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Глобальная проблема роста антибиотикорезистентности микроорганизмов делает актуальным поиск новых
природных веществ, обладающих антибактериальными свойствами. К данной группе относят пептидогли�
кан�распознающие белки (PGLYRP), являющиеся компонентами врожденного иммунитета многих орга�
низмов, в том числе и человека. Эти белки обладают уникальным механизмом действия, позволяющим из�
бегать формирования резистентности к ним бактерий, а также быть активными как против грамположи�
тельных, так и против грамотрицательных бактерий. Однако применение рекомбинантных пептидогликан�
распознающих белков не всегда целесообразно из�за сложности локальной доставки белков и их стабиль�
ности, в связи с этим представляется актуальным активация компонентов собственного врожденного им�
мунитета. Целью данного исследования было увеличить уровень экспрессии собственных генов пептидог�
ликан�распознающих белков человека в клетках линии HeLa с помощью технологии редактирования гено�
ма, используя синергичные медиаторы активации (CRISPR/Cas9�SAM), чтобы оценить антихламидийный
эффект PGLYRP. Мы показали активацию генов двухкомпонентной системы хламидий ctcB�ctcC, играющей
ключевую роль в механизме действия пептидогликан�распознающих белков. Нами были получены клетки
линии HeLa, трансдуцированные лентивирусами, кодирующими активационную систему CRISPR/Cas9�
SAM с повышенной экспрессией генов pglyrp. Мы показали, что активация экспрессии генов собственных
пептидогликан�распознающих белков человека в линии клеток HeLa приводит к ингибированию развития
хламидийной инфекции. Предложенный подход позволяет использовать возможности врожденного имму�
нитета для борьбы с инфекционными заболеваниями, вызываемыми грамположительными и грамотрица�
тельными бактериями.
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CRISPR/Cas9�SAM ОПОСРЕДОВАННОГО УСИЛЕНИЯ

ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ПЕПТИДОГЛИКАН�РАСПОЗНАЮЩИХ
БЕЛКОВ ЧЕЛОВЕКА В КЛЕТКАХ ЛИНИИ HeLa
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день рост количества анти�
биотикорезистентных штаммов является гло�
бальной проблемой. Возникновение резистент�
ных штаммов приводит к снижению эффектив�

ности терапии социально�значимых инфекци�
онных заболеваний. Заболевания, вызываемые
резистентными штаммами, труднее поддаются
лечению и часто протекают в более тяжелой
форме [1]. Описаны серьезные побочные эф�
фекты применения некоторых антибиотиков [2,
3]. В этой связи становится актуальным поиск
новых природных веществ, обладающих бакте�
рицидными свойствами. Перспективными кан�
дидатами являются пептидогликан�распознаю�
щие белки (PGLYRP, peptidoglycan recognition
proteins), обнаруженные у многих организмов от
насекомых до млекопитающих. Эти белки явля�
ются компонентами системы врожденного им�
мунитета, выполняющей роль первого барьера

