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Cationic peptide pep-36e is effective against  
carbapenem-resistant gram-negative bacteria in vitro and in vivo
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Устойчивость к антибиотикам ежегодно становится причиной 1,2 млн прямых и 4,95 млн ассоциированных смер-
тей. Классические антибиотики на основе малых молекул не привлекательны с инвестиционной точки зрения для 
фармацевтических компаний из-за быстрого формирования резистентности. Антимикробные пептиды (АМП) об-
ладают выраженной антибактериальной активностью при значительно меньшей вероятности формирования рези-
стентности. Для de novo разработки новых АМП могут быть использованы различные методы машинного обучения. 
Ранее нами был разработан короткий катионный АМП PEP-36E, показавший в ходе работы активность in vitro против 
грамотрицательных бактерий, устойчивых к карбапенемам. Более того, PEP-36E в эмпирической дозе 100 мкг/мышь 
снижал летальность в обеих моделях генерализованной инфекции, вызванной Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter 
baumannii.
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Antibiotic resistance causes 1.2 million direct and 4.95 million associated deaths annually. Classic small molecule 
antibiotics are not attractive from an investment point of view for pharmaceutical companies due to the rapid development 
of resistance. Antimicrobial peptides (AMPs) have pronounced antibacterial activity with a significantly lower probability of 
developing resistance. Various machine learning methods can be used for de novo development of new AMPs. Previously, 
we developed a short cationic AMP PEP-36E. In the course of the work, it was shown that PEP-36E is active in vitro against 
Gram-negative bacteria resistant to carbapenems. Moreover, PEP-36E at an empirical dose of 100 μg/mouse reduced 
mortality in both models of generalized infection caused by Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii.
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Систематический анализ глобального бре-
мени антибиотикорезистентности показал, 
что в 2019 году 1,27 миллиона пациентов 

погибли от инфекций, не чувствительных к анти-
бактериальным препаратам (показана прямая 
причинно-следственная связь) [1]. В данной ра-
боте были исследованы записи о 471 миллио-
не случаев микробных инфекций. Более того, 
4,95  миллиона смертей были ассоциированы с 
антибиотикорезистентностью. Наибольшую опас-
ность представляли шесть патогенов: Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter bau- 
mannii и Pseudomonas aeruginosa  – на их долю 
приходилось более 70  % смертей от антибио-
тикорезистентных возбудителей; при этом ле-
тальность на 100 000 населения составила 67,7 
(45,4–96,6) случая [1]. Столь масштабное рас-
пространение устойчивых к противомикробным 
препаратам возбудителей определяет необхо-
димость поиска и разработки новых стратегий 
фармакотерапии.

Для de novo дизайна новых пептидных соединений 
с фармакологической активностью возможно приме-
нение различных методов искусственного интеллек-
та и машинного обучения, в которых аминокислотные 
последовательности представляются в виде тексто-
вых данных [2, 3]. Ранее с помощью данных методов 
нами был разработан катионный антимикробный 
пептид (АМП) PEP-36E, содержащий 24 аминокислот-
ных остатка. 

Целью данной работы было исследование анти-
бактериальной активности PEP-36E in vitro и in vivo.

Материал и методы. PEP-36E, состоящий из 24 ами-
нокислотных остатков (GIFSKLAGKKIKNLLISGLKNIGK), 
был синтезирован методом твердофазного Fmoc-
синтеза с помощью автоматического синтезатора 
JBMS-96-A (Jianbang Pharmacy Technology Co. Ltd.). 
PEP-36E был очищен (чистота >95  %) с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с обращенной фазой. ВЭЖХ проводили на 
колонке YMC-Triart C18 (4,6×250 мм×5 мкм), элюируя 
0,1 % трифторуксусной кислоты в 100 % воде и 0,1 % 
трифторуксусной кислоты в 100 % ацетонитриле, при 
скорости потока 1 мл/мин. 

В ходе работы были использованы клинические 
бактериальные изоляты карбапенем-устойчивых 
грамотрицательных бактерий: A. baumannii (n=4), 
P.  aeruginosa (n=4), K. pneumoniae (n=8) и E. coli 
(n=8). Бактерии были выделены в 2024 году у госпи-
тализированных пациентов Ставропольской краевой 
клинической больницы. Идентификацию и опреде-
ление антибиотикорезистентности бактериальных 
изолятов проводили диско-диффузионным методом 
в рамках рутинного микробиологического исследо-
вания в отделении клинической микробиологии Цен-

тра клинической фармакологии и фармакотерапии  
(г. Ставрополь). 

