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Аннотация
Введение. Вирус Джона Каннингема (JCPyV) вызывает фатальное демиелинизирующее заболевание 
центральной нервной системы, известное как прогрессирующая мультифокальная лейкоэнцефалопатия 
(ПМЛ). У здоровых людей некодирующая контрольная область (NCCR) JCPyV не перестраивается, в то 
время как NCCR у пациентов с ослабленным иммунитетом часто перестраиваются и могут быть связаны 
с развитием ПМЛ. В связи с этим у пациентов, получающих терапию натализумабом, действующим на 
уровне гематоэнцефалического барьера и вызывающим уменьшение миграции лимфоцитов и моноцитов 
в воспалительные очаги, повышается риск развития ПМЛ.
Цель исследования — проанализировать последовательности NCCR изолятов JCPyV у пациентов с рас-
сеянным склерозом (РC), получавших натализумаб.
Материалы и методы. Для оценки структуры NCCR JCPyV у российских пациентов с РС, получавших 
натализумаб, методом ПЦР с вложенной парой праймеров проанализировано 26 образцов плазмы крови 
и 8 образцов цереброспинальной жидкости. NCCR, присутствующие в образцах, были клонированы и 
секвенированы по методу Сэнгера. Все последовательности JCPyV NCCR сравнивали с последователь-
ностью архетипа и картировали. Последовательности NCCR были также проанализированы на наличие 
предполагаемых сайтов связывания факторов транскрипции.
Результаты. Обнаружены 48 последовательностей NCCR. Анализ показал, что до 55% NCCR идентифи-
цируются как перестроенные NCCR, остальные являются архетипоподобными. Все полученные последо-
вательности можно разделить на 6 типов с преобладанием одного паттерна перестройки. Этот перестро-
енный NCCR был также обнаружен у пациента с подтверждённым диагнозом ПМЛ с плохим прогнозом. 
Все перестроенные NCCR характеризовались наличием дополнительных сайтов связывания факторов 
транскрипции.
Заключение. Проведённое исследование позволило впервые выявить паттерны NCCR, характерные для 
больных РС, принимавших натализумаб, в России, что подтверждает необходимость дальнейшего иссле-
дования перестроек NCCR у пациентов с РС, получавших натализумаб, для расширения представлений о 
возникновении нейровирулентных вариантов JCPyV.
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зумаб
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Abstract
Introduction. The John Cunningham virus (JCPyV) causes a fatal demyelinating disease of the central nervous 
system known as progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). In healthy people, the JCPyV non-coding 
control region (NCCR) is not rearranged, while NCCRs in immunocompromised patients are characterized by fre-
quent rearrangements and can be associated with PML development. Therefore, patients treated with natalizum-
ab, which decreases the migration of leukocytes and monocytes through the blood-brain barrier to inflammatory 
foci, are at increased risk of developing PML.
The purpose of the study was to analyze NCCR sequences of JCPyV isolates from patients with multiple scle-
rosis (MS) treated with natalizumab.
Materials and methods. A total of 26 blood plasma samples and 8 cerebrospinal fluid samples were analyzed 
using nested PCR to study the JCPyV NCCR structure in Russian MS patients treated with natalizumab. The 
NCCRs present in the samples were cloned and sequenced by Sanger sequencing. All the JCPyV NCCR se-
quences were compared with the archetype sequence and mapped. The NCCR sequences were also examined 
for presence of putative transcription factor binding sites.
Results. A total of 48 NCCR sequences were found. The analysis showed that up to 55% of NCCRs were iden-
tified as rearranged NCCRs, while the other were archetype-like NCCRs. All the sequences can be divided into 
6 types with one dominant rearrangement pattern. This rearranged NCCR was also found in a patient with the 
confirmed PML diagnosis and a poor prognosis. All the rearranged NCCRs were characterized by the presence 
of additional transcription factor binding sites.
Conclusion. The study has helped identify previously unknown NCCR patterns typical of MS patients treated 
with natalizumab in Russia, thus confirming the need for the further research on NCCR rearrangements in MS 
patients undergoing natalizumab treatment to gain better understanding of the origin of neurovirulent JCPyV 
variants.
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NCCR — это гипервариабельная промоторная/
энхансерная область JCPyV длиной около 400 п.о., 
которая содержит большинство элементов, необ-
ходимых для инициации ранней и поздней транс-
крипции и экспрессии вирусных генов, включая 
TATA-боксы и сайты связывания факторов транс-
крипции [2]. Область ранних вирусных генов начи-
нается слева от точки начала репликации и кодирует 
малый Т-антиген, большой Т-антиген и укорочен-
ный вариант большого Т-антигена. Эти белки от-
вечают за репликацию вируса и экспрессию позд-

Введение
Полиомавирус 2 человека, также известный 

как вирус JC или вирус Джона Каннингема (JCPyV), 
является представителем рода Betapolyomavirus, се-
мейства Polyomaviridae. JCPyV — это вирус с дву-
цепочечным ДНК-геномом без оболочки, геном ко-
торого составляет приблизительно 5100 п.о. Геном 
JCPyV можно разделить на три части: некодирую-
щую контрольную область (NCCR), область ран-
них вирусных генов и область поздних вирусных  
генов [1].
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них генов [3, 4]. Область поздних вирусных генов 
расположена справа от точки начала репликации и 
кодирует три структурных белка: главный капсид-
ный белок VP1 и минорные капсидные белки VP2 
и VP3. Каждый вирион JCPyV содержит в общей 
сложности 72 пентамерных капсомера VP1 с T = 7 
икосаэдрической симметрией. Внутри капсида одна 
молекула — VP2 или VP3 — присоединена к каждо-
му капсомеру VP1 [5].

JCPyV является этиологическим агентом, ве-
дущим к развитию редкого прогрессирующего, в 
основном фатального, демиелинизирующего забо-
левания центральной нервной системы, известного 
как прогрессирующая мультифокальная лейкоэнце-
фалопатия (ПМЛ), развивающегося у пациентов с 
нарушенным гуморальным и клеточным иммуните-
том [6]. JCPyV может проникать через гематоэнце-
фалический барьер в центральную нервную систе-
му, где он заражает олигодендроциты и астроциты 
[7, 8]. По некоторым данным, 70–90% людей инфи-
цированы JCPyV [9, 10]. У здоровых людей обнару-
живается неперестроенная «архетипическая» фор-
ма JCPyV, которая считается безопасной, в то время 
как перестроенная форма, известная как «прото-
тип», обнаруживается в центральной нервной си-
стеме пациентов с ПМЛ. «Прототип» почти всегда 
имеет различия в NCCR по сравнению с последова-
тельностью JCPyV, обнаруженной у здоровых лю-
дей [11, 12]. Эти различия в NCCR могут изменять 
тропизм JCPyV, изменяя сайты связывания ДНК 
для клеточных факторов транскрипции в клетках, 
пермиссивных для инфекции [2, 13]. Предполага-
ется также, что эти различия активизируют репли-
кацию вируса и транскрипцию генов в глиальных 
клетках, в конечном итоге запуская литическую фа-
зу [14, 15].

