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Рис. 2. Противомикробная активность рекомбинантного эндолизина по отношению к штамму РА103 Pseudomonas aeruginosa. Обработка различными 
концентрациями рекомбинантного L-KPP10 в отсутствии пермеабилизирующих агентов (А). Добавление 0,5 мМ ЭДТА к смеси бактерий и L-KPP10 (Б). 
* — уровень значимости р = 0,05 (критерий Манна–Уитни)

различными концентрациями рекомбинантных фаголизина 
и артилизина, после чего производили посев на плотную 
агаризованную среду LB.

В результате экспериментов было показано, что эн-
долизин L-KPP10 не обладает бактерицидным эффектом 
на коллекционный штамм РА103 в исследованных концен-
трациях (рис. 2А). Данный результат был ожидаем, так как 
наличие наружной мембраны не позволяет белку проникнуть 
к молекулярным мишеням клеточной стенки грамотрица-
тельных бактерий. Так, совместная обработка бактериаль-
ных клеток белком L-KPP10 и ЭДТА в концентрации 0,5 мМ,
повышающей проницаемость мембран, приводит к по-
явлению литического эффекта в концентрациях уже от 
3 мкг/мл (рис. 2Б).

Наличие положительно заряженного пептида в составе 
артилизина существенно изменяло наблюдаемую картину. 
Так, противомикробная активность артилизина AL-KPP10 
проявлялась не только на штамме РА103, но и на четырех 
из шести клинических изолятов Pseudomonas aeruginosa 
(табл. 1 и рис. 3). Инкубация артилизина с клетками бак-
терий в количестве 106 в течение 30 мин приводила к сни-
жению числа колониеобразующих единиц Pseudomonas 
aeruginosa на 105 кл. в концентрациях 25 и 50 мкг/мл 
(рис. 3А).

Для визуализации процесса лизиса клетки использова-
ли электронную микроскопию. Для этого восприимчивый 
к действию артилизина клинический изолят Pseudomonas 
aeruginosa Ts 43–16 обрабатывали AL-KPP10. Для обрабо-
ток использовали концентрацию 50 мкг/мл. Инкубировали 
при комнатной температуре в течение 10, 20 и 30 мин. Визу-
ализировали процесс лизиса под электронным микроско-

пом после окраски уранилацетатом (рис. 3Б). Как видно из
рисунка, клетки Pseudomonas aeruginosa под действием бел-
ка теряют клеточную стенку, которую можно наблюдать в ви-
де электронноплотной окрашенной массы, похожей на стружки.

Инкубация AL-KPP10 с чувствительными штаммами 
Pseudomonas aeruginosa значительно снижает количество 
бактерий, выросших на чашках Петри, что показано на 
примере клинического изолята Ts 49–16 (рис. 3В). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время идет активный поиск различных фа-
голизинов для борьбы как с грамположительными, так и с 
грамотрицательными бактериями. Однако использование 
фаголизинов против грамотрицательных возбудителей 
затруднено из-за наличия наружной мембраны, препятс-
твующей действию фермента на пептидогликан, поэтому 
необходимы вещества, увеличивающие проницаемость 
наружной мембраны. В качестве таковых могут использо-
ваться полимиксины и их производные, аминогликозиды, 
ЭДТА, лимонная кислота и т. д. [11]. Например, были опу-
бликованы результаты по эндолизину KZ144, полученному из 
антисинегнойного бактериофага phiKZ. Эндолизин KZ144 
проявлял свои антимикробные свойства в присутствии 
пермеабилизаторов [12]. Еще одним примером служит 
запатентованный эндолизин OBPgpLYS. Данный белок 
обладает широким спектром действия на грамотрицатель-
ные бактерии и способен снижать количество бактерий на
один порядок. При этом было показано, что добавление ЭДТА 
в небольших концентрациях увеличивает антимикробный 
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Рис. 3. Противомикробная активность рекомбинантного артилизина AL-KPP10 по отношению к восприимчивым штаммам Pseudomonas aeruginosa. 
Обработка различными концентрациями рекомбинантного AL-KPP10 в отсутствии пермеабилизирующих агентов различных чувствительных штаммов 
Pseudomonas aeruginosa (А), р < 0,01 (критерий Манна–Уитни). Электронная микроскопия клеток клинического изолята Pseudomonas aeruginosa Ts 43-16 
после обработки AL-KPP10 в концентрации 50 мкг/мл в течение 10 мин, 20 мин и 30 мин (Б). Чашки Петри с нанесенной смесью артилизина и клеток кли-
нического изолята Pseudomonas aeruginosa Ts 49–16 после инкубации в течение 30 мин (В)

Таблица 1. Противомикробная активность артилизина AL-KPP10 по отно-
шению к клиническим изолятам Pseudomonas aeruginosa

эффект против Pseudomonas aeruginosa с множественной 
лекарственной устойчивостью на 102–103 [13].

