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Устойчивость к антибиотикам является одной из самых больших проблем в современной медицине
и глобальной угрозой для здравоохранения. Серьезную угрозу для антимикробной терапии в насто-
ящее время представляют аминогликозидфосфотрансферазы (Aph), поэтому изучение функций и
получение 3D-структур аминогликозидфосфотрансфераз является важной и актуальной задачей,
позволяющей развивать подходы для преодоления резистентности к аминогликозидным антибио-
тикам. Почвенные актинобактерии рода Streptomyces содержат наибольшее количество генов aph,
данные гены могли передаться им из штаммов-продуцентов антибиотиков. В обзоре проведен ана-
лиз современных сведений по актинобактериям рода Streptomyces как резервуара генов лекарствен-
ной устойчивости, а также подходов к выявлению генов aph, связанных с устойчивостью к амино-
гликозидным антибиотикам, на примере модельного штамма S. rimosus АТСС 10970 (продуцента
окситетрациклина). Обсуждаются данные по созданию тест-систем для скрининга ингибиторов –
потенциальных лекарственных препаратов. Ингибирование белков, обеспечивающих природный
уровень устойчивости бактерий к ряду аминогликозидных антибиотиков, могло бы способствовать
преодолению множественной лекарственной устойчивости патогенных актинобактерий и расши-
рению спектра применяемых препаратов за счет синергичного эффекта антибиотика с соединени-
ем-ингибитором Aph.
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ВВЕДЕНИЕ
Устойчивость к антибиотикам является одной

из самых больших проблем в современной меди-
цине и глобальной угрозой для здравоохранения.
В соответствии с информацией Центров по кон-
тролю и профилактике заболеваний минимум
2 млн человек инфицированы бактериями, устой-
чивыми к антибиотикам, и, по меньшей мере,
7.23 млн человек ежегодно умирают от заболева-
ний, вызванных устойчивыми к антибиотикам
микроорганизмами (Hossion, Sasaki, 2013). Все-
мирная организация здравоохранения (ВОЗ) об-
ратилась в ООН с просьбой обсудить данную про-
блему и принять соответствующие рекомендации.
Проблема обусловлена не только катастрофиче-
ским распространением клинических штаммов
бактерий с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ), но и распространением МЛУ-
бактерий в продуктах питания, среди сельскохо-
зяйственных животных и в растениях, а также в
почве и водных источниках (Link et al., 2007).
В связи с этим становится актуальным исследова-

ние почвенных бактерий как основного резервуа-
ра и возможного источника генов лекарственной
устойчивости (Gibson et al., 2015).

Аминогликозиды представляют собой боль-
шую группу биологически активных вторичных
метаболитов (Davies, Wright, 1997). С момента от-
крытия данной группы антибактериальных пре-
паратов их широко применяют в качестве тера-
певтического средства при лечении различных тя-
желых инфекционных заболеваний, вызванных
грамотрицательными микроорганизмами (Her-
mann, 2007). Однако спектр применения амино-
гликозидных антибиотиков сужается из-за появ-
ления бактерий, обладающих устойчивостью к
ним (Wright et al., 1998). Тем не менее, на сегодня
аминогликозиды являются одними из широко
применяемых в клинической практике антибио-
тиков благодаря их высокой эффективности и
низкой себестоимости (Forge, Schacht, 2000;
Block, Blanchard, 2019).

Существует несколько основных механизмов
устойчивости к аминогликозидам: модификация
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мишени действия аминогликозидов – рибосом;
уменьшение проницаемости мембраны и актив-
ный транспорт из клетки; ферментативная моди-
фикация антибиотика; образование биопленок.
Однако среди всех известных механизмов устой-
чивости к аминогликозидам модификация фер-
ментами является наиболее распространенным
(Wright, Thompson, 1999).

Ферменты, модифицирующие аминогликозиды,
катализируют реакции модификации различных
-OH и -NH2 групп 2-диоксистрептаминового яд-
ра или остатков сахаров. К ним относятся нук-
леотидилтрансферазы (аденилилтрансферазы), фос-
фотрансферазы и ацетилтрансферазы (Wright, 2011).
Ацетилтрансферазы модифицируют аминогруппу
молекулы аминогликозида, фосфотрансферазы и
аденилилтрансферазы действуют на гидроксиль-
ную группу. Действие аминогликозидмодифици-
рующих ферментов (соответственно ацетилиро-
вание, фосфорилирование и аденилирование)
приводит к такому изменению структуры моле-
кулы антибиотика, которое не позволяет ему
связываться с бактериальной рибосомой, в ре-
зультате чего синтез белка не ингибируется, и
бактериальная клетка сохраняет жизнеспособ-
ность (Zarate et al., 2018).

Распространенным механизмом устойчивости
к аминогликозидам у штаммов бактерий является
ферментативная модификация молекулы анти-
биотика фосфотрансферазами (Frase et al., 2012).
Именно поэтому изучение структуры и функций
аминогликозидфосфотрансфераз является важ-
ной и актуальной задачей, позволяющей разви-
вать подходы, применяемые для преодоления рези-
стентности к аминогликозидным антибиотикам.