Иммунодефицит или иммуносупрессия приво-
дят к реактивации JCPyV и переходу от «архетипа» 
к «прототипу». Известны случаи перехода JCPyV 
в агрессивную форму, индуцирующую ПМЛ, при 
использовании таких препаратов, как натализумаб, 
ритуксимаб, диметилфумарат, финголимод, эфали-
зумаб, брентуксимаб ведотин и другие иммуносу-
прессоры [16–21].

Натализумаб — гуманизированное монокло-
нальное антитело, специфически связывающее 
α4-интегрин, — препарат для лечения рецидиви-
рующей формы РС. Натализумаб назначается па-
циентам с высокоактивным течением заболевания. 
В среднем ПМЛ диагностируется в 4,19 случая на 
1000 пациентов, получающих натализумаб (95% 
ДИ 3,89–4,49) [22, 23].

Существуют три основных фактора риска, свя-
занных с развитием ПМЛ во время лечения ната-
лизумабом: 

• наличие антител к JCPyV (серопозитивные 
пациенты с анти-JCPyV); 

• продолжительность терапии, особенно после 
2 лет применения;

• предшествующая иммуносупрессивная тера-
пия до начала терапии натализумабом [24].

Для предупреждения развития ПМЛ были раз-
работаны специальные клинические рекомендации 
по ведению пациентов с рассеянным склерозом 
(РС), получающих терапию натализумабом. В кли-
ническую практику внедрены планы управления 
рисками, включающими регулярный контроль ин-
декса антител против JCPyV и потенциальной серо-
конверсии, а также МРТ головного мозга (для вы-
явления характерных для ПМЛ изменений) [25–29]. 
При подозрении на ПМЛ проводится идентифика-
ция ДНК JCPyV в цереброспинальной жидкости 
(ЦСЖ) методом ПЦР [24].

Диагноз вероятного ПМЛ устанавливается 
при наличии характерных клинических и нейро-
визуализационных проявлений при отсутствии 
выявления JCPyV в ЦСЖ и мозговой ткани мето-
дом ПЦР, диагноз лабораторно подтверждённого 
ПМЛ — при выявлении ДНК JCPyV в ЦСЖ па-
циента. Гистологически подтверждённый ПМЛ 
устанавливается при выделении JCPyV методом 
ПЦР из биопсийного материала мозга больного. 
Для точного выявления инфицированных JCPyV 
пациентов с РС, получавших натализумаб, настоя-
тельно рекомендуется обнаружение ДНК JCPyV и 
анализ последовательности NCCR для выявления 
механизмов перестройки NCCR, которые могут 
коррелировать с возникновением нейровирулент-
ных вариантов [30].

Цель настоящей работы — оценить разно-
образие вариантов NCCR в плазме и ЦСЖ пациен-
тов с РС из России, получавших натализумаб.

Материалы и методы

Образцы

Образцы плазмы и ЦСЖ были получены от па-
циентов с РС, принимавших натализумаб, с индек-
сом антител против JCPyV ≥ 1,5. Каждый пациент, 
должным образом проинформированный, подписал 
информированное согласие на участие в исследо-
вании. Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом Научного центра неврологии (протокол 
№ 1-2/22 от  19.01.2022).

Все образцы хранили в замороженном состоя-
нии и оттаивали на льду перед использованием для 
выделения вирусной ДНК.

Экстракция вирусной ДНК
ДНК JCPyV экстрагировали в общей слож-

ности из 26 образцов плазмы и 8 образцов ЦСЖ. 
Образцы крови собирали в пробирки «VACUETTE® 
4 мл LH Lithium Heparin» («Greiner Bio-One») и 
центрифугировали при 3500 об/мин в течение 
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10 мин. ДНК выделяли из 200 мкл плазмы и/или 
ЦСЖ с помощью набора «DNeasy® Blood & Tissue 
Kit» («Qiagen Inc.»), элюцию ДНК проводили в 
75 мкл элюирующего буфера. Концентрацию ДНК 
JCPyV определяли с помощью спектрофотометра 
«NanoDrop 2000c» («Thermo Fisher Scientific»). Все 
выделенные образцы ДНК хранили в заморожен-
ном виде до использования.

Количественное определение ДНК JCPyV
Количественное определение ДНК JCPyV про-

водили с использованием набора «AmpliSens® JCV-
BKV screen/monitor-FRT PCR» (ЦНИИ Эпидемио-
логии Роспотребнадзора)  с пределом обнаружения 
5 × 102 гЭкв/мл в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Амплификация последовательностей JCPyV NCCR
Для амплификации последовательностей 

NCCR из вирусной ДНК методом ПЦР с вложенной 
парой праймеров использовали две пары праймеров 
[31]. Для первого раунда ПЦР пара внешних прай-
меров:

• 1 — прямой праймер 
5'-GATTCCTCCCTATTCAGCACTTTG-3';

• 1 — обратный праймер 
5'-CACCTGTGCAAAAGTCCAGC-3'.

Эта пара праймеров позволяет амплифици-
ровать фрагменты генома архетипа JCPyV (номер 
в GenBank: AB038249 [32]) размером 540 п.о. Для 
второго раунда амплификации пара внутренних 
праймеров:

• 2 — прямой праймер 
5'-GGCCTCCTAAAAAGCC-3';

• 2 — обратный праймер 
5'-TCCACTCCAGGTTTTACTAA-3'.

Эти праймеры использовались для амплифика-
ции фрагмента размером 386 п.о. архетипа JCPyV 
(номер в GenBank: AB038249).

Высокоточная ДНК-полимераза «Phusion™ 
High-Fidelity» («Thermo Fisher Scientific») была ис-
пользована для первого раунда амплификации. Тем-
пературный профиль реакции:

• начальная денатурация: 98°C в течение 30 с;
• 35 циклов: 98°C в течение 10 с, 55°C в тече-

ние 45 с, 72°C в течение 30 с;
• окончательная элонгация: 72°C в течение  

5 мин.
Из первого раунда ПЦР забирали 3 мкл ампли-

кона для проведения второго раунда ПЦР с исполь-
зованием Taq-полимеразы (смесь для ПЦР 2-Blue, 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора). 

Температурный профиль амплификации:
• начальная денатурация: 95ºC в течение  

3 мин;
• 40 циклов: 95°C в течение 15 с, 55°C в тече-

ние 45 с, 72°C в течение 30 с;

• окончательная элонгация: 72°C в течение  
5 мин.

Продукты ПЦР, полученные после второго ра-
унда амплификации, анализировались на 1% ага-
розном геле путём окрашивания бромидом этидия. 
Продукты ПЦР использовали для прямого секвени-
рования ДНК по Сэнгеру и клонирования.

