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Кишечная микробиота (КМ) играет важную роль в поддержании здоровья организма человека.
В норме таксономический состав КМ характеризуется большим разнообразием и сбалансирован по
родам и видам, но при различных заболеваниях этот баланс нарушается. Разные подходы к коррек-
ции таксономического состава КМ известны и используются в настоящее время. К сожалению,
большинство подходов одновременно влияют на широкий спектр микроорганизмов, что приводит
к развитию дисбиотических расстройств. В данной работе предлагается обсудить возможность ис-
пользования в качестве биомишеней бактериальные серин-треониновые протеинкиназы (СТПК),
воздействовать на которые можно посредством селективных ингибиторов. В связи с тем, что боль-
шинство СТПК являются ключевыми регуляторами таких важных процессов, как деление и рост
клетки, их ингибирование будет приводить к замедлению роста и функционирования микроорга-
низмов. Это особенно важно в тех случаях, когда коррекция таксономического состава КМ требует
воздействия на пробиотические микроорганизмы. Таким образом, предлагаемый для обсуждения
подход – селективно ингибировать бактериальные СТПК – представляет из себя более “мягкий”
инструмент, нежели антибиотики, а поиск подходящих СТПК-биомишений может стать первым
шагом на пути к разработке эффективных и селективных ингибиторов бактериальных СТПК.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы большое внимание уделяет-
ся изучению кишечной микробиоты (КМ) чело-
века. Микроорганизмы, формирующие КМ, под-
держивают функционирование не только самого
микробного сообщества, но и организма хозяина
в целом (Янковский, 2003; Oriach et al., 2016). КМ
выполняет различные функции, начиная от уча-
стия в процессах формирования колонизацион-
ной резистентности организма хозяина и заканчи-
вая способностью активировать и модулировать
иммунную, гормональную и нервную системы
хозяина (Янковский, 2003; Hemarajata, Versalovic,
2013). Функции микробиоты и ее состав зависят
от пола и возраста человека, характера питания,
экологических и социальных условий жизни, а
также от состояния здоровья человека и приема
различных лекарственных средств, не в послед-
нюю очередь антибиотиков (Yatsunenko et al.,
2012; Jandhyala et al., 2015). В норме таксономиче-
ский состав КМ сбалансирован (по родам и ви-

дам), но при различных заболеваниях баланс на-
рушается (Sekirov et al., 2010; DuPont A., DuPont H.,
2011; Cryan, Dinan, 2012; Oriach et al., 2016). Изме-
нения таксономического баланса часто сопут-
ствуют таким заболеваниям, как ожирение, ал-
лергия, диабет 2-го типа (Д2Т) и др. (Sekirov et al.,
2010; DuPont A., DuPont H., 2011; Cryan, Dinan,
2012; Oriach et al., 2016). Так, в работах по иссле-
дованию пациентов с Д2Т было показано: сниже-
ние у больных количества микроорганизмов,
продуцирующих бутират (Qin et al., 2012); умень-
шение количества бактерий типа Firmicutes и клас-
са Clostridia (Larsen et al., 2010); увеличение числа
некоторых оппортунистических патогенных мик-
роорганизмов и бактерий рода Lactobacillus (Lars-
en et al., 2010; Qin et al., 2012) – по сравнению с
контрольной группой здоровых людей.

Разработка различных подходов для коррек-
ции таксономического состава КМ человека яв-
ляется важной и актуальной задачей. На настоя-
щий момент наиболее известными подходами для
коррекции состава КМ являются диеты, прием

УДК 579.25:579.61:57.052.6



УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 140  № 2  2020

КОРРЕКЦИЯ ТАКСОНОМИЧЕСКОГО СОСТАВА КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ 117

пробиотиков или антибиотиков и хирургические
вмешательства. Все эти подходы зачастую только
способствуют развитию дисбиотических рас-
стройств, так как они одновременно воздейству-
ют на широкий спектр микроорганизмов, а также
подавляют ценную для человека пробиотическую
составляющую КМ. Новой биомишенью для кор-
рекции состава КМ человека могут стать серин-
треониновые протеинкиназы (СТПК), для воз-
действия на которые можно использовать селек-
тивные ингибиторы.

СТПК идентифицированы в большинстве
бактериальных геномов и являются одной из
ключевых систем, участвующих в передаче сигна-
лов у бактерий: они вовлечены в регуляцию раз-
личных процессов жизнедеятельности микроор-
ганизмов, в том числе в процессы роста и деления
клетки (Molle, Kremer, 2010; Ruggiero et al., 2012).
Можно воздействовать на СТПК определенных
групп бактерий с помощью селективных ингиби-
торов – результатом такого воздействия будет за-
медление роста и деления клетки (Bogoyevitch et al.,
2005; Danilenko et al., 2011; Lougheed et al., 2011).
Следовательно, воздействуя на СТПК селектив-
ными ингибиторами, можно влиять на таксоно-
мический состав КМ человека, не убивая микро-
организмы, а лишь замедляя их рост и функцио-
нирование. Таким образом, по сравнению,
например, с антибиотиками, селективные инги-
биторы СТПК будут более мягким средством.

Как определять не только бактериальные ро-
ды/виды (таксономический анализ), но и кон-
кретные СТПК, для которых стоит искать (разра-
батывать) селективные ингибиторы?