АМИНОГЛИКОЗИДНЫЕ АНТИБИОТИКИ
Аминогликозиды (аминоциклитолы) представ-

ляют собой большую группу водорастворимых ан-
тибиотиков, обладающих широким антимикроб-
ным спектром активности (Wright, Thompson,
1999; Chandrika, Garneau-Tsodikova, 2018). Молеку-
ла аминогликозидного антибиотика содержит два

или более аминосахара, которые связаны глико-
зидными связями с аминоциклитольным коль-
цом (Busscher et al., 2005). Также к аминогликози-
дам относят спектиномицин, в молекуле которого
между аминоциклитольным кольцом и аминосаха-
ром нет связей (Bryskier, 2005; Veyssier, Bryskier, 2005).

Аминогликозидные антибиотики обладают
бактерицидным действием, механизм которого
заключается в связывании аминогликозида с де-
кодирующим сайтом рибосомы и нарушением син-
теза белков (Sutcliffe, 2005; Hermann, 2005, 2007).

К аминогликозидным антибиотикам относятся:
стрептомицин, канамицин, неомицин, гентами-
цин, тобрамицин, амикацин и др. Выделяют три
поколения (табл. 1) аминогликозидных антибио-
тиков (Решедько, 1999; Hotta, Kondo, 2018).

На данный момент новейшим аминоглико-
зидным антибиотиком является плазомицин –
полусинтетическое производное сизомицина.
В настоящее время препарат на основе плазоми-
цина находится на стадии клинических испыта-
ний (Serio et al., 2017; Shaeer et al., 2019).

Антибактериальное действие аминогликози-
дов опосредовано их химической структурой. По-
скольку аминогликозидные антибиотики содержат
значительное количество положительно заря-
женных группировок, они обладают высоким срод-
ством к отрицательно заряженным молекулам та-
ким, как нуклеиновые кислоты (Jana, Deb, 2006).

Рибосомы – одна из основных мишеней дей-
ствия антибиотиков в бактериальной клетке.
Большая часть используемых в клинической
практике антибиотиков ингибирует стадию элон-
гации в процессе синтеза белка: аминогликозиды,
хлорамфеникол, линкозамиды, макролиды, окса-
золидиноны, стрептограмины и тетрациклины.
Несмотря на большой размер рибосом, антибиотики
взаимодействуют только с несколькими сайтами.
Антибиотики, взаимодействующие с 30S субъедини-
цей, связываются либо с P-сайтом, либо с A-сайтом
(Ogle et al., 2003; Vicens, Westhof, 2003; Ogle, Ra-
makrishnan, 2005; Zaher, Green, 2009; Wilson, 2014).

Основная мишень аминогликозидных анти-
биотиков – малая субъединица бактериальной
рибосомы (30S), в состав которой входит 21 белок и
16S рРНК. Аминогликозиды связываются с 16S
рРНК, а точнее с А-сайтом, что приводит к наруше-
нию трансляции при синтезе белка (Fourmy et al.,
1996; Carter et al., 2000; Ramirez, Tolmasky, 2010). Мо-
дель молекулярного взаимодействия аминоглико-
зидных антибиотиков с А-сайтом была подробно
изучена методом рентгеноструктурного анализа
(Magnet, Blanchard, 2005).

Таблица 1. Поколения аминогликозидных антибио-
тиков

Примечание: данные в таблице приведены в соответствии с
классификацией, представленной в работах (Krause et al.,
2016; Hotta, Kondo, 2018).

I поколение II поколение III поколение

Стрептомицин Гентамицин Амикацин
Канамицин Тобрамицин Изепамицин
Неомицин Сизомицин
Мономицин Нетилмицин
Паромомицин
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ПРОДУЦЕНТЫ АМИНОГЛИКОЗИДОВ – 
ПОЧВЕННЫЕ БАКТЕРИИ РОДА Streptomyces

Наибольшее число антибиотиков (не менее
70%), широко применяемых на практике, отно-
сится к веществам, образуемым почвенными ак-
тинобактериями (порядок Actinomycetales). Проду-
центами наиболее значимых аминогликозидных
антибиотиков являются почвенные бактерии, от-
носящиеся к роду Streptomyces (Block, Blanchard,
2019). Продуценты различных аминогликозидов
представлены в табл. 2 (Wright et al., 1998).

Актинобактерии представляют собой одну из
крупнейших бактериальных фил и являются ши-
роко распространенными в водных и наземных
экосистемах. Большинство представителей этой
группы бактерий – сапрофиты, обитающие в
почве микроорганизмы, но они встречаются и в
пресной, и в соленой воде, а также в воздухе. Они
обычно присутствуют в почве при плотностях
106–109 клеток бактерий на грамм почвы, причем
стрептомицеты составляют более 95% всех штам-
мов актиномицетов, выделенных из почвы (Barka
et al., 2015). Некоторые актинобактерии являются
возбудителями заболеваний человека и живот-
ных: Actinomyces israelii — возбудитель актиноми-
коза; Actinomyces meyeri, Actinomyces neuii, Actino-
myces turicensis — возбудители заболеваний, лока-
лизующихся в различных частях тела, ротовой
полости, кожных покровов, слизистых (Kononen,
Wade, 2015).

