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ВВЕДЕНИЕ

Активность микроорганизмов, обладающих 
множественной резистентностью к традиционным 
лекарственным средствам, – серьезная проблема в 
стационарах всех стран, при этом частота внутри- 
больничных инфекций варьируется от 62 до 72%  
среди всех нозокомиальных инфекций [1, 2]. Анти- 
микробные пептиды (АМП) и их антипаразитарные 
аналоги – многообещающая альтернатива исполь- 

зуемым в настоящее время антибиотикам [3, 4]. 
АМП выделяются растениями, беспозвоночными 
и млекопитающими в ответ на бактериальное 
заражение; считается, что в последнем случае они 
представляют собой часть системы врожденного 
иммунитета, защищающей организм хозяина от 
патогенных бактерий [5, 6]. Многочисленные типы 
АМП отличаются происхождением, размерами, 
зарядом, структурными особенностями и меха- 
низмами действия. 
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Пролин- и триптофан-богатые антимикробные пептиды (ПБ- и ТБ-АМП), а также их анти- 
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средствам. Предполагается, что олигопептидазы В (ОрdB) служат естественной защитой бактерий 
и простейших от ПБ- и ТБ-АМП. Данная работа посвящена изучению протеолитической активности 
ОрdB из Serratia proteamaculans (PSP) в отношении модельных антипаразитарных пептидов. 
Проведены количественная оценка и сравнительный анализ эффективности PSP-зависимого 
гидролиза для трех типов протеолитической активности: аминопептидазной, расщепления связи  
Arg-Pro и гидролиза связи Arg(Lys)-Xaa, где Xaa – любой аминокислотный остаток, кроме Pro.  
Установлено, что PSP действительно гидролизует пептидную связь Arg-Pro и обладает амино- 
пептидазной активностью. Эти результаты подтверждают значимую роль ОрdB в системе защиты 
бактериальных и протозойных клеток от ПБ- и ТБ-АМП и подчеркивают важность поиска специ- 
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Среди различных типов АМП особое внимание 
привлекают пролин-богатые АМП (ПБ-АМП) и 
триптофан-богатые АМП (ТБ-АМП) [7, 8]. Данные 
АМП широко распространены в природе и, как 
правило, имеют нелитический механизм действия, 
ингибируя внутриклеточный биосинтез за счет 
связывания с 70S рибосомой, белками теплового 
шока (DnaK и GroEL), а также липополисахари- 
дами [9–11]. ПБ- и ТБ-АМП демонстрируют 
низкую токсичность для клеток млекопитающих, 
сохраняя высокую активность против широкого 
спектра патогенов, включающего не только 
бактерии, но и простейших, грибы, вирусы, а  
также против опухолевых клеток [4, 8], при этом  
термин АМП продолжают применять в отноше- 
нии пептидов с разными антипатогенными актив- 
ностями.

Подавляющее большинство ПБ- и ТБ-АМП 
обогащено остатками аргинина [8], которые, 
как правило, собраны в пролин-аргининовые 
кластеры, обеспечивающие устойчивость пепти- 
дов к протеолитической деградации внутрикле- 
точными протеазами. Известно, что классические 
сериновые протеазы (трипсин, химотрипсин, 
эластаза и др.) не способны гидролизовать пептид- 
ные связи, образованные иминогруппой остатка 
пролина [12–14]. В то же время сообщалось, что  
отдельные представители олигопептидаз В спо- 
собны гидролизовать данную пептидную связь 
[15, 16].

Олигопептидазы В (OpdB, EC 3.4.21.83) – это  
сериновые эндопептидазы, принадлежащие к се- 
мейству пролилолигопептидаз S9А и обладающие 
трипсиновой активностью. Они присутствуют 
в одноклеточных эукариотах (трипаносомах и  
лейшманиях), а также в бактериях, преиму- 
щественно патогенных [15, 17]. OpdB – важный 
фактор вирулентности при трипаносомных ин- 
фекциях и лейшманиозах: попадая в кровоток 
инфицированных млекопитающих, они гидро- 
лизуют физиологически важные пептидные гор- 
моны, что приводит к нарушению работы системы 
гормональной регуляции организма-хозяина [18, 
19]. Однако данное свойство OpdB простейших 
не может быть их физиологической ролью, это 
лишь побочный эффект, вызванный разрушением 
патогенов в крови инфицированных организмов 
[16]. Физиологическая роль OpdB бактерий 
до сих пор также остается невыясненной, а их  
природные субстраты не обнаружены [17]. В то же  
время внутриклеточная локализация бактериаль- 
ных OpdB в совокупности с их способностью гид- 
ролизовать пептидные связи Arg(Lys)-Pro поз- 
воляют предположить, что защита бактериальной 