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : CRISPR – короткие палин�
дромные повторы, регулярно расположенные группами;
dCas9 – дефектная нуклеаза Cas9; DMEM – модифициро�
ванная по способу Дульбекко среда Игла; HSF1 – фактор
теплового шока; PEI – полиэтиленимин; PGLYRP – пеп�
тидогликан�распознающие белки; p65 – субъединица
транскрипционного фактора NF�κB; SAM – синергичные
медиаторы активации.
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иммунной защиты организма [4]. Все PGLYRP
содержат пептидогликан�распознающие доме�
ны, связывающие пептидогликан в пептидогли�
кан�связывающей бороздке, открывающейся
при клеточном делении [5]. Также они содержат
сайты связывания с липополисахаридами и ли�
потейхоевыми кислотами [6, 7]. Таким образом,
PGLYRP способны узнавать пептидогликан, ли�
пополисахариды и липотейхоевые кислоты кле�
точных стенок грамположительных и грамотри�
цательных бактерий [7]. У млекопитающих опи�
сано четыре PGLYRP: PGLYRP1, PGLYRP3,
PGLYRP4, которые были идентифицированы
как бактерицидные белки, и PGLYRP2, который
дополнительно обладает амидазной актив�
ностью. В 2011 г. был предложен механизм
действия этих белков. PGLYRP связываются с
пептидогликаном бактериальной клеточной
стенки или липополисахаридами наружных
мембран и активируют белок�чувствительную
двухкомпонентную систему [5]. Бактерии име�
ют множество двухкомпонентных систем, кото�
рые состоят из сенсорных и регуляторных ком�
понентов и позволяют бактериям быстро реаги�
ровать на изменяющиеся условия окружающей
среды. Двухкомпонентные системы CssR�CssS у
Bacillus subtilis и CpxA�CpxR у Escherichia coli яв�
ляются функциональными гомологами, и ана�
логичные двухкомпонентные системы характер�
ны для большинства бактерий [8, 9]. Эти двух�
компонентные системы обнаруживают и эли�
минируют секретируемые и мембранные белки
с неправильной структурой, причем они реаги�
руют как на собственные, так и на чужеродные
белки, независимо от причины накопления бел�
ка в примембранном компартменте [10, 11]. По�
мимо этого, они также могут подавать сигнал в
клетку для активации продукции гидроксиль�
ных радикалов, деполяризации мембраны,
прекращения синтеза белов, РНК и ДНК, что
приводит к гибели бактериальной клетки [12].
Поскольку эти белки являются частью системы
врожденного иммунитета человека, высокая
бактерицидная активность по отношению к па�
тогенным микроорганизмам и устойчивость
собственной микрофлоры [13] являются неос�
поримыми преимуществами по сравнению с ан�
тибиотиками. Особый интерес представляет ак�
тивность PGLYRP по отношению к внутрикле�
точным паразитам, таким как, например
Chlamydia, которая является патогенной грамот�
рицательной бактерией с уникальным жизнен�
ным циклом. Хламидии вызывают серьезные
патологии беременности и родов, непроходи�
мость маточных труб и офтальмохламидиоз [14,
15]. Хламидии существуют в организме в двух
формах: инфекционные, метаболически неак�

тивные элементарные тельца, и неинфекцион�
ные, метаболически активные ретикулярные
тельца [16]. Уникальные особенности взаимоот�
ношений хламидий с иммунной системой чело�
века часто способствуют развитию персистиру�
ющей формы инфекции [17]. Ранее мы проде�
монстрировали антибактериальную активность
рекомбинантных PGLYRP человека в отноше�
нии внутриклеточной патогенной бактерии
Chlamydia trachomatis и активацию экспрессии
генов двухкомпонентной системы CtcB�CtcC
после контакта хламидийных элементарных те�
лец с PGLYRP [18]. Альтернативой применения
рекомбинантных антимикробных белков, полу�
ченных в гетерологичных системах экспрессии,
является использование различных генотера�
певтических подходов. Одним из способов
борьбы с инфекционными заболеваниями с по�
мощью генной терапии является введение гене�
тических конструкций, кодирующих различные
компоненты врожденного иммунитета, напри�
мер антимикробные пептиды [19–21], или акти�
вация экспрессии белков врожденного иммуни�
тета [22]. В данной работе с использованием тех�
нологии геномного редактирования, применяя
синергичные медиаторы активации (SAM,
Synergistic Activation Mediator), мы смоделиро�
вали ингибирование развития хламидийной ин�
фекции путем увеличения уровня экспрессии
генов пептидогликан�распознающих белков в
клетках линии HeLa. Полученные данные демон�
стрируют, что данный подход может являться
многообещающим инструментом для специфи�
ческой и целевой активации компонентов врож�
денного иммунитета для борьбы с тяжелыми ин�
фекционными заболеваниями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы и клеточные линии. В
работе использовали штамм E. coli TOP10
(«Invitrogen», США), генотип F – mcrA Δ(mrr�
hsdRMS�mcrBC) ϕ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG
recA1 araD139 Δ(ara�leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrR) endA1 λ�, элементарные тельца штам�
ма C. trachomatis D/UW�3/Cx (ATCC VR�885)
(«ATCC», США), очищенные путем ультрацент�
рифугирования в градиенте урографина, как
описано ранее [23].

В работе использовали клеточные линии
HeLa («ATCC CCL�2», США) и HEK�293FT
(«Thermo Fisher Scientific», США). Клетки HeLa
культивировали в среде DMEM («Thermo Fisher
Scientific», США), содержащей 10%�ную инак�
тивированную эмбриональную телячью сыво�
ротку (ЭТС) («Thermo Fisher Scientific», США) и
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10 мкг/мл гентамицина («Thermo Fisher
Scientific», США). При моделировании хлами�
дийной инфекции клетки HeLa культивировали
до достижения монослоем 80–90% конфлюент�

ности с использованием среды без антибиоти�
ков. Клетки заражали элементарными тельцами
C. trachomatis с множественностью инфекции
0,9–1,0 ВОЕ (включение образующих единиц)
на клетку центрифугированием в течение 1 ч
при 900 g. После центрифугирования клетки
культивировали в термостате при температуре
37 °С в атмосфере 5% CO2. Для продукции
PGLYRP клетки�продуценты HeLa�PGLYRP,
полученные нами ранее [18], культивировали в
среде DMEM c 10 мкг/мл гентамицина и без
ЭТС в течение 72 ч.

