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Композиционная специфичность интеграции 
вирусов Т-клеточной лейкемии человека типа I и 
иммунодефицита человека типа 1 в геном человека 

Л. А- Цыба, С. В. Зубак, Н. Тряпицина-Гулей1, Дж. Бернарди1, А. В. Рындич 

Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины 
Ул. Академика Заболотного, 150, Киев, 03143, Украина 

Институт Ж. Моно 
Пл. Жусье, 2, 43, Париж, 75000, Франция 

Проанализировано распределение интегрированных провирусов HTLV-I (вирус Т-клеточной лейке
мии человека типа 1) и HIV-J (вирус иммунодефицита человека типа 1) в геноме пациентов с 
различными проявлениями и стадиями инфекции, используя новую методику фракционирования 
ДНК в пологом градиенте CsCl в присутствии двух маркеров плавучей плотности. Основные пики 
распределения GC-богатых последовательностей HTLV-I в 18 исследуемых случаях были локали
зованы в GC-богатых (> 44 % GC) участках генома человека, составляющих 30 % генома и 
содержащих транскрипционно активные провирусы HTLV-I. У пациентов с Т-клеточной лейкемией 
(ATL) вирусные последовательности не были обнаружены в участках генома, GC-cocmae которых 
ниже 44 %. Более широкое и мультимодальное распределение HTLV-I (в районе 38—54,8 % GC) 
установлено для пациентов с тропическим спастическим парапарезом (TSP/HAM) и асимптома-
тических вирусоносителей. GC-бедные провирусы HJV-1 обнаружены как в GC-бедных, так и в 
GC-богатых компартментах геномов 27 пациентов с разным уровнем виремии. Для пациентов с 
высоким уровнем вирусной продукции показано более высокое содержание последовательностей 
HIV-1 в GC-бедных участках генома. Полученные результаты свидетельствуют о неравномерном 
распределении in vivo интегрированных провирусов в компартментах генома клетки и в более 
широком диапазоне, чем in vitro. 

Введение. В процессе обратной транскрипции с 
геномной вирусной РНК синтезируется провирус-
ная ДНК-копия, интегрирующая в геном клетки 
хозяина. Распределение сайтов интеграции ретро-
вирусов в геноме может быть изучено при помощи 
методов композиционного фракционирования (по 
составу оснований) клеточной ДНК, благодаря ко
торым также было показано, что геномы тепло
кровных представляют собой мозаики изохор — 
больших сегментов ДНК (> 300 тыс п. н.), гомо
генных по составу оснований и принадлежащих к 
небольшому числу семейств с разным уровнем GC. 
В геноме человека два GC-бедных семейства изо
хор — L1 и L2 — образуют 63 % генома и три 
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GC-богатых семейства — HI , Н2 и НЗ — 24, 7,5 и 
4,7 % генома соответственно. Остаток составляют 
сателлитная и рибосомная ДНК [1]. Низкая кон
центрация генов отмечается в GC-бедных изохо-
рах, высокая — в GC-богатых [2 ]. 

Большие фрагменты ДНК (50—100 тыс п. н.), 
образующиеся в результате неспецифических фи
зических и энзиматических разрывов во время 
стандартного выделения и отражающие состав ос
нований изохор, из которых они происходят, могут 
быть фракционированы препаративным центрифу
гированием в градиенте плотности Cs 2 S0 4 в присут
ствии сиквенс-специфичных ДНК-лигандов. Гиб-
ридизационный анализ композиционных фракций 
ДНК хозяина с вирусными последовательностями 
показал, что интеграция экспрессируемых вирус
ных последовательностей является компартмента-
лизованной, т. е. происходит в определенные уча-
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стки генома хозяина, и изопикничной — коща 
композиционный состав фрагментов ДНК, содер
жащих вирусные последовательности, близок к та
ковому провируса. Это было установлено для GC-
богатых вирусов лейкемии быка (BLV), саркомы 
Рауса (RSV), вируса гепатита В (HBV), вируса 
Т-клеточной лейкемии человека типа I (HTLV-I), 
интеграция которых происходит в GC-богатые уча
стки генома хозяина, и для GC-бедного вируса 
опухоли молочной железы мышей (MMTV), после
довательности которого обнаружены в GC-бедных 
участках [3—7]. В свою очередь, анализ ретрови-
русных геномов показал, что они характеризуются 
высокой композиционной гомогенностью и образу
ют два класса: GC-бедный и GC-богатый [8]. 
Ретровирусы человека HTLV-I и HIV-1 принадле
жат к двум различным классам — GC-богатому и 
GC-бедному. 