Клонирование последовательностей  
JCPyV NCCR

NCCR JCPyV, присутствующие в образцах 
плазмы крови и/или ЦСЖ, амплифицированные 
методом ПЦР с вложенной парой праймеров [31], 
были клонированы в вектор pGEM-T (Promega®). 
Полученные в результате клонирования плазми-
ды трансформировали в химически компетентные 
клетки E. coli XL10-Gold. Трансформированные  
E. coli выращивали при 37°C на чашках Luria-
Bertani с добавлением ампициллина (100 мкг/мл), 
X-gal (80 мкг/мл) и IPTG (0,5 мМ). Скрининг по-
лученных клонов проводили с использованием 
праймеров M13forward и M13reverse. После про-
ведения скрининга секвенировали 10–20 клонов, 
полученных из каждого образца плазмы крови и/
или ЦСЖ.

Секвенирование последовательностей  
JCPyV NCCR

Продукты ПЦР, соответствующие областям 
JCPyV NCCR, перед секвенированием очищали 
с помощью набора для очистки «QIAquick PCR» 
(«Qiagen Inc.») согласно протоколу производителя. 
Секвенирование ДНК выполняли с использовани-
ем генетического анализатора «Applied Biosystems 
3500xL».

Амплификация последовательностей  
JCPyV VP1

Для определения генотипа JCPyV изолятов из  
образцов плазмы и/или ЦСЖ фрагмент гена вирус-
ного белка 1 (VP1) JCPyV длиной 215 п.о. амплифи-
цировали с использованием одной пары праймеров:  
JLP-15 (5'-ACAGTGTGGCCAGAATTCCACTACC-3') 
и JLP-16 (5'-TAAAGCCTCCCCCCCAACAGAAA-3') 
[33]. ПЦР проводили с использованием Taq-поли-
меразы (ПЦР-смесь 2-Blue, ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора) при следующих условиях про-
ведения реакции: 

• начальная денатурация: 95°С, 3 мин; 
• 40 циклов: 95°С в течение 15 с, 55°С в тече-

ние 45 с, 72°С в течение 30 с; 
• окончательная элонгация: 72°C в течение  

5 мин. 
Продукты ПЦР анализировали с использова-

нием 1% агарозного геля методом электрофореза 
путём окрашивания бромидом этидия, а затем про-
водили прямое секвенирование ДНК по Сэнгеру.
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Секвенирование последовательностей  
ДНК JCPyV NCCR и VP1

Продукты ПЦР, соответствующие областям 
JCPyV NCCR и VP1, очищали с помощью набора 
для очистки ПЦР «QIAquick» («Qiagen Inc.») в со-
ответствии с протоколом производителя. Секвени-
рование ДНК проводили с использованием генети-
ческого анализатора «Applied Biosystems 3500xL».

Все последовательности NCCR сравнива-
ли с последовательностью CY архетипа (номер в 
GenBank: AB038249) [32]. Все последовательности 
NCCR были картированы с помощью программно-
го обеспечения «SnapGene Viewer» и разделены на 
сегменты A, B, C, D, E и F, состоящие из 25, 23, 55, 
66, 18 и 69 пар оснований соответственно [11].

Последовательности, полученные по-
сле амплификации области VP1, сравнива-
ли с соответствующими последовательностя-
ми изолятов JCPyV разных генотипов/подти-
пов с регистрационными номерами GenBank 
AF015526 (генотип 1A), AF281599 (генотип 1B), 
AF030085 (генотип 2A), AF015532 (генотип 2B), 
AF015534 (генотип 2C), AF015536 (генотип 2D), 
AF295731 (генотип 3A), U73501 (генотип 3B),  
AF015528 (генотип 4), AF015537 (генотип 6),  
AF295737 (генотип 7) и AF281623 (генотип 8).  
Выравнивание последовательностей и филогене-
тический анализ проводили с использованием про-
граммного обеспечения «MEGA 7» [34].

Анализ нуклеотидных последовательностей 
NCCR

Последовательности NCCR анализировали на 
присутствие предполагаемых сайтов связывания 
факторов транскрипции с использованием виртуаль-
ного лабораторного инструмента PROMO1 [35, 36].

Регистрационные номера последовательностей
Все последовательности NCCR были депони-

рованы в базу данных GenBank NCBI, им были при-
своены номера OM479515–OM479562.

Статистический анализ данных
Статистический анализ (t-критерий Стьюден-

та) был выполнен с использованием встроенного 
модуля «unpaired t test» программного обеспечения 
«GraphPad Prism™ 9».

Результаты

Количественное определение ДНК  
и генотипы JCPyV

Для 26 образцов плазмы крови и 8 образцов 
ЦСЖ, полученных от пациентов с РС, получавших 

1 URL: http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/
promoinit.cgi?dirDB = TF_8.3

натализумаб, с индексом антител к JCPyV ≥ 1,5, было 
проведено количественное определение ДНК JCPyV 
(табл. 1). Только у 1 пациента (NAT-1) была выявле-
на ДНК JCPyV в плазме и ЦСЖ. У этого пациента 
был диагностирован ПМЛ, и образцы были собраны, 
когда он уже находился в вегетативном состоянии. 
Большинство образцов из текущего исследования 
содержали ДНК JCPyV в количестве, меньшем чем 
предел обнаружения набора для ПЦР, используемого 
для количественного определения ДНК JCPyV (ниже 
5×102 гЭкв/мл). Это согласуется с тем фактом, что во 
многих подтверждённых случаях ПМЛ продемон-
стрировано низкое количество копий JCPyV [24].

Все обнаруженные изоляты JCPyV принад-
лежали к типу 1 (генотипы 1A и 1B, табл. 1), ши-
роко распространённому в Европе [37]. Наиболее 
часто наблюдаемым генотипом был тип 1В — у 
75% пациентов. Интересно, что у пациента NAT-10 
в плазме крови, отобранной в разные временные 
промежутки, был обнаружен JCPyV разных гено-
типов (09.07.2019 — 1B, 03.10.2019 — 1А), в то 
время как в ЦСЖ пациента, отобранной 21.10.2019, 
был обнаружен JCPyV генотипа 1B. У пациента  
NAT-15 в плазме крови, отобранной 01.11.2019, был 
выявлен JCPyV генотипа 1A, а в ЦСЖ, полученной 
06.02.2020, — JCPyV генотипа 1B.

Типы последовательностей JCPyV NCCR  
у пациентов с РС, получавших натализумаб

NCCR JCPyV были обнаружены у 21 пациен-
та с РС, получавшего натализумаб: 37 независимых 
последовательностей JCPyV NCCR были получены 
из 26 образцов плазмы, 10 независимых последо-
вательностей JCPyV NCCR — из 8 образцов ЦСЖ. 
Дополнительно был проанализирован 1 случай пер-
вичного иммунодефицита ID-1, где NCCR JCPyV 
был обнаружен в плазме крови.

