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ВВЕДЕНИЕ
Вирусный гепатит С – повсеместно распростра- 

ненное инфекционное заболевание, которым, по 
данным Всемирной организации здравоохране- 
ния, страдает ~50 млн человек в мире [1]. При этом  

ежегодно регистрируется ~1 млн новых случаев ин- 
фицирования. В 2024 г. показатель заболеваемости  
хроническим гепатитом С (ХГС) в России составил 
34.86 на 100 тыс. населения, что выше, чем в 2023 г.  
(31.63 на 100 тыс. населения) [2], причем заболе- 
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Хроническая инфекция, вызванная вирусом гепатита С (ВГС), может привести к печеночной 
недостаточности, циррозу печени и гепатоцеллюлярной карциноме. Два вирусных оболочечных 
гликопротеина E1 и E2 участвуют в процессе проникновения ВГС в клетки хозяина и выступают 
мишенями для вируснейтрализующих антител. Наличие антител к комплексу Е1Е2 до начала 
лечения, как было продемонстрировано другими авторами, было ассоциировано с достижением 
устойчивого вирусологического ответа (УВО) у 70% пациентов после терапии противовирусными 
препаратами прямого действия (ПППД), т.е. может быть предиктивным маркером (p = 0.012). 
Однако до сих пор не выяснена возможная предиктивная роль отдельных В-эпитопов оболочечных 
белков ВГС. Цель исследования – выявить антитела к пептидам, воспроизводящим консервативные 
В-клеточные эпитопы оболочечных белков Е1 и Е2, оценить их значимость для прогноза элиминации 
вируса. Синтез девяти пептидов из оболочечных белков вируса проводили твердофазным 
методом. Иммунореактивность пептидов анализировали методом иммуноферментного анализа с 
использованием сывороток крови 9 участников с острым и 67 участников с хроническим гепатитом 
С, которым была проведена терапия ПППД.  По результатам исследования показано, что наличие 
антител к двум пептидам, воспроизводящим консервативные иммунодоминантные В-эпитопы 
белка Е2, ассоциировано с достижением УВО у 73.0 и 89.2% пациентов (р = 0.00001 и р = 0.0086), 
что позволяет рассматривать наличие антител к ним как положительный прогностический маркер. 
Полученные данные могут быть использованы при совершенствовании методов прогнозирования 
исходов терапии, формировании персонализированных подходов к лечению и разработке вакцинных 
препаратов против гепатита С.
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ваемость ХГС превышает заболеваемость хрони- 
ческим гепатитом В в 3.7 раза. После острой фазы  
инфекции, вызываемой вирусом гепатита С (ВГС),  
в ~70–85% случаев развивается ХГС, который 
может привести к циррозу печени и гепатоцел- 
люлярной карциноме [1]. 

С момента открытия ВГС в 1989 г. были до- 
стигнуты значительные успехи в изучении вируса 
и лечении вызываемой им инфекции. С 2014 г.  
в нашей стране стала применяться новая эффек- 
тивная терапия гепатита С, основанная на про- 
тивовирусных препаратах прямого действия 
(ПППД). Эти препараты направлены на белки  
ВГС, специфически блокируют их функциональ- 
ную активность и прерывают цикл репликации 
вируса. Максимальная эффективность терапии 
достигается, когда пациенты проходят лечение 
на ранней стадии до выраженного фиброза или 
цирроза печени [3]. Устойчивый вирусологи- 
ческий ответ (УВО) достигается в среднем в 95%  
случаев [4, 5]. Однако из-за высоких затрат на 
препараты и значительной доли невыявленных 
диагнозов лечением охвачено ~10% инфициро- 
ванных в мире, что характерно и для нашей стра- 
ны [6]. 

Установлено, что у выздоровевших после 
острой инфекции не формируется длительный 
протективный иммунитет и существует риск ре- 
инфекции. Как показано ранее, в случае повторного 
инфицирования процесс клиренса (элиминации) 
вируса ускоряется на ~80%, наблюдается быстрое 
увеличение титров вируснейтрализующих антител 
(ВНА), полиспецифичный и поликлональный 
ответ В-клеток и CD8+ Т-клеток, менее длительное 
течение инфекции и снижение максимального 
уровня вирусной нагрузки, что свидетельствует о  
значении адаптивного иммунитета [7]. В послед- 
ние годы исследователи проявляют интерес к разра- 
боткам, направленным на создание синтетических 
эпитопных вакцин от гепатита С с использова- 
нием консервативных и вируснейтрализующих 
антигенных детерминант разных белков вируса. 
Предполагается, что комбинация Т-хелперных, 
Т-киллерных и B-клеточных эпитопов из наиболее 
иммуногенных антигенов ВГС может стать канди- 
датным вариантом профилактической и/или те- 
рапевтической вакцины против гепатита С [8]. 