Вирус Т-клеточной лейкемии человека типа I 
вызывает Т-клеточную лейкемию (ATL) [9, 10] и 
хроническое нейродегенеративное заболевание 
центральной нервной системы — тропический спа
стический парапарез/НТЬУ-1-ассоциированную 
миелопатию (TSP/HAM) [11], оба заболевания 
развиваются у 1—5 % вирусоносителей после дли
тельного латентного периода [12]. 

Проведенный нами ранее анализ распределе
ния сайтов интеграции провирусов HTLV-I в гено
мах HTLV-I-трансформированных клеточных ли
ний и Т-клеточных клонов показал, что транскри
бируемые копии провирусов расположены в более 
богатых по содержанию GC компартментах клеточ
ного генома, в отличие от нетранскрибируемых 
[6 ]. Описанный выше подход нуждается в большом 
количестве геномной ДНК, поэтому он не мог быть 
использован для изучения ретовирусной интегра
ции у пациентов. 

Разработка нового метода, заключающегося в 
фракционировании геномной ДНК в пологом гра
диенте плотности CsCl в присутствии двух марке
ров плавучей плотности и последующей детекции 
вирусных последовательностей и маркерных ДНК 
слот-блот гибридизацией, позволила уменьшить 
необходимое для анализа количество ДНК в 20 раз 
и изучить интеграцию провирусов у пациентов. 

Для инфекции HIV-1 характерен вариабель
ный клинический курс, развитие заболевания про
гнозируется исходя из содержания вирусов в плаз
ме крови, устойчивый высокий уровень вирусной 
продукции указывает на неблагоприятный прогноз 
[13]. Факторы, влияющие на продукцию вирусных 
частиц, остаются неизвестными. Вероятно, одним 
из них является эффективная транскрипция прови-
русной ДНК [14, 15], зависящая от сайтов интег

рации [4, 6, 16, 17]. Вирус иммунодефицита чело
века принадлежит к GC-бедному классу ретровиру-
сов, интеграция которого изучена мало. Не была 
исследована также связь транскрипционной актив
ности вирусных последовательностей с их локали
зацией в геноме. Анализ интеграции HIV-1 у 
пациентов с различной вирусной продукцией будет 
одним из первых этапов в изучении этой пробле
мы. 

Материалы и методы. Лизис лейкоцитов. Лей
коциты шести HTLV-I серопозитивных пациентов 
с ATL, семи пациентов с TSP/HAM и пяти асимп-
томатических HTLV-I вирусоносителей любезно 
предоставлены нам д-ром Г. де Те (Институт Пас-
тера, Франция). 5-Ю 6 лейкоцитов ресуспендирова-
ли в 150 мкл раствора 75 мМ NaCl, 25 мМ EDTA 
и переносили пастеровской пипеткой в центрифуж
ные пробирки (5 мл) QuickSeal («Весктап, США), 
осторожно добавляли 50 мкл лизисного буфера 
(4 %-й N-лаурил-саркозин, 75 мМ NaCl, 25 мМ 
EDTA), инкубировали в течение 1—2 ч при темпе
ратуре 37 °С Лейкоциты лизировали непосредст
венно в центрифужной пробирке для предотвраще
ния дополнительных разрывов высокомолекуляр
ной ДНК, что в свою очередь позволяет избежать 
влияния GC-состава провируса на расположение 
содержащей провирус ДНК во фракциях при цент
рифугировании [6]. 

Высокомолекулярная ДНК 27 HIV-1 пациентов 
с различной виремией предоставлена нам д-ром Э. 
Боери (госпиталь Сан Рафаэле, Италия). Содержа
ние вирусных частиц в плазме крови определяли 
количественным RT-PCR. Уровень продукции ви
русов у различных индивидов варьировал от 80 до 
280000 копий в 1 мл (табл. 1). 

Композиционное фракционирование геномной 
ДНК человека. ДНК фракционировали в препара
тивном пологом градиенте CsCl в присутствии двух 
маркеров плавучей плотности. К лизированным 
лейкоцитам добавляли 5 мл раствора CsCl в 75 мМ 
NaCl, 25 мМ EDTA с плотностью 1,700 г/см 3 и по 
250 нг ДНК маркеров плавучей плотности, объем 
маркеров не превышал 10 мкл. В качестве марке
ров были выбраны ДНК фагов Я («Boehringer Мап-
nheim», Германия) с плавучей плотностью 
1,709 г/см 3 [18] и Т4 , плавучая плотность 
1,700 г/см 3 [18], поскольку они находятся в преде
лах уровня плавучей плотности геномной ДНК 
человека, составляющий 1,698—1,714 г/см 3 . Фаг 
Т4 любезно предоставлен доктором А. де Сарио 
(Интститут биологии, Франция). Для амплифика
ции ДНК фага Т4 использовали штамм Escherichia 
coli В Е . Размер ДНК фага Т4 контролировали 
пульс-электрофорезом в 1,2 %-й агарозе, 0,5 х 
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Таблица J 
Уровень вирусной продукции и содержание CD4+ клеток у 
исследуемых пациентов с HIV-1 