Streptomyces – самый большой род актиноми-
цетов. К нему относятся грамположительные
аэробные бактерии, образующие сеть разветвлен-
ных нитей, субстратный и воздушный мицелий.
На настоящий момент насчитывается около 843
видов и 38 подвидов рода Streptomyces (LPSN,
http://www.bacterio.net/streptomyces.html). Кле-
точная стенка стрептомицетов содержит аланин,
глутаминовую кислоту, глицин и LL-2,6-диами-
нопимелиновые кислоты (LL-DAP). Их ДНК от-

личается высоким содержанием гуанина и цито-
зина, причем в наиболее широко изученных видах,
например Streptomyces coelicor, содержание G + C со-
ставляет до 72.1% (Bentley et al., 2002). Основные
среды их обитания – почва и морская вода (Siti et al.,
2017). Род Streptomyces является самым крупным
родом, способным синтезировать антибиотики, и
используется с 1940–1950-х гг. в промышленном
производстве антибиотиков (Newman, Cragg, 2007).

Хотя стрептомицеты рассматриваются пре-
имущественно как свободно живущие наземные
почвообразующие бактерии, некоторые виды яв-
ляются симбионтами с грибами, насекомыми,
растениями и животными (Seipke et al., 2012), не-
которые штаммы обитают в морских почвах
(Fiedler et al., 2005). Несколько видов стрептоми-
цетов являются растительными патогенами и вы-
зывают болезни, поражая корни и клубни (Zhang,
Loria, 2017). Наиболее экономически важное забо-
левание, вызванное представителями рода Strepto-
myces, – картофельная парша, характеризующаяся
поверхностными поражениями клубней картофе-
ля (Loria et al., 2006). Еще один патогенный вид,
S. ipomoeae, вызывает почвенную гниль на слад-
ком картофеле (Tomihama et al., 2016). К другим
патогенным видам стрептомицетов относятся:
S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. luridiscabiei,
S. puniciscabiei, S. niveiscabiei, S. reticuliscabiei и
S. caviscabies (Goyer et al., 1996; Bouchek-Mechiche
et al., 2000; Park et al., 2003). Многочисленные ис-
следования представителей данного рода показа-
ли, что их можно встретить почти во всех экоси-
стемах нашей планеты, при этом они успешно
конкурируют с представителя других филогене-
тических групп за счет их необычного метаболиз-
ма и вторичных метаболитов, доминируя в мик-
робной популяции (Berdy, 2012).

Многие представители рода Streptomyces хоро-
шо изучены, поскольку являются коммерчески
значимыми продуцентами вторичных метаболи-

Таблица 2. Продуценты аминогликозидных антибиотиков

Название 
антибиотика Штамм-продуцент Источник

Канамицин Streptomyces kanamyceticus ATCC 12853 Nepal et al., 2009
Стрептомицин Streptomyces griseus С-96 Takahashi, Nakashima, 2018
Гентамицин Micromonospora purpurea ATCC 31164 Li et al., 2013
Спектиномицин Streptomyces spectabilis ATCC 27741 Thapa et al., 2008
Бутирозин Bacillus circulans ATCC 21557 Ota et al., 2000
Тобрамицин Streptomyces tenebrarius,

Streptomyces cremeus subsp. nebramycini
Motkova et al., 1984

Неомицин Streptomyces fradiae NCIM 2418 Vastrad, Neelagund, 2014
Амикацин Полусинтетическое производное канамицина
Изепамицин Полусинтетическое производное гентамицина В
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тов и гидролитических ферментов. Одним из та-
ких штаммов является Streptomyces lividans, класси-
ческий объект молекулярно-генетических исследо-
ваний, также используемый для получения
гомологичных и гетерологичных гидролитиче-
ских ферментов для промышленного примене-
ния. В связи с коммерческой ценностью штамма,
его метаболитические пути и механизмы секре-
ции некоторых веществ изучены очень подробно
(Gullón, Mellado, 2018).

Развитие технологий, связанных с секвениро-
ванием геномов и анализом библиотек данных, а
также вычислительных ресурсов компьютерной
техники, ускоряет и упрощает идентификацию
многочисленных кластеров генов биосинтеза
(BGCs, biosynthetic gene clusters) природных ле-
карственных соединений в геномах стрептомице-
тов. Однако большинство этих BGC-кластеров
являются молчащими или экспрессируются в ис-
ходных штаммах на невысоком уровне, что делает
актуальными их исследования при помощи ре-
дактирования генома. Разрабатываются много-
численные стратегии, в том числе, с применени-
ем CRISPR/CRISPR-Cas-технологий. Данный
метод редактирования геномов обладает более
высокой точностью по сравнению с другими ме-
тодиками и более высокой эффективностью для
редактирования генома в различных модельных ор-
ганизмах, включая стрептомицетов (Tao et al., 2014;
Cobb et al., 2015).

Кроме того, штаммы стрептомицетов являются
перспективными источниками новых антибиоти-
ков против штаммов с множественной/широкой
лекарственной устойчивостью, в том числе таких,
как метициллин-устойчивый Staphylococcus aureus.
Ранее стрептомицеты уже были источниками таких
антибиотиков, в частности ванкомицина. За про-
шедшие годы количество новых антибиотиче-
ских соединений значительно уменьшилось, в ре-
зультате чего меньшее количество лекарственных
соединений дошло до этапа клинических испыта-
ний. Хотя за время исследований, начиная с об-
наружения стрептомицина в 1944 г., было выяв-
лено более 10 400 биологически активных веществ
у Streptomyces. При этом поиск новых антибиоти-
ков замедляется, а темп образования устойчиво-
сти к ним возрастает, что делает актуальным по-
иск новых антибиотиков и их продуцентов из не-
обычных мест обитания (Berdy, 2012). Для этой
цели в первую очередь рассматриваются штаммы
из малоизученных регионов: мангровые заросли,
пустыни, морские и пресноводные резервуары, а
также эндофитные формы. Микроорганизмы,
населяющие данные регионы, сталкиваются со
сложными условиями окружающей среды, высо-
кой соленостью, повышенными температурами,
низкой влажностью. Данные штаммы стрептоми-
цетов обладают уникальным метаболизмом и об-

разуют уникальные биологически активные со-
единения (Kemung et al., 2018).