Элиминация вируса при ОГС находится в пря- 
мой зависимости от быстрого появления цирку- 
лирующих ВНА [9]. Однако высокие титры ВНА 
также наблюдаются у большинства хронически 
инфицированных пациентов, но они не способны 
контролировать инфекцию [10]. Считается, что 
главная причина этой неспособности – высокая 

частота аминокислотных замен в структуре оболо- 
чечных белков, что приводит к ускользанию от  
антител. Поэтому актуально изучение роли от- 
дельных консервативных В-эпитопов оболочеч- 
ных белков в ограничении ВГС-инфекции. Ис- 
следование эпитопов оболочечных белков ВГС  
имеет важное практическое значение для разра- 
ботки новых диагностических тестов, создания 
вакцин, разработки терапии и мониторинга им- 
мунного ответа при лечении.

Оболочечный белок Е1 участвует в процессе 
проникновения вируса в клетки-мишени, взаимо- 
действуя с клеточными рецепторами, такими как  
клаудин-1, клаудин-6 и CD36 (скэвенджер-рецеп- 
тор). Установлены основные иммуногенные об- 
ласти белка Е1, служащие мишенями ВНА: N-кон- 
цевая область 192–207 а.о. (против нее получено  
моноклональное антитело H-111 со слабой нейтра- 
лизующей активностью) и область 313–328 а.о.  
(против нее получены нейтрализующие моно- 
клональные антитела (МКА) IGH505 и IGH526).  
Помимо этих двух областей, Colbert et al. иденти- 
фицировали антигенный сайт 112, охватываю- 
щий 215–299 а.о., на который нацелено МКА 
HEPC112, имеющее нейтрализующую активность 
против семи штаммов ВГС [11].

Второй оболочечный гликопротеин Е2 обеспе- 
чивает контакт вируса, связываясь с клеточ- 
ными рецепторами CD81 и SR-B1. В течение по- 
следнего десятилетия были выявлены новые 
важные факты по локализации антигенных де- 
терминант белка Е2, что позволило создать его 
антигенный “портрет” [12]. Нейтрализующая по- 
верхность белка Е2 представляет собой преиму- 
щественно гидрофобную зону, которая сформи- 
рована 421–459 и 519–535 а.о. и состоит из высоко- 
консервативных участков. 

Было высказано предположение, что основ- 
ной механизм нейтрализации ВГС – нарушение 
взаимодействия между E2 и рецептором CD81 
[13]. В процессе проникновения вируса после 
связывания с CD81 и формирования эндосомы 
интерфейс гликопротеинового комплекса E1E2  
дестабилизируется при низком pH в эндосоме, вы- 
зывая конформационные изменения, приводящие 
к экспонированию и внедрению пептида слияния 
в эндосомальную мембрану. Таким образом, ВНА 
могут либо блокировать связывание CD81 путем 
прямой конкуренции, либо, если они связываются 
за пределами сайта контакта с рецептором, могут  
нарушать конформационные изменения, необхо- 
димые для слияния. Сайт связывания CD81 состоит 
из консервативной N-концевой области; области 
переднего слоя, состоящей из короткой α-спирали; 
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соседней области, названной CD81-связывающей 
петлей. Большинство антител, нейтрализующих 
ВГС, специфичны к конформационным эпитопам. 
Однако было показано, что антитела, специфичные 
к линейным эпитопам, также нейтрализуют ши- 
рокий спектр циркулирующих штаммов вируса 
гепатита С. По крайней мере, человеческое МКА 
HCV1, которое распознает консервативный ли- 
нейный эпитоп 412–423, обеспечило защиту шим- 
панзе от экспериментального инфицирования 
разными генотипами ВГС [14]. 

Цель данного исследования – выявить антитела 
к пептидам, воспроизводящим консервативные 
линейные В-клеточные эпитопы оболочечных 
белков Е1 и Е2 ВГС, и оценить их возможную 
значимость для прогноза элиминации вируса.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Опираясь на накопленные данные по анти- 
генной структуре оболочечных белков ВГС, были  
отобраны девять ключевых В-клеточных эпито- 
пов. Выбор эпитопов осуществляли с учетом сле- 
дующих критериев: консервативность последова- 
тельности в различных генотипах вируса, спо- 
собность вызывать сильный иммунный ответ, 
показанная ассоциация с самопроизвольным 
выздоровлением при ОГС, наличие ранее выяв- 
ленных ВНА к этим эпитопам. Эпитопы были по- 
лучены методом твердофазного синтеза на смоле 
Ванга в ручном режиме по Fmoc-протоколу. После 
синтеза пептиды очищали методом офВЭЖХ с 
использованием УФ- и масс-спектрометрического 
детектирования для идентификации целевых 
пептидов и примесей, лиофильно высушивали. 
Чистота полученных препаратов пептидов по дан- 
ным аналитической офВЭЖХ составила >95%. 

