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Аннотация 
Работа демонстрирует потенциал применения экзометаболомного скрининга (скрининга внеклеточных метаболитов) 

методом ВЭЖХ-МС/МС в исследовании дрожжевых штаммов и отборе перспективных продуцентов биотехнологически цен-
ных соединений.

Abstract
The work suggests that exometabolomic screening (the screening of extracellular metabolites) using LC-MS/MS has potential 

applications in the study of yeast strains and the selection of promising producers of biotechnologically valuable compounds.

Передовые методы метаболомного анализа, в частности высокоэффективная жидкостная хроматография 
в сочетании с тандемной масс-спектрометрической детекцией (ВЭЖХ-МС/МС), предоставляют уникальные воз-
можности для изучения микроорганизмов посредством анализа низкомолекулярных метаболитов, секретируемых 
в культуральную среду. Среди них особое значение имеет экзометаболомный скрининг — анализ внеклеточных 
метаболитов, являющийся перспективным подходом при оценке биосинтетического потенциала микроорганиз-
мов. Данный подход особенно полезен при исследовании новых природных штаммов.

Целью данного исследования было комплексное изучение метаболических особенностей дрожжевых 
штаммов, выделенных из традиционных ферментированных продуктов (кумыс, медовуха, кефирный гриб), с при-
менением экзометаболомного скрининга в сочетании с многомерной статистикой и исследовательским анализом 
данных, а также идентификация белков, ответственных за наблюдаемые различия в экзометаболомных профилях. 
В качестве объектов исследования выступили дрожжевые штаммы, полученные из образцов, собранных в Казах-
стане и Кыргызстане, с использованием штамма Kluyveromyces lactis в качестве контрольного. Пробоподготовка 
образцов культуральных сред осуществлялась по  оригинальному протоколу, включающему осаждение белков 
100%-м изопропанолом, что обеспечило высокое метаболомное покрытие. Метаболомный скрининг проводил-
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ся методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрической детекцией 
(ВЭЖХ-МС/МС) в режиме мониторинга множественных реакций (MRM) в соответствии с ранее разработанной 
методикой [1, 2].

Полученные данные обрабатывались с использованием комплекса статистических методов, включая нор-
мализацию, построение тепловых карт, анализ главных компонент (PCA), частичный дискриминантный анализ 
(PLS-DA), непараметрические статистические тесты и анализ перепредставленности метаболических путей.

В  результате анализа были получены данные об  относительном содержании 336 метаболитов 
в культуральных средах исследуемых штаммов. Методологический подход выявил значимые различия в метабо-
ломном профиле двух природных штаммов по сравнению с контрольным штаммом Kluyveromyces lactis. Для дан-
ных штаммов были обнаружены характерные сдвиги в биосинтезе азотистых оснований, метаболизме амино-
кислот и углеводов, что может свидетельствовать об особых адаптационных механизмах и биотехнологическом 
потенциале. Полученные результаты подтвердились с  помощью PCA и  визуализации тепловых карт, которые 
отразили формирование специфических метаболомных кластеров, характерных для отдельных штаммов. 

С  использованием базы данных KEGG были выявлены перепредставленные метаболические пути, 
демонстрирующие различия в  экспрессии метаболитов между штаммами. Применение инструмента 
ANDSystem  [3] позволило реконструировать сети белок-белковых взаимодействий для  всех ферментов, уча-
ствующих в этих метаболических путях. Полученные данные демонстрируют устойчивые различия в экспрес-
сии ферментов и регуляторных белков у природных дрожжевых штаммов кумыса по сравнению с лабораторным 
штаммом Kluyveromyces lactis. Были идентифицированы потенциальные белки-мишени, воздействие на которые 
может приводить к изменению экспрессии метаболитов — участников перепредставленных путей. Анализ биоло-
гических процессов показал, что ключевыми процессами, связанными с наблюдаемыми различиями в экспрессии 
белков, являются защита клетки и генома, регуляция биосинтеза белков и деление клеток.

Таким образом, комбинация экзометаболомного скрининга и инструментов исследовательского анализа 
данных позволяет эффективно оценивать биосинтетический потенциал дрожжевых штаммов. Данный подход 
перспективен для широкого применения в оценке биотехнологического потенциала природных микроорганизмов 
в промышленных масштабах.
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