusa, hamujg réwniez replikacje wiruso-
wego DNA (39). W replikacji DNA biorg udziat produkty gendéw kodowane przez
okoto 20% bakulowirusowego genomu. Wsréd nich sg geny: left (1-3), hel, ie-1, dnapol,
ktérych aktywnos¢ regulowana jest przez biatka P35, IE-11, PE38 i PCNA. Replikacja
DNA rozpoczyna sie w o$miu miejscach wirusowego DNA. Siedem z nich jest zlokali-
zowanych w rejonach hr, jeden poza nimi we fragmencie Hind IlI-K.

Poznanie regulacji transkrypcji wirusowych genéw ma wazne znaczenia w opra-
cowaniu specyficznych bakulowirusowych wektoréw. Silna aktywnos¢ transkrypcyj-
na promotora genu polh, ktérego produkt nie jest konieczny dla przeprowadzenia
cyklu replikacyjnego bakulowiruséw zadecydowata o tym, ze pod promotor ten cze-
sto klonowane sg obce geny, a wiele wektorow i uktadéw stuzacych do produkciji
obcych biatek opartych jest na systemie bakulowirus/lkomorki owadzie (BKO).

5. Bakulowirusy w biotechnologii

Duza kolekcja ustalonych owadzich linii komérkowych, szereg handlowo do-
stepnych pozywek, stosunkowo tatwe prowadzenie kultur owadzich oraz niezwykle
cenne wlasciwosci bakulowiruséw, sprawiaja, ze wirusy te ciesza sie¢ coraz wiekszg
popularnoscia. Ich atrakcyjno$¢ podnosi fakt, ze sg one bezpieczne dla ludzi, zwie-
rzat wyzszych i roslin.
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System bakulowirusy/komoérki owadzie jest wykorzystywany do produkcji bioin-
sektycydéw i heterologicznych biatek.

5.1. Bakulowirusy jako bioinsektycydy

Szkodliwe dziatanie chemicznych Ssrodkéw ochrony roslin oraz zdolno$¢ uodpar-
niania sie szkodnikéw na gtéwne grupy insektycydéw sprawiaja, ze prace nad opra-
cowaniem skutecznych biopreparatéw do zwalczania owadéw majg bardzo istotne
znaczenie.

Zaletg biologicznego zwalczania owaddw za pomocg bakulowirusow jest fakt,
ze wirusy te wykazujg wysoka selektywnosc i dziatajg przede wszystkim na zwalcza-
ne szkodniki, powodujac ograniczenie liczebnosci populacji owadéw, a nie catkowi-
te jej wyniszczenie. Stosujgc wirusowe preparaty obniza sie liczebnos¢ owadoéw po-
nizej progu szkodliwosci bez powazniejszego naruszania rownowagi w biocenozie.
Niewatpliwie cenng zaletg bakulowirusow jest ich zdolnos¢ do wspétdziatania z in-
nymi czynnikami kontrolujgcymi, np. synergistyczne oddziatywanie z pestycydami,
co pozwala na obnizenie ilosci stosowanych chemicznych insektycydow (40).

Obok znacznych korzysci preparaty bakulowirusowe maja réwniez powazne wa-
dy, takie jak wrazliwos¢ na czynniki zewnetrzne, np. promieniowanie UV, i zwigza-
ny z tym krotki czas pottrwania w srodowisku, czy powolne zabijanie gospodarza
(od 5 do 15 dni po infekcji). Zwiekszenie skutecznosci infekcji i przyspieszenie
Smierci owada mozna uzyska¢ przez stosowanie zrekombinowanych bakulowiru-
s6w, do genomow ktérych wprowadza sie geny kodujgce specyficzne dla owadéw
toksyny, hormony czy enzymy katalizujgce przemiany metaboliczne (40-42). Najcze-
sciej sg to toksyny pochodzace ze skorpionéw Buthiis eupeiis i Androctomis australis,
delta-endotoksyny i toksyny CrylA z Bacillus thuringiensis, neurotoksyny Tox-34
z roztocza Pyemotes tritici oraz biatka mitochondrialnego URF 13 kukurydzy (43-48).
Alternat*ayg dla substancji toksycznych sag hormony odpowiedzialne za rozwdj, me-
tamorfoze i rozmnazanie owadéw, do ktdrych nalezg: ekdysteroidy, hormony juwe-
nilne oraz neurohormony (41,44,49,50). Do genomu bakulowiruséw wprowadzane
sq rowniez geny antypeptydéw zdolnych do wigzania sie z neurohormonami i blo-
kowania ich fizjologicznych funkcji (49,51).