Количественная ПЦР. Выделение РНК из об�
разцов проводили реагентом Trizol («Thermo
Fisher Scientific», США). Суммарную РНК обра�
батывали 2 е.а. ДНКазы I («Thermo Fisher
Scientific», США) в присутствии 20 е.а. ингиби�
тора рибонуклеаз («Thermo Fisher Scientific»,
США). Синтез первой цепи кДНК проводили с
помощью RevertAid RT Reverse Transcription Kit
(«Thermo Fisher Scientific», США) с использова�
нием гексамерных праймеров. Последователь�
ности праймеров («Литех», Россия), использо�
ванных в работе, представлены в таблице. ПЦР
в режиме реального времени проводили на ам�
плификаторе CFX96 Touch («BioRad», США) с
использованием Taq�полимеразы («Литех», Рос�
сия) и 0,1× SYBR�Green («Thermo Fisher
Scientific», США). Количество РНК, соответ�
ствующей целевым и референсным генам, опре�
деляли по разности порогового цикла реакции
(Ct) для каждого образца. Для определения
уровня экспрессии pglyrp1–pglyrp4 использовали
специфические праймеры. Нормализацию дан�
ных проводили по уровню референсного гена β�
актина (использовали пару праймеров actbF/
actbR). Для определения уровня активации
двухкопонентной системы хламидий использо�
вали пары праймеров ctcbF/ctcbR и ctccF/ctccR.
Данные были нормированы по уровню генов euo
и omcB (использовали пары праймеров
euoF/euoR и omcbF/omcbR) (таблица).

Конструирование плазмидных векторов для
активации экспрессии генов PGLYRP. Система
активации экспрессии SAM включает в себя три
плазмидных вектора: lenti sgRNA(MS2)_puro,
lenti MS2�P65�HSF1_Hygro и lenti dCAS�
VP64_Blast («Addgene», США) [24]. Для получе�
ния вектора, кодирующего химерную гидовую
РНК, вектор lenti sgRNA(MS2)_puro был обра�
ботан эндонуклеазой рестрикции BsmBI
(«Thermo Fisher Scientific», США), после чего
были клонированы олигонуклеотидные дуплек�
сы, соответствующие протоспейсерным после�
довательностям, расположенных в промотор�
ных областях пептидогликан�распознающих
белков (таблица). Подбор протоспейсерных
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Праймеры для
клонирования

протоспейсеров

pglyrp1�1F

pglyrp1�2F

pglyrp2�1F

pglyrp2�2F

pglyrp3�1F

pglyrp3�2F

pglyrp4�1F

pglyrp4�2F

pglyrp1�1R

pglyrp1�2R

pglyrp2�1R

pglyrp2�2R

pglyrp3�1R

pglyrp3�2R

pglyrp4�1R

pglyrp4�2R

Праймеры для
количественной

ПЦР

pglyrp 1qF1

pglyrp 1qR1

pglyrp 2qF1

pglyrp 2qR1

pglyrp 3qF1

pglyrp 3qR1

pglyrp 4qF1

pglyrp 4qR1

ctcbF

ctcbR

ctccF

ctccR

euoF

euoR

omcbF 

omcbR

actbF

actbR

Список олигонуклеотидов, использованных в работе

Последовательность праймеров (5'–3')

caccgagaagatgtgccaatgcccc

caccgaacttacatcgcagaggcc

caccgagaagagactgggggagacc

caccgtctgaaccacctggtctcc

caccgattagtgccctcacatttat

caccggccccgagaagcctgagcc

caccgctggaggagaaggcgccagt

caccgggcactccctccctgggaa

aaacggggcattggcacatcttctc

aaacggcctctgcgatgtaagttcc

aaacggtctcccccagtctcttctc

aaacggagaccaggtggttcagacc

aaacataaatgtgagggcactaatc

aaacggctcaggcttctcggggccc

aaacactggcgccttctcctccagc

aaacttcccagggagggagtgcccc

gccctgaggtccaactatgt

cggtagtgtggccaattctg

cctgctcatggactctgtca

cttagtgggcagggatccaa

tgccctaggaattgccttca

gcccatcagcaggtagtttg

tgactcccaactacctgctg

tgagccaagctggatggtta

tctcacgacttcctcttcct

caggatctatagagcgctgt

caagcgctacaacaagaca

tggcttgcaaatggatcgga

gcagcaagaagagaatgctg

tgcgctcagcttccttct

tgcaacagtatgcgcttgtc

aagaccaatctgctcctgca

agagctacgagctgcctgac

agcactgtgttggcgtacag
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последовательностей проводили с помощью
сервиса crispor по наличию специфических
PAM�последовательностей в промоторных ре�
гионах [25].