клетки от ПБ- и ТБ-АМП – одна из физиологических 
функций бактериальных OpdB, а сами АМП – это 
природные субстраты данного фермента [16, 20].  
Аналогичную защитную функцию могут нести и  
протозойные OpdB, поэтому проведение коли- 
чественной оценки эффективности OpdB-зави- 
симого гидролиза пептидной связи Arg-Pro пред- 
ставляет большой научный и практический инте- 
рес. Ранее подобные исследования не проводились.

Целью данной работы было количественное 
изучение эффективности гидролиза пептидной 
связи Arg-Pro в модельных антипаразитарных 
пептидах под действием OpdB из условно-пато- 
генного грамотрицательного микроорганизма 
Serratia proteamaculans (PSP). 

PSP – типичный представитель OpdB [20–23],  
и это единственная бактериальная OpdB, для ко- 
торой экспериментально получены пространст- 
венные структуры [24–28]. Наличие структурной 
информации высокого разрешения о конформации 
фермента в свободной форме и в комплексах с инги- 
биторами – аналогами переходного состояния – 
уже сейчас позволяет эффективно использовать 
расчетные методы для предсказания специфи- 
ческих ингибиторов [29], а в дальнейшем даст 
возможность выявить структурные основы уни- 
кальной гидролитической способности OpdB. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Методология оценки эффективности гидро- 
лиза. Если пептид содержит несколько центров 
гидролиза, то хроматографическая оценка эф- 
фективности гидролиза каждого центра пред- 
ставляет сложную задачу, т.к. при детекции пи- 
ков на 220 нм их площадь не пропорциональна 
молярной концентрации, в результате при расчетах 
их процентного содержания в инкубационной 
смеси требуется введение поправки на количество 
пептидных связей. Кроме того, присутствие арома- 
тических аминокислотных остатков в составе 
отдельных пептидных фрагментов приводит к по- 
вышенному оптическому поглощению и к кажу- 
щемуся повышению их концентрации. Поэтому 
оценка сравнительной эффективности гидролиза 
по составу инкубационной смеси с помощью 
ВЭЖХ при детекции на 220 нм в общем случае  
будет приблизительной, для точного количествен- 
ного анализа при 220 нм необходимы калибровка 
по стандартам с аналогичным числом пептид- 
ных связей и учет искажений, вносимых аромати- 
ческими остатками. 

Значительно проще оценить эффективность 
гидролиза, если сам пептид, и, следовательно, 
промежуточные и конечные продукты гидролиза 
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содержат хромофоры – ароматические амино- 
кислотные остатки (Tyr ~1200 M–1см–1 или Trp  
~5500 M–1см–1), которые могут быть иденти- 
фицированы с помощью ВЭЖХ при детекции на  
280 нм. Если субстрат и продукты гидролиза со- 
держат один и тот же хромофор, то их концентра- 
ции можно сравнивать напрямую по площади 
пиков на хроматограмме. Соответственно, на- 
чальную скорость убывания субстрата в моль/мин, 
а также скорости образования продуктов можно 
определить по данным хроматографии, построив 
кинетические кривые. При низкой степени кон- 
версии (<10%) по начальной скорости убывания 
субстрата, которая равна сумме скоростей образо- 
вания продуктов, можно определить общую эф- 
фективность гидролиза. 

В качестве модельных субстратов в работе был 
использован синтетический антипаразитарный 
пептид, найденный методом фагового дисплея, 
HPLKQYWWRPSI-NH2 (D2) [30] и его укоро- 
ченный фрагмент KQYWWRPSI-NH2 (С3). Пеп- 
тид D2 активен в отношении Eimeria acervulina 
и E. tenella – возбудителей эпидемий кокцидиоза 
на птицефермах [31]. Оба пептида по своему 
аминокислотному составу относятся к ТБ-АМП 
и содержат два положительно заряженных амино- 
кислотных остатка Lys и Arg, формирующих клас- 
сический центр трипсинового гидролиза (K-Q)  
и его нерасщепляемый вариант (R-P). В пептиде 
C3-остаток лизина занимает N-концевое поло- 
жение. Данная пептидная пара позволяет исследо- 
вать как способность PSP гидролизовать пептид- 
ную связь Arg-Pro, так и наличие у фермента 

аминопептидазной активности, которая, как пра- 
вило, не характерна для эндопептидаз семейства 
S9А [15, 17]. 

