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РЕФЕРАТ Кризис антибиотикорезистентности бросает вызов глобальной системе здравоохранения. 
Классические антибиотики все чаще становятся неэффективными в клинической практике. Более 
того, введение в клиническую практику новых антимикробных агентов в горизонте всего нескольких 
лет приводит к возникновению антибиотикорезистентных штаммов патогенов. Таким образом, раз-
работка платформ массированного создания и поиска новых антимикробных агентов представляет 
особую значимость в условиях возникновения антибиотикорезистентных штаммов патогенов и частой 
неэффективности классических антибиотиков. Массированный поиск позволит многократно сократить 
время, необходимое для идентификации наиболее перспективных лекарственных кандидатов. ДНК-
кодируемые антимикробные агенты, в свою очередь, открывают уникальные возможности для широ-
комасштабного создания новых антибиотиков. В данной работе клетки дрожжей Pichia pastoris были 
генетически модифицированы с целью продукции панели антимикробных пептидов (АМП) и после-
дующего высокопроизводительного отбора продуцентов АМП, подавляющих рост бактерий in situ. 
Наибольшей антимикробной активностью обладали дрожжевые клоны-продуценты танатина и про-
тегрина-1. При этом уровень продукции рекомбинантного танатина был значительно выше, чем про-
тегрина-1, что коррелирует с данными о его низкой токсичности. Разработанные методы массиро-
ванной оценки активности ДНК-кодируемых антимикробных агентов позволяют идентифицировать 
лекарственные кандидаты с повышенным терапевтическим индексом. Развитие методов направленного 
создания искусственного разнообразия АМП и использование технологий глубокого функционального 
профилирования антимикробной активности позволят разработать новые АМП с улучшенными тера-
певтическими характеристиками. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антимикробные пептиды, дрожжи Pichia pastoris, гетерологическая продукция, поиск 
матриц, протегрин-1, танатин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АМП – антимикробные пептиды; GAP – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа; 
GFP – зеленый флуоресцентный белок; NGS – секвенирование нового поколения.

ВВЕДЕНИЕ
Распространение антибиотикорезистентности при-
водит к снижению эффективности традиционных 
антибиотиков широкого спектра, что ограничивает 
возможности лечения бактериальных инфекций [1]. 
Также увеличивается обеспокоенность по поводу 
развития перекрестной резистентности [2, 3]. Все 

это делает необходимым расширение спектра и мас-
штаба скрининга потенциальных антибиотиков, 
чтобы противостоять быстрым темпам адаптации 
микроорганизмов к лекарственным средствам [4, 5]. 

Природные источники являются обширным ре-
сурсом веществ, обладающих антимикробной актив-
ностью, однако поиск и наработка таких соединений 
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часто ограничены культивируемыми и высокопред-
ставленными штаммами микроорганизмов [6]. Это, 
в свою очередь, порождает проблему переоткрытия 
уже известных антибиотиков. Одним из способов 
решения данной проблемы является применение 
ультравысокопроизводительного скрининга образ-
цов из разнообразных источников [7]. Такой подход 
позволяет находить вещества разной химической 
природы. Однако дальнейшее изменение свойств та-
ких антибиотиков требует привлечения химического 
синтеза или культивирования продуцента и нара-
ботки целевого вещества для последующих экспе-
риментов, связанных с его модификацией. 

Перспективным классом альтернативных анти-
биотиков являются антимикробные пептиды (АМП) 
[8]. Природные антимикробные пептиды, активные 
в отношении грамотрицательных бактерий, пред-
ставляют исключительный интерес в рамках борьбы 
с распространением внутрибольничных инфекций 
и антибиотикорезистентности [9]. Одним из преиму-
ществ АМП является их генетически кодируемая 
природа и простой биосинтетический путь, который 
можно адаптировать к продукции в гетерологичном 
продуценте. Это позволяет легко вносить измене-
ния в структуру и упрощает процедуру скринин-
га и улучшения фармакологических свойств АМП. 
Анализ баз данных пептидов позволяет проводить 
поиск новых АМП в природных источниках [10]. 
С этой целью используют также анализ метагеном-
ных и протеомных данных, из которых вычленяют 
потенциальные АМП и затем проверяют их анти-
микробную активность [11, 12]. 