Продукция лентивирусов и трансдукция. Для
сборки лентивирусов клеткам HEK�293FT меня�
ли среду на DMEM с 25 мкМ хлорохин дифосфа�
та («Sigma», США) и инкубировали в течение 5 ч.
Клетки, культивированные в матрасах площадью
225 см2, трансфицировали одновременно че�
тырьмя плазмидами с помощью полиэтиленими�
на (PEI): PEIMAX 40K (1мг/мл) («Polysciences»,
США) (соотношение ДНК/PEI = 1/3), согласно
описанной ранее методике [26]. После инкуба�
ции в течение 20 мин при комнатной температу�
ре смесь ДНК/PEI по каплям добавляли к клет�
кам и инкубировали в течение 6 ч. Затем среду
меняли на OptiMEM с 2 мМ бутиратом натрия
(«Sigma», США). Через 48 ч среду, содержащую
лентивирусы, концентрировали на колонках
Amicon 30 кДа («Merk», США) до уменьшения
объема в 50 раз, после чего замораживали при
–70 °С.

Сконцентрированные вирусные частицы до�
бавляли к клеткам HeLa в среду DMEM, содер�
жащую 50 мкг/мл протамина сульфата («Элла�
ра», Россия). Клетки инкубировали в течение
6 ч. Далее среду меняли на DMEM с соответ�
ствующим антибиотиком и культивировали
клетки при 37 °С в атмосфере 5% CO2 до момен�
та гибели всех нетрансдуцированных клеток.

Получение трансдуцированных линий с акти�
вированной экспрессией PGLYRP. Для получения
трансдуцированных линий с активированной
экспрессией собственных PGLYRP проводили
последовательную трансдукцию тремя лентиви�
русами с промежуточной селекцией. Для селек�
ции клеток HeLa, трансдуцированных лентиви�
русом dCAS�VP64_Blast, использовали бласти�
цидин (3 мкг/мл). Для селекции клеток HeLa,
трансдуцированных MS2�P65�HSF1_Hygro, ис�
пользовали бластицидин и гигромицин
(3 мкг/мл и 550 мкг/мл соответственно). Полу�
ченную клеточную линию назвали HeLa�dCas9�
MS2. Для селекции клеток HeLa, трансдуциро�
ванных лентивирусом sgRNA(MS2)_puro�
PGLYRP1�4, использовали бластицидин, гигро�
мицин и пуромицин (3 мкг/мл, 550 мкг/мл и
0,5 мкг/мл соответственно). Для анализа анти�
хламидийной активности культуральную среду
меняли на DMEM без антибиотиков.

Флуоресцентная микроскопия. Клетки, инфи�
цированные C. trachomatis, окрашивали антите�
лами РекомбиСлайд («Галарт Диагностикум»,
Россия) по описанной ранее методике [18] через
48 ч после заражения. Степень заражения опре�
деляли количественно путем подсчета количест�

ва клеток и включений с использованием флуо�
ресцентной микроскопии не менее чем в 10 по�
лях зрения в трех повторах. Изображения были
получены с помощью микроскопа Nikon Eclipse
E800 («Nikon», Япония) с аргоновым (488 нм) и
гелий�неоновым (594 нм) лазерами. Изображе�
ния получали с помощью программного обеспе�
чения EZ�C1 («Nikon», Япония), а анализирова�
ли с использованием программного обеспече�
ния ImageJ 1.48 [27]. Для определения антихла�
мидийной активности PGLYRP определяли ко�
личество включений в клетках, синтезирующих
PGLYRP относительно немодифицированных
клеток HeLa.