Ранее нами (лаборатория генетики микроор-
ганизмов, Институт общей генетики им. Н.И. Ва-
вилова РАН) была разработана классификация
бактериальных СТПК (Захаревич, Даниленко,
2017; Zakharevich et al., 2012). Разработанная клас-
сификация основана на сигнатуре, состоящей из
девяти аминокислотных остатков, расположен-
ных в области связывания аденина. На основе
сигнатуры СТПК и содержащие их роды (виды)
бактерий были разделены на группы (Захаревич,
Даниленко, 2017; Zakharevich et al., 2012). СТПК с
одинаковой сигнатурой, принадлежащие к одной
группе, способны взаимодействовать со сходны-
ми низкомолекулярными веществами, которые
могут быть использованы в качестве селективных
ингибиторов СТПК (Захаревич, Даниленко, 2017;
Zakharevich et al., 2012). Такие ингибиторы хороши
тем, что они будут селективны и по отношению к
бактериальным родам, содержащим протеинки-
назы с различными сигнатурами. Таким образом,
используя предложенную классификацию и се-
лективные ингибиторы, подобранные к конкрет-
ным СТПК-биомишеням, можно добиться за-
медления роста определенных бактериальных

групп КМ (Захаревич, Даниленко, 2017). Согласно
этой концепции, селективные ингибиторы бакте-
риальных СТПК могут стать новым, более мяг-
ким инструментом, способным корректировать
таксономический состав КМ; инструментом, ко-
торый может быть использован в качестве допол-
нительного средства при борьбе с заболевания-
ми, при которых происходит сбой таксономиче-
ского баланса КМ.

В данной работе будут описаны причины вы-
бора в качестве биомишеней СТПК, и приведен
пример поиска СТПК-биомишеней и возможно-
го практического применения селективных инги-
биторов СТПК для коррекции таксономический
состава КМ при Д2Т.

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫЕ 
ПРОТЕИНКИНАЗЫ

ЭУКАРИОТИЧЕСКОГО ТИПА

СТПК эукариотического типа – одна из ос-
новных систем, участвующих в передаче сигналов
у бактерий (Huang et al., 2015). СТПК эукариоти-
ческого типа, названные так за свое структурное
сходство с протеинкиназами эукариот, у которых
они были обнаружены первыми, еще называют
киназами хэнковского типа, так как именно
Хэнкс и соавторы описали их доменную структуру
(у эукариот) и выделили 12 консервативных суб-
доменов, характеризующихся различными кон-
сервативными мотивами и аминокислотными
остатками (Hanks, 2003). Стоит отметить, что эти
субдомены характерны как для эукариотических,
так и для бактериальных СТПК (Pereira et al., 2011).

На настоящий момент полностью секвениро-
вано огромное число бактериальных геномов, и
СТПК идентифицированы в большинстве из них
(Pereira et al., 2011; Cousin et al., 2013). СТПК встре-
чаются у бактерий, ведущих различный образ
жизни, в том числе, и у представителей коммен-
сальной микробиоты кишечника человека и дру-
гих животных. Особенно широко СТПК пред-
ставлены у грамположительных бактерий (Av-
Gay, Everett, 2000; Petrickova, Petricek, 2003; Nova-
kova et al., 2005; Fiuza et al., 2008). СТПК участву-
ют в регуляции многих аспектов жизнедеятельно-
сти бактерий, включая такие важные процессы
как деление и рост клетки (Elizarov et al., 2000;
Molle, Kremer, 2010; Ruggiero et al., 2012), образо-
вание биопленок (Hussain et al., 2006), ответ на
окислительный стресс (Neu et al., 2002), форми-
рование вирулентности (Av-Gay, Everett, 2000;
Wiley et al., 2006; Danilenko et al., 2011) и многие
другие (Pereira et al., 2011; Burnside, Rajagopal, 2012;
Wright, Ulijasz, 2014).

Детально изучены и описаны СТПК патоген-
ных микроорганизмов (Wright, Ulijasz, 2014).
Большое количество работ посвящено исследова-
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нию СТПК M. tuberculosis (Av-Gay, Everett, 2000;
Alber, 2009; Chao et al., 2010; Molle, Kremer, 2010),
тогда как о СТПК представителей комменсаль-
ной микробиоты кишечника человека известно в
настоящее время не много. В связи с этим расши-
рение знаний о СТПК различных микрооргани-
змов является интересной, важной и актуальной
задачей (Захаревич, 2017).

Распространение СТПК эукариотического
типа у бактерий

С момента своего открытия в середине 1950-х гг.
механизм фосфорилирования–дефосфорилиро-
вания белка был признан одним из ведущих меха-
низмов регуляции молекулярных процессов в от-
вет на внутренние и внешние сигналы. Несмотря
на очевидные достоинства такого механизма в ка-
честве инструмента для регуляции функциональ-
ной активности белка, наличие и природа про-
цессов фосфорилирования белков у бактерий
долгое время (в течение 1960–1970-х гг.) являлись
предметом споров. Эти сомнения были рассеяны
в середине 1980-х гг. в связи с открытием у бакте-
рий двухкомпонентных систем (Egger et al., 1997).
Классическая двухкомпонентная регуляторная
система состоит из сенсорной гистидинкиназы и
родственного ей регулятора ответа (Зорина, 2013;
Klumpp, Krieglstein, 2002). Но гистидиновые про-
теинкиназы не были схожи с серин-треониновы-
ми протеинкиназами, которые доминировали в
процессах фосфорилирования белков у эукариот.
Таким образом, двухкомпонентные системы рас-
сматривались исключительно в качестве бактери-
ального механизма.

Пионерские работы Муньос-Дорадо и соавто-
ров в 1991 г. на Myxococcus xanthus, а также иссле-
дования других групп авторов показали, что мно-
гие виды бактерий все же кодируют протеинки-
назы, демонстрирующие структурное сходство с
эукариотическими сериновыми, треониновыми
и тирозиновыми киназами (Muñoz-Dorado et al.,
1991; Krupa, Srinivasan, 2005; Pereira et al., 2011;
Cousin et al., 2013). Эти протеинкиназы и были от-
несены к так называемым киназам эукариотиче-
ского типа. На настоящий момент известно, что
микроорганизмы обладают широким спектром
протеинкиназ, фосфорилирующих белки по раз-
личным аминокислотным остаткам, включая ги-
стидин, цистеин, аспарагиновую кислоту, арги-
нин, серин, треонин и тирозин; но большинство
киназ эукариотического типа у бактерий катали-
зируют фосфорилирование серина и треонина и,
таким образом, упоминаются в литературе как
СТПК эукариотического типа (Manuse et al., 2016).