Пептиды (I) и (II) воспроизводили консерватив- 
ные иммуногенные эпитопы из Е1, а пептиды 
(III–IX) – консервативные (или использовались 
консенсусные последовательности) иммуногенные 
эпитопы из Е2, охватывающие области нейтра- 
лизующей поверхности [12, 15–20]. Данные о 
выбранных пептидах представлены в табл. 1.

Способность синтезированных пептидов реаги- 
ровать с сыворотками ВГС-инфицированных 
пациентов (иммунореактивность) анализировали 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа. Иммунореактивность оценивали как 
коэффициент позитивности (КП) и рассчитывали по  
показаниям оптической плотности (ОП) образцов 
относительно пороговой величины ОП. Группу 
пациентов с острым гепатитом С (ОГС) составили 
9 человек (в возрасте 24–46 лет; 3 мужчины и  
6 женщин). Участники с ХГС, получавшие тера- 
пию ПППД, составили вторую группу (n = 67), 
диапазон возраста 25–67 лет (42 мужчины, 25 жен- 
щин). После терапии 37 (55.2%) участник достиг 
УВО, 30 участников (44.8%) завершили терапию 
безуспешно. Стадии фиброза F3 и F4 отмечены у 
17 участников, у остальных – от F0 до F2. 

На рис. 1 представлена частота выявления 
антител к отдельным пептидам в группах с ОГС 
и ХГС.

Наиболее часто антитела выявлялись к пепти- 
дам (III) и (VIII), в то время как пептид (VII) по- 
казал низкую иммунореактивность. Как наглядно 
демонстрирует рис. 1, антитела к пептиду (III) 
чаще выявлялись в остром периоде инфекции, чем  
в хроническом (p < 0.05). Однако следует отметить, 
что группа с ОГС была значительно меньше, что 
группа с ХГС.

Таблица 1. Локализация пептидов, выбранных для синтеза 

Пептид Локализация, а.о. Аминокислотная последовательность Ссылки

(I) Е1: 244–260 PTLAARNASVPTTTIR [15]

(II) Е1: 313–327 VSGHRMAWDMMMNWS [15, 16]

(III) E1-Е2: 381–393 GVDAETHVTGGSAA [17]

 (IV) Е2: 395–411 RTTSGLTSLFSPGAKQN [17]

 (V) Е2: 412–422 QLINTNGSWHI [12, 20]

 (VI) Е2: 434–446 NTGFIASLFYTHK [12, 20]

 (VII) Е2: 484–499 PYCWHYAPKPCGIVSA [15, 16, 19]

(VIII) Е2: 524–535 APTYSWGENETD [12, 20]

 (IX) Е2: 554–569 WMNSTGFTKTCGGPPC [15, 16]
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У 64 из 67 пациентов (95.5%) с ХГС были об- 
наружены антитела к исследуемым пептидам. 
У большинства положительных образцов сыво- 
роток (73.4%) наблюдали низкий коэффициент 
позитивности антител – от 1 до 10.

У всех участников с ОГС были обнаружены 
антитела к отдельным пептидам. Наиболее часто  
у больных ОГС выявляли антитела к пептидам 
(III), (VI) и (VIII). Группа пациентов с ОГС была  
взята на мониторинговое наблюдение, у двух  
участников доказана самопроизвольная элими- 
нация вируса длительным отсутствием РНК (3– 
4 года). У одного из них во время ОГС были вы- 
явлены антитела ко всем девяти пептидам в до- 
статочно высоких титрах – 1 : 80 (I), 1 : 160 (II, IV,  
V, VI, IX), 1 : 320 (VII, VIII) и 1 : 640 (III). У вто- 
рого участника с самоэлиминацией вируса были 
обнаружены антитела к шести пептидам ((II), (III),  
(IV), (V), (VI) и (VIII)), однако титры были низ- 
кими – 1 : 10. Очевидно, это свидетельствует о 
вкладе антител в ограничение ВГС-инфекции и 
согласуется с результатами других авторов [9, 15, 
19, 20].