В соответствии с классификацией NCCR [31] 
более 50% NCCR, полученных из плазмы пациен-
тов с РС, принимавших натализумаб, относятся к 
перестроенным NCCR подтипа II-R (52,63%; 20 из 
38 последовательностей JCPyV NCCR). Почти по-
ловина (48,65%; 18 из 38) NCCR JCPyV, получен-
ных из плазмы пациентов с РС, принимавших на-
тализумаб, относятся к архетипоподобным NCCR 
подтипа II-S. Точно так же 60% (6 из 10) NCCR, 
полученные из ЦСЖ пациентов с РС, принимавших 
натализумаб, относятся к перестроенным NCCR 
подтипа II-R, а остальные NCCR — к архетипопо-
добному подтипу II-S (40%, 4 из 10).

Следует отметить, что JCPyV NCCR, получен-
ные от 1 больного с подтверждённым диагнозом 
ПМЛ с неблагоприятным прогнозом (образцы бы-
ли собраны, когда он уже находился в вегетатив-
ном состоянии) и выявляемой ДНК JCPyV, относи-
лись к перестроенным JCPyV NCCR подтипа II-R.  
С другой стороны, NCCR от другого пациента с РС, 
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Таблица 1. Характеристика образцов, полученных от пациентов с РС, принимавших натализумаб
Table 1. Characteristics of samples obtained from MS patients treated with natalizumab

№
No.

Идентификатор  
пациента
Patient ID

Количество инфузий  
натализумаба, шт.

Number of natalizumab 
infusions, pcs

Индекс антител  
к JCPyV

Anti-JCPyV  
antibody index

Количественное определение 
ДНК JCPyV, гЭкв/мл

Quantification of JCPyV DNA,  
gEq/ml

Генотип JCPyV
JCPyV genotype

Плазма крови | Blood plasma

1 NAT-1/1 Н. д. | N. d. Н. д. | N. d. 6,88 × 102 1A

2 NAT-1/2 Н. д. | N. d. Н. д. | N. d. ˂ 1 × 103 1A

3 NAT-2 36 2,14 Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

4 NAT-3 22 2,127 Н. о. | N. def. 1B

5 NAT-4/1 16 2,43 Н. о. | N. def. 1B

6 NAT-4/2 16 2,43 Н. о. | N. def. 1B

7 NAT-5 9 2,64 Н. о. | N. def. 1B

8 NAT-6 11 Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. 1B

9 NAT-7 32 2,63 Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

10 NAT-8/1 24 2,11 Н. о. | N. def. 1B

11 NAT-8/2 24 2,64 Н. о. | N. def. 1B

12 NAT-9 18 2,194 Н. о. | N. def. 1A

13 NAT-10/1 25 1,529 Н. о. | N. def. 1B

14 NAT-10/2 25 1,529 Н. о. | N. def. 1A

15 NAT-11 20 0,259 Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

16 NAT-12 26 2,582 Н. о. | N. def. 1B

17 NAT-13 28 2,38 Н. о. | N. def. 1B

18 NAT-14 35 2,179 Н. о. | N. def. 1A

19 NAT-15/1 27 2,353 Н. о. | N. def. 1A

20 NAT-16 12 2,773 Н. о. | N. def. Type 1

21 NAT-17 40 3,4 Н. о. | N. def. 1B

22 NAT-18 24 Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

23 NAT-19 Н. д. | N. d. Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. 1B

24 NAT-20 Н. д. | N. d. Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. 1B

25 NAT-21 Н. д. | N. d. Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. 1B

26 NAT-22 Н. д. | N. d. 2,7 Н. о. | N. def. 1B

ЦСЖ | Cerebrospinal fluid

1 NAT-1/1 Н. д. | N. d. – 1,45 × 103 1A

2 NAT-2 36 – Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

3 NAT-3 22 – Н. о. | N. def. 1B

4 NAT-4 16 – Н. о. | N. def. 1B

5 NAT-5 9 – Н. о. | N. def. 1B

6 NAT-10/3 25 – Н. о. | N. def. 1B

7 NAT-15/2 27 – Н. о. | N. def. 1B

8 NAT-18 24 Н. д. | N. d. Н. о. | N. def. Н. о. | N. def.

Примечание. Н. д. — нет данных; н. о. — не определено.
Note. N. d. — no data; N. def. — not defined.

получавшего натализумаб, с подтверждённым диа-
гнозом ПМЛ с благоприятным исходом и неопре-
деляемой ДНК JCPyV принадлежали к архетипопо-
добному подтипу II-S.

Кроме того, последовательность NCCR, полу-
ченная из плазмы пациента с первичным иммуноде-
фицитом (ID-1; номер в GenBank: OM479515), кото-
рый не принимал натализумаб, на 99% гомологична 
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опубликованному архетипу NCCR, за исключением 
1 точечной мутации в сегменте F, и принадлежит к 
архетипу подтипа II-S NCCR.

Все полученные последовательности JCPyV 
NCCR были разделены на 6 различных типов (без 
учёта точечных мутаций): типы I–IV относятся к пе-
рестроенным NCCR подтипа II-R (всего 26 NCCR, 
20 из плазмы крови и 6, полученных из ЦСЖ, со-
ответственно); тип V и VI — к архетипоподобному 
подтипу II-S (всего 22 NCCR, 18 из плазмы крови 
и 4 из ЦСЖ соответственно), формулы последова-
тельностей приведены в табл. 2. Схематично обна-
руженные типы последовательностей JCPyV NCCR 
представлены на рис. 1.

Тип I представлен NCCR типа II-R, в кото-
ром фрагмент, состоящий из сегментов B, C, D и 
E (BCDE), тандемно повторяется трижды. NCCR 
I типа был обнаружен в образце плазмы пациента 
NAT-3 (5%; 1 из 20 перестроенных NCCR) и в об-
разце ЦСЖ пациента NAT-18 (16,7%, 1 из 6 пере-
строенных NCCR). Подобно NCCR типа I, тип II 
представлен NCCR типа II-R, но BCDE-фрагмент 
тандемно повторяется дважды. NCCR типа II — са-
мый распространённый среди образцов NCCR, он 

был обнаружен в 13 образцах плазмы (65%; 13 из 
20 перестроенных NCCR) и 3 СМЖ (50%; 3 из 6 
перестроенных NCCR).

NCCR типа I представляет собой новый пе-
рестроенный уникальный вариант NCCR, не име-
ющий гомологии c последовательностями NCCR, 
опубликованными ранее в NCBI GenBank (под-
тверждено нуклеотидным Blast-анализом). NCCR 
типа II также является перестроенным редким ва-
риантом NCCR, имеющим гомологию с последо-
вательностью NCCR NIID11-68 (номер GenBank: 
LC164353), опубликованной ранее в NCBI GenBank. 
Вариант NCCR типа II впервые идентифицирован в 
плазме крови и ЦСЖ пациента с подтверждённым 
диагнозом ПМЛ с неблагоприятным прогнозом и 
детектируемой ДНК JCPyV.

