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Цель настоящей работы – синтез и анализ пептидного фрагмента антигена NS4A вируса гепатита С
(ВГС) субтипа 1b, содержащего консервативный В-клеточный и Т-хелперный эпитопы. Методом
твердофазного синтеза по Fmoc-протоколу получен 24-членный пептид VIVGRIILSGRPAVIP-
DREVLYRK-NH2, аминокислотная последовательность которого содержит целевой участок 24–46 а.о.
антигена NS4A ВГС субтипа 1b (соответствует 1681–1703 а.о. полипротеина ВГС). Для раствора пептида
с концентрацией 0.5 мг/мл методом динамического светорассеяния было показано наличие частиц
с размерами 73 ± 10 нм (30%) и 236 ± 5 нм (70%). Индекс полидисперсности 0.377 ± 0.012 предпола-
гает наличие гетерогенности вследствие агрегации молекул пептида. Методом электрофоретиче-
ского светорассеяния определен ζ-потенциал агрегатов пептида: 7.0 ± 0.5 мВ. Эти данные подтвер-
ждают возможность создания наноразмерной липосомальной формы пептидного препарата. Ис-
следована иммунореактивность синтезированного высокоочищенного пептида с использованием
сывороток крови больных хроническим гепатитом С. В 41.7% образцов сывороток крови были вы-
явлены иммуноглобулины G к данному пептиду. Таким образом, показано, что этот пептид воспроиз-
водит по крайней мере один В-эпитоп, к которому образуются антитела при естественной ВГС-инфек-
ции. Синтезированный 24-членный пептид – перспективный кандидат для проведения дальнейших
исследований и использования в качестве потенциального иммуногена при конструировании на-
норазмерной терапевтической иммуногенной липосомальной композиции c пептидом и адъюван-
том в виде синтетических липидов.

Ключевые слова: гепатит С, антиген NS4A, синтетический пептид, твердофазный пептидный синтез,
физико-химические свойства пептида, иммунореактивность
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка средств противовирусной терапии

гепатита С и вакцины против вируса гепатита С
(ВГС) – одна из актуальных задач здравоохране-
ния. В настоящее время исследователи продол-
жают проведение поиска новых или модифика-
цию уже существующих лекарственных средств

для повышения эффективности или минимиза-
ции побочного действия [1–4]. Синтетические
пептиды, содержащие аминокислотные последо-
вательности эпитопов антигена, могут целена-
правленно активировать клетки иммунной систе-
мы [5–8]. Для создания полноценного иммуноге-
на необходимо использовать пептид,
содержащий в себе не только B-клеточную анти-
генную детерминанту, но и Т-хелперный эпитоп,
а также правильно подобранный адъювант, что
обеспечит повышение иммуногенности и форми-
рование иммунологической памяти [6, 8–13].