Оба пептида содержат два центра гидролиза 
(K-Q и R-P), разделенные хромофором, состоящим 
из двух остатков триптофана. В этом случае 
данные ВЭЖХ при детекции на 280 нм позволяют 
определить правильное соотношение начальных 
скоростей гидролиза и, соответственно, вычислить 
эффективность гидролиза каждого центра по 
известному соотношению начальных скоростей 
образования продуктов.

Гидролиз пептидной связи Arg-Pro и амино- 
пептидазная активность PSP. На рис. 1 и 2 пред- 
ставлены результаты хроматографического ана- 
лиза PSP-зависимого гидролиза 12-членного анти- 
паразитарного пептида D2 и укороченного на три 
N-концевых аминокислотных остатка пептида С3.

Исходные пептиды выходят на ВЭЖХ одним 
пиком (рис. 1а и 2а). При добавлении 30 нМ 
PSP к пептиду D2 наблюдается эффективное 
расщепление связи K-Q с образованием продуктов 
гидролиза HPLK (Р2) и QYWWRPSI-NH2 (Р1) 
(рис. 1б). Однако при повышении концентрации 
фермента (с 0.6 до 3 мкМ) и времени гидролиза  
(с 3 до 30 ч) продукт Р1 подвергается дальнейшему 
расщеплению с появлением пептида QYWWR 
(Р3), который образуется в результате гидролиза 
пептидной связи R-P (рис. 1в). Таким образом, 
продемонстрирован PSP-зависимый гидролиз 
пептидной связи между остатками аргинина и 
пролина. 

Рис. 1. Хроматографический анализ гидролиза пептида D2 (100 мкМ) при инкубации с PSP в 0.1 М Tris-HCl-буфере 
(pH 8.0) при 25°С. ВЭЖХ: колонка Luna C8, 2 × 250 мм (Phenomenex, США); элюция 0.1%-ным раствором ТФУ с 
градиентом ацетонитрила 0–80%, скорость элюции 0.3 мл/мин. Детекция при 220 нм. (а) – Исходный пептид; (б) и 
(в) – продукты гидролиза при инкубации с 30 нМ PSP (3 ч) и 3 мкМ PSP (30 ч) соответственно. S – HPLKQYWWRPSI-
NH2 (пик 28.8 мин); Р1 – фрагмент 5–12: QYWWRPSI-NH2 (пик 29.5 мин); Р2 – фрагмент 1–4: HPLK (пик 15.2 мин); 
P3 – фрагмент 5–9: QYWWR (пик 27.5 мин).

(а) (б) (в)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 52          № 2          2026

216 МИХАЙЛОВА и др.

При инкубации пептида С3 (с N-концевым 
остатком Lys) с 0.6 мкМ PSP, как и в случае пеп- 
тида D2, сначала появляется пептид Р1 (рис. 2б), 
а затем продукт его расщепления Р3 (рис. 2в, 2г). 
Следует отметить, что в случае D2 продукт Р1 
(QYWWRPSI-NH2) образуется вместе с Р2 (HPLK) 
в результате обычного трипсиноподобного гидро- 
лиза пептидной связи K-Q, тогда как в случае 
пептида С3 продукт Р1 – результат отщепления 
N-концевого остатка лизина. Появление Р1 при 
гидролизе пептида С3 доказывает наличие у PSP 
аминопептидазной активности. Таким образом, 
пара пептидов D2 и С3 позволяет исследовать 
эффективность аминопептидазной активности 
PSP наряду с эффективностью гидролиза связи 
R-P. 

Как уже было отмечено выше, аминопептидаз- 
ная активность не характерна для OpdВ [15, 17].  
Однако в работе Morty et al. [18] приведены дан- 
ные об очень медленном гидролизе субстрата 
Н-Arg-АМС (где АМС – 7-амино-4-метилкумарин) 
OpdB из Trypanosoma evansi. Эффективность 
такого гидролиза в 2000 раз меньше, чем в слу- 
чае N-защищенного производного аргинина, ко- 
торый, в свою очередь, тоже представляет собой 

низкоэффективный субстрат для OpdB. В то же 
время гидролиза дипептида Н-Arg-Arg-ОН с 
образованием двух молекул аргинина обнаружено 
не было [18]. 