Тип III NCCR относится к типу II-R, для ко-
торого характерна дополнительная копия BC-фраг-
мента, интегрированная между сегментами E и F. 
NCCR III типа был обнаружен в 4 образцах плазмы 
(20%; 4 из 20 перестроенных NCCR) и в 2 образцах 
ЦСЖ (33,3%; 2 из 6 перестроенных NCCR).

Тип IV представлен II-R NCCR, где участок С 
повторяется тандемно. Этот вариант NCCR был об-

Таблица 2. Характеристика последовательностей NCCR, выявленных у пациентов с РС, получавших натализумаб
Table 2. Characterization of NCCR sequences identified in MS patients treated with natalizumab

№
No.

Номер в GenBank
GenBank  

accession number
Формула последовательности

Sequence formula

Плазма крови | Blood plasma

Тип I | Type I  (IIR, (BCDE)3)

1 OM479519 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Тип II | Type II (IIR, (BCDE)2)

2 OM479520 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

3 OM479516 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

4 OM479517 A1-25B1-23C1-45-CCTAACCTCCTA-D3-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-45 
CCTAACCTCCTA-D3-39D46-66E1-18-F1-69

5 OM479526 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

6 OM479528 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

7 OM479534 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

8 OM479538 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

9 OM479531 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

10 OM479523 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

11 OM479542 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

12 OM479545 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

13 OM479552 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

14 OM479557 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Тип III | Type III (IIR, BCDEBC)

15 OM479550 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55F40-69

16 OM479558 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55F40-69

17 OM479561 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55F40-69
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№
No.

Номер в GenBank
GenBank  

accession number
Формула последовательности

Sequence formula

18 OM479555 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-3-B1-23C1-55F40-69

Тип IV | Type IV (IIR, C134C555)

19 OM479529 A1-25B1-23C1-34C5-55D1-39D46-66E1-18F1-69

20 OM479535 A1-25B1-23C1-34C5-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Тип V (IIS, ABCD30 и другие укороченные NCCR) | Type V (IIS, ABCD30 and other truncated NCCR)

21 OM479522 A1-25B1-23C1-55D1-30

22 OM479530 A1-25B1-23C1-55D1-30

23 OM479541 A1-25B1-23C1-55D1-30

24 OM479544 A1-25B1-23C1-55D1-30

25 OM479559 A1-25B1-23C1-55D1-30

26 OM479562 A1-25B1-23C1-55D1-30

27 OM479533 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66

Тип VI (IIS, архетипоподобные с делецией 6 нуклеотидов в сегменте D)
Type VI (IIS, archetypelike with Box D typical deletion)

28 OM479518 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

29 OM479532 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

30 OM479539 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

31 OM479536 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

32 OM479540 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

33 OM479543 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

34 OM479560 A1-24B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

35 OM479549 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

36 OM479551 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

37 OM479556 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Архетип | Archetype

38 OM479515 A1-25B1-23C1-55D1-66E1-18F1-69

ЦСЖ | Cerebrospinal fluid

Тип I | Type I (IIR, (BCDE)3)

1 OM479554 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Тип II | Type II (IIR, (BCDE)2)

2 OM479525 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

3 OM479527 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

4 OM479553 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Тип III | Type III (IIR, BCDEBC)

5 OM479521 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-F1-2-A25-B1-23C1-55F40-69

6 OM479546 A1-24B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18-GGGAAT-B4-20-ATG-C1-52-CCCCA-F42-67

Тип V (IIS, ABCD30 и другие укороченные NCCR) | Type V (IIS, ABCD30 and other truncated NCCR)

7 OM479547 A1-25B1-23C1-55D1-30

Тип VI (IIS, архетипоподобные с делецией 6 нуклеотидов в сегменте D)
Type VI (IIS, archetypelike with Box D typical deletion)

8 OM479524 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

9 OM479537 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

10 OM479548 A1-25B1-23C1-55D1-39D46-66E1-18F1-69

Окончание табл. 2 | End of the Table 2
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наружен только в плазме крови 2 пациентов с РС, 
получавших натализумаб, NAT-8 и NAT-10 (10%; 2 
из 20 перестроенных NCCR).

NCCR типов V и VI являются архетипопо-
добными NCCR подтипа II-S. Тип V — укорочен-
ный вариант NCCR, в котором отсутствуют либо 
сегменты E и F (8 из 9 случаев неперестроенных 
NCCR), либо сегменты A, B и C (1 из 9 неперестро-
енных NCCR). NCCR типа V наиболее часто обна-
руживали в плазме крови (8 из 9 неперестроенных 
NCCR), а 1 раз — в образце ЦСЖ от больного 
NAT-15.

Тип VI представлен типом II-S NCCR с более 
чем 98% гомологией опубликованному архетипу 
NCCR CY (номер GenBank: AB038249), за исклю-
чением нуклеотидной делеции длиной 6 п.о. в сег-
менте D. Более половины (55,5%) NCCR типа VI 
обнаружены в образцах плазмы крови (10 из 18 
II-S NCCR) и 75% (3 из 4 II-S NCCR) — в образцах 
ЦСЖ. Следует отметить, что NCCR типа VI был об-
наружен в плазме крови и ЦСЖ пациента с диагно-
зом ПМЛ с благоприятным исходом и неопределяе-
мой ДНК JCPyV.

Сравнительный анализ встречаемости  
предполагаемых сайтов связывания факторов 

транскрипции JCPyV NCCR у пациентов с РС,  
получавших натализумаб

Для проведения сравнительного анализа 
встречаемости предполагаемых сайтов связыва-
ния факторов транскрипции в анализ были вклю-
чены последовательности «архетипа» NCCR  
(в качестве референсной последовательности), а 
также последовательности «прототипов» NCCR: 
Mad-1 [12, 38], Mad-4 [39, 40], Mad-8 [40] и PML 
HL [41]. Проведённый анализ показал, что NCCR 
всех типов содержат сопоставимое с архетипиче-
ским NCCR количество сайтов связывания факто-
ров транскрипции Pentamut, L3 (Spi-B), L6 (Spi-B), 
L18 (Spi-B), L8 (Spi-B), Pseudo-NF-1 site, p53, AP-1-
like site, AP-4, PEA3, GABP, GABP-alpha, TATA box, 
TFIID и TBP. В то же время количество сайтов свя-
зывания факторов транскрипции GA box (SP-1 site), 
c-Jun, NF-1 motif, NF-1, c-Fos, HMG I(Y), MEF-2A, 
C/EBPalpha, TEF-1 и GF1 в перестроенных NCCR 
типов I-IV было выше по сравнению с архетипопо-
добными NCCR (архетип, тип V и VI) (табл. 3).