КЛАССИФИКАЦИЯ 
АМИНОГЛИКОЗИДФОСФОТРАНСФЕРАЗ

Аминогликозидфосфотрансферазы – это фер-
менты, модифицирующие аминогликозидные
антибиотики путем фосфорилирования их гидро-
ксильных групп в присутствии АТФ в качестве
кофактора (Smith, Baker, 2002). Ранее считалось,
что донором фосфатной группировки является
только АТФ, но недавно было установлено, что
несколько фосфотрансфераз используют ГТФ
вместо АТФ (Shakya, Wright, 2010; Shi, Berghuis,
2012; Smith et al., 2012). Идентифицировано более
30 фосфотрансфераз из клинических штаммов и
штаммов-продуцентов аминогликозидных анти-
биотиков, идентичность по аминокислотным по-
следовательностям которых варьирует от 20 до 40%.

Установлено, что ферменты семейства амино-
гликозидфосфотрансфераз схожи по структуре и
функциям с серин-треониновыми протеинкина-
зами эукариот и по современной классификации
отнесены к киназам, модулирующим устойчи-
вость бактерий к антибиотикам (Kim, Mobashery,
2005; Morar, Wright, 2010). Киназы, модифициру-
ющие антибиотики, включают аминогликозидфос-
фотрансферазы (Аph) и макролидфосфотрансфера-
зы (Мph). На рис. 1 показан филогенетический ана-
лиз киназ, модифицирующих аминогликозидные
антибиотики (Shakya et al., 2011).

В зависимости от положения гидроксильной
группы антибиотика, модифицируемой фермен-
том, различают 7 подсемейств аминогликозидфос-
фотрансфераз: Aph(2"), Aph(3'), Aph(3"), Aph(4),
Aph(6), Aph(9) и Aph(7") (Vakulenko, Mobashery,
2003; Ramirez, Tolmasky, 2010; Shakya et al., 2011).
Информация о данных подсемействах представле-
на в виде табл. 3 (Vakulenko, Mobashery, 2003;
Ramirez, Tolmasky, 2010; Shi et al., 2013).

Подсемейство аминогликозид-3'-фосфотрансфе-
раз является наиболее распространенным и изучен-
ным, в состав данного подсемейства входят восемь
изоферментов. У актинобактерий были обнаруже-
ны ферменты Aph(3')-V: у штамма-продуцента
неомицина Streptomyces fradiae (Va), у Streptomyces
ribosidificus (Vb) и у Micromonospora chalcea (Vc)
(Thompson, Gray, 1983; Hoshiko et al., 1988; Salauze
et al., 1991; Wright, Thompson, 1999).

У штамма-продуцента стрептомицина Strepto-
myces griseus были обнаружены две стрептомицин-
фосфотрансферазы Aph(3")-Ia и Aph(6)-Ia
(Heinzel et al., 1988; Collins et al., 2007).

В последние годы было проведено секвениро-
вание большого количества геномов актинобак-
терий. При аннотации геномов у актинобактерий
рода Streptomyces было выявлено от 4 до 14 генов
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аминогликозидфосфотрансфераз. Они определя-
ют исходный (природный) уровень устойчивости
к аминогликозидным антибиотикам. Функции
генов, аннотированных как aph в секвенирован-
ных геномах, в настоящее время недостаточно
изучены и требуют дальнейшей проверки, явля-
ются ли эти гипотетические ферменты истинны-
ми aph-генами устойчивости (Anderson et al.,
2002).

При изучении спектра устойчивости к анти-
биотикам у 110 штаммов рода Streptomyces обнару-
жено, что штамм S. rimosus ATCC 10970 (проду-
цент окситетрациклина) – единственный среди

изученных – обладает устойчивостью к большин-
ству аминогликозидных антибиотиков в концен-
трации 10–20 мкг/мл (Даниленко и др., 1977).

АМИНОГЛИКОЗИДФОСФОТРАНСФЕРАЗЫ 
Streptomyces rimosus

Аминогликозидфосфотрансфераза Aph(3')-VIII

При многоступенчатой селекции клеток S. ri-
mosus ATCC 10970, устойчивых к возрастающим
дозам канамицина (от 10 до 4 × 104 мкг/мл), уда-
лось получить штамм, обладающий активностью
аминогликозид-3'-фосфотрансферазы и содер-

Рис. 1. Филогенетический анализ 34 киназ, модифицирующих антибиотики (Shakya et al., 2011).
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Таблица 3. Распространение аминогликозидфосфотрансфераз различного типа у штаммов-продуцентов амино-
гликозидных антибиотиков