Исходные пептиды D2 и С3 и продукты гидро- 
лиза Р1 и Р3 содержат по два остатка триптофана, 
что позволяет в процессе гидролиза фиксировать 
изменение площадей соответствующих хромато- 
графических пиков при детекции на 280 нм. Более 
того, существенная разница скоростей гидролиза 
пептидов D2 и С3 с образованием продукта Р1 и 
последующего гидролиза Р1 с образованием Р3  
позволяет независимо определить скорости гид- 
ролиза пептидных связей К-Q как в пептиде D2, 
так и в пептиде С3, где гидролиз – результат амино- 
пептидазной активности, а также скорость гидро- 
лиза связи R-P (рис. 3). Процесс отщепления N-кон- 
цевого лизина от пептида C3 с образованием про- 
дукта Р1 происходит намного медленнее, чем об- 
разование продукта Р1 при гидролизе пептида  
D2 по такой же связи K-Q (рис. 3а). В то же  
время скорость расщепления связи R-P еще мень- 
ше и одинакова при гидролизе пептидов D2 и С3 
(рис. 3б). 

Рис. 2. Гидролиз пептида С3 (100 мкМ) при инкубации с PSP в 0.1 М Tris-HCl-буфере (pH 8.0) при 25°С. ВЭЖХ: 
колонка Luna C8, 2 × 250 мм (Phenomenex, США); элюция 0.1%-ным раствором ТФУ с градиентом ацетонитрила 
0–80%, скорость элюции 0.3 мл/мин. Детекция при 280 нм. (а) – Исходный пептид; (б–г) – продукты гидролиза при 
инкубации с 0.6 мкМ PSP (1.3 ч), 0.6 мкМ PSP (4.5 ч) и 3 мкМ PSP (49.5 ч) соответственно. S – KQYWWRPSI-NH2 
(пик 28.3 мин); Р1 – фрагмент 2–9: QYWWRPSI-NH2 (пик 29.5 мин, идентичный пику фрагмента 5–12 пептида D2); 
P3 – фрагмент 5–9: QYWWR (пик 27.5 мин, тот же, что и при гидролизе пептида D2).

(а) (б)

(в) (г)
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Для количественной оценки эффективности 
гидролиза пептидных связей К-Q и R-P при 
инкубации пептидов D2 и С3 с PSP использовали 
параметр v/[E], где v – начальная скорость гид- 
ролиза (не более 10% превращения), а [E] – кон- 
центрация фермента. Как следует из табл. 1, эф- 
фективность аминопептидазной активности PSP  
ниже эффективности трипсиноподобного гидро- 
лиза типичного субстрата в 50 раз, тогда как эф- 
фективность гидролиза пептидных связей, образо- 
ванных остатками аргинина и пролина, на поря- 
док ниже аминопептидазной активности и в  
~500 раз ниже эффективности гидролиза типич- 
ного субстрата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение и измерение активности рекомби- 

нантной PSP. Рекомбинантный фермент, содер- 
жащий 6-гистидиновый таг, был получен с по- 
мощью металл-хелатной аффинной хроматогра- 
фии, как описано в работах [21–23]. 

Подтверждение ферментативной активности 
препаратов PSP проводили спектрофотометрически 
с использованием р-нитроанилида Nα-бензоил-
D,L-аргинина (BAPNA) (Sigma-Aldrich, США) в  
качестве субстрата в 0.1 М Tris-HCl-буфере  
(pH 8.0), содержащем 2% DMSO, при 25°C. В 
ходе инкубации 100 мкМ BAPNA с 8.55 нМ PSP 
на спектрофотометре Eppendorf BioSpectrometer® 
Kinetiс (Германия) при 405 нм измеряли возраста- 
ние оптического поглощения, происходящее при 
образовании свободного р-нитроанилина (ε405 = 
10 400 М–1см–1). Начальную скорость гидролиза 
BAPNA определяли по прямолинейному участку 
кинетической кривой (при глубине гидролиза не 
более 15%). 