Не все бактериальные СТПК являются СТПК
эукариотического типа. Существуют так называе-
мые атипичные киназы. В качестве примера мож-
но привести киназу YihE из E. coli (Zheng et al.,

2007). Рассматриваемая киназа в общем гомоло-
гична СТПК эукариотического типа, но в ней не
сохранены все характерные субдомены (Scheeff,
Bourne, 2005). Также в ряде обзоров было описано
несколько других СТПК не эукариотического ти-
па (Alexander et al., 1995; Duncan et al., 1995; Yang
et al., 1996).

Геномная эра значительно расширила семей-
ство белков СТПК. Публикация в 1995 г. полной
последовательности генома бактерии Haemophilus
influenzae (гемофильной палочки) положила на-
чало лавине информации о макромолекулярных
последовательностях (Fleischmann et al., 1995). По
мере того как количество секвенированных гено-
мов бактерий росло, возрастало и количество
идентифицированных СТПК по всем бактери-
альным семействам (Leonard et al., 1998; Ponting et al.,
1999). Первыми были охарактеризованы СТПК
почвенного микроорганизма Myxococcus xanthus
(Muñoz-Dorado et al., 1991; Perez et al., 2008).
В дальнейшем подобные киназы были обнаруже-
ны и описаны для Streptococcus pneumoniae (Nova-
kova et al., 2005), Bacillus subtilis (Madec et al., 2002),
Mycobacterium tuberculosis (Av-Gay, Everett, 2000) и
для многих других бактерий (Petrickova, Petricek,
2003; Fiuza et al., 2008).

На настоящий момент СТПК идентифициро-
ваны в большинстве секвенированных бактериаль-
ных геномов: они обнаружены у почвенных и у па-
тогенных микроорганизмов, а также у бактерий –
представителей комменсальной микробиоты ки-
шечника человека и животных. Особенно широ-
ко СТПК представлены у грамположительных
бактерий, в частности, у актинобактерий и фир-
микутов (Danilenko et al., 2011). Некоторые бакте-
риальные роды, такие как Lactobacillus, Staphylo-
coccus и Streptococcus обладают всего одним–дву-
мя генами СТПК, тогда как для рода
Mycobacterium характерно наличие более 10 СТПК
на геном (Prisic, Husson, 2014), для рода Nocardia
– более 20 СТПК (Алексеева и др., 2015), а для ро-
да Streptomyces – более 30 СТПК на геном (Petrick-
ova, Petricek, 2003). Выбор организмов для проек-
тов по секвенированию геномов, конечно, влияет
на общий образ распределения СТПК у бактерий
(Petrickova, Petricek, 2003).

Одной из самых изученных киназ в настоящее
время является СТПК PknB из M. tuberculosis (Or-
tiz-Lombardia et al., 2003; Wehenkel et al., 2006;
Mieczkowski et al., 2008; Lombana et al., 2010). Де-
тальное изучение инактивированных мутантов
данной киназы и ее кристаллической структуры в
комплексе с АТФ-конкурентными ингибиторами
позволило выдвинуть ключевые идеи о механи-
змах, регулирующих этот класс ферментов (We-
henkel et al., 2006). В связи с высокой гомологией
доменов киназы PknB с киназами других грампо-
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ложительных бактерий, PknB является моделью
для исследования бактериальных СТПК.

Количество СТПК эукариотического типа,
найденных у бактерий, продолжает расти и по сей
день. Эти ферменты в настоящее время считают-
ся повсеместно распространенными, так как от-
крытые рамки считывания, кодирующие эукари-
отические протеинкиназы, обнаружены и у эука-
риот, и у бактерий, и у архей (Smith, King, 1995;
Zhang et al., 1998; Kennelly, 2002; Manning et al.,
2002; Krupa, Srinivasan, 2005; Endicott et al., 2012).
Распространенность этих протеинкиназ указыва-
ет на то, что процессы фосфорилирования белков
играют заметную роль у большинства организ-
мов, населяющих нашу планету, и что этот меха-
низм регуляции оказался древней, чем предпола-
галось ранее (Захаревич, 2017; Kennelly, 2002).

СТРУКТУРА БАКТЕРИАЛЬНЫХ
СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ ПРОТЕИНКИНАЗ

СТПК принадлежат к семейству протеинкиназ,
относящихся к однокомпонентным системам пе-
редачи сигнала. В отличие от двухкомпонентных
систем, которые состоят из двух специальных
белков (датчика и регулятора), однокомпонент-
ные системы сочетают в себе оба этих свойства:
свойства датчика и регулирующие свойства (Ulrich
et al., 2005; Ruggiero et al., 2012). Как правило, эти
свойства находятся в двух разных доменах, сен-
сорном и регуляторном, с различной клеточной
локализацией. Действуя и как датчики, и как ре-
гуляторы, СТПК имеют модульную структурную
организацию, в которой сенсорный домен явля-
ется внеклеточным и соединен с внутриклеточ-
ным доменом киназы посредством трансмем-
бранного домена (Jones, Dyson, 2006).

СТПК должны взаимодействовать как минимум
с двумя субстратами, то есть иметь специальный
центр связывания АТФ или других доноров
остатков фосфата, а также обладать центром свя-
зывания белка-субстрата, на который и осу-
ществляется перенос фосфатной группы. Эти два
центра связывания должны располагаться рядом,
так как только в этом случае возможен эффектив-
ный перенос остатка фосфата; и помимо этого
протеинкиназы должны иметь каталитический
центр, обеспечивающий сам процесс фосфори-
лирования (Гусев, 2000).

Цитоплазматический домен СТПК
Цитоплазматический домен СТПК состоит из

каталитического киназного домена и околомем-
бранного домена. Околомембранный домен
очень гибок, и его положение по отношению к
каталитическому домену киназы, а также его
функция не определены (Manuse et al., 2016). Из-
вестно, что он фосфорилируется по двум остат-

кам треонина и предположительно вносит свой
вклад в активацию СТПК (Duran et al., 2005;
Roumestand et al., 2011; Manuse et al., 2016).