х ТВЕ, при температуре 10 °С в течение 16 ч при 
напряжении 300 В и времени пульсации 5—30 с. 

Геномную ДНК центрифугировали в верти
кальном роторе VTi90 («Весктап», США) при 
35000 об/мин, 20 °С, в течение как минимум 17 ч. 
32—48 фракций собирали на коллекторе DGF-U 
(«Hitachi», Япония) (30 с на фракцию) при темпе
ратуре 20 °С Линейность градиента проверяли, 
измеряя рефрактометрический индекс каждой пя
той фракции для образцов HIV 7638 и 8340. 

Определение вирусных последовательностей в 
композиционных фракциях генома человека. ДНК 
фракций денатурировали в 0,4 М NaOH в течение 
25—45 мин. Каждую фракцию делили на три части 
в соотношении 1:1:8 и переносили с помощью 
аппарата для слот-блота («Віо-Rad», США) на три 
нейлоновые мембраны для гибридизации с ДНК 

фага Я, фага Т4 и вирусной последовательностью. 
В качестве зондов вирусных последовательностей 
использовали вставки плазмид pBHl0-R3 [19] и 
рМТ-2 [20], содержащие провирус HIV-1 с делети-
рованным 5' LTR и провирус HTLV-I с одним LTR 
соответственно. Гибридизацию проводили согласно 
стандартному протоколу, рекомендованному фир
мой «Amersham» (Англия) для мембран HybondN+ 
в растворе 5 х SSPE, 5 х раствор Денхардта, 0,5 % 
SDS и 100 мкг/мл ДНК спермы лосося при темпе
ратуре 65 °С. Зонды метили радиоактивно, исполь
зуя [а - 3 2 Р ]dCTP и систему для мечения рассеяной 
затравкой Megaprime («Amersham») с включением 
7-Ю 8—10 9 имп-мин"1 -мкг"1. Фильтры отмывали в 2 
х SSPE, 0,1 % SDS дважды по 10 мин при комнат
ной температуре и в 0,5 х SSPE, 0,1 % SDS — 
дважды по 20 мин при 65 °С 

Присутствие провирусов во фракциях опреде
ляли по интенсивности гибридизации с вирусными 
последовательностями, учитывая количество ДНК 
во фракциях. Как известно, GC-богатые семейства 
изохор составляют всего 36,5 % генома человека, 
и количество ДНК во фракциях различно [1 ]. При 
подсчете содержания вирусных последовательно
стей во фракциях относительную интенсивность 
гибридизации ДНК фракций со специфическим 
зондом делили на относительное количество ДНК 
во фракции, рассчитанное по кривой распределе
ния ДНК человека в градиенте плотности CsCl [2, 
21, 22]. Так как низкое содержание ДНК во 
фракциях 30—32 % GC могло привести к влиянию 
фона на положение и высоту пика, в некоторых 
случаях точки в этих фракциях не принимали во 
внимание. 

Количественный анализ гибридизационных 
сигналов проводили на аппарате Phosphorlmager 
(Molecular Dynamics) с помощью компьютерной 
программы ImageQuant. Гауссовские кривые рас
пределения вирусных последовательностей и отно
сительных интенсивностей гибридизационных сиг
налов маркеров во фракциях построены при помо
щи программы, созданной на основе программного 
обеспечения IgorPro (WaveMetrics, США). Плот
ность каждой фракции линейного градиента кон
центрации CsCl определяли по положению пиков 
Гауссовских кривых распределений маркеров. GC-
состав ДНК каждой фракции рассчитывали по 
формулер - (GC-0,098/100) + 1,66, гдер — плаву
чая плотность, GC — доля гуанин + цитозин в 
ДНК [23]. 