Другой подход – использование искусственного 
разнообразия молекул на основе рационального ди-
зайна и de novo подходов. Созданные библиотеки 
вариантов АМП получают и проверяют с исполь-
зованием технологий химического синтеза [13], фа-
гового [14] или дрожжевого дисплея [15]. Широкое 
развитие в последние годы получили технологии de 
novo дизайна АМП с использованием искусственно-
го интеллекта и нейросетей [16]. Многие подобные 
подходы опираются на методы направленной эволю-
ции, имитируя природный процесс при создании но-
вых молекул. Выбор стартовой точки для генериро-
вания новой молекулы крайне важен для навигации 
по поверхности эволюционного ландшафта (рис. 1). 
Это позволит анализировать разнообразные пути 
направленной эволюции и находить наиболее под-
ходящие варианты. При такой постановке началь-
ных условий сокращается вероятность следования 
по тупиковой, единообразной эволюционной ветви. 

В настоящее время цитотоксичность, а также ме-
ханизмы действия АМП оценивают на искусствен-
ных системах, использующих в качестве модель-

ных мембран везикулы, липосомы и искусственные 
мембраны [17]. Данные методы позволяют прибли-
женно оценить, как происходят взаимодействия 
пептидов с бактериальными или эукариотическими 
мембранами, однако они проводятся уже после эта-
пов первичного скрининга антимикробной активно-
сти и отбора активных пептидов. Чтобы сократить 
количество этапов проверки и увеличить пропуск-
ную способность исследований, можно использо-
вать продукцию АМП в эукариотической клетке, 
и напрямую оценивать антимикробную активность 
продуцента. В подобной гетерологической системе 
потенциально цитотоксические пептиды не будут 
иметь высокий выход или будут существенно вли-
ять на рост популяции продуцента. Таким образом 
можно сократить число вариантов для дальнейшего 
более тщательного исследования свойств отобран-
ных АМП. Подобный подход может значительно 
ускорить время анализа.

В качестве подобного гетерологического про-
дуцента интерес представляют дрожжи Pichia 
pastoris, которые совмещают все особенности эу-
кариотической клетки, включая способность к пост-
трансляционным модификациям, со скоростью 
роста, сопоставимой с бактериальной, и высоким 
уровнем продукции рекомбинантных белков [18].

Данная работа направлена на исследование 
особенностей гетерологической продукции АМП 
в дрожжах и применение рекомбинантных техно-
логий к поиску матриц для создания новых анти-
микробных пептидов.
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Рис. 1. Схематическое представление процесса на-
правленной эволюции в координатах пространства 
последовательностей и приспособленности
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Бактериальные и дрожжевые штаммы 
Использовали метилотрофные дрожжи P. pastoris 
GS115 (Invitrogen, США), клонирование и наработ-
ку плазмид осуществляли в клетках Escherichia coli 
XL-Blue («Евроген», Россия), в качестве таргетной 
бактерии использовали E. coli ΔlptD (любезно пре-
доставлена И.А. Остерманом).

Клонирование генов АМП
Экспрессионный вектор pGAP4 получен путем за-
мены промотора PAOX1 в векторе pPIC9k (Invitrogen) 
последовательностью промотора PGAP из вектора 
pGAPZa (Thermo Fisher Scientific Inc., США) с по-
мощью набора HiFi DNA assembly kit (New England 
Biolabs, Великобритания).