Сокращения: ВГС – вирус гепатита С; УВО – устойчивый
вирусологический ответ; Fmoc – 9-флуоренилметилокси-
карбонильная защитная группа; NF-κB – ядерный фактор
каппа В; NS4A – неструктурный полипептид 4A.
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В качестве объекта исследования в данной ра-
боте был выбран полипептид NS4A ВГС субтипа 1b
как наиболее распространенного на территории
России. Биологическая значимость полипептида
NS4A заключается в том, что он выполняет роль
кофактора сериновой протеазы NS3 ВГС, активи-
руя последнюю путем изменения ее конформации
в районе каталитической триады при формирова-
нии комплекса с полипептидом NS4A.
В результате каталитическая триада His-1083, Asp-
1107 и Ser-1165 взаимодействует с субстратом и
тем самым ускоряет отщепление от вирусного по-
липротеина неструктурных белков NS4B, NS5A и
NS5B [14]. Полипептид NS4A состоит из 54 а.о.
(соответствуют 1658–1711 а.о. последовательно-
сти полипротеина ВГС) и содержит в себе экс-
периментально подтвержденные В-клеточные и
Т-хелперные (стимулирующие CD4+-Т-клетки)
эпитопы [15, 16]. N-Концевой участок полипеп-
тида NS4A гидрофобен и погружен в липидный
бислой мембраны эндоплазматической сети,
вследствие чего белок NS3, содержащий протеаз-
ный и хеликазный домены, удерживается около
мембраны [17]. Полипептид NS4A также участву-
ет в блокировке внутриклеточного антивирусно-
го сигналинга, регулировании репликации виру-
са и гиперфосфорилировании антигена NS5A
[18]. Протеазный комплекс NS3–NS4A принима-
ет участие в сборке вириона, и его мутации могут
привести к дефектам при сборке [19]. Предпола-
гается, что полипептид NS4A способствует уча-
стию креатинкиназы B в функционировании ре-
пликационного комплекса ВГС, что приводит к
повышению уровня АТФ и стимулированию фер-
ментативных активностей, необходимых для ре-
пликации [20]. В соответствии с гипотетической
моделью молекулярных взаимодействий между
NS3, NS4A и NS5A особое значение в обеспече-
нии этих контактов имеет участок полипротеина
1691–1704 а.о., соответствующий 34–47 а.о. NS4A
[21]. Фрагмент 21–34 а.о. NS4A (соответствует
1678–1691 а.о. полипротеина ВГС) непосред-
ственно взаимодействует с белком NS3 в специ-
альном участке, связывающем кофактор серино-
вой протеазы, и содержит в себе консервативную
для всех генотипов вируса область (рис. 1) [16, 21].
Вполне вероятно, что блокирование соответству-

ющих участков полипептида NS4A может оказать
ингибирующее воздействие на репликационную
активность вируса. Один из способов такого бло-
кирования – связывание с антителами, специ-
фичными к участку взаимодействия полипептида
NS4A с протеазным доменом NS3. Для продук-
ции таких антител необходимо составить имму-
ногенную конструкцию, содержащую как уча-
сток полипептида NS4A, ответственный за взаи-
модействие с протеазой NS3, так и B-клеточный
и Т-хелперный эпитопы [6, 8, 12]. Поскольку по-
липептид NS4А содержит в своем составе экспе-
риментально выявленные В-клеточные и Т-хел-
перные эпитопы, полностью или частично входя-
щие в состав участка взаимодействия с NS3 [15,
16], иммуногенная конструкция может представ-
лять собой фрагмент полипептида NS4A, содержа-
щий как участок взаимодействия с NS3, так и ука-
занные эпитопы. Показано, что высокие титры ан-
тител к полипептиду NS4A – прогностический
признак эффективности лечения гепатита С [22, 23].

Цель настоящей работы – синтез 24-членного
пептидного фрагмента антигена NS4A вируса гепа-
тита С субтипа 1b, содержащего консервативный
В-клеточный и Т-хелперный эпитопы, а также уча-
сток взаимодействия с сериновой протеазой NS3,
с последующим анализом физико-химических
свойств этого пептида и оценкой иммунореактив-
ности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После анализа литературных данных из ами-
нокислотной последовательности полипептида
NS4A ВГС субтипа 1b [24] для синтеза был вы-
бран 23-членный фрагмент VIVGRIILSGRPAVI-
PDREVLYR, соответствующий 1681–1703 а.о. по-
липротеина ВГС. Этот фрагмент содержит боль-
шую часть участка связывания NS4А с сериновой
протеазой NS3, полностью В-клеточный (кон-
сервативный для всех генотипов, 24–36 а.о.) [16]
и Т-хелперный эпитопы (37–46 а.о.) [15], а также
частично типоспецифичный В-клеточный (32–
54 а.о.) [25] и Т-хелперный эпитопы (14–33 а.о.)
[26] (рис. 1).