Virlogeux et al. продемонстрировали, что на- 
личие антител к комплексу Е1Е2 до начала ле- 
чения ассоциировано с достижением УВО после 
терапии ПППД у 70% пациентов, т.е. может быть 
предиктивным маркером (ОШ = 2.82; 95% ДИ: 
1.27–6.47; р = 0.012) [21]. Поэтому следующей 
задачей было обнаружение взаимосвязи между 
наличием антител к отдельным пептидам и ре- 
зультатом терапии, что ранее никем не было по- 
казано. В табл. 2 представлены данные по частоте 
выявления антител у участников, достигших УВО 
и завершивших терапию неуспешно.

Первичный анализ данных показал вариабель- 
ность частоты выявления антител к различным 
пептидам между группами. Наибольшая разница 
наблюдалась для пептида (VI) (73.0% против 
16.7%) и пептида (VIII) (89.2% против 60.0%).

Выявлена статистически значимая взаимо- 
связь между наличием антител к пептидам (VI) и  
(VIII) до начала терапии и достижением УВО  
(р = 0.00001; ОШ – 13.50; 95% ДИ: 4.05 – 44.98 и  
р = 0.0086; ОШ – 5.50; 95% ДИ: 1.55–19.57 со- 
ответственно).  Коэффициенты корреляции между 

Рис. 1. Частота обнаружения антител к пептидам (I–IX) у участников с острым (ОГС) и хроническим гепатитом С (ХГС).

Таблица 2. Анализ ассоциации между достижением УВО и частотой выявления антител к пептидам

Пептид
Частота выявления антител, %

p-значение ОШ (95% ДИ)
участники с УВО (n = 37) участники без УВО (n = 30)

(I) 43.2 (16) 36.7 (11) 0.6245 1.32 (0.49–3.53)
 (II) 45.9 (17) 40.0 (12) 0.8045 1.28 (0.48–3.38)
(III) 59.5 (22) 60.0 (18) 1.0000 0.98 (0.37–2.61)
(IV) 32.4 (12) 16.7 (5) 0.1675 2.40 (0.74–7.82)
(V) 54.1 (20) 56.7 (17) 1.0000 0.90 (0.34–2.37)
(VI) 73.0 (27) 16.7 (5) 0.00001 13.50 (4.05–44.98)
(VII) 29.7 (11) 13.5 (4) 0.1450 2.75 (0.77–9.76)
(VIII) 89.2 (33) 60.0 (18) 0.0086 5.50 (1.55–19.57)
(IX) 37.8 (14) 30.0 (9) 0.6076 1.42 (0.51–3.96)
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наличием антител и достижением УВО составили 
0.561 (средняя сила связи) и 0.340 (умеренная сила 
связи) для пептидов (VI) и (VIII) соответственно. 
Более значимо – выявление антител к пептиду 
(VI), что заметно по параметрам логистической 
регрессии, особенно по высокой величине ОШ, 
отражающей, во сколько раз шансы достичь УВО 
выше при наличии антител к пептиду, чем при их 
отсутствии. 

Синтезированный пептид (I), воспроизводил 
область белка Е1, которую ранее Zibert et al. оце- 
нили как иммунологически значимую с частотой 
обнаружения антител 11–46% в зависимости от 
групп инфицированных участников [15]. Зона 
этого эпитопа тесно перекрывается с областью 
242–261 а.о. белка Е1, которая участвует в свя- 
зывании ВГС с клетками HepG2 [22]. В нашем 
исследовании антитела к пептиду (I) были выяв- 
лены в 33.3% образцов пациентов с ОГС и 40.3% 
образцов пациентов с ХГС, что согласуется с 
данными Zibert et al. [15].

Пептид (II) моделирует область В-клеточного 
эпитопа белка Е1, имеющего консервативную по- 
следовательность, на которую формируются анти- 
тела с межгенотипной перекрестной нейтрализа- 
цией. Было высказано предположение, что нейтра- 
лизация может происходить путем блокирования 
конформационных изменений в гетеродимере 
Е1Е2 [23]. В нашем исследовании антитела к 
пептиду (II) были выявлены в 55.6% образцов 
пациентов с ОГС и 43.3% образцов пациентов с 
ХГС. Ранее Zibert et al., анализируя область 311–
330 а.о. (близкую к нашему пептиду), показали, 
что антитела к ней выявляются с частотой 40% у 
пациентов с самопроизвольным выздоровлением 
при ОГС и с частотой 58% у пациентов с ХГС [15]. 