Aph Название гена Расположение
в геноме

Выявлен
у штамма Субстрат

Aph(3')-Va aph(3')-Va, aphA-5a Хромосома Streptomyces fradiae
Неомицин, паромомицинAph(3')-Vb aph(3')-Vb, aphA-5b, rph Хромосома Streptomyces ribosidificus

Aph(3')-Vc aph(3')-Vc, aphA-5c Хромосома Micromonospora chalcea
Aph(3")-Ia aph(3")-Ia, aphE, aphD2 Хромосома Streptomyces griseus Стрептомицин
Aph(4)-Ib aph(4)-Ib, hyg Хромосома Streptomyces hygroscopicus Гигромицин
Aph(6)-Ia aph(6)-Ia, aphD, strA Хромосома Streptomyces griseus

Стрептомицин
Aph(6)-Ib aph(6)-Ib, sph Хромосома Streptomyces griseus
Aph(7")-Ia aph(7")-Ia, aph7" Хромосома Streptomyces hygroscopicus Гигромицин
Aph(9)-Ib aph(9)-Ib, spcN Хромосома Streptomyces flavopersicus Спектиномицин
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жащий перестройки в хромосомной ДНК. Был
обнаружен детерминант антибиотикоустойчиво-
сти штамма S. rimosus ATCC 10970, обозначенный

как Kmr, амплифицирующийся в составе фраг-

мента ДНК размером 10.3 × 106 п.н. и характери-
зующийся генетической нестабильностью, часто-

та перехода Kmr ↔ Kms составляет 1 × 10–3. Этот
тип нестабильности широко распространен сре-
ди актиномицетов и характерен для большинства
признаков, не связанных с первичным метабо-
лизмом (Потехин, Даниленко, 1985).

Детерминант Kmr был клонирован в штамм
Streptomyces lividans 66 в составе векторной плаз-
миды SLP1.2, подробно изучалось явление ам-
плификации данного детерминанта в составе
сконструированных гибридных плазмид pSU1–
pSU13. Было показано, что субклонирование
данного фрагмента хромосомной ДНК в составе
описанных плазмид обеспечивает устойчивость
клеток Streptomyces lividans к канамицину, неоми-
цину и паромомицину. Грубые бесклеточные экс-
тракты таких трансформантов имеют активность
аминогликозидфосфотрансферазы, субстратная
специфичность которой соответствует спектру
антибиотикоустойчивости. Нуклеотидная по-
следовательность фрагмента ДНК, содержащая

детерминанту Kmr, определена, найдена открытая
рамка считывания для гена аминогликозид-3'-
фосфотрансферазы. На основании нуклеотидной
последовательности и субстратной специфично-
сти кодируемого фермента, ген aph из S. rimosus
ATCC 10970 отнесен к новому классу генов и обо-
значен как aph(3')-VIII, а его продукт обозначен
как Aph(3')-VIII (Потехин, Даниленко, 1985; Ста-
родубцева и др., 1985; Даниленко и др., 1997).

В ходе дальнейших исследований, ген aph(3')-VIII
был клонирован в одноклеточную зеленую водо-
росль Chlamydomonas reinhardtii в составе плаз-
мидного вектора pSU973. Было продемонстриро-
вано, что ядерные трансформанты этой водоросли,
несущие вектор pSU973:aph(3')-VIII обладают высокой
устойчивостью к паромомицину (300–500 мкг/мл).
Анализ суммарных белков трансформантов с ис-
пользованием ПААГ-электрофореза в неденату-
рирующих условиях показал, что аминогликозид-
фосфотрансферазную активность проявляет бе-
лок с молекулярной массой около 30 кДа (Sizova
et al., 1996, 2001).

Нуклеотидная последовательность гена
aph(3')-VIII была уточнена и задепонирована в
GenBank под номером AAG11411. Данная по-
следовательность имеет длину 804 п.н. и коди-
рует белок AphVIII протяженностью 267 амино-
кислот с молекулярной массой 29.1 кДа и изо-
электрической точкой 4.59. Сравнение
аминокислотных последовательностей Aph(3')-VIII
и аминогликозидфосфотрансфераз из штаммов-
продуцентов аминогликозидных антибиотиков

позволило выявить значительные отличия и от-
нести данный фермент в отдельную группу (Си-
зова и др., 2002).

Для выяснения роли гена aph(3')-VIII штамма
S. rimosus ATCC 10970 было также проведено его
клонирование в E. coli BL21(DE3) в составе плаз-
мидного вектора pSI10. Ранее у S. lividans были
обнаружены хромосомные мутации, влияющие
на уровень устойчивости клеток к аминогликози-
дам, возможно, локализованные в гене, кодирую-
щем активатор белка Aph(3')-VIII (Потехин, Да-
ниленко, 1985). При этом роль активаторов бел-
ковой активности у Streptomyces могут играть
серин-треониновые протеинкиназы эукариоти-
ческого типа. Для проверки гипотезы о том, что
AphVIII активируется путем фосфорилирования
протеинкиназами, изучали гетерологичную экс-
прессию гена aph(3')-VIII в трансформированных
прокариотических клетках, не содержащих про-
теинкиназы эукариотического типа (E. coli) и
эукариотических клетках (Chlamydomonas
reinhardtii). При этом было продемонстрировано,
что трансформанты Chlamydomonas обладают бо-
лее высоким уровнем устойчивости к паромоми-
цину при более низком содержании белка
Aph(3')-VIII. Данное явление может быть связано
с активацией белка посредством его фосфорили-
рования серин-треониновыми протеинкиназами.
Сравнение аминокислотных остатков Aph(3')-VIII
и серин-треониновых протеинкиназ актиномице-
тов выявило локальное подобие протяженностью
38 аминокислот в консервативной области, участ-
вующей в связывании АТФ. При биоинформатиче-
ском поиске потенциальных областей фосфорили-
рования было выявлено четыре области для серин-

треониновых протеинкиназ, в том числе, Ca2+-за-
висимых (Сизова и др., 2002).