Статистический анализ данных. Для количе�
ственного анализа экспрессии генов pglyrp ис�
пользовали метод Pfaffl [28]. Для количествен�
ного анализа экспрессии генов двухкомпонент�
ной системы использовали метод 2–ΔΔCT [29].
Анализ данных проводили с использованием t�
критерия Стьюдента и теста множественных
сравнений (двухсторонний дисперсионный ана�
лиз) с использованием программного обеспече�
ния Statistica 8.0 («StatSoft», Россия). Данные
представлены как среднее значение ± стандарт�
ная ошибка. Различия между средними значе�
ниями считались значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Модификация клеток HeLa с использованием
технологии CRISPR/Cas9�SAM для транскрип�
ционной активации генов pglyrp. Для каждого ге�
на pglyrp было подобрано по две протоспейсер�
ных последовательности в области промоторов.
В результате было сконструировано 8 плазмид�
ных векторов, кодирующих гидовые РНК для
распознавания промоторных областей генов
pglyrp. Эти векторы были использованы для по�
лучения лентивирусов и трансдукции клеток
HeLa�dCas9�MS2. Эти клетки синтезируют де�
фектную нуклеазу Cas9, не способную вносить
разрывы в цепь ДНК после связывания с гидо�
вой РНК, слитую с тетрамером VP16 для актива�
ции транскрипции, а также химерный белок фа�
га MS2, слитый с активационным доменом фак�
тора теплового шока 1 (HSF1), и субъединицы
p65 фактора транскрипции NF�κB для привле�
чения транскрипционных факторов. Для опре�
деления транскрипционной активации генов
pglyrp была выделена суммарная РНК, получена
кДНК с использованием гексамерных прайме�
ров, после чего была проведена ПЦР в режиме
реального времени. Было показано, что в клет�
ках, трансдуцированных лентивирусами, коди�
рущими гидовые РНК с протоспейсерными
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последовательностями pglyrp1�2, pglyrp2�1,
pglyrp3�1 и pglyrp4�1, относительный уровень
экспрессии целевых генов составил 43,2 ± 8,1,
57,0 ± 5,2, 38,5 ± 3,1 и 41,8 ± 2,6 соответственно

(рис. 1). Для дальнейшей работы были исполь�
зованы трансдуцированные клетки с наиболь�
шим уровнем экспрессии.

Анализ активации двухкомпонентной системы
C. trachomatis. Для изучения активации экспрес�
сии генов двухкомпонентной системы CtcB�
CtcC хламидий в ответ на PGLYRP мы исполь�
зовали стабильные линии клеток�продуцентов
рекомбинантных PGLYRP, полученных нами
ранее [18]. Мы выделили суммарную РНК из
клеток, инфицированных C. trachomatis, через
30, 60, 90, 120, 180 и 300 мин после заражения. С
помощью ПЦР в режиме реального времени бы�
ла показана активация экспрессии генов двух�
компонентной системы хламидий (ctcB и ctcC)
после инфицирования клеточных линий�проду�
центов рекомбинантных PGLYRP. Уровни
мРНК ctcB�ctcC сравнивали с исходным количе�
ством мРНК этих генов в интактных элементар�
ных тельцах. Мы показали, что инкубация хла�
мидийных элементарных телец в культуральной
среде c рекомбинантными PGLYRP приводила к
значительному увеличению уровня мРНК генов
ctcB и ctcC (рис. 2).

Максимальные уровни мРНК наблюдали че�
рез 2 ч после контакта элементарных телец с
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Рис. 1. Относительное изменение уровня экспрессии генов
pglyrp в трансдуцированной линии клеток HeLa лентиви�
русами, кодирующими компоненты активационной систе�
мы CRISPR/Cas9�SAM. Для каждого гена pglyrp было по�
добрано по два протоспейсера для конструирования гидо�
вой РНК. На гистограмме столбцы соответствуют разным
протоспейсерным последовательностям гидовых РНК

Рис. 2. Анализ активации двухкомонентой системы CtcB�CtcC C. trachomatis после взаимодействия с рекомбинантными
PGLYRP. Суммарную РНК выделяли из клеток через 30, 60, 90, 120, 180 и 300 мин после заражения. Данные ПЦР в режи�
ме реального времени нормировали по уровню генов euo и omcB. Данные представлены как изменение уровня экспрес�
сии, рассчитанные по методу 2–ΔΔCT. Изменение уровня экспрессии генов ctcB (линия 1) и ctcC (линия 2) оценивали отно�
сительно уровня РНК в интактных элементарных тельцах, не контактировавших с PGLYRP
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PGLYRP. Экспрессия гена ctcB увеличилась в
15–20 раз, а ctcC – в 15–22 раза от исходного ко�
личества мРНК в хламидийных элементарных
тельцах. После добавления элементарных телец
в среду к контрольным клеткам HeLa уровни
мРНК существенно не отличались от исходного
количества мРНК ctcB�ctcC в элементарных
тельцах.