Для того чтобы не задействовать дополнительные 
реагенты, увеличивающие проницаемость наружных мем-
бран, был создан новый класс фаголизинов — артилизины 
[14, 15, 16]. Эти соединения представляют собой слитые 
в одной рамке трансляции эндолизин и положительно 
заряженный пептид, который позволяет перенести моле-
кулу через наружную мембрану грамотрицательных бакте-
рий. Один из перспективных пептидов для этих целей — 

миелоидный антимикробный пептид овцы SMAP-29. Эта 
амфифильная молекула связывается с отрицательно за-
ряженными фосфолипидами мембраны и образует в ней 
поры за счет встраивания своей гидрофобной части [17]. 
Примером артилизина, в состав которого входит молекула 
SMAP-29, служит артилизин Art-175 — модифицирован-
ный эндолизин бактериофага KZ144. В отличие от KZ144 
артилизин Art-175 может проходить через наружную мем-
брану Pseudomonas aeruginosa и уничтожать бактерии, в 
том числе с множественной резистентностью, уменьшая 
их количество более чем на 104 [16]. При этом было 
выявлено, что активность фаголизинов может быть шире, 
чем внутривидовая [18]. Так, для Art-175 была показана 
эффективность артилизина против бактерий Acinetobacter 
baumannii, в том числе штаммов, обладающих лекарствен-
ной устойчивостью, а также персистирующих форм [19].

Однако SMAP-29 в неизменном виде проявляет ци-
тотоксичность по отношению к эритроцитам человека. В 
одном из исследований выявляли зависимость антибакте-
риальной и гемолитической активности от длины пептида 
SMAP-29 и его первичной последовательности. После уда-
ления и замены нескольких аминокислот была выявлена 
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структура [K2,7,13]-SMAP-29(1–17), обладающая опти-
мальной активностью и не проявляющая нежелательной 
цитотоксичности [20, 21].

В ходе настоящей работы было получено два реком-
бинантных фаголизина — эндолизин L-KPP10 и его моди-
фицированная форма — артилизин AL-KPP10. Изучение 
физико-химических свойств эндолизина и артилизина 
показало наличие у них третичной структуры, которая 
восстанавливается в процессе ренатурации, что позволяет 
предположить наличие у них ферментативной активности. 
Оба белка имеют профиль, позволяющий поддерживать 
высокую стабильность в растворе. Важно отметить, что 
присутствие положительно заряженного пептида SMAP-
29(1–17) в составе фаголизина KPP10 не меняет структуры 
и свойств белка (см. рис. 1). Данные результаты позво-
лили перейти к проверке противомикробной активности 
полученных рекомбинантных молекул.

В ходе работы по проверке бактериолитической ак-
тивности было показано, что эндолизин L-KPP10 в иссле-
дованных концентрациях проявляет активность только в 
присутствии ЭДТА. ЭДТА как пермеабилизирующий агент 
способствовал проникновению эндолизина через наруж-
ную мембрану к клеточной стенке. Между тем, артилизин 
AL-KPP10 благодаря наличию в его структуре фрагмента 
антимикробного миелоидного пептида SMAP-29 ([K2,7,13]-
SMAP-29(1–17)) не требует дополнительной пермеабилиза-
ции с помощью ЭДТА и оказывает бактерицидный эффект 
на широкий спектр штаммов Pseudomonas aeruginosa. 
Так, пять из семи исследованных клинических изолятов 
Pseudomonas aeruginosa оказались восприимчивыми, а 
наибольшая активность проявлялась при концентрации 
белка 25 и 50 мкг/мл. Артилизин в данных концентрациях 
снижал количество бактерий на 105 в течение 30 мин.

Наиболее близким функциональным аналогом опи-
санного в данной статье артилизина AL-KPP10 является
артилизин Art-175, представляющий собой эндолизин 
KZ144, связанный с пептидом SMAP-29 в неизмененном 
виде. Как и в случае с AL-KPP10, артилизин Art-175 может
проходить через наружную мембрану Pseudomonas 
aeruginosa и лизировать бактерии. Отличие AL-KPP10 от 
артилизина Art-175 заключается не только в использова-
нии оригинальной последовательности лизина KPP10, но 
и наличие модификации укороченного пептида SMAP-29, 
несущего три аминокислотные замены [позиции K2,7,13], 
что приводит к снижению цитотоксической активности 
[20, 21]. Также можно рассчитывать, что активность арти-
лизина AL-KPP10 выше, чем у Art-175, так как, согласно
приведенным в настоящей статье данным, AL-KPP10 
проявляет активность на порядок выше чем Art-175 [16].

ВЫВОДЫ

Представленные в настоящей статье данные подтверждают 
работоспособность схемы, при которой возможно дости-
жение литических свойств фаголизинов, действующих на 
грамотрицательные бактерии не только изнутри клетки, но 
и снаружи с применением пермеабилизирующих агентов 
или положительно заряженных пептидов. Это согласуется 
с ранее опубликованными результатам по эндолизину 
KZ144 полученному из антисинегнойного бактериофага 
phiKZ, а также по эндолизину OBPgpLYS, которые прояв-
ляли свои антимикробные свойства в присутствии пермеа-
билизаторов. Таким образом, в будущем можно рассчиты-
вать на получение положительных результатов разработки 
на основе рекомбинантных фаголизинов препаратов, 
которые станут реальной альтернативой антибиотикам. 
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