Результаты. Мы локализовали интегрирован
ные последовательности вирусов Т-клеточной лей
кемии человека типа I и иммунодефицита человека 
типа 1 в ДНК инфицированных пациентов с раз-
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Рис. 1. Схема эксперимента по локализации вирусных последовательностей в геномной ДНК человека: / — центрифугирование 
высокомолекулярной ДНК в градиенте плотности CsCl и сбор композиционных фракций; / / — гибридизация ДНК фракций с 
маркерами плавучей плотности и провирусной ДНК; / / / — Гауссовские кривые распределения относительных интенсивностей 
гибридизационных сигналов маркеров (Т4 и Я) и гистограмма относительной интенсивности гибридизации с провирусной ДНК. 
GC-состав каждой фракции определен по положению пиков кривых распределения ДНК маркеров 
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П р и м е ч а н и е . Фракции с высоким уровнем содержания 
вирусных последовательностей выделены жирным шрифтом. 

личным проявлением заболевания при помощи но
вой методики препаративного центрифугирования 
в пологом градиенте плотности CsCl (рис. 1). В 
качестве контрольного эксперимента проанализи
ровано распределение провирусов HTLV-I в гено
мах HTLV-I-трансформированной клеточной ли
нии C91/PL и Т-клеточного клона Ми 16 пациента 
с TSP/HAM. Полученные при помощи новой мето
дики результаты практически не отличались от 
данных, полученных ранее стандартным методом 
препаративного центрифугирования в градиенте 
плотности Cs 2 S0 4 и Саузерн-блот гибридизацией 
[6] (табл. 2). Обнаруженная Саузерн-гибридиза-
цией полоса во фракции 52,2 % GC (C91/PL), 
соответствующая более интенсивной полосе во 
фракции 48,3 % GC, может объясняться диффу
зией, поэтому пик 52,2 % GC отсутствует в опыте 
с CsCl. При интерпретации данных этих контроль
ных экспериментов необходимо также учитывать, 
что после фракционирования в Cs 2 S0 4 распределе
ние провирусов изучалось в восьми фракциях, а 
после центрифугирования в CsCl — в 32. В послед
нем случае GC-состав пика можно определить 
более точно. 

Локализация последовательностей HTLV-L 
Анализ интеграции вируса Т-клеточной лейкемии 
человека типа I был проведен на ДНК трех групп 
пациентов, инфицированных HTLV-I, с различным 
проявлением заболевания — ATL, TSP/HAM и 
асимптоматических вирусоносителей. 

В шести исследованных случаях ATL пики 
кривых распределения провирусов HTLV-I были 
обнаружены в районе 44,6—53,9 % GC (табл. 3, 
рис. 2), что составляет 28 % генома человека. Во 
всех образцах не было обнаружено провирусов в 

і \ \ * У f; і і * і | і І і 1 | і і і і | ї ї і і І і * м * * 

ЗО 40 50 GC, % 

Рис 2. Локализация последовательностей HTLV-I в геномной 
ДНК двух пациентов с ATL: 359 (а) и 496 (б). Показаны 
кривые распределения провирусов HTLV-I в композиционных 
фракциях генома человека и их декомпозиция на возможные 
нормальные Гауссовские составляющие. Положения пиков кри
вых распределения ДНК маркеров обозначены стрелками. Две 
вертикальные пунктирные линии указывают границы областей, 
где находятся транскрипционно активные (справа) и неактив
ные (слева) провирусы [6] 

GC-бедных участках генома, в L-семействе изохор, 
а также в участках, где расположены транскрипци
онно неактивные последовательности HTLV-I [6]. 
В двух случаях ATL 107 и ATL Gentevil был 

0.8-
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Таблица 3 
Локализация последовательностей НТЬУ-І в композиционных фракциях генома человека 

Локализация последовательностей HTLV-I представлена в виде положений пиков кривых распределения провирусов в композици
онных фракциях генома человека, полученных препаративным центрифугированием в градиенте плотности CsCl. Значение 
наибольшего пика кривых распределения вирусных последовательностей выделено жирным шрифтом. **Образцы с низкой 
интенсивностью гибридизации. ATL — пациенты с Т-клеточной лейкемией; TSP/HAM — пациенты с тропическим спастическим 
парапарезом/НТЬУ-І-ассоциированной миелопатией; I — композиционные фракции генома человека, в которых находятся транс-
крипционно неактивные последовательности HTLV-I; II — фракции, в которых содержатся как транскрипционно активные, так и 
неактивные провирусы HTLV-I; III — фракции, включающие транскрипционно активные последовательности HTLV-I [6]. 