Несмотря на то, что СТПК имеют разную суб-
стратную специфичность, регулируются различ-
ными низкомолекулярными соединениями и
взаимодействуют с разными регуляторными бел-
ками, структура их каталитического домена имеет
много общих черт (Гусев, 2000). Каталитический
домен большинства протеинкиназ (участок моле-
кулы белка, обеспечивающий перенос фосфата с
АТФ на белок) образован двумя долями, соединен-
ными гибким шарниром (полипептидной цепью).
Верхняя N-концевая доля обеспечивает связыва-
ние АТФ, а нижняя С-концевая доля – связыва-
ние белкового субстрата. Катализ осуществляется
при участии аминокислотных остатков, располо-
женных в шарнирном участке (Гусев, 2000). N-доля
включает в себя: альфа-спираль αС, играющую
важную роль в каталитической активности СТПК;
Р-петлю, которая представляет собой обогащен-
ную глицином гибкую петлю (Manuse et al., 2016),
участвующую в передаче фосфата в ходе катали-
тического цикла; мотив, включающий в себя
остаток лизина Lys40 и помогающий закрепить и
сориентировать молекулу АТФ (Manuse et al.,
2016). C-доля также включает в себя важные мо-
тивы, представленные каталитической и актива-
ционной петлями. Каталитическая петля влияет
на расположение иона магния в комплексе с АТФ
(Manuse et al., 2016), а активационная петля явля-
ется важным регуляторным элементом, контро-
лирующим киназную активность и участвующим
в определении субстратной специфичности (No-
len et al., 2004). Стоит отметить, что двухдолевая
структура характерна и для эукариотических
СТПК (Huse, Kuriyan, 2002; Ortiz-Lombardia et al.,
2003).

Внеклеточный домен СТПК
Несмотря на доказанную ключевую роль бак-

териальных СТПК в регуляции ответов на воз-
действия окружающей среды и, следовательно,
важность внеклеточных частей этих белков (сен-
сорных доменов) в восприятии изменений окру-
жающей среды, информации о структурной орга-
низации сенсорных доменов на сегодня недоста-
точно (Ruggiero et al., 2012).

Известно, что каталитические домены многих
бактериальных СТПК эукариотического типа
связаны с дополнительным доменом(ами) (Krupa,
Srinivasan, 2005). Разнообразие в модульной орга-
низации этих доменов характерно и наблюдается
у микроорганизмов, которые содержат большое
количество СТПК, например у Mycobacterium
tuberculosis (11 СТПК) или у Streptomyces coelicolor
(34 СТПК) (Petrickova, Petricek, 2003; Perez et al.,
2008). Такие дополнительные внеклеточные до-
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мены могут быть ферментативными, и зачастую
они опосредуют связывание лиганда или белок–
белковые взаимодействия.

Большинство грамположительных бактерий
содержит, по крайней мере, одну трансмембран-
ную СТПК эукариотического типа, состоящую из
цитоплазматического каталитического киназного
домена, связанного при помощи трансмембран-
ного участка с внеклеточным доменом. Распро-
страненный тип внеклеточных доменов – это
PASTA- (penicillin-binding protein and ser/thr ki-
nase-associated) домены (Yeats et al., 2002). Впер-
вые PASTA-домены были обнаружены при изуче-
нии кристаллической структуры белка PBP2X
(penicillin-binding protein 2x) у бактерии Streptococ-
cus pneumoniae, которая содержит два таких домена,
имеющих шаровидную организацию (Dessen et al.,
2001). В противоположность этому, для PASTA-до-
менов киназы PknB M. tuberculosis и киназы PrkC
из S. aureus характерна линейная организация
этих доменов (Barthe et al., 2010; Paracuellos et al.,
2010).

Проводились исследования структуры PASTA-
доменов киназы PrkC из S. aureus (Mir et al., 2011;
Ruggiero et al., 2011). PrkC содержит четыре вне-
клеточных домена, три из которых представлены
PASTA-доменами, а анализ четвертого домена
показал его структурное сходство с иммуноглобу-
лин-подобными доменами (Berisio et al., 2012).
Экспонирование аномально большого числа доно-
ров и акцепторов водородной связи может наде-
лять иммуноглобулин-подобные домены клейки-
ми – адгезивными – свойствами (Richardson J.,
Richardson D., 2002; Vitagliano et al., 2007; De Sim-
one et al., 2011), или же, по аналогии с субъедини-
цами пилей из Е. coli, иммуноглобулин-подоб-
ный домен PrkC может быть вовлечен в связыва-
ние пептидогликана (Ruggiero et al., 2011; Berisio et
al., 2012).

Число PASTA-доменов может варьировать.
Так, например, протеинкиназа PksC из Streptomy-
ces clavuligerus содержит всего один PASTA-домен,
тогда как семь PASTA-доменов описано для кина-
зы B0MM44 из Eubacterium siraeum (Manuse et al.,
2016). Киназа StkP из Streptococcus pneumoniae, как
и PknB, содержит четыре PASTA-домена, а у ки-
назы Stk1 из Staphylococcus aureus найдено только
три PASTA-домена (Manuse et al., 2016). В допол-
нение к PASTA-доменам внеклеточная часть
СТПК может также содержать и другие домены,
например уже описанные выше иммуноглобу-
лин-подобные домены (Ruggiero et al., 2011;
Squeglia et al., 2011).

Ряд бактериальных СТПК обладает внекле-
точными доменами, отличными от PASTA-доме-
нов. Наиболее часто встречаются следующие вне-
клеточные домены: TPR-повторы, повторы WD40,
GAF-домены, PD40-повторы и др. TPR-повторы

участвуют в различных функциях, например в бе-
лок–белковом взаимодействии при сборке муль-
тибелковых комплексов (D’Andrea, Regan, 2003).
Повторы WD40 участвуют в сигнальной транс-
дукции – в передаче сигнала (Neer et al., 1994).
Помимо этого, повторы WD40 также участвуют в
координации сборки мультибелковых комплек-
сов и могут служить в качестве жесткого каркаса
для белок–белковых взаимодействий (Smith et al.,
1999). Домены GAF, предположительно, участву-
ют в регуляции различных сигнальных событий у
бактерий (Tyagi at al., 2010). PD40-повторы связа-
ны с повторами WD40 и могут служить основой
для построения третичной структуры типа β-про-
пеллера; а данная структура, в свою очередь, мо-
жет выполнять функции “белковой платформы”,
на основе которой возможна сборка различных
белковых комплексов (Tyagi at al., 2010). Внекле-
точный домен может быть представлен также
APH (aminoglycoside phosphotransferase)-домена-
ми (Wright, Thompson, 1999).