Рис. 1. Аминокислотная последовательность антигена NS4A вируса гепатита С субтипа 1b. Под последовательностью
расположены обозначения замен аминокислот в других изолятах субтипа 1b [24]. Серым цветом выделен выбранный
для синтеза пептида участок 24–46 а.о.
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Выбранный фрагмент был синтезирован в ви-
де амидированного по С-концу 24-членного пеп-
тида VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2 (M =
= 2719 г/моль). Амидирование С-концевого
остатка пептида моделирует его естественное со-
стояние – участие в амидной (пептидной) связи с
соседней аминокислотой [27]. Наличие лизина
позволяет ацилировать данный пептид липо-
фильным адъювантом по менее гидрофобному
С-концу через ε-аминогруппу лизина при усло-
вии ее блокирования селективно удаляемой за-
щитной группой. Пептид был получен твердо-
фазным синтезом на смоле Ринка по Fmoc-про-
токолу методом активированных эфиров in situ
[28, 29]. После синтеза пептид был очищен мето-
дом обращенно-фазовой высокоэффективной
жидкостной хроматографии (офВЭЖХ) с исполь-
зованием УФ- и масс-спектрометрического де-
тектирования для идентификации целевого пеп-
тида и примесей. Чистота полученного препарата
пептида по данным аналитической офВЭЖХ со-
ставила более 95% (рис. 2).

Для подтверждения воспроизведения B-эпи-
топов была проведена оценка иммунореактивно-
сти очищенного пептида методом твердофазного
иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием сывороток крови людей, инфицирован-
ных гепатитом С. Исследовали 84 образца сыво-
роток крови от людей, инфицированных ВГС. По
результатам ИФА в тест-системе “Бест-анти-
ВГС-спектр” установлено, что в данных образцах
присутствовали суммарные антитела к антигенам
NS4A и NS4B. В качестве контроля были проте-
стированы образцы сывороток крови 10 здоро-
вых людей, в которых анти-ВГС антитела отсут-
ствовали.

Антитела к синтезированному пептиду были
выявлены методом ИФА в сыворотках крови
41.7% инфицированных пациентов. Во всех 10 об-
разцах сывороток крови от здоровых людей анти-
тела к данному пептиду не были обнаружены.
В позитивных образцах от инфицированных па-
циентов превышение значения оптической плот-
ности (ОП) относительно средней величины зна-

Рис. 2. (а) – Хроматограмма офВЭЖХ 24-членного пептида после препаративной очистки; (б) – масс-спектр очищен-
ного пептида, представлены 4-, 5- и 6-зарядные ионы.
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чения ОП образцов от здоровых людей составило
от 2.5 до 159 раз. Однако у большинства позитив-
ных образцов сывороток (68.57%) наблюдался
низкий коэффициент позитивности (КП) анти-
тел – от 1 до 10. (КП – это отношение ОП образца
сыворотки крови к пороговому значению ОП.)
Доля позитивных образцов с высоким значением
КП (от 21 до 53) составила 22.86%. Ранее при ана-
лизе сывороток крови пациентов с хроническим
гепатитом С было показано, что доля NS4A-пози-
тивных образцов (при использовании рекомби-
нантного антигена NS4A, воспроизводящего по-
следовательность 19–54 а.о.) составляла 45% [30,
31], что позволяет предположить наличие у син-
тезированного пептида по крайней мере одного
иммунодоминантного В-эпитопа полипептида
NS4A, к которому образуются антитела при ВГС-
инфекции.

Среди 84 образцов сывороток крови от инфи-
цированных людей 59 образцов сывороток были
получены от пациентов до начала противовирус-
ной терапии пэгилированным интерфероном-α2
и рибавирином. Учитывая завершение лечения и
его результат, сыворотки были поделены на две
группы. Первая группа сывороток включала
29 образцов от пациентов с успешным результа-
том терапии (достигнут устойчивый вирусологи-
ческий ответ (УВО), т.е. РНК в крови не выявля-
лась на 24-й неделе после лечения); вторая группа
сывороток – 30 образцов от пациентов, не до-
стигших УВО. У 20 пациентов (66.7%), не достиг-
ших УВО, антитела к пептиду отсутствовали. Ан-
типептидные иммуноглобулины не были выявле-
ны и у 14 участников (48.3%), достигших УВО.
Достоверных различий в отсутствии антител меж-
ду группами не обнаружено (p > 0.05; t = 1.43), что,
скорее всего, связано с небольшой выборкой
сравниваемых образцов. Однако явно прослежи-
вается тенденция к наличию связи между появле-
нием антител к выбранному нами в качестве ан-
тигена фрагменту полипептида NS4A и УВО на
интерферонотерапию. Это дополнительно под-
тверждает присутствие в синтезированном нами
пептиде основного(-ых) В-эпитопа(-ов) полипеп-
тида NS4A ВГС, поскольку показано, что наличие
антител против этого белка – прогностический
признак успешной интерферонотерапии [22, 23].