Аминогликозидфосфотрансферазную актив-
ность определяли радиохимическим методом в
грубом бесклеточном экстракте штамма S. lividans
ТК64, содержащем плазмиду pSU951:aph(3')-VIII.
В качестве отрицательного контроля использова-
ли бесплазмидный штамм S. lividans ТК64, а в ка-
честве положительного – экстракт клеток E. coli,
трансформированных плазмидой pSV2neо и про-
дуцирующих стрептомицин-трансферазу. После
инкубирования аминогликозидных антибиоти-

ков с 32Р-γАТФ с бесклеточным экстрактом ра-
диомеченные фосфорилированные антибиотики
выделяли методом тонкослойной хроматографии
с полиэтиленимин-целлюлозой и измеряли уро-
вень радиоактивности полученных образцов. Было
показано, что энзим Aph(3')-VIII обладает фосфо-
трансферазной активностью в отношении амино-
гликозидных антибиотиков канамицина, неомици-
на и паромомицина (Даниленко и др., 1997).

Также изучали аминогликозидфосфотрансфе-
разную активность Aph(3')-VIII в грубых клеточ-
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ных экстрактах Chlamydomonas reinhardtii методом
авторадиографии, в результате чего была выявле-
на активность фермента в отношении паромоми-
цина и неомицина (Sizova et al., 1996).

Определение субстратной специфичности
Aph(3')-VIII проводили, выделяя водораствори-
мую фракцию белков E. coli, трансформирован-
ных вектором pET16b:aph(3')-VIII. Посредством
метода гель-электрофореза в денатурирующих
условиях выявили фракцию белка с молекуляр-
ной массой около 30 кДа. Трансформанты были
устойчивы к паромомицину в концентрации до
60 мкг/мл (Сизова и др., 2002).

В дальнейших работах выделение и очистку
Aph(3')-VIII, содержащую His10, из экстрактов
E. coli проводили с использованием колонок с
Ni-NTA-агарозой в нативных условиях, после
чего проводили SDS-PAGE. Очистку фракций,
содержащих 31.5 кДа-белок, проводили хромато-
графически (Елизаров и др., 2005). Анализ кана-
мицинкиназной активности фермента проводили
в реакционной смеси, содержавшей 0.3 мкг Aph(3')-

VIII, 1.2 мг/мл канамицина, 7.5 мМ 32Р-γАТФ, 4 мМ
NaHCO3, 20 мМ Трис-HCl pH 7.8, 10 мМ MgCl2,

60 мМ KCl и 3мМ ДТТ. При этом с использовани-
ем метода авторадиографии была продемонстри-
рована высокая активность фермента в отноше-
нии аминогликозидного антибиотика канамици-
на (Елизаров и др., 2012).

Актиномицеты представляют собой перспек-
тивную модель для изучения взаимодействия
между протеинкиназами эукариотического типа
и аминогликозидфосфотрансферазами в регуля-
ции клеточных процессов и лекарственной
устойчивости. При помощи методов иммунопре-
ципитации с антителами к Aph(3')-VIII и мечения
in vitro было выявлено, что эндогенные протеин-
киназы в экстрактах S. rimosus активно фосфори-
лируют Aph(3')-VIII по двум остаткам серина.
При этом количество фосфата, включенного в

Aph(3')-VIII, в 1.84 раза выше в присутствии Ca2+.
Дальнейший анализ показал, что фосфорилиро-
вание Aph(3')-VIII катализируется серин-треони-
новыми протеинкиназами (СТПК) с молекуляр-
ной массой 55 и 74 кДа. Причем активность
55 кДа-киназы зависит от кальция и кальмодулина.
Установлено, что канамицинфосфотрансферазная
активность фосфорилированного белка Aph(3')-VIII
в 3.72 раза выше, по сравнению с немодифициро-
ванным энзимом. Исследуемые протеинкиназы
участвуют в регуляции устойчивости к канамици-
ну в клетках S. rimosus, которая может модулиро-
ваться через изменение активности специфических
лиганд-зависимых СТПК (Елизаров и др., 2005).

Методами биоинформатического анализа и
молекулярного моделирования было выявлено
4 потенциальных сайта фосфорилирования
Aph(3')-VIII: S95, S146, S160, S215. Для дальней-

шей идентификации сайтов фосфорилирования
получали мутантные варианты гена aph(3')-VIII
методом точковых мутаций, при этом заменяли в
выявленных позициях Ser → Ala. Сравнительный
анализ канамицинкиназной активности нефос-
форилированной и фосфорилированной форм
исходного и мутантного вариантов белка Aph(3')-

VIII показал, что Ca2+-зависимое фосфорилиро-
вание Ser146 в Aph(3')-VIII приводит к 6–7-крат-
ному увеличению канамицинкиназной активно-
сти Aph(3')-VIII. Таким образом, Ser146, располо-
женный в активационной петле фермента,
критичен для его активности. Также показано,
что Aph(3')-VIII является ферментом, активируе-
мым протеинкиназами (Елизаров и др., 2012).