Исследование антибактериальной активности 
PEP-36E in vitro проводили методом серийных разве-
дений. Чистые бактериальные культуры культивиро-
вались на твердой питательной среде (маннитол-со-
левой агар). Из свежей утренней культуры готовили 
суспензию на стерильном физиологическом раство-
ре, которая соответствовала стандарту мутности 0,5 
по МакФарланду (что эквивалентно 1–2×108 КОЕ/
мл). Суспензию растворяли в бульоне Мюллера  – 
Хинтона для получения инокулюма с примерной 
концентрацией 5×105 КОЕ/мл. После чего инокулюм 
(100 мкл) добавляли в лунки стерильных микроплан-
шетов, в которые затем вносили по 100 мкл PEP-
36E в различных концентрациях (от 0 до 32 мкг/мл). 
Контроли: контроль стерильности (только бульон 
Мюллера  – Хинтона, без инокулюма) и контроль ро-
ста (бактериальный инокулюм без пептидов). Затем 
микропланшеты инкубировались в термостате при 
37  °C. Через 18–20  ч оценивались величины мини-
мальной подавляющей концентрации (МПК). За МПК 
считалось минимальное значение концентрации 
PEP-36E, при котором визуально полностью отсут-
ствовал рост в соответствующей лунке. Исследова-
ние с каждой концентрацией PEP-36E в отношении 
отдельного изолята выполнялось в трех независи-
мых повторениях. 

Для скрининговой оценки эффективности PEP-
36E in vivo была использована мышиная модель ле-
тальной генерализованной инфекции. Для моде-
лирования сепсиса со 100  % летальностью мышам 
линии ICR (CD-1) (самки, средняя масса = 30 г) вну-
трибрюшинно вводили утреннюю чистую культуру 
карбапенем-устойчивого изолята K. pneumoniae или 
A. baumannii (150 мкл/мышь = ~6,75×108 КОЕ/мышь). 
Для получения стандарта мутности бактериальных 
суспензий, равного 15 по МакФарланду, т.е. при-
близительной концентрации бактериальных клеток  
~4,5×109 КОЕ/мл, использовали денситометр DEN-1. 
PEP-36E вводили через 30 мин после инфицирова-
ния, однократно внутрибрюшинно, в объеме 100 мкл, 
в эмпирической дозе 100 мкг/мышь. Общий объ-
ем вводимой жидкости не превышал 250 мкл/мышь. 
Контрольные группы получали физиологический 
раствор, 100 мкл. В каждой группе было 12 мышей 
(n=12), рандомизацию животных на контрольные и 
экспериментальные группы проводили сразу после 
инфицирования. Выживаемость оценивали каждые 
24 часа в течение 5 дней. Для статистического ана-
лиза проводилась оценка функции выживания в ме-
тоде Каплана – Мейера в программном обеспечении 
StatPlus v.8. Исследования на лабораторных живот-
ных были одобрены локальным этическим комитетом 
ФГБОУ ВО Ставропольского государственного меди-
цинского университета. 
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АМП	 – антимикробный пептид
ВЭЖХ	– высокоэффективная жидкостная хроматография

МПК – минимальная подавляющая концентрация
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Результаты и обсуждение. PEP-36E обладал 
антибактериальной активностью в отношении кар-
бапенем-устойчивых грамотрицательных бактерий 
in vitro со значениями МПК в диапазоне от 0,5 до 
4  мкг/мл. Значения МПК представлены в виде ме-
диан (Me), первого и третьего квартилей в скобках. 
МПК для A. baumannii (n=4): 0,5 (0,3125–0,5) мкг/мл; 
P. aeruginosa (n=4): 4 (2,5–4) мкг/мл; K. pneumoniae 
(n=8): 2 (1–2) мкг/мл; E. coli (n=8): 2 (1–3,5) мкг/мл. 

В контрольных группах (получали стерильный 
физиологический раствор) на обеих эксперимен-
тальных моделях генерализованных инфекций через 
72  часа после инфицирования выживаемость соста-
вила 0 %. 

При A. baumannii-индуцированном сепсисе у жи-
вотных, получавших PEP-36E, выживаемость соста- 
вила 58,3 % к концу эксперимента (p = 0,0000410902). 
В модели инфекции, вызванной K. pneumoniae,  
PEP-36E также был эффективен, продемонстрировав 
выживаемость 66,6 % (p=0,000654817).

Катионные АМП играют важную роль при врож-
денном иммунитете, являясь первой линией за-
щиты от грибов, вирусов, бактерий и паразитов [4, 
5], однако они могут разрушаться пептидазами, 
что значительно уменьшает их период полувыведе-
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ния. De novo разработка новых противомикробных 
препаратов на основе АМП должна быть сфокуси-
рована на сохранении их положительных биологи-
ческих свойств, снижении издержек синтеза и ре-
шении проблем с фармакокинетикой. Ранее было 
предложено несколько методов, работающих на 
принципах машинного обучения для de novo ге-
нерации новых АМП, что позволяет моделировать 
in silico их свойства и предсказывать эффектив- 
ность [2, 3]. 

Заключение. В ходе работы впервые было пока-
зано, что катионный пептид PEP-36E обладает анти-
бактериальным эффектом в отношении карбапенем-
устойчивых бактерий in vitro и in vivo. Необходимо 
дальнейшее исследование свойств PEP-36E, так как 
остаются неизученными фармакокинетика, токсич-
ность и стабильность пептида, что может оказать су-
щественное влияние на его перспективность как кан-
дидата в лекарственные препараты.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 
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