обнаружен один широкий пик распределения про
вирусов, для которого не удалось получить деком
позиционных кривых. Широкие кривые можно объ
яснить более низкой молекулярной массой геном
ной Д Н К или р а з р у ш е н и е м градиента . 
Действительно, электрофорез исследуемой ДНК 
показал, что величина ДНК ATL Gentevil ниже, 
чем у других образцов (меньше 50 тыс. п. н.). 
Широкая кривая распределения маркера А в случае 
ATL 107 может свидетельствовать о небольшом 
разрушении градиента. 

У пациентов с TSP/HAM провирусы были 
обнаружены в более широком диапазоне генома: 
38—54,8 % GC (за исключением РН521) (табл. 3, 
рис 3). Основной пик распределения провирусов, 
соответствующий наибольшему количеству интег
рированных последовательностей, в шести из семи 
случаев находился в GC-богатом участке генома 
50,8—54,8 % GC, что составляет всего 7 % генома 
человека. Во всех исследованных образцах наряду 
с наибольшим пиком распределения провирусов в 
GC-богатой области присутствуют минорные пики 
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Рис. 3. Кривые распределения провирусов HTLV-I в геномной 
ДНК пациента с TSP/HAM РН540 (а) и асимптоматического 
вирусоносителя РН208 (б) и их декомпозиция на возможные 
нормальные Гауссовские составляющие. Остальные пояснения 
см. подпись к рис. 2 

в более бедных по содержанию GC районах (38— 
41,6 % ) , где находятся транскрипционно неактив
ные последовательности HTLV-I [6]. В образце 
РН521 зафиксированы два пика (37 и 47,4 % GC) 
одинаковой величины. Интенсивность гибридиза
ции с последовательностью HTLV-I в этом случае 
была самой низкой среди пациентов с TSP/HAM и 
близкой к интенсивности гибридизации ДНК трех 

асимптоматических вирусоносителей, что могло 
привести к повышению влияния фона на положе
ние и высоту пиков. 

Провирусы HTLV-I у асимптоматических ви
русоносителей локализованы в районе 35—54,7 % 
GC. Наибольшее количество вирусных последова
тельностей во всех пяти образцах, как и в случае с 
TSP/HAM, находилось в районе 50,7—54,7 % GC. 
Для трех случаев из пяти была зафиксирована 
очень низкая интенсивность гибридизации, что 
свидетельствует о присутствии небольшого количе
ства клеток, содержащих провирусы. Среди этой 
группы пациентов количество инфицированных 
клеток очень варьирует и может отличатся в 100 
раз [24, 25], но, как правило, оно ниже, чем у 
TSP/HAM-пациентов [26, 27]. 

Кривые распределения провирусов у пациентов 
с TSP/HAM и у вирусоносителей имеют би- или 
мультимодальный характер: в семи случаях обна
ружены два пика на кривой, в четырех — три пика 
и у одного (РН208) — четыре. Только при ATL в 
четырех из шести образцов был зафиксирован один 
пик. Эти результаты соответствуют данным о мо-
ноклональной пролиферации инфицированных Т-
лимфоцитов при ATL [28 ], а также олиго/поли-
клональной п р о л и ф е р а ц и и у пациентов с 
TSP/HAM [26, 29, 30] и у асимптоматических 
вирусоносителей [25, 29]. 

Локализация последовательностей HIV-L 
Гибридизационный анализ композиционных фрак
ций ДНК 27 HIV-1-пациентов с различной вире-
мией выявил от одного до пяти пиков распределе
ния провирусов (в большинстве случаев 2—3 пика 
в районе 34—54 % GC генома человека) (табл. 4, 
рис. 4). Основной пик распределения провирусов 
находился в GC-богатых фракциях 48,5—54 % 
GC, соответствующих Н2- и НЗ-семействам изо-
хор. Присутствие пика на 56,6 % GC у больного 
8903 может быть результатом низкой интенсивно
сти гибридизации и влияния фона на величину 
пика, поскольку содержание ДНК в этих фракциях 
очень низкое. В 11 из 27 случаев, кроме пика в 
GC-богатом участке, обнаружен пик такой же ве
личины в GC-бедных фракциях (34—36 % GC), 
принадлежащих к L-семейству изохор. 