Для раствора пептида с концентрацией
0.5 мг/мл методом динамического светорассея-
ния было показано наличие частиц с размерами
73 ± 10 нм (30%) и 236 ± 5 нм (70%). Индекс поли-
дисперсности 0.377 ± 0.012 предполагает наличие
гетерогенности вследствие агрегации молекул
пептида. Методом электрофоретического свето-
рассеяния определили ζ-потенциал агрегатов
пептида, который составил 7.0 ± 0.5 мВ. По-види-
мому, гидрофобный N-концевой участок пептида
способствует агрегации его молекул, учитывая
относительно низкую растворимость пептида в

водном растворе. Эти данные подтверждают воз-
можность создания наноразмерной липосомаль-
ной формы пептида, его достаточно гидрофиль-
ный С-концевой участок в составе липосом
предположительно будет доступен для контакта
с Th-лимфоцитами, что позволит обеспечить
эффективную доставку препарата [32, 33]. Из-
вестно, что липофильные соединения на основе
жирных кислот стимулируют Toll-подобные рецеп-
торы (неспецифическая иммунная активация через
NF-κB-путь) и выступают эффективными адъ-
ювантами для синтетических пептидов [34–37].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали Fmoc-защищенные
L-аминокислоты Arg(Pbf) (Sigma-Aldrich, США);
Lys(Boc), Tyr(OBut), Leu, Val, Glu(OBut), Asp(OBut),
Pro, Ile, Ala, Gly, Ser(OBut), амидную смолу Ринка
с Fmoc-защитой аминогруппы (емкость
0.7 ммоль/г), O-(бензотриазол-1-ил)-N,N,N',N'-
тетраметилуронийгексафторфосфат (HBTU)
(Chempep, США); 4-метилпиперидин, 1,8-диаза-
бицикло[5.4.0]ундец-7-ен (DBU), триизопропил-
силан, тиоанизол, трифторуксусную кислоту,
2,4,6-коллидин, пропионовый ангидрид (Acros
Organics, Бельгия); этиловый эфир циангидрок-
сииминоацетата (Oxyma Pure) (Merck, Герма-
ния); цианид калия, нингидрин, фенол (War-
rington, Великобритания); растворители диме-
тилформамид (DMF), хлористый метилен,
диэтиловый эфир (Химмед, Россия). DMF класса
чистоты о.с.ч. дополнительно осушали свежепро-
каленными молекулярными ситами 4А.

Получение пептида VIVGRIILSGRPAVIP-
DREVLYRK-NH2. Синтез осуществляли в ручном
режиме в стеклянном реакторе с фильтром и
трехходовым краником для промывки смолы, в
нижней части реактора предусмотрен отвод для
вакуум-фильтрации для удаления избытка реа-
гентов и промывания смолы. При масштабе син-
теза 0.25 ммоль (в расчете на количество актив-
ных групп на смоле) в сосуд помещали 0.357 г
смолы Ринка (концентрация Fmoc-NH2-групп на
смоле 0.7 ммоль/г), добавляли хлористый мети-
лен для набухания смолы, удаляли Fmoc-группу
действием 4-метилпиперидина (2%, v/v – здесь и
далее) и DBU (2%) в DMF, далее наращивали
пептидную цепь, последовательно присоединяя
аминокислоты, удаляя Fmoc-группу перед при-
соединением следующей аминокислоты. Карбок-
сильную группу присоединяемой аминокислоты
активировали HBTU и Oxyma Pure в присут-
ствии 2,4,6-коллидина в DMF. Образование
пептидной связи осуществляли с использовани-
ем 4-кратного избытка присоединяемой аминокис-
лоты (1 ммоль). Полимерную смолу промывали
DMF (5 × 2 мл) и хлористым метиленом (3 × 2 мл).
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Присоединение аминокислот контролировали
с помощью пробы Кайзера. При положительной
пробе Кайзера проводили ацилирование остав-
шихся реакционноспособных аминогрупп про-
пионовым ангидридом.