Badania nad skutecznoscig dziatania modyfikowanych genetycznie bakulowiru-
séw wykazaly, ze pozwalajg one na zredukowanie czasu zabijania owadow o 25 do
40%, lecz produkcja poliedréw w larwach zainfekowanych rekombinantami jest o 20
do 60% mniejsza niz w larwach infekowanych dzikim typem wirusa. Z tego wynika,
ze dzikie bakulowirusy majg wieksze zdolnosci do recyrkulacji i utrzymywania sie
w srodowisku (40).

Ograniczona i zalezna od wielu czynnikow Srodowiskowych (temperatury, na-
Swietlenia, wieku owada i in.) skutecznos¢ biopreparatéw oraz wysoki koszt wielko-
skalowej produkcji bakulowirusowych insektycydéw znacznie limituje ich praktycz-
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ne zastosowanie (40). Natomiast wprowadzanie genetycznie zmodyfikowanych or-
ganizmow do srodowiska naturalnego budzi obawy i wywotuje liczne protesty i kon-
trowersje (42,52,53). Mimo prowadzonych w wielu krajach badan nad zrekombino-
wanymi bakulowirusami, do chwili obecnej nie dopuszczono jeszcze do powszech-
nego stosowania zadnego biopreparatu opartego na genetycznie zmienionym baku-
lowirusie (40,53).

5.2. Bakulowirusy jako wektory ekspresyjne

Od 1983 r., kiedy po raz pierwszy przedstawiono technologie bakulowirusowe-
go wektora ekspresyjnego, stal sie on szeroko stosowanym narzedziem do produk-
cji heterologicznych biatlek w komoérkach owadzich in vitro i larwach in vivo. Badania
ostatnich pieciu lat wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania zrekombinowanych baku-
lowirusow do ekspresji obcych genéw w komoérkach ssakéw (54-56). BKO umozliwia
uzyskanie bialek immunogennych i funkcjonalnie podobnych do swoich naturalnych
odpowiednikow.

W uktadzie komorki owadzie - zrekombinowane bakulowirusy mozliwe jest
syntetyzowanie duzych biatek, gdyz do genomu wirusowego mozna wiaczy¢ dodat-
kowo nawet 100 tpz obcego DNA, bez wplywu na replikacje i powstawanie pra-
widlowych czastek wirusa (6).

Zastosowanie BKO pozwala réwniez na jednoczesna ekspresje kilku heterolo-
gicznych genéw wprowadzonych do komorki przez infekcje jednym, dwoma lub
wiecej zrekombinowanymi wirusami.

Ekspresja obcych genéw zachodzi najczesciej pod péznymi promotorami: polie-
drynowym i biatka plO. Geny bardzo pézne bakulowirusa sa genami nieztozonymi,
dlatego BKO jest polecany szczegdlnie do ekspresji takich wtasnie genéw. Mimo ze
w systemie bakulowirusowym zachodzi co najmniej kilka ,splicingéw”, to dla uzy-
skania wysokiego poziomu ekspresji gendw zawierajgcych introny, rekomendowane
jest zastosowanie cDNA. Silny promotor poliedrynowy zapewnia uzyskanie wysokie-
go poziomu ekspresji tego biatka, do okoto Ig poliedryny na 10" komérek. Wpro-
wadzenie obcego genu w miejsce genu polh stwarza mozliwos¢ podobnie wydajnej
syntezy heterologicznego bialka, pod warunkiem, ze nie jest ono toksyczne dla wi-
rusa i komorek zywiciela. Najczesciej jednak ilos¢ otrzymywanego zrekombinowa-
nego biatka jest nizsza i wynosi od 10 do 100 mg na 10" komdrek owadzich (6). Za-
stosowanie bardzo péznych promotoréw gendw polh i p/O, ktére sg aktywne dopie-
ro w fazie okluzyjnej cyklu wirusowego, ma zar6wno pozytywne, jak i negatywne
skutki. Rozdzielenie etapu maksymalnej ekspresji obcego biatka od etapu formowa-
nia czastek BV ma szczegllne znaczenie dla powstawania prawidtiowych zrekombi-
nowanych czastek wirusowych, poniewaz znacznie zmniejsza ryzyko wystgpienia
mutacji prowadzacych do delecji czy inaktywacji heterologicznego genu (6). Ujemne
efekty bardzo pdznej ekspresji zwigzane sg natomiast z gwattownym spadkiem
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przezywalnosci komorek i obnizeniem ich zdolnosci do modyfikacji potranslacyj-
nych biatlek. Zamieranie komoérek owadzich podczas litycznej infekcji wirusowej de-
cyduje o przewadze metod okresowych nad ciggtymi przy produkcji zrekombinowa-
nych biatek na duzg skale.