Не обнаружено прямой зависимости между 
интенсивностью гибридизации с вирусной последо
вательностью и количеством вирусных частиц в 
плазме крови. Наибольшая интенсивность гибриди
зации выявлена у образцов, количество вирусных 
копий у которых соответствует 1200—15800 копи
ям в 1 мл, низкая интенсивность гибридизации 
зафиксирована как в случае с высоким содержани
ем вирусных частиц (63000—280000 копий в 1 мл), 
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Таблица 4 
Локализация последовательностей HIV-1 в композиционных фракциях генома человека 

•Локализация последовательностей HIV-1 представлена в виде положений пиков кривых распределения провирусов в композицион
ных фракциях генома человека, полученных препаративным центрифугированием в градиенте плотности CsCl. Значение наиболь
шего пика кривых распределения вирусных последовательностей выделено жирным шрифтом. **Образцы с низкой интенсивностью 
гибридизации. LI, L2, HI, Н2, НЗ — семейства изохор геномной ДНК человека. 

так и с низким (< 80—400 копий в 1 мл). На 
разных стадиях развития инфекции HIV-1 соотно
шение геномной вирусной РНК и провирусной 
ДНК различно и на ранних этапах составляет 1—7 
копий геномной РНК на копию ДНК, на поздних— 

увеличивается более чем в 1000 раз [15]. Иначе 
говоря, экспрессия вирусной РНК происходит более 
интенсивно на поздних стадиях, чем на ранних, и 
при увеличении вирусной продукции количество 
провирусов может изменяться незначительно. На 

554 



СПЕЦИФИЧНОСТЬ ИНТЕГРАЦИИ ВИРУСОВ Т-КЛЕТОЧНОЙ ЛЕЙКЕМИИ 

Рис. 4. Кривые распределения провирусов HIV-1 в композици
онных фракциях геномной ДНК двух пациентов — 13585 (а) и 
12273 {б) и их декомпозиция на возможные нормальные Гаус-
совские составляющие. Остальные пояснения см. подпись к рис. 
2 

интенсивность гибридизации также влияет количе
ство CD4+ Т-лимфоцитов, содержащих провирусы, 
и соответственно отражает вклад провирусных по
следовательностей в составе ДНК. 

В качестве отрицательного контроля фракцио
нированную ДНК неинфицированного человека ги-
бридизовали с последовательностю HIV-1. Несмот
ря на строгие условия гибридизации и отмывки, 

был обнаружен один небольшой пик на 50,5 % GC 
(сигналов при гибридизации контрольной ДНК с 
последовательностью HTLV-I не было обнаруже
но). Присутствие сигналов при гибридизации ДНК 
неинфицированного человека с последовательно
стью HIV-1 может быть результатом присутствия 
эндогенных последовательностей, гомологичных 
HIV-1. В геноме человека выявлены два локуса 
эндогенной последовательности EHS-1, гомологич
ной гену env провируса HIV-1 (70—80 % гомоло
гии на участке размером около 100 п. н.) и один 
локус последовательности EHS-2, гомологичной 
Rev и gp4l (60 % гомологии на участках 30 и 50 
п. н.) [31 ]. Интенсивность гибридизационных сиг
налов в контрольной гибридизации ДНК была в 
10—1000 раз ниже, чем у HIV-1-пациентов. Следо
вательно, неспецифическая гибридизация незначи
тельно отражается на результате. Отсутствие пика 
50 % GC у образцов с высокой интенсивностью 
гибридизации (11719, 11723, 11713, 12274, 13592) 
подтверждает этот факт. 

У пяти пациентов обнаружен пик в районе 
42 % GC. Чтобы исключить возможность влияния 
неинтегрированных последовательностей HIV-1, 
GC-состав которых составляет 42 %, был проведен 
пульс-электрофорез ДНК образцов 13584, 13589, 
13588, 13592, 13590 и Саузерн-гибридизация. Гиб
ридизационных сигналов в районе 4,3—10 тыс. п. 
н., где могли находиться кольцевая и линейная 
формы неинтегрированных провирусов, не было 
обнаружено. Таким образом, неинтегрированные 
последовательности HIV-1 могут присутствовать 
лишь в незначительных количествах в исследуе
мых образцах ДНК. 

Обсуждение. Анализ распределения последова
тельностей HTLV-I в геноме человека in vivo не 
выявил значительных отличий от распределения 
сайтов интеграции провирусов HTLV-I в клеточ
ных линиях и Т-клеточных клонах. Наибольшее 
количество провирусов у пациентов с различным 
проявлением инфекции было обнаружено в GC-бо-
гатых областях (44 % GC), составляющих 30 % 
генома человека, где, как было показано для кле
точных линий и Т-клеточных клонов, находятся 
транскрипционно активные вирусные последова
тельности [6 ]. Это свидетельствует о транскрипци
онной активности большинства интегрированных 
копий HTLV-I при различном развитии инфекции. 
Действительно, экспрессия регуляторних генов 
HTLV-I была детектирована при помощи RT-PCR, 
иммуноферментного анализа и гибридизацией in 
situ у больных ATL [32—34], TSP/HAM [35, 36] и 
вирусоносителей [32—34]. Следует отметить, что 
только в случае ATL ни в одном из исследуемых 
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образцов провирусы не были обнаружены в участ
ках, GC-состав которых ниже 44 %, т. е. там, где 
локализуются транскрипционно неактивные после
довательности HTLV-L 