После отщепления от смолы с одновременным
удалением защитных групп боковых цепей дей-
ствием трифторуксусной кислоты (92.5%) в при-
сутствии тиоанизола (2.5%), триизопропилсила-
на (2.5%) и воды (2.5%) пептид осаждали диэти-
ловым эфиром. Очистку пептида проводили
методом полупрепаративной офВЭЖХ на колон-
ке YMC-Actus Triart C8 (YMC, Швейцария; 250 ×
× 20 мм I.D., S – 5 мкм, 12 нм), элюент вода/аце-
тонитрил с 0.1%-ной уксусной кислотой, ско-
рость потока 15 мл/мин, хроматограф Agilent 1100
(Agilent Technologies, США), детектирование по
оптическому поглощению элюента при длине
волны 210 нм, диодно-матричный детектор
G1314A. Чистоту препарата пептида подтвержда-
ли методом аналитической ВЭЖХ с УФ- и масс-
спектрометрической детекцией, колонка YMC-
Triart C18 (50 × 2.1 мм L.D., S – 1.9 мкм), колонку
термостатировали при 30°С, объемная скорость
потока подвижной фазы – 0.35 мл/мин, в каче-
стве подвижной фазы использовали 0.1%-ный
раствор муравьиной кислоты в воде (элюент А) и
0.1%-ный раствор муравьиной кислоты в ацето-
нитриле (элюент В); хроматографическое разде-
ление веществ проводили в режиме градиентного
элюирования: 0 мин – 2% В, 0–10 мин – линей-
ный градиент до 100% В, 10–12 мин – 2% В; tR =
= 2.4 мин, масс-спектрометр Agilent 6340 Ion Trap
(Agilent Technologies, США) с ионизацией элект-
рораспылением, детектор – ионная ловушка.

Выход пептида составил 0.204 г (30% от теоре-
тического); ESI-MS, m/z: найдено [M + 4H]4+

680.5; [M + 5H]5+ 544.7; [M + 6H]6+ 454.1; вычис-
лено Mr (C124H216N38O30) 2719.3.

Определение размеров частиц в растворе пепти-
да. Пептид растворяли в бидистиллированной во-
де (рН 5.9) в концентрации 0.5 мг/мл, исследова-
ли распределение частиц по размерам и измеряли
ζ-потенциал на приборе Zetasizer Nano ZS (Mal-
vern, США) при 25°С с использованием про-
граммного обеспечения Zetasizer Software. Экспе-
римент повторяли 3 раза.

Иммуноферментный анализ. В работе исполь-
зовали образцы сывороток крови от 84 пациен-
тов, инфицированных ВГС (35 женщин и 49 муж-
чин, средний возраст 41 год), с подтвержденным
наличием суммарных антител к антигенам NS4A
и NS4B (по результатам ИФА в сертифицирован-
ной тест-системе “Бест-анти-ВГС-спектр”, Век-
тор-Бест, Россия). В качестве контроля были
протестированы образцы сывороток крови 10
здоровых людей (5 женщин и 5 мужчин, средний

возраст 35 лет), в которых анти-ВГС антитела от-
сутствовали.