Антихламидийная активность PGLYRP. Для
определения антихламидийной активности
PGLYRP мы подсчитали количество включений
C. trachomatis, образующихся в клетках стабиль�
ных линий HeLa, продуцирующих рекомбинант�
ные PGLYRP, и в трансдуцированных клетках
линии HeLa c активированной экспрессией ге�
нов pglyrp через 48 ч после добавления элемен�
тарных телец в среду, содержащую PGLYRP. Бы�
ла определена эффективность заражения ((ко�
личество включений/общее количество клеток) ×
× 100%). Эффективность заражения клеток�
продуцентов рекомбинантных PGLYRP, инфи�
цированных C. trachomatis составляла 6,2 ± 1,0%,
15,4 ± 2,9%, 9,1 ± 3,3% и 8,3 ± 4,0% для
PGLYRP1, PGLYRP2, PGLYRP3 и PGLYRP4 со�
ответственно, в то время как для контрольных
клеток эффективность заражения составляла
93,5 ± 6,2% (рис. 3, а). Через 48 ч после зараже�
ния элементарными тельцами пулов трансдуци�
рованных клеток HeLa�PGLYRP эффектив�
ность заражения составила 15,4 ± 3,2%, 21,3 ±
± 3,2%, 19,4 ± 1,8% и 18,5±3,7% для клеток�про�
дуцентов PGLYRP1, PGLYRP2, PGLYRP3 и
PGLYRP4 соответственно. Эффективность за�
ражения контрольных клеток составила 92,9 ±

± 6,9% (рис. 3, б). Данные представлены как
среднее значение ± стандартная ошибка.

Таким образом, мы показали, что активация
экспрессии генов пептидогликан�распознаю�
щих белков человека в линии клеток HeLa при�
водит к ингибированию развития хламидийной
инфекции в условиях in vitro.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Кожа и слизистые оболочки защищают орга�
низм от проникновения патогенной микрофло�
ры. Эти ткани образуют не только механичес�
кий барьер, но также синтезируют и секретиру�
ют различные антимикробные пептиды и белки
[30, 31]. Антимикробные белки и пептиды счи�
таются наиболее перспективными противоин�
фекционными агентами, поскольку они вызы�
вают меньше побочных эффектов по сравнению
с антибиотиками [32], и развитие резистентнос�
ти к ним затруднено в силу специфического ме�
ханизма действия [33]. Одним из направлений
поиска новых антимикробных препаратов, как
альтернативы антибиотикам, является исследо�
вание врожденных систем защиты организма.
Пептидогликан�распознающие белки представ�
ляют собой класс бактерицидных белков систе�
мы врожденного иммунитета. Эти белки актив�
ны против патогенных грамотрицательных и
грамположительных бактерий in vivo и in vitro
[12, 34] и обладают уникальным механизмом
действия. Он заключается в том, что PGLYRP
связываются с пептидогликаном клеточной
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Рис. 3. Определение антихламидийной активности PGLYRP. а – Гистограмма, показывающая эффективность заражения
клеток HeLa – продуцентов рекомбинантных PGLYRP. б – Гистограмма, показывающая эффективность заражения транс�
дуцированных клеток HeLa с активированной экспрессией генов собственных PGLYRP с помощью технологии геномно�
го редактирования CRISPR/Cas9�SAM (* р < 0,05)



БОБРОВСКИЙ и др.