Во всех изученных образцах основной пик 
распределения провирусов HTLV-I находился в 
GC-богатых семействах изохор, для которых ха
рактерна большая концентрация генов [2], высо
кая транскрипционная и рекомбинантная актив
ность, «открытая» структура хроматина, со свойст
венными ей доступностью для ДНКаз [37 ], 
большим расстоянием между нуклеосомами, отсут
ствием гистонов НІ , ацетилированием гистонов НЗ 
и Н4 [38 ]. 

В ряде исследований показана преимуществен
ная интеграция вирусов лейкемии мышей и птиц 
в/около ДНКаза I-сверхчувствительных сайтов 
[39—41], транскрипционно активных областей, 
CpG-островков [42, 43]. Результаты секвенирова-
ния коротких нуклеотидных последовательностей, 
фланкирующих провирусы HTLV-I, а также пря
мых повторов, образующихся в процессе интегра
ции, которые оказались АТ-богатыми [44, 45], не 
противоречат полученным нами данным, поскольку 
короткие некодирующие последовательности не мо
гут отражать GC-состава содержащих их изохор. 

Основные пики распределения провирусов, за 
исключением двух образцов (РН540 и РН641), 
были обнаружены в компартментах генома, GC-
уровень которых несколько ниже GC-состава 
HTLV-L Подобная ситуация наблюдается для ко
дирующих и некодирующих последовательностей 
GC-богатых генов, GC-состав последних, как пра
вило, ниже [46]. 

В двух из пяти случаев асимптоматических 
вирусоносителей (РН208 и РН627) минорный пик 
распределения провирусов обнаружен во фракциях, 
GC-состав которых ниже 38 % GC. Присутствие 
пиков в GC-бедных фракциях может быть следст
вием низкой интенсивности гибридизации образцов 
ДНК асимптоматических вирусоносителей. Не иск
лючается возможность неизопикничной интеграции 
последовательностей HTLV-I в GC-бедные области, 
где также встречаются открытые участки хромати
на. Но в этом случае можно предположить, что 
провирусы там не являются стабильными, так как 
в клеточных линиях и Т-клеточных клонах вирус
ные последовательности в этих местах не обнару
жены. 

Поскольку вирус иммунодефицита человека 
принадлежит к GC-бедному классу ретровирусов, 
ожидалось, что провирусы будут интегрировать в 
GC-бедные компартменты генома человека. Приро
да более широкого распределения последовательно

стей HIV-1 в геноме человека, обнаруженных в 
GC-богатых HI , Н2 и в некоторых случаях НЗ 
изохорах, может быть объяснена предпочтительной 
интеграцией в хроматин с «открытой» структурой. 
Ранее более широкое распределение интегрирован
ных GC-бедных провирусов MMTV установлено 
для экзогенных вирусов, которые интегрировали 
позже по сравнению с эндогенными [7]. По-види
мому, изопикничность интеграции ретровирусов 
связана со стабильностью локализации интегриро
ванных копий [17]. 

Зависимость между транскрипционной актив
ностью провирусов и их локализацией в геноме, 
обнаруженная для GC-богатого класса ретровиру
сов, для GC-бедного класса не изучена. Проведен
ное нами сравнение распределения сайтов интегра
ции HIV-1 и уровня вирусной продукции указыва
ет на возможную корреляцию между продукцией 
вирусов и количеством провирусных копий в GC-
бедных компартментах генома человека. Образцы с 
высоким уровнем виремии содержат больше прови
русных копий в GC-бедных фракциях (34—36 % 
GC), чем образцы с низким содержанием вирусных 
частиц. У последних пики распределения провиру
сов в GC-бедных фракциях или отсутствуют 
(13584, 13591), или всегда меньше пиков, соответ
ствующих GC-богатым районам. 

Изучение локализации интегрированных по
следовательностей HTLV-I и HIV-1 в геноме чело
века in vivo свидетельствует о неравномерном рас
пределении интегрированных провирусов в компар
тментах генома клетки и в более широком диа
пазоне % GC, чем in vitro. 