Полноатомная модель структуры Aph(3')-VIII
была создана с использованием сервера для моде-
лирования Swiss-Model на основе доступных в базе
PDB структур ферментов Aph(3')-II (идентифи-
катор 1ND4) и Aph(3')-III (идентификатор 1L8T).
Молекулярное моделирование позволило выявить
(рис. 2) сайт фосфорилирования Ser146 в активаци-
онной петле фермента (Елизаров и др., 2012).

Анализ молекулярной динамики комплекса
нефосфорилированного AphVIII с канамицином,

АТФ и двумя ионами Mg2+ выявил изменения
структуры фермента за счет ослабления контакта
между С- и N-концевыми доменами. Подвиж-
ность доменов обусловливает высвобождение АТФ
от субстрата, связанного с С-концевой долей, и вза-
имодействие фосфата с N-концевой долей, что
приводит к каталитически неактивной форме
Aph(3')-VIII (Елизаров и др., 2012).

Методом рентгеноструктурного анализа полу-
чена 3D-структура Aph(3')-VIII с разрешением
2.15 Å, идентификационный номер в PDB – 4H05
(рис. 3). В результате анализа полученной струк-
туры и сравнения с уже имеющимися структура-

Рис. 2. Модель третичной структуры Aph(3')-VIII. По-
ложения S95, S146, S160, S215 – вероятные сайты
фосфорилирования Aph(3')-VIII (Елизаров и др.,
2012).

S160

S95

pS146

S215~3.5 Å



218

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 140  № 3  2020

РУДАКОВА и др.

ми аминогликозид-3'-фосфотрансфераз была вы-
явлена область Ser146 в активационной петле
фермента. Показано изменение конформации в
данной области, происходящее при взаимодей-
ствии с субстратом (Boyko et al., 2016).

Таким образом, в штамме S. rimosus АТСС
10 970 была идентифицирована и охарактеризова-
на аминогликозид-3'-фосфотрансфераза нового
типа – AphVIII (Потехин, Даниленко, 1985; Сизова
и др., 2002), установлена 3D-структура фермента,
код PDB 4H05 (Boyko et al., 2016).

Модуляция активности Aph(3')-VIII серин-
треониновыми протеинкиназами используется
на практике с целью создания высокоэффектив-
ных тест-систем для отбора ингибиторов СТПК с
использованием конструкта белка Aph(3')-VIII и
целевых СТПК человека и бактерий. Принцип
работы тест-систем подобного типа построен на
том, что фосфорилирование протеинкиназами
фермента Aph(3')-VIII, инактивирующего амино-
гликозидные антибиотики, увеличивает устойчи-
вость клеток бактерий к канамицину. Ингибиторы
протеинкиназ, напротив, делают клетки бакте-

рий более чувствительными к канамицину. Эти
свойства тест-системы позволяют проводить
биомишень-направленный поиск ингибиторов
протеинкиназ как потенциальных лекарственных
препаратов нового поколения. Первой тест-си-
стемой подобного типа была система, разрабо-
танная на основе штамма Streptomyces lividans
ТК24 (66) Aph+ (Danilenko et al., 2008). Одной из таких
систем является тест-система E. coli/aphVIII/pk25, ис-
пользуемая для прескрининга ингибиторов Pk25
штамма Streptomyces lividans и ее структурных го-
мологов. В частности, данная тест-система может
быть использована для прескрининга ингибито-
ров СТПК ряда патогенных микроорганизмов,
таких как PknA и PknJ штаммов M. tuberculosis,
StkP S. pneumonia и некоторых СТПК человека, в
том числе PKA, CaMKI, Pac2 (Беккер и др., 2010).

Другой тест-системой подобного типа является
cистема E. coli/aphVIII/pim-1. Принцип и особен-
ности работы данной системы представлены на
рис. 4. Сайт-направленный мутагенез в области
Ser146 позволил оптимизировать этот сайт для
наиболее эффективного фосфорилирования про-

Рис. 3. Аph(3')-VIII и ее сравнение со структурами других аминогликозид-(3')-фосфотрансфераз (Boyko et al., 2016). (а)
– мономер AphVIII; (б) – сравнение AphVIII и Aph-II в комплексе с канамицином А (ID PDB: 1ND4); (в) – сравнение
AphVIII и Aph-III в комплексе с АДФ и канамицином A (ID PDB: 1L8T); (г) – увеличенный вид области связывания с
субстратом, регион гибкой петли NPL в области 21–27 аминокислотных остатков (нумерация по AphVIII) обозначен
стрелкой, также указана петля между β4- и β5-складчатыми слоями. Aph-I в комплексе с АДФ (ID PDB: 4EJ7).

(a) (б)

(в) (г)
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теинкиназой Pim-1. СТПК семейства Pim поло-
жительно регулируют клеточный цикл и играют
важную роль в патогенезе опухолей системы крови,
поддерживая пролиферацию клеток. Ингибито-
ры СТПК семейства Pim являются потенциаль-
ными лекарственными препаратами для терапии
лейкозов и лимфом (Zhukova et al., 2011).