Еще один из возможных типов внеклеточных
доменов описан для трансмембранной киназы
PknD из M. tuberculosis и представляет собой сим-
метричную структуру, напоминающую β-пропел-
лер с шестью лопастями, расположенными сим-
метрично вокруг центральной поры (Good et al.,
2004; Pereira, 2011; Ruggiero et al., 2012). Аналогич-
ные внеклеточные домены встречаются в эукари-
отических белках с широким разнообразием
функций, тогда как среди бактерий, по-видимому,
такой тип внеклеточного домена присутствует толь-
ко у микобактерий (Pereira et al., 2011). Стоит пом-
нить, что не все бактериальные протеинкиназы яв-
ляются мультимодульными. Доменная архитектура
различных бактериальных киназ подробно описана
в работе Тиаги с соавт. (Захаревич, 2017; Tyagi et al.,
2010).

КАТАЛИТИЧЕСКИЙ И АКТИВАЦИОННЫЙ 
МЕХАНИЗМ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ 

ПРОТЕИНКИНАЗ
В зависимости от относительной ориентации

N- и С-долей домены эукариотических СТПК
могут принимать “открытую” или “закрытую”
конформацию, каждой из которых соответствует
неактивное и активное состояние (Cox et al., 1994;
Manuse et al., 2016).

Одной из особенностей, позволяющей отли-
чить бактериальные СТПК от эукариотических,
является конформация активационной петли.
У эукариот эта петля, как правило, не упорядоче-
на и блокирует активный сайт, когда он не фос-
форилируется (Johnson et al., 1996). Таким обра-
зом, она играет роль ворот, закрывающих доступ
к каталитическому сайту. После фосфорилирования
активационная петля принимает альтернативную
конформацию, открывающую АТФ доступ, и яв-
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ляется составной частью сайта связывания мише-
ни (Huse, Kuriyan, 2002). Активационная петля у
бактерий, наоборот, разупорядоченная, хотя и
показано, что она фосфорилируется и полностью
активна in vitro (Manuse et al., 2016). Это говорит о
том, что в дополнение к фосфорилированию не-
обходимы другие события, включающие связы-
вание субстрата, для того чтобы генерировать ак-
тивное состояние у бактериальных СТПК. Эта
гипотеза подтверждается фосфорилированием
белка GarA из M. tuberculosis (Villarino et al., 2005).

Изучение структур бактериальных СТПК про-
демонстрировало конформационное сходство
бактериальных СТПК с эукариотическими СТПК.
Действительно, консервативные структурные осо-
бенности характерны как для эукариотических,
так и для бактериальных киназ, и включают в се-
бя каталитический домен, представленный двумя
долями, а также области, в которых расположены
остатки, вовлеченные в передачу фосфата, что
еще раз подтверждает консервативность меха-
низма фосфорилирования (Ruggiero et al., 2012;
Захаревич, 2017).

ФУНКЦИИ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ 
ПРОТЕИНКИНАЗ

В литературе описано участие СТПК эукарио-
тического типа в процессах деления клеток и био-
синтеза клеточной стенки (Fiuza et al., 2008; Lieb-
eke et al., 2010; Molle, Kremer, 2010; Ruggiero et al.,
2012). Известно также, что СТПК играют суще-
ственную роль в образовании биопленок (Madec
et al., 2002; Hussain et al., 2006), в спорообразова-
нии (Madec et al., 2002) и в реакции на стресс (Neu
et al., 2002; Absalon et al., 2009); помимо этого
СТПК вовлечены в транспорт глюкозы и потреб-
ление гликогена (Nariya, Inouye, 2003; Deol et al.,
2005), участвуют во вторичном метаболизме и
формообразовании (Umeyama et al., 2002), в био-
синтезе пуринов (Rajagopal et al., 2005), и, конечно
же, СТПК вовлечены в формирование вирулент-
ности у патогенных микроорганизмов (Av-Gay,
Everett, 2000; Rajagopal et al., 2006; Wiley et al.,
2006). Такая универсальность этих ферментов от-
ражена в разнообразии внеклеточных доменов,
которые сопровождают более консервативный
каталитический домен киназы (Av-Gay, Everett,
2000; Petrickova, Petricek, 2003; Tyagi at al., 2010).

Для СТПК характерно следующее свойство:
одна СТПК способна регулировать большое раз-
нообразие белков, важных для различных клеточ-
ных функций, в том числе транскрипции и трансля-
ции, деления клеток, состояния покоя (диапауза),
устойчивости к антибиотикам, бактериальной
персистенции и экспрессии факторов вирулент-
ности (Wright, Ulijasz, 2014). Разнообразие суб-
стратов СТПК было продемонстрировано не-
сколькими протеомными исследованиями. Не-

которые примеры: M. tuberculosis, для которой
был выявлен 301 белковый субстрат для 11 СТПК
(Av-Gay, Everett, 2000; Prisic et al., 2010); L. mono-
cytogenes, у которой было обнаружено 62 субстрата
для двух ее СТПК (Lima et al., 2011); S. agalactiae, у
которой было обнаружено 10 потенциальных суб-
стратов для единственной известной у нее СТПК
(Silvestroni et al., 2009). Стоит также отметить, что
количество СТПК (однокомпонентных систем)
на бактериальный геном обычно гораздо меньше,
чем двухкомпонентных систем (Wright, Ulijasz, 2014).