Рис. 1. Схематичное изображение структуры последовательностей JCPyV NCCR, выявленных у пациентов с РС,  
получавших натализумаб.

Fig. 1. Schematic representation of the structure of JCPyV NCCR sequences identified in MS patients treated  
with natalizumab.
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Кроме того, было показано, что в последова-
тельностях NCCR, принадлежащих к типу II-R (тип 
I, II, III, IV, Mad-8 и PML HL), предполагаемые сай-
ты связывания факторов транскрипции NF-1, GF1 
и AP-1 встречаются достоверно чаще (p ˂ 0,0001), 
чем в последовательностях NCCR, принадлежащих 
к типу II-S (архетип, типы V и VI) (рис. 2).

Гетерогенность популяций JCPyV NCCR  
у пациентов с РС, получавших натализумаб

В ходе проведённого анализа выявлено, что у 
12 пациентов с РС, принимавших натализумаб, в 
организме циркулируют несколько вариантов ви-
руса (табл. 4). У 6 пациентов были обнаружены  
2 варианта NCCR, у 4 — 3 варианта, у 2 — 4 вари-

Таблица 3. Предполагаемые сайты связывания факторов транскрипции в JCPyV NCCR у пациентов с РС, получавших 
натализумаб
Table 3. Putative binding sites of transcription factors in JCPyV NCCR in MS patients treated with natalizumab

Архетип 
(II-S)

Archetype 
(II-S)

Тип V 
(II-S)

Type V 
(II-S)

Тип VI 
(II-S)

Type VI 
(II-S)

Тип I 
(II-R)
Type 
(II-R)

Тип II 
(II-R)

Type II 
(II-R)

Тип III 
(II-R)

Type III 
(II-R)

Тип IV 
(II-R)

Type IV 
(II-R)

Mad-8 
(II-R) PML HL 

(II-R)
Mad-1 
(I-R)

Mad-4 
(I-R)

Pentamut 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

L3 (Spi-B) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0

L6 (Spi-B) 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

L18 (Spi-B) 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

L8 (Spi-B) 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

Pseudo-NF-1 site 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

p53 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

AP-1-like site 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

AP-4 2 0 2 2 2 2 2 1 2 2 2

PEA3 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

GABP 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

GABP-alpha 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1

TATA box 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1

TFIID 2 1 2 4 3 2 2 1 1 2 1

TBP 2 1 2 4 3 2 2 1 1 2 1

GA box (SP-1 site) 1 1 1 3 2 2 1 1 1 0 0

c-Jun 2 0 1 1 1 1 1 3 3 1 1

NF-1 motif 5 3 5 11 8 6 5 6 6 4 4

NF-1 4 2 4 8 6 5 5 6 6 6 6

c-Fos 12 5 11 18 15 10 11 15 15 14 11

HMG I(Y) 8 6 8 10 9 8 8 9 11 12 7

MEF-2A 1 1 1 3 2 2 1 1 2 0 0

C/EBPalpha 3 0 3 4 4 1 3 6 6 4 4

TEF-1 1 1 1 3 2 1 1 0 0 0 0

GF1 1 1 1 3 2 2 2 2 2 2 2

CRE-TAR 1 1 1 3 2 2 1 2 2 2 2

AP-1 motif 1 1 1 3 2 2 2 2 2 2 2

Примечание. Белым обозначены предполагаемые сайты связывания факторов транскрипции, количество которых не изменилось  
по сравнению с последовательностью архетипа; светло-серым — предполагаемые сайты связывания факторов транскрипции, коли-
чество которых уменьшилось по сравнению с последовательностью архетипа; тёмно-серым — предполагаемые сайты связывания 
факторов транскрипции, количество которых увеличилось по сравнению с последовательностью архетипа.
Note. White indicates putative transcription factor binding sites that have not changed in number compared to the archetype sequence;  
light grey indicates putative transcription factor binding sites that have decreased in number compared to the archetype sequence;  
dark grey indicates putative transcription factor binding sites that have increased in number compared to the archetype sequence.
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Рис. 2. Сравнительный анализ встречаемости предполагаемых сайтов связывания факторов транскрипции  
NF-1, GF1 и AP-1 в JCPyV NCCR у пациентов с РС, получавших натализумаб. 

Проанализированы 22 образца, относящихся к архетипоподобным NCCR подтипа II-S, и 26 образцов, принадлежащих  
к перестроенным NCCR подтипа II-R. ****p ˂ 0,0001. 

Fig. 2. Comparative analysis of the occurrence of putative binding sites for transcription factors NF-1, GF1, and AP-1  
in JCPyV NCCR in MS patients treated with natalizumab. 

22 II-S archetype-like NCCR samples and 26 II-R rearranged NCCR samples were analyzed. ****p ˂ 0.0001.
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Таблица 4. Множественные варианты NCCR, обнаруженные у пациентов с РС, получавших натализумаб
Table 4. Multiple NCCR variants found in MS patients treated with natalizumab

№
No.

Идентификатор пациента
Patient ID

Плазма крови, тип NCCR
Blood plasma, NCCR type

ЦСЖ, тип NCCR
Cerebrospinal fluid, NCCR type

1 NAT-3 I, II III
2 NAT-4 II, V II, VI
3 NAT-8 II, IV, V Н. д. | N. d.
4 NAT-9 V, VI Н. д. | N. d.
5 NAT-10 II, IV, VI VI
6 NAT-13 V, VI Н. д. | N. d.
7 NAT-14 II, VI Н. д. | N. d.
8 NAT-15 II, V III, V, VI
9 NAT-18 II, III, VI I, II

10 NAT-19 III, VI Н. д. | N. d.
11 NAT-21 V, VI Н. д. | N. d.
12 NAT-22 III, V Н. д. | N. d.

Примечание. Н. д. — нет данных.
Note. N. d. — no data.

Таблица 5. Варианты NCCR, обнаруженные в парных образцах плазмы крови и ЦСЖ у пациентов с РС, получавших 
натализумаб
Table 5. NCCR variants detected in paired plasma and cerebrospinal fluid samples from MS patients treated with natalizumab

№
No.

Идентификатор пациента
Patient ID

Плазма крови, тип NCCR
Blood plasma, NCCR type

ЦCЖ, тип NCCR
Cerebrospinal fluid, NCCR type

1 NAT-1 II II
2 NAT-2 VI VI
3 NAT-3 I, II III
4 NAT-4 II, V II, VI
5 NAT-5 II II
6 NAT-10 II, IV, VI VI
7 NAT-15 II, V III, V, VI
8 NAT-18 II, III, VI I, II
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анта (табл. 4). Реже всего в комбинациях вариантов 
вируса встречались NCCR типов I и IV (2 из 12); 
NCCR типа III встречался 5 раз в обнаруженных 
комбинациях, NCCR типов II и V — 7 раз. Самым 
часто встречающимся NCCR в комбинациях вари-
антов вируса был архетипоподобный NCCR типа 
VI (9 из 12).