стенки бактерии во время деления и активируют
бактериальную двухкомпонентную систему от�
вета на стресс, в результате чего происходит ин�
дукция деполяризации мембраны и продукции
гидроксил�радикалов в цитоплазме [12]. Этот
процесс сопровождается прекращением всех ос�
новных внутриклеточных биосинтетических ре�
акций, вероятно, из�за нехватки энергии, зави�
сящей от мембранного потенциала [35]. Двух�
компонентные белок�чувствительные системы,
которые играют роль в этом механизме
действия, предназначены для обнаружения и
утилизации бактериальных белков с неправиль�
ной структурой, которые не смогли выйти в пе�
риплазматическое пространство или экспорти�
роваться из клетки, застряв в мембране [8, 9].
Связывание PGLYRP с пептидогликаном вызы�
вает изменение в PGLYRP, что блокирует пепти�
догликан в пептидогликан�связывающей борозд�
ке и делает связывание необратимым [36].
PGLYRP также имеют гидрофобную часть на
противоположной стороне от пептидогликан�
связывающей бороздки, в результате чего эти
белки распознаются как белки с неправильной
структурой, которые обычно имеют открытые
гидрофобные участки, либо как агрегированные
белки, поскольку неправильно свернутые белки
часто агрегируют и связываются с пептидогли�
каном [37]. Особенность механизма действия
PGLYRP заключается в том, что PGLYRP убива�
ет бактерии, одновременно вызывая у них окис�
лительный, тиол�дисульфидный и металличес�
кий стресс. Окислительный стресс, индуциро�
ванный PGLYRP, возникает из�за повышенной
выработки перекиси водорода и гидроксильных
радикалов [5, 38, 39].Тиол�дисульфидный стресс
возникает из�за истощения пула внутриклеточ�
ных тиолов, в особенности глутатиона (более
чем на 90%), а металлический стресс возникает
в связи с увеличением внутриклеточной концент�
рации ионов Zn2+ и Cu2+ [38, 39]. Для бактери�
цидного эффекта требуется индукция всех трех
стрессовых реакций. Каждая реакция на стресс
в отдельности является только бактериостати�
ческой, и только комбинированная индукция
всех трех событий является бактерицидной [39].
Устойчивость к PGLYRP могла бы возникнуть,
если бы все три реакции на стресс (т.е. на окис�
лительный, тиоловый и металлический стресс)
индуцировались PGLYRP через один сигналь�
ный путь. Однако PGLYRP индуцирует окисли�
тельный, тиоловый и металлический стресс тре�
мя независимыми путями [38]. При этом каж�
дый PGLYRP обладает разным спектром бакте�
рицидной активности [34]. По всей видимости,
бактерии нормальной флоры выработали устой�
чивость к бактерицидным белкам в органах и

тканях, где постоянно секретируются PGLYRP
(например, в коже, глазах и слизистых оболоч�
ках секретируются PGLYRP3 и PGLYRP4), и
могут колонизировать эти области. Бактерио�
статическое действие PGLYRP на бактерии нор�
мальной флоры имеет физиологический смысл
для хозяина – бактерии нормальной флоры не
погибают, но их разрастание ограничено [13].

Пептидогликан является основным компо�
нентом клеточных стенок бактерий и мишенью
для некоторых антибактериальных препаратов.
Ранее считалось, что у хламидий нет пептидог�
ликана, хотя в геноме присутствуют все компо�
ненты для его биосинтеза [40, 41], в связи с этим
влияние PGLYRP на хламидии не исследова�
лось. В 2014 г. было показано наличие пептидог�
ликана у хламидий [42]. Также у хламидий при�
сутствует двухкомпонентная система (CtcB�
CtcC) [43], которая может принимать участие в
механизме действия PGLYRP. Хламидии явля�
ются облигатными внутриклеточными грамот�
рицательными бактериями, способными обхо�
дить механизмы иммунной защиты и сохраняю�
щими жизнеспособность в клетках в течение
длительного периода времени [44]. Ранее мы
впервые показали антихламидийную актив�
ность выделенных и очищенных рекомбинант�
ных пептидогликан�распознающих белков, по�
лученных в клетках человека Expi293, определи�
ли минимальные подавляющие концентрации
[18] и оценили уровень накопления белков в ли�
ниях�продуцентах [45]. В этой работе мы оцени�
ли антихламидийный эффект стабильных ли�
ний клеток HeLa, которые секретируют реком�
бинантные человеческие PGLYRP1, PGLYRP2,
PGLYRP3 и PGLYRP4. Мы показали, что при
заражении линий�продуцентов рекомбинатных
PGLYRP количество идентифицируемых хла�
мидийных включений внутри клеток ниже, чем
при заражении контрольных клеток (рис. 3, а).

Мы показали, что контакт PGLYRP с эле�
ментарными тельцами C. trachomatis способству�
ет увеличению уровня экспрессии генов двух�
компонентной системы, что может приводить к
ингибированию хламидийной инфекции (рис.
2). При этом максимальное количество мРНК
генов двухкомпонентной системы наблюдается
через 2 ч после контакта с раствором рекомби�
нантного белка. Для некоторых бактериальных
двухкомпонентных систем описан механизм ау�
тоактивации, который может объяснить чрез�
мерную индукцию реакции на стресс [46]. Та�
ким образом, вероятно, механизм действия
PGLYRP на хламидии схож с действием этих
белков на другие бактерии.