Постоянно растущий список субстратов
СТПК эукариотического типа включает в себя
разнообразнейшие белки. В последнее время
пришли к выводу, что СТПК напрямую модули-
руют транскрипционную машину у многих пато-
генных микроорганизмов (Wright, Ulijasz, 2014).
Такая форма регулирования служит дополни-
тельным средством, при помощи которого бакте-
рии могут изменить свой транскриптом в ответ на
специфичные внешние раздражители (Wright,
Ulijasz, 2014). Тем не менее, идентификация и
описание специфических субстратов СТПК за-
труднительны, скорее всего, из-за их разнородности.
Также следует подчеркнуть, что большинство
субстратов идентифицируется путем фосфопро-
теомных подходов и/или при анализе киназ in vitro,
или с помощью сайт-направленного мутагенеза, а
подтверждения in vivo на настоящий момент от-
сутствуют (Pereira et al., 2011).

О функциях СТПК стало известно гораздо
больше с выявлением трехмерной кристалличе-
ской структуры PknB из M. tuberculosis (Ortiz-
Lombardia et al., 2003). При изучении кристалли-
ческой структуры киназного домена PknB была
предложена модель, в которой происходит диме-
ризация внутриклеточных киназных доменов в
ответ на связывание PASTA-доменами муропеп-
тидов, что приводит в результате к фосфорилиро-
ванию серина и треонина (Madec et al., 2002;
Mieczkowski et al., 2008). Поскольку бета-лактамы
структурно напоминают пептидогликановые
фрагменты (муропептиды), была выдвинута ги-
потеза, что внеклеточные домены СТПК, содер-
жащие PASTA-домены, могут связывать и эти
фрагменты (Manuse et al., 2016). Эта гипотеза бы-
ла подтверждена (Shah et al., 2008), когда было об-
наружено, что киназа PrkC (B. subtilis) сигнализи-
рует споре о том, что “можно” выйти из состояния
покоя в ответ на связывание пептидогликановых
фрагментов внеклеточным доменом киназы. По-
мимо этого, в ряде других исследований было по-
казано in vitro, что PASTA-домены киназ PknB,
PrkC, Stk1 и StkP способны связывать бета-лакта-
мы и различные другие пептидогликановые фраг-
менты (Paracuellos et al., 2010; Maestro et al., 2011;
Mir et al., 2011; Squeglia et al., 2011). В то же время, до
сих пор обсуждается способность всех PASTA-до-
менов взаимодействовать с различными пептидо-
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гликанами и предполагается что PASTA-домены,
не обладающие такой способностью, выполняют
в клетке структурную роль (Manuse et al., 2016).
Интересно, что PASTA-домены не обнаружены у
эукариот, а у бактерий встречаются, в частности,
у Firmicutes и Actinobacteria.

Также известно, что имеет место перекрестное
взаимодействие между СТПК эукариотического
типа и двухкомпонентными системами. Напри-
мер, фактор транскрипции Mrp у M. xanthus нахо-
дится под контролем как двухкомпонентных си-
стем MrpA/MrpB, так и СТПК эукариотического
типа Pkn8 и Pkn14 (Sun, Shi, 2001; Nariya, Inouye,
2005). Аналогичным образом, двухкомпонентная
система CovR/CovS и СТПК эукариотического ти-
па Stk1 совместно регулируют экспрессию β-хемо-
лизина/цитолизина, что имеет решающее значение
для выживания стрептококков группы B в кровото-
ке и для их устойчивости (резистентности) к окис-
лительному стрессу (Rajagopal et al., 2006).

Если принять во внимание широкий спектр
важнейших клеточных процессов, в которых
участвуют бактериальные СТПК, становится по-
нятным, почему эти ферменты предлагаются в
качестве кандидатов в биомишени при разработ-
ке новых лекарственных средств (Захаревич, Да-
ниленко, 2017; Маслов и др., 2017; Danilenko et al.,
2011). Этому только способствует низкое сходство
между бактериальными и человеческими СТПК
(около 30%). Так, в последнее время был исполь-
зован метод высокопроизводительного скрининга
для идентификации малых молекул, нацеленных
на киназу PknB M. tuberculosis (Villarino et al., 2005;
Lougheed et al., 2011). Эти исследования позволи-
ли определить новый класс АТФ-конкурентных
ингибиторов (Захаревич, 2017; Wehenkel et al.,
2006; Ruggiero et al., 2012).

МЕТОДЫ КЛАССИФИКАЦИИ
СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ ПРОТЕИНКИНАЗ

Попытки классифицировать СТПК начались с
эукариотических киназ и работы Хэнкса и
Хантера, в которой было проведено ручное вы-
равнивание аминокислотных последовательно-
стей 65 каталитических доменов протеинкиназ
(Hanks, Hunter, 1995; Hanks, 2003). Это исследова-
ние позволило идентифицировать консерватив-
ные субдомены (c I по XII) и мотивы, характер-
ные для эукариотических СТПК. Развитие техно-
логий полногеномного секвенирования привело
к построению филогенетического дерева эукари-
отических киназ и к идентификации различных
классов этих ферментов (Manning et al., 2002). Но
корреляции между филогенией и сходством сай-
тов связывания обнаружено не было (Bamborough
et al., 2008; Karaman et al., 2008; Kinnings, Jackson,
2009). Таким образом, возникла потребность в
создании более функциональной классифика-

ции, отражающей различия в сайтах связывания.
Такая классификация, в том числе, востребована
при разработке селективных ингибиторов СТПК.

Из литературных данных известно о различ-
ных подходах и методах, применяющихся при
классификации киназ. Большинство существую-
щих классификаций основано на сравнении по-
следовательностей всего каталитического домена
СТПК (Tyagi et al., 2010). Более современные ме-
тоды сочетают информацию о структуре и после-
довательности киназ и анализируют аминокис-
лотные остатки, выстилающие активные сайты
связывания (Röttig et al., 2010). Ряд авторов для
классификации киназ использует комбиниро-
ванные подходы, основанные одновременно на
сравнении их аминокислотных последовательно-
стей и кристаллических структур (Scheeff, Bourne,
2005). Также существуют методы, нацеленные на
быстрое сравнение белковых сайтов связывания,
основанные на геометрическом соответствии
сайтов друг другу. Геометрическое соответствие
определяется общими атомными особенностями
посредством выявления максимально общего
подграфа или клики (Brakoulias, Jackson, 2004).
Этот метод примечателен тем, что сходство в дан-
ном случае совсем необязательно видно при срав-
нении последовательностей и структур. Такие
подходы дают дополнительное понимание про-
цессов молекулярного распознавания. Помимо
этого, известно об исследовании структур эукари-
отических протеинкиназ, которые были класси-
фицированы на подсемейства, с использованием
хемометрического подхода – такая классифика-
ция также хороша тем, что она не зависит от сход-
ства белковых последовательностей (Naumann,
Matter, 2002). Все описанные методы различают-
ся областью своей применимости, вычислитель-
ной сложностью и необходимыми для их примене-
ния данными. В большинстве случаев наряду с ами-
нокислотными последовательностями белков
требуется их пространственная структура, а она
на настоящий момент предсказана лишь для не-
большого количества СТПК (Henrich et al., 2010;
Volkamer et al., 2010).