Отметим, что различные варианты вируса 
встречались в разных компартментах организма 
(плазма крови и ЦСЖ). Однако достоверных отли-
чий в частоте встречаемости перестроенных и архе-
типоподобных вариантов NCCR в разных компарт-
ментах организма не обнаружено.

Кроме того, анализ вариантов NCCR, обнару-
женных в парных образцах плазмы крови и ЦСЖ  
(8 пациентов), показал, что в 3 случаях в плазме 
крови и ЦСЖ был один вариант NCCR (тип II в 2 
случаях, тип VI — в 1), тогда как в остальных случа-
ях — различные (множественные) варианты вируса  
(табл. 5).

Обсуждение
Развитие ПМЛ у пациентов с РС, принимаю-

щих иммуносупрессивные препараты, такие как на-
тализумаб, требует поиска биологических факторов 
(предикторов), способствующих риску развития этой 
серьёзной инфекции головного мозга [42]. Изучение 
структуры последовательности NCCR JCPyV явля-
ется одним из таких подходов. В настоя щей работе 
впервые на территории России были проанализиро-
ваны последовательности NCCR JCPyV и выявлен 
уникальный паттерн дупликаций сегментов NCCR, 
не имеющий гомологии последовательностей с 
NCCR, данные о которых опубликованы ранее.

NCCR представляет собой гипервариабельную 
регуляторную область JCPyV длиной около 400 п.о.,  
которая содержит большинство элементов, необ-
ходимых для инициации ранней и поздней транс-
крипции и экспрессии вирусных генов, включая 
TATA-боксы и сайты связывания факторов транс-
крипции [2]. В составе NCCR «архетипа» JCPyV вы-
деляют 6 сегментов — A, B, C, D, E и F, состоящих 
из 25, 23, 55, 66, 18 и 69 п.о. соответственно [11].  
Нейровирулентные JCPyV NCCR перестроены. 
Например, «прототип» последовательности NCCR 
JCPyV, известный как Mad-1, который впервые был 
выделен у пациента с ПМЛ [12, 38], имеет делеции 
в сегменте D и состоит только из сегментов A, C и 
E, расположенных в виде тандемных повторов дли-
ной 98 п.о., за которыми следует сегмент F [43–45]. 
Существует множество перестроенных изолятов 
JCPyV [46], в том числе другие Mad-изоляты, ко-
торые были получены из тканей пациентов с ПМЛ 
[47], например Mad-8, по сегментному составу схо-
жий с Mad-1, но имеющий в составе часть сегмента 
B, а также одиночные инсерции. При этом вариант 
Mad-8 более распространён среди NCCR, обна-

руживаемых у пациентов с ПМЛ, по сравнению с 
Mad-1 [43, 47, 48].

Известно, что JCPyV NCCR разделены на че-
тыре группы [49]: I-S, I-R (как Mad-1 и Mad-4), II-S 
и II-R (как Mad-7 и Mad-8). NCCR группы I не со-
держат инсерций, тогда как NCCR группы II имеют 
вставку по крайней мере части последовательности 
из одного из участков сегментов B или D. Подти-
пы S (от англ. singular) не содержат повторов, тогда 
как для подтипов R (от англ. repeat) характерны по-
вторы. NCCR типа II-S называют архетипами или 
архетипоподобными, если они содержат делеции. 
NCCR типа II-R обычно называют перестроенными 
NCCR [49].

В ходе нашего исследования показано, что в 
совокупности до 55% JCPyV NCCR у пациентов 
с РС, получавших натализумаб, относятся к пере-
строенным NCCR подтипа II-R, а остальные пред-
ставляют собой архетипоподобные подтипы II-S. 
Полученные данные несколько отличаются от опу-
бликованных ранее, где до 80–100% NCCR, иден-
тифицированных в образцах ЦСЖ и/или плазмы/
сыворотки крови пациентов, страдающих ПМЛ или 
получавших натализумаб, относятся к перестроен-
ным NCCR подтипа II-R [31, 50, 51]. Кроме того, 
анализ последовательностей NCCR у пациентов с 
РС, получавших натализумаб, выявил только 4 пат-
терна перестройки NCCR (типы I–IV) и 2 архетипо-
подобных паттерна (типы V и IV; табл. 2). Эти ре-
зультаты отличаются от данных, описанных ранее 
С.Е. Reid и соавт., где каждый пациент с ПМЛ имел 
уникальный набор делеций и дупликаций в преде-
лах NCCR [50]. Типы I и III представляют собой 
уникальные перестроенные NCCR, обнаруженные 
впервые. Варианты NCCR типа IV были описаны 
ранее у пациентов с синдромом первичного имму-
нодефицита, ПМЛ и пациентов с РС, получавших 
натализумаб [50–53]. Укороченные формы NCCR 
также были описаны ранее у пациентов с РС, полу-
чавших натализумаб [50].

NCCR типа II — самый распространённый 
среди образцов перестроенных NCCR, обнаружен-
ный более чем в 30% случаев (16 из 48), считается 
редким и встречается лишь в 1,7% (17 из 989) изу-
ченных случаев в мире [46]. Интересно, что такого 
рода NCCR ранее обнаруживали исключительно в 
ЦСЖ [46], тогда как в нашем исследовании более 
80% таких NCCR были представлены в плазме кро-
ви больных РС, получавших натализумаб.

Мутации в перестроенных NCCR сложны и, 
скорее всего, являются результатом гомологичной 
рекомбинации, которая приводит к большим деле-
циям и тандемным дупликациям сегментов в NCCR 
[43], как в случае NCCR, обнаруженных в ходе на-
шей работы.

Сравнительный анализ показал, что фланки-
рующие сегменты A и F никогда не затрагивались 
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во время перестройки, за исключением NCCR 
типа III, где часть сегмента F была удалена. Эти 
наблюдения согласуются с перестройками NCCR, 
наблюдаемыми у пациентов с ПМЛ, получавших 
натализумаб [50].

Дублированный сегмент B часто обнаруживал-
ся как часть относительно длинных тандемных или 
одиночных повторов (BCDE или BC в нашем иссле-
довании) в перестроенных JCPyV NCCR у пациен-
тов с РС, получавших натализумаб. Аналогичные 
дупликации сегмента B (частичные или полнораз-
мерные) были обнаружены в последовательностях 
NCCR Mad-8 JCPyV, обнаруженных в тканях мозга 
больных ПМЛ [47], в последовательностях NCCR 
Mad-8 JCPyV из тканей миндалин детей [40] и в 
некоторых NCCR у пациентов с ПМЛ, получавших 
натализумаб [50, 51, 55]. Только NCCR типа IV имел 
единственную копию сегмента B в своём составе.