Нуклеотидные последовательности генов АМП 
оптимизировали с использованием программы 
GeneArt GeneOptimizer (Thermo Fisher Scientific 
Inc.) для продукции в клетках P. pastoris. Гены 
синтезировали методом ПЦР с взаимно перекры-
вающимися праймерами и клонировали в экс-
прессионный вектор pGAP4 с помощью набо-
ра HiFi DNA assembly kit (New England Biolabs). 
Клонированные гены АМП располагались в единой 
рамке считывания с геном альфа-фактора дрож-
жей, обеспечивающим секрецию пептидных моле-
кул в культуральную среду. В процессе транспорта 
последовательность альфа-фактора процессируется 
эндопептидазой KEX2, и в культуральную среду 
выделяется пептид в активной форме. Библиотека 
АМП в векторе pGAP_AMP была линеаризована 
по сайту рестрикции AvrII для дальнейшей транс-
формации в клетки дрожжей.

Трансформация дрожжевых клеток
Клетки дрожжей P. pastoris GS115 трансфор-
мировали линеаризованной библиотекой плаз-
мид pGAP_AMP согласно протоколу [19 ] . 
Трансформированные клетки дрожжей отбирали 
на агаризованной среде RDB (1 М сорбитол, глюко-
за 20 г/л, YNB 13.4 г/л, биотин 0.4 мг/л, 0.005 г/л не-
заменимых аминокислот (L-глутаминовая кислота, 
L-метионин, L-лизин, L-лейцин и L-изолейцин), агар 
18 г/л) и растили в воздушном термостате при 30°С 
в течение 72 ч.

Анализ антимикробной активности
Трансформированные клоны дрожжевой библиоте-
ки высевали на чашки с питательной средой YPD-
агар (2% пептона, 1% дрожжевого экстракта, 2% 
глюкозы, 100 мМ калий-фосфатного буфера рН 6.0, 
1.8% агар-агара) и инкубировали при 30°С в течение 

48 ч. Бактерию-мишень E. coli ΔlptD GFP высева-
ли в ночную культуру. Мягкий агар (0.8% трипто-
на, 0.5% дрожжевого экстракта, 0.25% NaCl и 0.5% 
агарозы) инокулировали ночной культурой бакте-
рии-мишени до конечной концентрации 105 КОЕ/мл, 
покрывали им колонии дрожжей и инкубировали 
при 37°С в течение 18 ч до образования зон ингиби-
рования роста.

Анализ уровня продукции АМП в жидкой 
культуре
Дрожжевые штаммы-продуценты АМП культиви-
ровали в питательной среде YPD (2% пептона, 1% 
дрожжевого экстракта, 2% глюкозы, 100 мМ калий-
фосфатного буфера рН 6.0) в колбах на качалке 
при 30°С и 180 об/мин в течение ночи. Через 24, 48 
и 72 ч отбирали аликвоты среды, которые анализи-
ровали методом электрофореза в трициновом буфе-
ре в полиакриламидном геле в соответствии с про-
токолом [20]. Уровень продукции АМП оценивали 
по интенсивности окрашивания полос красителем 
Кумасси. 

Идентификация пептидов у клонов 
с антимикробной активностью
Активные дрожжевые клоны выращивали на се-
лективной среде RDB. Геномную ДНК выделяли 
с использованием ацетата лития и SDS соглас-
но протоколу [21]. Гены АМП амплифицировали 
методом ПЦР с использованием фланкирующих 
праймеров: Forw 5’-TGCTAAAGAAGAAGGGGTAT-
CTCT GGAGA AAAG-3’ и Rev 5’-GAACTGAGGAAC-
AG TCAT GTCT AAGGCTACAAA-3’. ПЦР-продукты 
секвенировали методом Сэнгера, ген пептида иден-
тифицировали, выравнивая полученную нуклеотид-
ную последовательность по последовательности ге-
нов АМП из панели.