Как уже было сказано выше, существуют раз-
личные классификации бактериальных СТПК.
С-концевая часть СТПК, взаимодействующая с
субстратом, довольно вариабельна. В связи с этим
для классификации, как правило, используется
более консервативная N-концевая часть киназы,
взаимодействующая с АТФ. Даже рассматривая
сайт связывания АТФ, можно выделить более и
менее консервативные участки как функцио-
нально, так и структурно. В меньшей степени ин-
формативными для классификации СТПК являют-
ся наиболее структурно и эволюционно консерва-
тивные области, например остатки, вовлеченные
в передачу фосфата, а также области связывания
фосфата и рибозы. В 2012 г. нами был предложен
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свой подход по разбиению СТПК на группы
(Zakharevich et al., 2012). Мы обратили свое вни-
мание на область связывания аденина, которая, яв-
ляясь наиболее функционально консервативной
частью киназы, одновременно представляет собой
более структурно вариабельную область, по срав-
нению с вышеописанными участками киназ. По
результатам проведенного исследования нами
было отобрано девять вариабельных аминокис-
лотных остатков, боковые цепи которых экспо-
нированы в область связывания аденина. Вы-
бранные остатки составили сигнатуру аденин-
связывающего кармана. Консервативность рас-
сматриваемых сигнатурных остатков различна.
На основе сигнатуры из девяти аминокислотных
остатков и была проведена классификация бакте-
риальных СТПК. По итогам классификации все
рассмотренные нами на тот момент киназы были
разделены на 20 групп. Классификация СТПК
также позволила разделить исследуемые бактери-
альные роды и виды на группы, где для каждой
группы характерна специфичная (только для нее)
конфигурация области связывания аденина: фор-
ма, объем, глубина области связывания. Далее
было выдвинуто следующее предположение: се-
лективные ингибиторы, нацеленные на одну из
групп, не будут (или будут очень слабо) взаимо-
действовать с киназами из других групп. Практи-
ческим применением классификации может
стать ее использование при разработке селектив-
ных ингибиторов бактериальных СТПК (Захаре-
вич, 2017).

СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫЕ 
ПРОТЕИНКИНАЗЫ В КАЧЕСТВЕ 

БИОМИШЕНЕЙ – ПРАКТИЧЕСКОЕ 
ПРИМЕНЕНИЕ

Чтобы продемонстрировать возможность ис-
пользования СТПК в качестве биомишеней, нами
был разработан алгоритм поиска СТПК – канди-
датов в биомишени для коррекции таксономиче-
ского состава КМ при Д2Т (Захаревич, Даниленко,
2018, 2019). Были проанализированы доступные
данные из трех независимых исследований: мета-
геномные данные КМ от взрослых мужчин и жен-
щин в возрасте от 13 до 86 лет, проживающих в
Китае (Qin et al., 2012); метагеномные данные КМ
от 70-летних европейских женщин (Karlsson et al.,
2013); 147 метагеномных образцов КМ, выделен-
ных от здоровых взрослых мужчин и женщин в
возрасте от 18 до 40 лет, проживающих в США
(HMP, Human Microbiome Project).

Согласно результатам сравнительного таксо-
номического анализа 126 кишечных метагеномов
здоровых людей и 114 кишечных метагеномов от
людей с Д2Т из двух независимых исследований
(Qin et al., 2012; Karlsson et al., 2013), было отобра-
но восемь бактериальных родов: Acidaminococcus,

Desulfovibrio, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconos-
toc, Megamonas, Megasphaera, Parvimonas, количе-
ство которых было увеличено в образцах от людей
с Д2Т, по сравнению с контрольной группой (ри-
сунок) (Захаревич, Даниленко, 2018, 2019). Допол-
нительный анализ 147 метагеномных образцов по-
казал, что медианные значения относительного
содержания в КМ, подсчитанные для каждого из
восьми бактериальных родов (для этих данных),
не превышали аналогичных значений для этих
родов в КМ от лиц с Д2Т, как для метагеномных
данных из исследования Кина с соавт., так и для
метагеномных данных из исследования Карлссо-
на с соавт. (Захаревич, Даниленко, 2018, 2019; Qin
et al., 2012; Karlsson et al., 2013).

На рисунке (б) значения для рода Desulfovibrio
не так сильно различаются между контрольной
группой и группой с Д2Т. Несмотря на это, дан-
ный род всe равно был взят для рассмотрения, так
как в ряде исследований также отмечалось увели-
чение количества микроорганизмов, относящих-
ся к семейству Desulfovibrionaceae, у людей с Д2Т
и ожирением (Zhang et al., 2010; Xiao et al., 2014).
Увеличение количества данных микроорганизмов
может быть связано с тем, что они являются потен-
циальными производителями эндотоксинов, кото-
рые могут быть причиной хронических воспалений в
кишечнике, сопутствующих Д2Т (Zhang et al., 2010).

После таксономического анализа были ото-
браны все СТПК, относящиеся к восьми выбран-
ным бактериальным родам, из метагеномов с
Д2Т. Киназы были отобраны для всех родов, кро-
ме рода Parvimonas, для которого не удалось иден-
тифицировать (in silico) СТПК в анализируемых
метагеномных образцах (с Д2Т). Возможно, это
связано с низким количественным содержанием
этого рода в изученных метагеномах, как это вид-
но на рисунке.