Изопикничность и компартментализованность 
интеграции ретровирусов может быть следствием 
большей доступности для интеграции транскрипци
онно активных участкой генома с «открытой» 
структурой хроматина и последующей селекции 
сайтов интеграции. Последняя наиболее ярко выра
жена в случае ds-активации клеточных онкогенов 
вирусными промоторами и энхансерами (как в 
случае вирусов лейкемии птиц (ALV) и мышей 
(MuLV)), в результате чего инфицированная клет
ка приобретает преимущества в темпах роста (см. 
[17]). Изопикничная интеграция вирусов, которые 
ґгапя-активируют гены клетки хозяина (такие как 
HTLV-I), может быть следствием селекции сайтов 
интеграции по транскрипционной активности про
вируса и продукции факторов trans-активацпи. Та
ким образом, в этом случае изопикничная локали
зация провирусов отображает зависимость их соб
ственной транскрипции от композиционно соот
ветствующего окружения. Это напоминает ситуа
цию с клеточными генами, GC-состав которых 
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коррелирует с GC-составом геномного окружения, 
и, вероятно, является результатом адаптивного 
процесса, происходящего на протяжении эволюции 
[47]. 

Л. О. Циба, С. В. Зубак, Н. Тряпіцина-Гулей, Дж. Бернарді, 
А. В. Риндич 

Композиційна специфічність інтеграції вірусів Т-клітинної 
лейкемії людини типу І і імунодефіциту людини типу 1 
у геном людини 

Резюме 

Проаналізовано розподіл інтегрованих провірусів HTLV-I (ві
рус Т-клітинної лейкемії людини типу І) і HIV-1 (вірус 
имунодефіщіту людини типу 1) в геномі пацієнтів з різними 
проявами та стадіями інфекції, використовуючи нову мето
дику фракціонування ДНК у пологому градієнті CsCl у присут
ності двох маркерів плавучої густини. Основні піки розподілу 
GC-багатих послідовностей HTLV-I у 18 досліджуваних випад
ках були локалізовані в GC-багатих (>44 % GC) ділянках 
геному людини, які складають ЗО % геному і містять транс
крипційно активні провіруси HTLV-I. У пацієнтів з Т-клі-
тинною лейкемією (ATL) вірусних послідовностей не було 
виявлено в ділянках геному, GC-склад яких нижче від 44 %. 
Більш, широкий і мультимодальний розподіл HTLV-I (у межах 
38—54,8 % GC) встановлено в лімфоцитах пацієнтів з 
тропічним спастичним парапарезом (TSP/HAM) та в асимп-
томатичних вірусоносіїв. GC-бідні провіруси HIV-1 виявлено 
як у GC-бідних, так і в GC-багатих компартментах геномів 
27 пацієнтів з різним рівнем віремії. Для пацієнтів з високим 
рівнем вірусної продукції показано вищий вміст послідов
ностей H1V-1 в GC-бідних ділянках геному. Отримані резуль
тати свідчать про нерівномірний розподіл in vivo інтегро
ваних провірусів в компартментах геному клітини та в більш 
широкому діапазоні % GC, ніж in vitro. 

L. О. Tsyba, S. V. Zoubak, N. Tryapitsina-Guley, G. Bernardi, 
A V. Rynditch 

Compositional specificity of human T-cell leukemia virus type I and 
human immunodeficiency virus type 1 integration into the human 
genome 

Summary 

Localization of HTLV-I (human T-cell leukemia virus type I) and 
HIV-J (human immunodeficiency virus type I) proviral sequences 
in compositional compartments of genomes of patients with different 
manifestation of infection have been studied by a new technique of 
centrifugation in shallow CsCl gradients with two buoyant density 
markers. The major peaks of distribution of GC-rich HTLV-I 
sequences in genomes of 18 patients were centered at GC-rich 
(> 44 % GC) regions of the human genome which usually account 
30 % of the genome and contain transcriptionally active HTLV-I 
sequences (Zoubak et al (1994) Gene 143, 155—163). In the case 
of patients with T-cell leukemia (ATL) viral sequences were not 
found below 44 % GC. Patients with TSP/HAM and asymptomatic 
carriers had a broader and multimodal distribution of HTLV-I (at 
38—54,8 % GC) with minor peaks in GC-poorer regions. GC-poor 
HIV-1 proviruses were found in both GC-poor and GC-rich com
partments of genomes of 27 patients with different levels of virus 
production. More intense peaks were centered at GC-rich regions for 
the patients with lower virus load. These results have revealed that 
the distribution of integrated proviruses in vivo is nonuniform in the 

compositional compartments of cell genome and broader than in 
vitro. 
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