Существуют ограничения на использование
рекомбинантных белков для терапии инфекци�
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онных заболеваний. Это низкая стабильность
некоторых выделенных рекомбинантных бел�
ков [47], а также ограниченная возможность ло�
кального применения [48]. Альтернативным ва�
риантом применения рекомбинантных белков
могут служить генотерапевтические подходы
путем активации собственных генов системы
врожденного иммунитета для борьбы с инфек�
цией [49]. Генная терапия инфекционных забо�
леваний имеет значительный потенциал для ле�
чения инфекций, которые не поддаются стандарт�
ному клиническому лечению [50–54]. При этом
одним из способов терапии является индукция
врожденного иммунитета, например через акти�
вацию сигнальных путей Toll�подобных рецеп�
торов [55, 56].

Для определения антихламидийной актив�
ности PGLYRP человека мы повысили уровень
экспрессии генов pglyrp в клетках линии HeLa с
помощью системы CRISPR/Cas9�SAM. Система
синергичных медиаторов активации состоит из
трех компонентов: специфичная химерная гидо�
вая РНК, имеющая два аптамера MS2 для связы�
вания с димеризованными белками оболочки
бактериофага MS2; белки MS2 с различными ак�
тиваторами, такими как активационный домен
p65 транскрипционного фактора NF�κB и акти�
вационный домен белка теплового шока HSF1,
которые привлекают факторы транскрипции
вокруг промотора гена�мишени; и дефектная
нуклеаза dCas9�VP64, которая слита с тетраме�
ром VP16, являющимся активатором транскрип�
ции. Такая система позволяет существенно уве�
личивать экспрессию целевых генов [57].

Клетки HeLa после трансдукции лентивиру�
сами, кодирующими активационную систему
CRISPR/Cas9�SAM продемонстрировали повы�
шенный уровень экспрессии генов пептидогли�
кан�распознающих белков (рис. 1), а также при�
сутствие белков в культуральной среде (данные

не представлены). Мы показали, что в клетках, в
которых активирована экспрессия генов пепти�
догликан�распознающих белков, на 79,5–85%
снижается эффективность заражения клеток
хламидиями по сравнению с контролем
(рис. 3, б).

Применение антибиотиков приводит к обра�
зованию резистентных штаммов. Одним из нап�
равлений решения проблемы устойчивости бак�
терий к используемым препаратам может слу�
жить применение белков врожденного иммуни�
тета, к которым затруднено развитие резистент�
ности в связи со специфическими механизмами
действия данных белков. Несмотря на то что
применение рекомбинантных белков врожден�
ного иммунитета, полученных в гетеро� и гомо�
логичных системах экспрессии, выгодно за счет
отсутствия токсических эффектов, использова�
ние их ограничено из�за трудности локального
применения. В этой работе описывается подход,
позволяющий решить этот недостаток терапев�
тического использования белков врожденного
иммунитета путем активации экспрессии генов
пептидогликан�распознающих белков в эукарио�
тических клетках. Предложенный подход позво�
ляет использовать ресурсы врожденного имму�
нитета для борьбы с инфекциями, в том числе и
с теми, которые вызываются антибиотико�ре�
зистентными штаммами.
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The global problem of emerging resistance of microorganisms to antibiotics makes the search for new natural sub�
stances with antibacterial properties relevant. Such substances include peptidoglycan recognition proteins
(PGLYRP), which are the components of the innate immunity of many organisms, including humans. These proteins
have a unique mechanism of action that allows them to evade the resistance of bacteria to them, as well as to be active
against both Gram�positive and Gram�negative bacteria. However, the use of antimicrobial recombinant proteins is
not always advisable due to the complexity of local delivery of the proteins and their stability; in this regard it seems
appropriate to activate the components of the innate immunity. The aim of this study was to increase the expression
level of native peptidoglycan recognition protein genes in HeLa cells using genome�editing technology with synergis�
tic activation mediators (CRISPR/Cas9�SAM) and evaluate antichlamydial effect of PGLYRP. We demonstrated
activation of the chlamydial two�component gene system (ctcB�ctcC), which played a key role in the mechanism of
action of the peptidoglycan recognition proteins. We generated the HeLa cell line transduced with lentiviruses encod�
ing CRISPR/Cas9�SAM activation system with increased PGLYRP gene expression. It was shown that activation of
the own peptidoglycan recognition proteins gene expression in the cell line caused inhibition of the chlamydial infec�
tion development. The proposed approach makes it possible to use the capabilities of innate immunity to combat
infectious diseases caused by Gram�positive and Gram�negative bacteria.
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