Во всех отобранных СТПК была идентифици-
рована сигнатура из девяти аминокислотных
остатков. По сигнатуре протеинкиназы были разде-
лены на группы в соответствии с разработанной ра-
нее классификацией (Zakharevich et al., 2012). Так
как цель исследования заключалась в том, чтобы
найти биомишени (бактериальные СТПК), воз-
действие на которые будет максимально безопас-
ным для человека, было проведено сравнение
сигнатур отобранных СТПК с сигнатурами, ха-
рактерными для человеческих киназ. Распределе-
ние человеческих киназ по группам, согласно
разработанной классификации, было выполне-
но, описано и опубликовано нами ранее (Захаре-
вич, Даниленко, 2017).

В результате всех предпринятых шагов СТПК
из следующих четырех бактериальных родов были
предложены в качестве кандидатов в биомишени:
Acidaminococcus (WP_009015884.1), Desulfovibrio
(WP_062252584.1), Lactobacillus (WP_103205347.1),
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Leuconostoc (WP_036087829.1) (Захаревич, Дани-
ленко, 2018, 2019). В скобках указаны идентифи-
каторы конкретных СТПК из базы данных NCBI.

Стоит отметить, что различия в возрасте, типе
питания и ряде других факторов могут влиять на
состав микробиоты, это следует учитывать при
проведении такого рода исследований. Именно в
связи с этим, для проведенного нами исследова-
ния были выбраны данные из разных работ – нас
интересовало их пересечение. Представленные
результаты являются первым шагом в поиске
СТПК-биомишеней и призваны помочь в разра-
ботке селективных ингибиторов СТПК для кон-
кретных бактериальных родов и видов КМ чело-
века. В свою очередь применение в будущем се-
лективных ингибиторов СТПК способно облегчить
протекание заболеваний, в частности Д2Т, путем
коррекции таксономического состава КМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Идея воздействовать на бактериальные СТПК

селективными ингибиторами не нова (Cohen,
2002; Wehenkel et al., 2008; Danilenko et al., 2011).
Проведенные, в том числе в нашей лаборатории,
работы показали, что, несмотря на консерватив-
ную структуру каталитического домена киназы,
поиск и разработка низкомолекулярных соедине-
ний, действующих селективно, возможны (Заха-
ревич, Даниленко, 2017, 2018, 2019). Классификация
СТПК, разработанная нами в 2012 г., заложила
фундамент для исследований в этом направлении
(Zakharevich et al., 2012). Не вызывает сомнений
тот факт, что разработка селективных ингибито-
ров СТПК бактерий, составляющих комменсаль-
ную микробиоту кишечника человека, – это не
простая задача, требующая более глубоких иссле-

дований как минимум по трем следующим на-
правлениям:

1) сравнительный анализ таксономического
состава КМ людей различных этнических групп
(территориально обособленных); при этом дан-
ный анализ должен проводиться отдельно для
взрослого населения и для детей, у которых еще
не сформировалась КМ; также данный анализ
должен осуществляться на метагеномных дан-
ных;

2) поиск и характеристика СТПК тех групп
бактерий, особенно социально значимых, для ко-
торых они еще не описаны;

3) in silico поиск низкомолекулярных соедине-
ний, способных селективно связываться с СТПК,
из определенных групп с последующей экспери-
ментальной проверкой предлагаемых соедине-
ний.

Исследования КМ с точки зрения поиска пу-
тей коррекции ее таксономического состава –
интересная и актуальная задача, так как КМ – это
сообщество микроорганизмов, эволюционирую-
щее вместе с человеком на протяжении огромно-
го отрезка времени и на настоящий момент еще
очень мало изученное, несмотря на то, что нару-
шения в этом “дополнительном органе” сопут-
ствуют большому числу заболеваний, а иногда и
служат для них триггером.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Исследования выполнено при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований в рамках научного проекта № 18-34-00645
мол_а.

Медианные значения относительного содержания в КМ родов, количество которых было увеличено для лиц с Д2Т, в
проанализированных метагеномах. (а) – значения для метагеномных данных из исследования Кина и соавт. (Qin et al.,
2012); (б) – значения для метагеномных данных из исследования Карлссона и соавт. (Karlsson et al., 2013): род Megamonas
отсутствует, так как для данного набора метагеномов род Megamonas был идентифицирован только в метагеномах из
группы с Д2Т. По оси ординат данные представлены в логарифмическом масштабе. Относительное содержание
микроорганизмов в метагеномах получено с помощью программы MetaPhlAn v2.0 (http://huttenhower.sph.har-
vard.edu/metaphlan2).
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Correction the Taxonomic Composition of Human Gut Microbiota:
Serine-Threonine Protein Kinases as Biotargets

N. V. Zakharevicha,* and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

*e-mail: zakharevich@yandex.ru

Gut microbiota (GM) plays an important role in maintaining the health of the human body. Normally, the
taxonomic composition of GM is characterized by great diversity and balanced by genus and species, but with
various diseases this balance is disturbed. Various approaches to correcting the taxonomic composition of
GM are known and are currently used. Unfortunately, most approaches simultaneously affect a wide range
of microorganisms, which leads to the development of dysbiotic disorders. In this paper, it is proposed to dis-
cuss the possibility of use as biotargets - bacterial serine-threonine protein kinases (STPK), which can be af-
fected by selective inhibitors. Due to the fact that most STPK are key regulators of such important processes
as cell division and growth - their inhibition will lead to slower growth and functioning of microorganisms.
This is especially important in cases where the correction of the taxonomic composition of GM requires ex-
posure on the probiotic microorganisms. Thus, the proposed approach for discussion – to selectively inhibit
bacterial STPK, is a more “soft” tool than antibiotics; and the search for suitable STPK-biotargets can be the
first step towards the development of effective and selective inhibitors of bacterial STPK.

Keywords: serine-threonine protein kinases, selective inhibitors, gut microbiota, type 2 diabetes
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