Пептиды (III) и (IV) воспроизводили консен- 
сусные аминокислотные последовательности 
белка Е2 и представляли собой N- и С-концевые 
участки гипервариабельной области 1 (HVR1) 
соответственно [24]. HVR1 выступает главным 
поверхностным антигеном вируса, доминантным 
эпитопом для нейтрализующих антител, регионом 
с высокой вариабельностью последователь- 
ности и ключевым фактором в формировании хро- 
нической инфекции [25]. Антитела, направленные 
на N-конец, – не нейтрализующие, в то время как  
антитела, распознающие С-концевую область 
HVR1, демонстрируют ограниченную нейтрали- 
зацию [26]. Процесс проникновения ВГС в 
клетку начинается со взаимодействия HVR1 с ре- 
цептором SR-B1. Было показано, что ранняя про- 
дукция антител против HVR1 связана с само- 
произвольной элиминацией инфекции в острой  
фазе гепатита С [27]. Интересно, что несмотря на  

чрезвычайно высокое разнообразие последова- 
тельностей HVR1, сообщалось о значительной  
межгенотипной перекрестной реактивности 
антител на различные варианты последователь- 
ности HVR1 [28]. Это может быть связано с тем,  
что HVR1 содержит консервативные амино- 
кислотные позиции. В нашем исследовании анти- 
тела к пептиду (III) были выявлены в 99.8% об- 
разцов пациентов с ОГС и 59.7% образцов па- 
циентов с ХГС. Среди всех проанализирован- 
ных пептидов антитела у больных ОГС наиболее 
часто обнаруживались на этот пептид, что со- 
гласуется с данными других авторов, у которых, 
однако, частота выявления антител к этому эпитопу 
была ниже, чем в нашей работе – 29.4% при ОГС 
и 33.3% при ХГС [17]. Такое расхождение может 
быть обусловлено разной чистотой полученных 
пептидных препаратов. В нашем исследовании 
антитела к пептиду (IV) были выявлены в 44.4% 
образцов пациентов с ОГС и 25.4% образцов па- 
циентов с ХГС, что согласуется с данными других 
авторов, у которых частота выявления антител 
к данному пептиду составила 17.6–48.4% в 
зависимости от групп пациентов [17].

Пептид (V) воспроизводил консервативный 
иммунодоминантный В-эпитоп, который выпол- 
няет важную роль в формировании комплексов 
Е2 с CD81 [29]. Было обнаружено, что МКА 
AP33 и 3/11, которые распознают данный участок, 
эффективно нейтрализуют проникновение ви- 
руса [30]. Также были описаны и другие МКА, 
способные нейтрализовать ВГС, узнающие эту  
область: человеческие МКА e137, HC33 и HCV1,  
а также мышиное H77.39, которое помимо нару- 
шения взаимодействия с CD81 также ингибиро- 
вало связывание SR-BI с E2. Предполагается, 
что близость области связывания МКА H77.39 с 
областью HVR1 приводит к усилению его нейтра- 
лизующей активности [31]. Область, воспроизво- 
димая пептидом (V), содержит один сайт гликози- 
лирования (417 а.о.). Среди наших проанализи- 
рованных образцов антитела к пептиду выявля- 
лись у 55.5% пациентов с ОГС и у 53.7% пациентов 
с ХГС. Другими авторами было показано, что 
антитела, направленные на участок 412–423 а.о.,  
выявляются только у 2.5–15% пациентов [32]. 
Структурная гибкость этого эпитопа может объяс- 
нять его умеренную иммуногенность у пациентов, 
инфицированных ВГС [33]. Анализируя ту же 
область (412–423 а.о.), Ahsan et al. показали, что 
на данный пептид были обнаружены антитела 
с частотой в 43% у пациентов с ХГС и в 21% у 
участников с самопроизвольным выздоровле- 
нием [20]. 
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Пептид (VI) воспроизводил консервативный 
иммунодоминантный В-эпитоп с потенциальной 
ролью в спонтанном клиренсе вируса [20], анти- 
тела к которому имеют межгенотипную нейтрали- 
зующую активность [34]. Данная область E2 
участвует во взаимодействии с рецептором CD81 
и в других этапах процесса проникновения вируса 
[35]. Данный эпитоп не имеет аминокислотных 
замен, приводящих к ускользанию in vitro [12]. 
Среди проанализированных образцов антитела к 
пептиду были обнаружены нами в 47.8% случаев 
у пациентов с ХГС и в 66.7% у пациентов с ОГС. 
Анализируя схожую область (432–443), Ahsan et al.  
получили данные по частоте выявления антител 
в 63% у участников с ХГС [20]. В своей работе 
они также продемонстрировали ассоциацию 
между наличием антител к данному пептиду и  
спонтанным ограничением острой фазы инфек- 
ции: у участников с самоэлиминацией вируса 
частота выявления антител к пептиду составила 
78%. В нашем исследовании наличие антител 
к данному пептиду было ассоциировано с до- 
стижением УВО на терапию ПППД.