 Получение синтетических пептидов. Твердо- 
фазный синтез пептидов D2 (HPLKQYWWRPSI-
NH2) и С3 (KQYWWRPSI-NH2) выполняли с ис- 
пользованием ортогональной стратегии защитных 
групп на автоматическом пептидном синтезаторе 
ResPepSL (Intavis Bioanalytical Instruments, Герма- 
ния). В качестве твердофазного носителя для син- 
теза использовали смолу Rink Amide с емкостью  
функциональных групп 0.45 мкМ/г (Intavis Bio- 
analytical Instruments, Германия). Предваритель- 
ный анализ аминокислотной последовательности 

Рис. 3. Эффективность PSP-зависимого гидролиза пептидной связи К-Q в пептидах D2 ([E] – 30 нМ) (1) и С3 ([Е] –  
0.6 мкМ) (2) (а) и пептидной связи R-P в пептидах D2 и С3 ([E] – 3 мкМ) (б). Условия гидролиза: 0.1 М Tris-HCl-
буфер (pH 8.0) при 25°С; [S] – 100 мкМ. ВЭЖХ: колонка Luna C8, 2 × 250 мм (Phenomenex, США); элюция 0.1%-ным 
раствором ТФУ с градиентом ацетонитрила 0–80%, скорость элюции 0.3 мл/мин. Детекция при 220 (cиний цвет) и 
280 нм (красный цвет). 

(а) (б)

Таблица 1. Эффективность гидролиза пептидов D2 и 
С3 (100 мкМ) при инкубации с PSP в 0.1 М Tris-HCl-
буфере (pH 8.0) при 25°С

Гидролизуемый пептид v/[E], мин–1

HPLK*QYWWRPSI-NH2 8.0 ± 1.6

K*QYWWRPSI-NH2 0.16 ± 0.03

HPLKQYWWR*PSI-NH2 0.017 ± 0.003

KQYWWR*PSI-NH2 0.017 ± 0.003

Примечание: звездочкой отмечена гидролизуемая связь.
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пептидов при помощи программного обеспечения 
Intavis ResPEP SL (Intavis Bioanalytical Instruments, 
Германия) не выявил вероятности значительного 
образования β-складчатых структур в процессе син- 
теза, затрудняющих присоединение последующих 
аминокислотных остатков. Программа синтеза 
состояла из повторяющихся циклов, каждый из ко- 
торых включал снятие защитных групп, активацию 
и присоединение аминокислот, блокирование 
свободных α-аминогрупп пептидных цепей и про- 
мывку диметилформамидом между всеми этапами. 
На заключительном этапе проводили снятие кон- 
цевой Fmoc-защитной группы и трехкратную 
промывку дихлорметаном для удаления остатков 
диметилформамида и пиперидина, которые в даль- 
нейшем могли ингибировать процесс депротекции. 
Для увеличения выхода целевых пептидов ряд 
стадий выполняли с повторами: двукратное сня- 
тие защитных групп, двойную активацию и блоки- 
ровку свободных α-аминогрупп. По окончании 
синтеза смолу со связанным пептидом переносили 
в шприцы с PTFE-фильтрами с размером пор 
0.2 мкм (Macherey-Nagel, Германия). Для отщеп- 
ления пептидов от твердофазного носителя и 
депротекции кислотолабильных защитных групп 
аминокислот пептиды на твердофазном носителе 
инкубировали в течение 4 ч при комнатной 
температуре с периодическим перемешиванием 
в 95%-ном растворе трифторуксусной кислоты 
(Alfa Aesar, США) c добавлением 2.5% триизо- 
пропилсилана (Alfa Aesar, США) для ингибирования 
свободнорадикальных процессов. Отделение 
смолы производили фильтрованием раствора 
через шприцевые фильтры. Для очистки пептидов 
от защитных групп и компонентов раствора де- 
протекции использовали преципитацию пяти- 
кратным избытком ледяного метил-трет-бутило- 
вого эфира. Эфир удаляли декантацией после 
центруфугирования (4000 об/мин, 4°C, 10 мин; 
центрифуга Allegra X15R, Beckman Coulter, США), 
процедуру повторяли 3 раза. К осажденным пеп- 
тидам добавляли смесь ACN/H2O (1 : 1) до полного 
растворения. На заключительном этапе образцы 
замораживали в жидком азоте и подвергали лио- 
филизации в течение 24 ч в лиофильной сушке  
Freezone 12 (Labconco, CША). Степень чистоты и  
соответствие полученных пептидов ожидаемой мо- 
лекулярной массе определяли масс-спектрометри- 
чески с использованием MALDI-TOF MicroFlex 
(Bruker Daltonik GmbH, Германия).