Пептид иммобилизировали в лунках иммуно-
логического 96-луночного полистирольного
планшета с повышенной сорбцией (Nunc, Дания)
при 4°С в концентрации 10 мкг/мл в карбонат-
бикарбонатном буфере (pH 9.25) в течение ночи.
Свободные зоны лунок блокировали раствором
бычьего сывороточного альбумина (1 мг/мл; Sig-
ma, США) в фосфатно-солевом буфере (pH 7.2).
После этого в лунки вносили образцы сывороток
крови, разведенные в 10 раз фосфатно-солевым
буфером с 0.1% Tween 20 (pH 7.2), после инкуби-
рования отмывали и выявляли антипептидные
иммуноглобулины G. Остальные этапы ИФА вы-
полняли по общепринятой методике [23].

Оптическую плотность измеряли при длине
волны 450 нм, используя иммуноферментный
микропланшетный анализатор (фотометр) Stat-
Fax 3200 (Awareness Technology Inc., США). Поро-
говое значение оптической плотности рассчиты-
вали как среднее значение оптической плотности
отрицательного контроля плюс тройное стан-
дартное отклонение. Среднее значение оптиче-
ской плотности отрицательного контроля состав-
ляло 0.032. Достоверность различий по выявле-
нию антител в сравниваемых группах пациентов
оценивали по t-критерию Стьюдента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Твердофазным методом синтезирован 24-член-
ный пептид VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-
NH2, целевая часть которого соответствует фраг-
менту 24–46 а.о. неструктурного полипептида
NS4A ВГС субтипа 1b (рис. 1).

Показана иммунореактивность полученного
24-членного пептида путем взаимодействия с сы-
воротками крови людей, инфицированных виру-
сом гепатита С. Установлено, что 41.7% сыворо-
ток крови больных, имеющих антитела к суммар-
ным антигенам NS4А и NS4B, содержали
иммуноглобулины G к анализируемому пептиду.
По косвенным данным, синтезированный пеп-
тид имеет иммунодоминантный В-эпитоп NS4A.

Показано, что данный 24-членный пептид в
виде высокоочищенного водного препарата обра-
зовывал агрегаты гетерогенной структуры не-
больших размеров и умеренной стабильности. Это
указывает на способность пептида к связыванию с
липосомами в виде частиц среднего размера
(~200 нм) и подтверждает его перспективность в
качестве кандидата при конструировании липо-
пептидного иммуногена против вируса гепатита С.
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The work is aimed at the synthesis and analysis of a NS4A hepatitis C virus (HCV) antigen peptide fragment
that contains a conserved B-cell and T-helper epitopes. 24-mer peptide VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-
NH2, which contains the main immunogenic site 24–46 of HCV NS4A antigen (corresponding to the 1681–
1703 amino acid residues of the HCV polypeptide), subtype 1b, has been prepared via solid-phase synthesis
according to the Fmoc-protocol. Particles with diameters of 73 ± 10 nm (30%) и 236 ± 5 nm (70%) have been
detected in the water solution of the highly purified peptide (0.5 mg/mL) by dynamic light scattering. Polydis-
persity index of 0.377 ± 0.012 implies the existence of heterogeneity because of the aggregation of the peptide
molecules. ζ-Potential of the peptide aggregates has been determined as 7.0 ± 0.5 mV by means of electro-
phoretic light scattering. These data confirm the possibility for the development of a nanoscale liposome form
of the peptide preparation. Immunoreactivity of the synthesized highly purified peptide has been studied with
the use of blood sera of patients with chronic hepatitis C. Anti-peptide immunoglobulins G have been detect-
ed in 41.7% serum samples. Thus, this peptide has been shown to reproduce at least one B-epitope, to which
antibodies are raised during natural HCV infection. The synthesized 24-mer peptide is a promising candidate
for further research and for the use as a potential immunogen for the design of a nanoscale therapeutic im-
munogenic liposomal peptide composition with synthetic lipids as an adjuvant.

Keywords: hepatitis C, antigen NS4A, synthetic peptid, solid-phase peptide synthesis, physicochemical properties
of peptide, immunoreactivity
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