Пептид (VII) воспроизводил участок белка 
Е2, который был описан другими авторами как 
иммуногенный [36]. Исследования показали, что  
участок 480–493 гликопротеина E2 – ключевой для 
связывания с CD81. Этот процесс может способ- 
ствовать проникновению вируса гепатита С в ге- 
патоциты [37]. Olbrich et al. идентифицировали 
два МКА с нейтрализующей активностью, ответ- 
ственных за спонтанное завершение инфекции 
в острой фазе, эти антитела специфически рас- 
познают линейный эпитоп (483–499) [19]. Анали- 
зируя область 481–500 а.о. (близкую к нашему 
пептиду), Zibert et al. показали, что антитела к 
ней выявляются в 25–55% случаев и более часто –  
у участников с самопроизвольной элиминацией 
вируса [15].  В нашем исследовании на данный 
пептид антитела выявлялись редко – в 11.1–22.4% 
образцов.

Пептид (VIII) воспроизводил консерватив- 
ный иммунодоминантный В-эпитоп белка Е2. Дан- 
ный эпитоп расположен внутри петли связывания 
с CD81 и выступает ключевой мишенью для 
антител, блокирующих проникновение ВГС. Об- 
ласть 524–529 образует линейный сайт связыва- 
ния нейтрализующего антитела 1H8. Для данного  
эпитопа предложены две возможные конформа- 
ции: на первую формируются ВНА, а вторая по- 
вышает вероятность взаимодействия ВГС с ре- 
цептором CD81 и, таким образом, способствует 
проникновению вируса в гепатоциты печени [38]. 
В нашем исследовании антитела к пептиду были 

выявлены в 76.1% образцов, что выше, чем в ра- 
боте Ahsan et al., в которой частота обнаружения 
антител к области 523–532 (близкой к нашему 
пептиду) составила 30% [20]. Такое расхождение 
может быть обусловлено как различными груп- 
пами пациентов, так и недостаточной чистотой 
пептида. В своей работе Ahsan et al. не приводят 
данных о методах синтеза и чистоте полученных 
препаратов, времени сбора сывороток, стадиях 
фиброза печени инфицированных людей, а также 
о том, проводилось ли лечение больных ХГС. 

Пептид (IX) воспроизводил участок белка Е2.  
В нескольких предыдущих исследованиях других 
авторов было описано, что эпитоп 551–570 (близ- 
кий к нашему) – иммуногенный [36]. В нашем ис- 
следовании антитела к пептиду были выявлены 
в 34.3% образцов. Анализируя область 551– 
570 а.о., Zibert et al. показали, что частота выяв- 
ления антител варьировалась от 10% у пациен- 
тов с ХГС до 40% у пациентов с самопроизволь- 
ным выздоровлением при ОГС [15].

В нескольких предыдущих исследованиях 
были определены В-эпитопы оболочечных бел- 
ков, появление антител к которым на ранней ста- 
дии ОГС может иметь решающее значение для 
самопроизвольного выздоровления [15, 19, 20]. 
Однако из-за бессимптомного течения острой 
ВГС-инфекции трудно выявить и, следовательно, 
изучить пациентов на ранней стадии заболевания. 
Ранее никем не было показано, что наличие анти- 
тел к данным эпитопам может быть также ассоци- 
ировано с эффективностью терапии ПППД. В на- 
шем исследовании были выявлены два пептида 
(VI) и (VIII), антитела к которым достоверно 
чаще обнаруживались у участников, достигших 
УВО. На эти пептиды также выявлялись анти- 
тела у обоих участников с подтвержденной само- 
элиминацией вируса после ОГС. Очевидно, что  
наличие антител к данным пептидам имеет по- 
ложительное прогностическое значение для 
оценки исхода ОГС и терапии ПППД. Особая роль 
пептидов (VI) и (VIII) может быть обусловлена 
тем, что они располагаются в области, критически 
важной для проникновения ВГС, участвуют во  
взаимодействии с ключевым клеточным рецеп- 
тором CD81, демонстрируют высокую консерва- 
тивность и иммуногенность, индуцируют ВНА. 