Мониторинг гидролиза пептидов. Инку- 
бировали пептиды (100 мкМ) с PSP (в указанной 
концентрации) в 0.1 М Tris-HCl-буфере, pH 8.0, 
при 25°С. В определенные интервалы времени 

собирали аликвоты инкубационной смеси по 25 мкл.  
Параллельно инкубировали соответствующие 
контроли: 100 мкМ пептида в 0.1 М Tris-HCl-
буфере, pH 8.0. 

Анализ инкубационных смесей с помощью 
ВЭЖХ проводили на хроматографе VWR Hitachi 
Chromaster 5430 (Япония) с использованием 
колонки Luna C8, 2 × 250 мм (Phenomenex, США)  
и 0.1%-ного раствора ТФУ с градиентом ацетонит- 
рила 0–80% при скорости элюции 0.3 мл/мин. 
В случае контрольных образцов пики пептидов 
оставались неизменными в течение 7–10 сут, это  
подтверждало, что разрушение пептидов в отсут- 
ствие фермента не происходит. Результаты хро- 
матографии обрабатывали в программе Мульти- 
хром 5.0 (Амперсанд, Россия).

Для доказательства структуры продуктов гид- 
ролиза собирали аликвоты индивидуальных пи- 
ков и анализировали с помощью MALDI-TOF-
масс-спектрометрии. Масс-спектры получали на 
тандемном времяпролетно-времяпролетном масс-
спектрометре с лазерной десорбцией/ионизацией 
MALDI-TOF/TOF-спектрометре UltrafleXtreme 
(Bruker, Германия), оснащенном УФ-лазером, 
в режиме регистрации положительных ионов с 
использованием рефлектрона. Точность измерения 
моноизотопных масс-пиков составляла 0.007% 
(70 ppm). Спектры были получены в диапазоне 
масс 500–2000 m/z с выбором мощности лазера, 
оптимальной для достижения наилучшего раз- 
решения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе исследовали гидролитическую актив- 
ность PSP в отношении антипаразитарного пеп- 
тида, содержащего пептидную связь Arg-Pro, и  
его укороченного фрагмента, содержащего оста- 
ток Lys в N-концевом положении. С помощью 
ВЭЖХ и MALDI-TOF-масс-спектрометрии было 
установлено, что PSP действительно гидролизует 
пептидную связь Arg-Pro, а также обладает амино- 
пептидазной активностью. Наличие обеих актив- 
ностей у родственных PSP ферментов упомина- 
лось в научной литературе и ранее, но детальные  
исследования эффективности гидролиза не про- 
водились. В дальнейшем использование комбина- 
ции ВЭЖХ и MALDI-TOF-масс-спектрометрии 
позволит детально охарактеризовать способность 
PSP гидролизовать широкий спектр ПБ-АМП, 
обогащенных пролин-аргининовыми кластерами.

Следует отметить, что используемые в работе 
пептиды содержали два центра гидролиза, раз- 
деленные хромофором, что позволило с помощью 
ВЭЖХ с детекцией при 280 нм провести нагляд- 
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ную количественную оценку эффективности гид- 
ролиза в случае аминопептидазной активности 
PSP, гидролиза связи Arg-Pro и гидролитической 
активности фермента в отношении пептидной свя- 
зи Arg(Lys)-Хаа, где Хаа – любая аминокислота, 
кроме Pro. 
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Proline- and tryptophan-rich antimicrobial peptides (PR- and TR-AMPs), as well as their antiparasitic ana-
logues, are of interest as alternatives to traditional drugs. Oligopeptidases B (OpdB) are believed to serve 
as a natural defense mechanism for bacteria and protozoa against PR- and TR-AMPs. This study examines 
the proteolytic activity of OpdB from Serratia proteamaculans (PSP) against model antiparasitic peptides. 
A quantitative assessment and comparative analysis of the efficiency of PSP-dependent hydrolysis were 
performed for three types of proteolytic activity: aminopeptidase activity, cleavage of the Arg-Pro bond, and 
hydrolysis of the Arg(Lys)-Xaa bond, where Xaa is any amino acid residue except Pro. It was established 
that PSP indeed hydrolyzes the Arg-Pro peptide bond and exhibits aminopeptidase activity. These results 
confirm the significant role of OpdB in the defense system of bacterial and protozoan cells against PR- and 
TR-AMPs and emphasize the importance of searching for specific inhibitors of the enzyme.

Keywords: proline- and tryptophan-rich antimicrobial peptides, hydrolysis efficiency, oligopeptidase B, 
Serratia рroteamaculans


