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Аннотация
Антимикробные пептиды (АМП) — перспективная альтернатива антибиотикам в условиях глобального кризиса устой-

чивости патогенов. В настоящей работе мы получили аденовирусный вектор, несущий ген АМП кателицидина (hCAMP), ак-
тивной формой которого является LL-37.

Abstract
Antimicrobial peptides (AMP) are a promising alternative to antibiotics in the context of the global pathogen resistance crisis. 

In this work, we have obtained an adenoviral vector carrying the AMP cathelicidin (hCAMP) gene, the active form of which is LL-37.

Введение
В 2019 г. антибиотикорезистентные патогенные микроорганизмы стали причиной 1,27 млн смертей и спо-

собствовали 4,95 млн смертей [1]. Антимикробные пептиды (АМП) являются перспективной альтернативой ан-
тибиотикам на фоне глобального кризиса антибиотикорезистентности патогенов. АМП LL-37 — представитель 
семейства кателицидинов человека обладает широким спектром антимикробной активности против грамполо-
жительных и грамотрицательных бактерий, поскольку, являясь амфифильной молекулой, внедряется и нарушает 
целостность бактериальных мембран. Прямое введение LL-37 в организм ограничено коротким периодом полу-
распада in vivo и потенциальной цитотоксичностью при использовании высоких доз [2].

В качестве решения предлагается применение аденовирусных векторов для доставки гена LL-37, посколь-
ку Ad-вектор обладает высокими эффективностью трансдукции и экспрессией трансгена, широким тропизмом, 
оптимальным периодом экспрессии, способностью инфицировать делящиеся и неделящиеся клетки.

Целью работы являлась разработка аденовирусного вектора, несущего ген кателицидина (hCAMP), актив-
ной формой которого является LL-37.

Ход работы
Исходя из  данных о  последовательности гена hCAMP, синтезированы 12 олигонуклеотидов, каждый 

из которых имеет концевые комплементарные участки с соседними. С помощью полимеразной цепной реакции 
с перекрывающимся концевыми участками (overlap extension polymerase chain reaction, далее OE-PCR) синтези-
рованы три промежуточных продукта, которые затем сшиты OE-PCR (рис. 1). В результате получена последо-
вательность 581 п. о., содержащая ген кателицидина и имеющая комплементарные с шаттл-вектором pCD515-
mcherry концы.

С помощью метода сборки Гибсона осуществлено клонирование последовательности с геном кателициди-
на в pCD515-mcherry (рис. 2).

Полученный pCD515-LL-37 трансформировали в E. coli тепловым шоком. Из клонов выделена плазмидная 
ДНК и проанализирована методом рестрикционного анализа. Положительные клоны отправлены на секвениро-
вание по Сэнгеру, по данным которого отобран необходимый клон.

Для  получения аденовирусного вектора плазмиду pCD515-LL-37 и  плазмидный аденовирусный вектор 
pBHG с делециями E1 и E3 котрансфицировали в HEK293. Благодаря наличию FRT-сайтов в обеих плазмидах 
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и из-за экспрессии FLP-рекомбиназы из pBHG участок pCD515-LL37, содержащий левый ITR, сигнал инкапсида-
ции и экспрессионную кассету гена кателицидина, рекомбинировал в плазмиду pBHG (рис. 3).

Каждые 48 ч клетки пересевали, и  через 7 дней с  момента трансфекции был заметен цитопатический 
эффект. Из трансфицированных клеток выделена ДНК с помощью Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Cat. 
A1120, Promega) и проведен ее ПЦР-анализ (рис. 4).

Наличие ампликонов на гексон и ген кателицидина указывает на то, что полученный вирус — аденовирус, 
содержащий геном кателицидина. Отсутствие ампликонов в области Е1 свидетельствует о репликативной дефек-
тности полученного вируса.

Рис. 1. Схема сборки последовательности, содержащей ген кателицидина:  
1–12 — олигонуклеотиды; I — сборка трех частей гена; II — OE-PCR 
промежуточных продуктов с образованием последовательности 581 п. о., 

содержащей ген интереса

Рис. 2. Схема включения последовательности с геном интереса  
в шаттл-вектор pCD515-mcherry
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Выводы
В ходе работы осуществлен синтез гена человеческого кателицидина методом сборки из праймеров. По-

лученный ген вставлен в плазмидный шаттл-вектор. Затем получен репликативно-дефектный вектор на основе 
аденовируса человека 5-го серотипа, несущий ген кателицидина.
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Рис. 3. Схема FLP-FRT-рекомбинации в HEK-293 между pCD515-LL37 и pBHG

Рис. 4. Визуализация результатов ПЦР анализа в 0,8%-м агарозном геле.  
Лунки 1–3: ПЦР анализ на присутствие гена кателицидина (600 п. о.).  

1 — трансфицированные клетки, 2 — положительный контроль,  
3 — отрицательный контроль (ПЦР-смесь без добавления ДНК); 4 — GeneRuler 

1kb DNA Ladder. Лунки 5–7: ПЦР-анализ на присутствие аденовирусного 
гексона (580 п. о.), 5 — инфицированные клетки, 6 — положительный 

контроль (pFG140), 7 — отрицательный контроль. Лунки 8–10: ПЦР-анализ 
на присутствие Е1-региона (1034 п. о.). 8 — инфицированные клетки,  

9 — положительный контроль (pFG140), 10 — отрицательный контроль