Полученные в данном исследовании резуль- 
таты могут быть использованы для разработки 
прогностических маркеров эффективности те- 
рапии, создания вакцин на основе консервативных 
эпитопов и оптимизации схем лечения с учетом 
иммунного статуса пациента.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали Fmoc-защи- 
щенные L-аминокислоты (Merck, Германия; 
Macklin Biochemical Technology, Китай): Gly, 
Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe, Met, Lys(Boc), Tyr(tBu), 
Trp(Boc), Thr(tBu), Cys(Trt), His(Trt), Glu(tBu), 
Asp(tBu), Asn(Trt),  Gln(Trt),  Ser(tBu), Arg(Pbf), 
смолу Ванга с Fmoc-защитой аминогруппы  
(емкость 0.7 ммоль/г), 1,3-диизопропилкарбо- 
диимид (DIC), этиловый эфир циангидроксиимино- 
ацетата (Oxyma Pure) (Merck, Германия); пипе- 
ридин, триизопропилсилан, этандитиол, трифтор- 
уксусную кислоту, пропионовый ангидрид (Acros 
Organics, Бельгия); цианид калия, нингидрин, 
фенол (Warrington, Великобритания); растворители 
диметилформамид (DMF), хлористый метилен, ди- 
этиловый эфир (Химмед, Россия). DMF класса  
чистоты о.с.ч. дополнительно осушали свеже- 
прокаленными молекулярными ситами 4 Å.

Приборы. Очистку пептидов проводили ме- 
тодом полупрепаративной офВЭЖХ на колонке 
YMC-Actus Triart C8 (YMC, Швейцария; 250 ×  
20 мм I.D., S – 5 мкм, 12 нм), хроматограф Agilent 
1100 (Agilent Technologies, США). Чистоту пеп- 
тидов подтверждали методом аналитической 
ВЭЖХ, колонка Reprosilpur Basic C18 (250 × 
4.6 мм L.D., S – 5 мкм). Для отдельных стадий 
ИФА использовали термостатируемый шейкер-
инкубатор (Biosan, Латвия), для регистрации 
результатов – спектрофотометр StatFax 3200 
(Awareness Technology Inc., США). 

Синтез пептидов.  Синтез осуществляли в руч- 
ном режиме в стеклянном реакторе с фильтром  
и трехходовым краником для промывки смолы. 
При масштабе синтеза 0.25 ммоль в сосуд поме- 
щали необходимое количество смолы Ванга, далее 
наращивали пептидную цепь, последовательно 
присоединяя аминокислоты, используя метод 
активированных эфиров и удаляя Fmoc-группу 
перед присоединением следующей аминокислоты. 
Применяли конденсирующий агент DIC, а в 
качестве добавки для снижения возможной ра- 
цемизации и повышения эффективности связы- 
вания во время образования амидной связи ис- 
пользовали реагент Oxyma Pure. Полноту про- 
хождения реакции присоединения аминокислот 
контролировали нингидриновым тестом Кайзера, 
осуществляли блокирование непрореагировавших 
аминогрупп пропионовым ангидридом в присут- 
ствии диизопропилэтиламина (DIPEA) для мини- 
мизации образования укороченных пептидов. 
По окончании синтеза проводили отщепление 
пептидной цепи от полимера и деблокирование 
функциональных защитных групп. 

Пептиды очищали офВЭЖХ с использованием 
УФ- и масс-спектрометрического детектирования. 
Степень чистоты пептидов составила >95%, 
выходы пептидов – 22–34%.

Иммуноферментный анализ. Сыворотки 
крови от 76 участников (31 женщина и 45 мужчин) 
с вирусным гепатитом С (без ВИЧ-инфекции 
и вирусных гепатитов иной этиологии) были 
собраны в период с 2016 по 2023 гг. Время сбора 
сывороток – перед началом терапии ПППД, в 
течение ОГС и после него. 

Процедуру иммуноферментного анализа осу- 
ществляли в 96-луночных планшетах MaxiSorb 
(Sovtech, Россия), пептиды сорбировали в лунки  
в концентрации 20 мкг/мл в 0.05 М карбонатно-
бикарбонатном буфере (рН 9.5) на протяжении 
16 ч при 4°С. После закрытия участков неспеци- 
фического связывания бычьим сывороточным 
альбумином (1 мг/мл; Sigma, США) в 0.05 M фос- 
фатно-солевом буфере (рН 7.4) в лунки вносили 
сыворотки в разведении 1 : 10 (при необходимости 
выполняли титрование с шагом 2). Дальнейшие 
этапы выполняли по стандартной методике. 

Результаты ИФА регистрировали, измеряя оп- 
тическую плотность в двухволновом режиме: 
450 нм (основной фильтр) и 650 нм (референс-
фильтр). Для оценки результатов ИФА опреде- 
ляли пороговую величину ОП как среднее арифме- 
тическое значение ОП от 10 отрицательных об- 
разцов плюс трехкратная стандартная ошибка 
среднего. 