Выделение геномной ДНК дрожжей и подготовка 
образцов для NGS-секвенирования 
Геномную ДНК выделяли из объединенного пула 
трансформированных клонов дрожжей согласно 
протоколу [21]. Гены АМП амплифицировали с по-
мощью эмульсионной ПЦР (эПЦР) согласно прото-
колу [22] с использованием праймеров, указанных 
выше. Полученный пул ПЦР-продуктов был до-
полнительно очищен с помощью магнитных частиц 
VAHTS DNA Clean Beads (Vazyme, Китай).

NGS-секвенирование
Подготовленные ПЦР-продукты амплифицировали 
с использованием набора REPLI-g Single Cell Kit 
(Qiagen, Германия). Секвенирование проводили с ис-
пользованием генетического анализатора HiSeq2500, 
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HiSeq PE Cluster Kit v4 cBot и HiSeq SBSKit v4 (250 
циклов) (Illumina, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Подбор панели антимикробных пептидов из баз 
данных АМП
Опираясь на базы данных АМП, такие как APD3 
[23] и DBAASP [24], была составлена панель 
АМП с выраженной антимикробной активностью 
(табл. 1).

Проверка универсальности применения дрож-
жей в качестве гетерологического продуцента 
АМП требует валидации на панели АМП с разно-
образными физико-химическими характеристика-
ми. Опираясь на данный критерий, мы выбирали 
последовательности АМП с учетом относительно 
высокой антимикробной активности, разнообразия 
структуры и длины аминокислотной последова-
тельности. Таким образом была составлена панель 
АМП, охватывающая широкий спектр структурных 
матриц.

Создание генетических конструкций панели 
АМП и трансформация клеток дрожжей
Нуклеотидные последовательности генов анти-
микробных пептидов оптимизировали с помощью 
программного обеспечения GeneArt GeneOptimizer 
(Thermo Fisher Scientific Inc.), и синтезирован-
ные фрагменты клонировали в дрожжевой век-
тор для секретируемой продукции pGAP4_AMP 
(рис. 2). Благодаря наличию сильного конститу-
тивного промотора гена глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназы (GAP) для продукции целевых 

пептидов не требуется добавление индуктора. 
Полученные генетические конструкции трансфор-
мировали в клетки дрожжей единым пулом. С 1 мкг 
библиотеки плазмид получено 104 дрожжевых кло-
на, которые были объединены в единую библиотеку 
для проведения функциональных исследований.

Анализ представленности генов АМП из панели
Количество полученных клонов дрожжей на три 
порядка превышает количество вариантов анали-
зируемых генов АМП, что свидетельствует о до-
статочной представительности данной библиотеки. 
Для проверки наличия всех генов АМП из панели 
и их соотношения мы выделили тотальную геном-
ную ДНК и провели NGS-анализ. Согласно данным 
секвенирования, в библиотеке присутствуют все 
гены АМП из панели (рис. 3).

Таблица 1. Панель АМП с выраженной антимикробной активностью

Антимикробный пептид Аминокислотная последовательность* Размер, число а.о. Тип структуры

 TP4 FIHHIIGGLFSAGKAIHRLIRRRRR 25 β-шпилька

Протегрин-1 RGGRLCYCRRRFCVCVGR 18 β-шпилька

Магаинин-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 23 α-спираль

Мелиттин GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26 α-спираль

Мастопаран INLKAIAALAKKLF 14 α-спираль

Танатин GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM 21 β-шпилька

HNP-1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 30 β-шпилька

Тахиплезин-1 KWCFRVCYRGICYRRCR 17 β-шпилька

Индолицидин ILPWKWPWWPWRR 13 α-спираль

Арминин 1a KPWRFRRAIRRVRWRKVAPYIPFVVKTVGKK 31 α-спираль

*Аминокислотная последовательность, длина и структура АМП уточнены в APD3 [23] и DBAASP [24]. 