Bakulowirusy - komoérki owadzie to uktad, w ktérym zachodzg wszystkie typo-
we dla komodrek eukariotycznych modyfikacje potranslacyjne. Klonowane biatka
moga ulegac¢ takim modyfikacjom jak: usuwanie sekwencji sygnatowych, glikozyla-
cja (N-glikozylacja i 0-glikozylacja), fosforylacja, acylacja, izoprenylacja czy a-amida-
cja (6,49,57). Istniejg jednakze doniesienia, ze modyfikacje te czasami r6znig sie od
proceséw przebiegajacych w komérkach ssakéw. W szczegdlny spos6b dotyczy to
zdolnosci przytgczania grup oligosacharydowych do grupy NH2 asparaginy. W przy-
padku niekompletnej modyfikacji otrzymuje sie czesto glikoproteine o nieco nizszej
masie czgsteczkowej niz forma natywna biatka (58,59). Wykazano, ze proces N-gli-
kozylacji mozna sztucznie spotegowac poprzez wprowadzenie zwierzecych gluko-
zylotransferaz do komérek owadzich (58,60).

Heterologiczne bialka uzyskiwane w BKO s3g bezposrednio transportowane do
kompartymentéw komérkowych, ktére odpowiadaja miejscom ich lokalizacji w ma-
cierzystej komorce (6). Poprzez wprowadzenie specyficznej sekwencji sygnatowej
razem z obcym genem mozna czesto wywotaé wydzielenie zrekombinowanego biatka
na zewnatrz komoérki. Zastosowanie bezsurowiczej i bezbiatkowej pozywki hodow-
lanej pozwala w tym przypadku na tatwiejsza separacje i oczyszczanie produktu
(58).

Ze wzgledu na stosunkowo niskg optymalng temperature do namnazania baku-
lowirusow (27°C), w BKO mozna otrzymywac z duzg wydajnoscig aktywne biatka ko-
dowane przez wrazliwe na wyzsza temperature allele gendw, co jest niemozliwe
przy zastosowaniu systemu pracujgcego w temperaturze 37°C. jednakze wektory
bakulowirusowe nie sg przydatne do ekspresji gendw kodujgcych biatka wrazliwe
na nizsze temperatury (6).

Zdolnos¢ zrekombinowanych bakulowiruséw do ekspresji gendéw w komérkach
ssakOw zardwno in vitro, jak i in vivo udokumentowana m.in. przez Duisita i in.
(1999), Shaji i in. (1997) oraz Boyce i Buchera (1996) wskazuje na mozliwos¢ ich wy-
korzystania w terapii genowej. Dla tego kierunku aplikacji, bakulowirusowe wekto-
ry ekspresyjne posiadajg réwniez cenne wiasciwosci. Podobnie, jak przy ekspresiji
w komdrkach owadzich, wazng zaletg bakulowiruséw jest bardzo duza pojemnosc¢
insercyjna bakulowirusowego DNA. Z uwagi na fakt, ze wydajna transdukcja bakulo-
wirusowa wymaga dobrej jakosci wirusowego inokulum o wysokim mianie, korzyst-
na cecha BKO jest zdolnos$¢ do produkcji silnie skoncentrowanych preparatéw wiru-
sowych, co znacznie ufatwia i przyspiesza proces ich zageszczania. Najwazniejszg
cechg zrekombinowanych bakulowiruséw jest nietoksyczny charakter oddziatywa-
nia na komorki ssakow. Brak ekspresji wirusowych gendéw w kulturach ssakéw zwigza-
na jest z wysoka owadospecyficznoscig bakulowirusowych promotoréw transkryp-
cyjnych (54,56).
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Atrakcyjnos¢ uktadu komorki owadzie/bakulowirusy wzbudzita duze zaintereso-
wanie badawcze, czego wyrazem jest ogromna ito$¢ biatek réznego pochodzenia
uzyskiwanych w tym systemie ekspresyjnym oraz opracowanie technologii produk-
cji substancji biologicznie czynnych, w tym szczepionek dla ludzi na skale prze-
mystowa,.
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