Для всех образцов сывороток больных рас- 
считывали коэффициент позитивности как отно- 
шение ОП образца к пороговой величине ОП. 

РНК вируса выявляли методом ОТ-ПЦР с 
чувствительностью 15 МЕ/мл (РеалБест РНК ВГС, 
Вектор-Бест, Россия).

Стадии фиброза печени определяли методом 
транзиентной фиброэластометрии на приборе 
Fibroscan FS 502 (Echosens, Франция). Для оценки 
степени выраженности фиброза использовали 
шкалу METAVIR. 

Статистический анализ. Расчет размера вы- 
борки пациентов проводили по методике К.А. От- 
дельновой [39]. При уровне значимости 0.05 и 
уровне точности “пилотное исследование” объем 
выборки составляет от 44 до 99. Статистическую 
обработку полученных данных выполняли, ис- 
пользуя пакеты программ Excel (Microsoft, США)  
и Statistica v. 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, США). Для  
оценки нормальности распределения использо- 
вали критерий Шапиро–Уилка. При наличии 
нормального распределения для оценки досто- 
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верности различий использовали t-критерий 
Стьюдента, при ином распределении применяли  
точный метод Фишера. Различия между сравни- 
ваемыми величинами считали достоверными 
при р < 0.05. Для подтверждения значимости 
также рассчитывали 95%-ный доверительный 
интервал и отношение шансов. Коэффициент 
корреляции рассчитывали по общепринятой 
формуле коэффициента Крамера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе были синтезированы де- 

вять пептидов, воспроизводящих ключевые 
иммуногенные B-эпитопы антигенного “портрета” 
оболочечных белков Е1 и Е2 ВГС. Полученные 
пептиды выявляли антитела у пациентов с 
острым и хроническим гепатитом С. При острой 
ВГС-инфекции наиболее часто обнаружива- 
лись антитела к пептидам (III), (VI) и (VIII), 
воспроизводящим иммуногенные В-эпитопы 
белка Е2. Наличие антител одновременно к шести 
и более пептидам было характерно для участников 
с самопроизвольной элиминацией инфекции в 
острой фазе. Наличие антител до начала терапии 
к пептидам (VI) и (VIII), воспроизводящим кон- 
сервативные иммунодоминантные В-эпитопы из 
нейтрализующей поверхности белка Е2, было 
ассоциировано с достижением устойчивого виру- 
сологического ответа. 

Полученные данные могут быть использованы  
при совершенствовании методов прогнозирова- 
ния исходов терапии, формировании персонали- 
зированных подходов к лечению и разработке 
вакцинных препаратов против ВГС.
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Detection of B-Cell Epitopes of Hepatitis C Virus Envelope 
Proteins Associated with Viral Elimination
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Hepatitis C virus (HCV) is a pathogen, the chronic infection of which can lead to liver failure, cirrhosis, 
and hepatocellular carcinoma. Two viral envelope glycoproteins, E1 and E2, are involved in the process 
of HCV entry into host cells and serve as targets for virus-neutralizing antibodies. The presence of anti-
bodies to the E1E2 complex before treatment, as demonstrated by other researchers, is associated with the 
achievement of a sustained virological response (SVR) in 70% to therapy with direct-acting antiviral agents 
(DAAs), and thus may serve as a predictive marker (p = 0.012) [21]. However, the possible predictive role 
of individual B-epitopes of HCV envelope proteins has not yet been clarified. The aim of the study was 
to identify antibodies to peptides representing conserved B-cell epitopes of envelope proteins E1 and E2, 
and to evaluate their significance for predicting viral elimination. The synthesis of nine peptides from viral 
envelope proteins was carried out using the solid-phase method. The immunoreactivity of the peptides was 
analyzed using solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay with serum samples from 9 participants 
with acute and 67 participants with chronic hepatitis C who underwent DAA therapy. The results of this 
study showed that the presence of antibodies to two peptides representing conserved immunodominant  
B-epitopes of the E2 protein is associated with achieving a SVR in 73.0 and 89.2% of patients (p = 0.00001 
and p = 0.0086), which allows considering the presence of these antibodies as a positive prognostic marker. 
The obtained data can be used to improve methods for predicting therapy outcomes, developing personal-
ized approaches to treatment, and developing vaccines.

Keywords: hepatitis C, envelope proteins, virus-neutralizing antibodies, modeling of conserved B-cell 
epitopes, synthetic peptides, solid-phase peptide synthesis, immunoreactivity, predictive marker