Рис. 2. Схема 
генетической 
конструкции 
для конститу-
тивной про-
дукции АМП 
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Анализ антимикробной активности дрожжевой 
библиотеки продуцентов АМП
Антимикробную активность проверяли путем ана-
лиза образования зон ингибирования роста бак-
терии-мишени E. coli ΔlptD на питательной среде 
в чашках Петри (рис. 4).

Количество проанализированных клонов состави-
ло ~ 3000, что более чем на два порядка покрывает 
исследуемую библиотеку АМП. Таким образом, ве-
роятность потери клона, несущего ген какого-либо 
из выбранных АМП, в связи с недостаточным коли-
чеством проанализированных клонов была сведена 
к минимуму. Из 55 клонов выделили геномную ДНК. 
Участок, содержащий ген АМП, амплифицировали 
и проанализировали с помощью секвенирования 
по Сэнгеру. В ходе анализа установлено, что 37 кло-
нов содержали ген танатина, а 18 – протегрина-1. 

Активные клоны дрожжей демонстрировали 
крупные зоны ингибирования роста таргетной бак-
терии, которые потенциально могли перекрываться 
с зонами от других пептидов. Чтобы исключить воз-
можные потери активных клонов, мы дополнитель-
но клонировали новый пул генов АМП, из которо-
го были исключены гены протегрина-1 и танатина. 
Анализ активности клонов в уменьшенной библио-
теке не выявил новых активных кандидатов. 

Уровень продукции АМП активными клонами 
проанализирован также по интенсивности полос 
в полиакриламидном геле (рис. 5). 

Образцы культуральной среды характеризова-
лись высоким уровнем продукции рекомбинантно-
го танатина, что видно по наличию четкой полосы 
в низкомолекулярной области электрофореграммы. 
В то же время отсутствие соответствующих полос 
в культуральных средах от продуцентов протегри-
на-1 указывало на низкий уровень продукции этого 
пептида. Однако рекомбинантные дрожжевые кло-
ны-продуценты, несмотря на низкий уровень про-
дукции протегрина-1, демонстрировали детектируе-
мый уровень антимикробной активности, поскольку 
сам этот АМП обладает значительной антимикроб-
ной активностью.

арминин 1а

индолицидин

тахиплезин-1

HNP-1

танатин

мастопаран

мелиттин

магаинин

протегрин-1

TP4

0 5 10 15 20 25%

Рис. 3. Анализ представленности генов АМП в дрож-
жевой библиотеке. По оси абсцисс отложены доли (%) 
от общего количества последовательностей

Рис. 4. Анализ образования зон ингибирования роста 
таргетной бактерии Escherichia coli ΔlptD клонами 
дрожжей, трансформированных pGAP_AMP

Рис. 5. Электрофореграмма проб культуральных сред 
продуцентов АМП в трициновом ПААГ. Отмечены 
временные точки отбора культуральной среды после 
культивирования клонов-продуцентов протегрина-1 
и танатина. ON – среда после культивирования в тече-
ние ночи, М – маркер молекулярных масс белков

Протегрин-1 Танатин

Танатин

30 
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Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что в данной системе можно детектировать АМП 
как за счет высокой продукции, так и по уровню 
антимикробной активности.

ОБСУЖДЕНИЕ
Антимикробные пептиды (АМП) широко распро-
странены в природе в качестве защитных и сиг-
нальных молекул [25]. В основном они состоят 
из 5–50 аминокислотных остатков, зачастую с пре-
обладанием положительно заряженных и гидро-
фобных боковых цепей. Большая группа АМП 
не имеет специфической белковой мишени в бак-
териальных клетках, поскольку действует на мем-
брану или вызывает окислительный стресс, что за-
трудняет выработку бактериями устойчивости 
к АМП [26]. Известно также, что резистентные 
к антибиотикам бактерии могут проявлять повы-
шенную чувствительность к АМП [27]. Таким обра-
зом, АМП являются перспективными кандидатами 
на роль альтернативных антимикробных соедине-
ний для борьбы с множественной лекарственной 
устойчивостью.