Отметим, что сегмент C всегда был дуплици-
рован в перестроенных JCPyV NCCR исследован-
ной когорты, получавшей натализумаб, либо как 
часть относительно длинных повторов (BCDE или 
BC) в NCCR типа I–типа III, либо как одиночная 
дупликация в NCCR типа IV. Дупликации сегмен-
та C характерны для многих NCCR, обнаруживае-
мых у пациентов с синдромом первичного имму-
нодефицита, ПМЛ, и пациентов с РС, получавших 
натализумаб [50–53].

Интересно, что сегмент D присутствовал во 
всех NCCR пациентов с РС, получавших натали-
зумаб. Этот факт не согласуется с предыдущими 
сообщениями, описывающими его полное или ча-
стичное отсутствие в NCCR из плазмы крови и/или 
ЦСЖ пациентов с ПМЛ, получавших натализумаб 
[46, 50]. Подавляющее большинство NCCR, обна-
руженных в ходе исследования, имели идентичную 
уникальную делецию длиной 6 п.о. (AAACCA) в 
сегменте D. Эта делеция наблюдалась в 41 из 48 
последовательностей NCCR, полученных из образ-
цов плазмы крови и ЦСЖ во всех типах NCCR (как 
перестроенных, так и архетипоподобных), за ис-
ключением укороченных NCCR (7 из 48), принад-
лежащих к типу V. Важно отметить, что когда эта 
делеция присутствовала в повторяющемся фраг-
менте BCDE, она была общей для всех копий, что 
позволяет предположить, что делеция произошла 
до дупликации, как предполагалось ранее [50, 55]. 
Эта уникальная делеция, по-видимому, является 
вызванным натализумабом изменением в исследу-
емой когорте (результат избирательного давления, 
вызванного лечением натализумабом), поскольку 
она присутствовала в подавляющем большинстве 
проанализированных последовательностей NCCR, 
но отсутствовала в NCCR из плазмы и ЦСЖ паци-
ента с первичным иммунодефицитом.

Сегмент E присутствовал во всех NCCR у па-
циентов с РС, получавших натализумаб. В NCCR 

типов I и II он был дуплицирован как часть отно-
сительно длинного повтора BCDE. Это наблюде-
ние согласуется с ранее описанными структурами 
NCCR у пациентов с ПМЛ [47, 50, 51, 54]. NCCR 
типа III имели единственную копию сегмента E.

Преобладание повторов в последовательностях 
NCCR ведёт к увеличению количества энхансерных 
элементов, предположительно имеющих решающее 
значение для вирусного патогенеза [46]. Так, каж-
дый BCDE-фрагмент содержит несколько энхансер-
ных элементов, включая сайты связывания факто-
ров транскрипции NF1, CRE-TAR, GA-домен (сайт 
связывания фактора транскрипции SP-1), GF-1,  
AP-1 и др. (табл. 3). Известно, что эти энхансерные 
элементы модулируют транскрипцию, экспрессию 
и репликацию JCPyV, а также его тропизм [13, 44, 
56–61].

Наш анализ показал, что сегмент D содержит 
несколько энхансерных элементов, в том числе  
4 сайта связывания, TFIID, TBP, TEF-1 и c-Fos, 
предсказанные онлайн-инструментом PROMO [35, 
36]. Уникальная делеция 6 п.о. (AAACCA), обнару-
женная в сегменте D, приводила к потере предска-
занного сайта связывания c-Fos (прогноз был сде-
лан для человеческого фактора и вирусных сайтов) 
по сравнению с последовательностью архетипа. 
c-Fos представляет собой ядерный фосфопротеин, 
образующий прочный, но нековалентно связанный 
комплекс с фактором транскрипции JUN/AP-1 [62, 
63]. c-Fos экспрессируется с низкой тканевой специ-
фичностью и обнаруживается практически во всех 
отделах организма2. Известно, что c-Fos активирует 
ранние и поздние промоторы JCPyV [64], поэтому 
потеря этого предполагаемого сайта связывания в 
сегменте D может не привести к переходу к нейро-
вирулентному варианту, но этот факт требует даль-
нейшего изучения.

Интересным показался тот факт, что в организ-
ме 12 пациентов с РС, принимавших натализумаб, 
были обнаружены множественные варианты NCCR, 
причём варианты, обнаруженные в плазме крови и 
ЦСЖ одного пациента, различались. Ранее было по-
казано, что JCPyV в организме человека существу-
ет как квазивид (т.е. популяция высокородственных 
особей), который является общим для ЦСЖ и плаз-
мы крови у одного пациента [53]. Наряду с этим в 
большей части парных образцов варианты NCCR, 
обнаруженные в плазме крови и ЦСЖ, отличались. 
Известно, что клетки костного мозга и происходя-
щие из него В-лимфоциты считаются потенциаль-
ными местами для нейротропной трансформации 
JCPyV из-за присущей способности к перестройке 
ДНК, которая может способствовать появлению 
перестроенных вариантов JCPyV [65–67]. Ранее 
было высказано предположение, что как инфици-

2 URL: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000170345-FOS/tissue
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рованные вирусом лимфоциты, так и бесклеточный 
вирус участвуют в распространении вируса путём 
преодоления гематоэнцефалического барьера [67–
70]. Вероятнее всего, перестройки в JCPyV NCCR в 
инфицированных лимфоцитах, прео долевших гема-
тоэнцефалический барьер, продолжаются, в связи с 
чем в ЦСЖ и возникают варианты NCCR, отличаю-
щиеся (полностью или частично) от тех, что выяв-
ляются в плазме крови.

Смена генотипов JCPyV, которую мы наблю-
дали в парных образцах двух пациентов (NAT-10 и 
NAT-15), указывает на то, что в условиях иммуносу-
прессии организма (на фоне приёма натализумаба) 
JCPyV высокоизменчив не только в области NCCR, 
но и в области, кодирующей VP1. Наличие мно-
жественных вариантов JCPyV, их различающаяся 
компартментализация внутри организма пациента, 
а также смена генотипа JCPyV во времени и в зави-
симости от проанализированного компартмента ор-
ганизма (плазма крови или ЦСЖ) отражают процес-
сы, в ходе которых вирус непрерывно адаптируется 
к своей клеточной среде, о чём упоминалось ранее 
другими исследователями [53].

Заключение
Проведённое исследование позволило впервые 

выявить паттерны NCCR, характерные для больных 
РС, принимавших натализумаб, в России, а также 
впервые выявить новый перестроенный вариант 
NCCR и продемонстрировало острую необходи-
мость проведения дальнейших исследований пе-
рестроек JCPyV NCCR у пациентов с РС, получав-
ших натализумаб, поскольку это может дать новое 
представление о возникновении нейровирулентных 
вариантов JCPyV. В перспективе определение пере-
строек JCPyV NCCR может улучшить стратифика-
цию риска ПМЛ, ускорить своевременную диагно-
стику и оптимизировать ресурсы здравоохранения, 
способствуя снижению прямых и косвенных затрат 
на заболевание РС.
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