Метилотрофные дрожжи P. pastoris являются 
удобным и экономичным гетерологическим проду-
центом, поскольку для них доступен обширный на-
бор генно-инженерных инструментов для продук-
ции широкого спектра белковых молекул, а также 
за счет низкой себестоимости необходимых ком-
понентов сред. Детекция антимикробной актив-
ности в гетерологическом продуценте способству-
ет значительному сокращению затрат на синтез 
и первичный анализ активности АМП. В данной 
работе получена библиотека дрожжевых клонов, 
продуцирующих панель антимикробных пептидов. 
Одновременный анализ активности дрожжевых 
клонов позволил сравнить потенциальную токсич-
ность выбранных пептидов в отношении эукариоти-
ческих клеток и их удельную активность. Показана 
выраженная антимикробная активность клонов-про-
дуцентов протегрина-1 и танатина. 

Известно, что протегрин-1 обладает высокой ге-
молитической активностью и цитотоксичностью [28], 
тогда как танатин, действие которого направлено 
на бактериальные мишени, не вызывает выражен-
ного гемолиза [29] и проявляет низкую токсичность 
в клетках млекопитающих [30]. Это может быть од-
ной из причин наблюдаемых в нашей работе раз-
личий в уровне продукции данных АМП. Штаммы-
продуценты остальных пептидов из  панели 
не проявили выраженного антимикробного эффекта 
по отношению к таргетной бактерии. Причиной по-
добного может быть потенциальная фунгицидная 
активность соответствующих АМП по отношению 

к клеткам дрожжей P. pastoris. С другой стороны, 
дрожжи относятся к домену эукариоты, соответ-
ственно, АМП, действующие на эукариотические 
мембраны за счет неспецифического механизма 
действия будут токсичными для клеток дрожжей. 
Это, в свою очередь, может снизить уровни продук-
ции и, как следствие, привести к отсутствию ан-
тимикробной активности у дрожжевого продуцен-
та. Однако подобный эффект можно использовать 
для исключения АМП, которые обладают низкой 
селективностью по отношению к бактериальным 
мембранам и будут токсичными для эукариотиче-
ских клеток. Потенциально токсичные варианты 
должны обладать высокой удельной активностью 
для успешной детекции в рамках подобного скри-
нинга.

Таким образом, можно заключить, что скрининг 
активных вариантов АМП посредством рекомби-
нантной продукции в дрожжевых клетках позволя-
ет отбирать пептиды с разными характеристиками. 
Подобная система может применяться для поиска 
новых матриц для создания искусственного разно-
образия вариантов АМП и последующего улучше-
ния их фармакокинетических свойств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках данного исследования составлена панель 
АМП для создания пула рекомбинантных проду-
центов. Метилотрофные дрожжи P. pastoris были 
генетически модифицированы для секретируемой 
продукции антимикробных пептидов. Анализ зон 
ингибирования роста клонов дрожжей показал, 
что наиболее выраженной активностью обладают 
продуценты пептидов протегрина-1 и танатина. 
Анализ уровня продукции протегрина-1 и тана-
тина показал более высокое содержание танатина 
в культуральной среде по сравнению с протегри-
ном-1, что свидетельствует о разных причинах про-
явления высокой активности дрожжевых клонов. 
В случае танатина – за счет высокого уровня про-
дукции, в случае протегрина-1 – за счет высокой 
удельной активности. Таким образом, использование 
дрожжевых клеток в качестве продуцентов АМП 
и создание на их основе пула клеток, обладающих 
антимикробной активностью, позволяет одновремен-
но анализировать антимикробные свойства веществ 
в одинаковых условиях, сокращая время и затраты 
на проведение подобных исследований. Показан по-
тенциал рекомбинантных технологий в разработке 
методов широкомасштабных скрининговых исследо-
ваний антимикробных соединений. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ (проект № 21-14-00357).
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