Еще одной системой подобного типа являет-
ся недавно разработанная тест-система
E. coli/aphVIII/gsk3β. Данная система включает в
себя ген каталитического домена протеинкиназы
GSK3β и ген Aph(3')-VIII субстрата для фосфори-
лирования. Для оптимизации работы тест-систе-
мы получены две модификации Aph(3')-VIII в об-
ласти сайта фосфорилирования Ser146. Целена-
правленный отбор ингибиторов протеинкиназы
GSK3β является перспективным направлением в
лекарственной терапии диабета 2-го типа, болезни
Альцгеймера и хронических воспалительных забо-
леваний (Алексеева и др., 2018).

Аминогликозидфосфотрансфераза Aph(3'')-Id

Анализ генома S. rimosus ATCC 10970 (Pethick
et al., 2013) позволил идентифицировать 14 генов,
аннотированных как aph, включая aphVIII. Эти 14
aph-генов были обозначены как aphSR1–14. Ис-
ходя из филогенетического сходства, только три
из 14 генов, aphSR5 (aphVIII), aphSR3 и aphSR2,
были отнесены к известным подсемействам
Aph(3'), Aph(3'') и Aph(7'') соответственно.

Впервые для Streptomyces – не продуцентов

аминогликозидных антибиотиков у штамма S. ri-
mosus ATCC 10970 идентифицирован ген aph(3'')-Id,

кодирующий стрептомицин-фосфотрансферазу,

биохимически охарактеризован фермент Aph(3")-Id

(Alekseeva et al., 2019). Гены aph, принадлежащие

к подсемейству Aph(3''), являются стрептомицин-

фосфотрансферазами. Известно, что устойчи-

вость к стрептомицину, опосредованная амино-

гликозидфосфотрансферазами, является резуль-

татом действия двух классов ферментов – Aph(3')

и Aph(6) (Wright, Thompson, 1999). Филогенети-

ческий анализ фосфотрансфераз из клинических

штаммов бактерий и продуцентов аминоглико-

зидных антибиотиков (Shakya et al., 2011) и 14 Aph

S. rimosus ATCC10970 показал, что AphSR3 при-

надлежит к подсемейству Aph(3''). Ранее были

описаны гены aph(3''): aph(3'')-Ia – у продуцента

стрептомицина Streptomyces griseus (Heinzel et al.,

1988), aph(3'')-Ib – на плазмиде RSF1010 Escherichia
coli (Scholz et al., 1989) и aph(3'')-Ic – у Mycobacte-
rium fortuitum (Ramón-García et al., 2006). Много-

кратное выравнивание последовательностей вы-

явило, что AphSR3 имеет все консервативные до-

мены, характерные для подсемейства Aph(3'')

(Heinzel et al., 1988; Wright, Thompson, 1999;

Ramón-García et al., 2006). Ген aphSR3 был обо-

значен как aph(3'')-Id. Анализ устойчивости к

аминогликозидным антибиотикам показал, что

ген aph(3'')-Id обусловливает устойчивость клеток

E. coli к стрептомицину. Белок Aph(3'')-Id (AphSR3)

Рис. 4. Принцип работы тест-системы: фосфорилирование Aph(3')-VIII по Ser146 посредством СТПК повышает
устойчивость E. coli к канамицину; добавление ингибитора препятствует фосфорилированию AphVIII, снижает устой-
чивость к канамицину (Zhukova et al., 2011).
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впервые выделен в нативных условиях. Оценка

фосфотрансферазной активности белка Aph(3'')-

Id in vitro с помощью двух методов показала, что

белок Aph(3'')-Id является ферментативно актив-

ным и способен катализировать фосфорилирова-

ние субстрата – аминогликозидного антибиотика

стрептомицина. Способность новой идентифи-

цированной стрептомицин-фосфотрансферазы

подвергаться аутофосфорилированию in vitro яв-

ляется уникальным свойством для этого класса

ферментов. Это свойство хорошо известно для

эукариотических серин-треониновых и тирозин

протеинкиназ (Hashimoto et al., 2008), а также для

бактериальных серин-треониновых протеинки-

наз эукариотического типа (Damle, Mohanty,

2014). Автофосфорилирование является важным

механизмом регуляции биологической активно-

сти протеинкиназ. Однако в литературе отсут-

ствуют данные об автофосфорилировании ами-

ногликозидфосфотрансфераз. Следует отметить,

что автофосфорилирование серина/треонина и

тирозина является уникальным свойством для

данной группы ферментов (Alekseeva et al., 2019).

Аминогликозидфосфотрансфераза AphSR2

Описано исследование влияния серин-трео-

ниновых протеинкиназ на повышение устойчи-

вости к аминогликозидным антибиотикам при

совместном клонировании в E. coli гена aphSR2 и

генов СТПК pkSR1 и pkSR2, локализованных в

одном кластере генома Streptomyces rimosus АТСС

10 970. При совместном клонировании данных ге-

нов в E. coli было выявлено, что aphSR2 обуслов-

ливает устойчивость к неомицину, которая моде-

лируется pkSR1. Показано, что клонирование в

E. coli гена pkSR1 придает устойчивость к неоми-

цину и гигромицину. E. coli, содержащая pkSR1,

обладает повышенной устойчивостью к неоми-

цину, совместная экспрессия генов aphSR2 и

pkSR1 приводит к повышению уровня устойчиво-

сти в два раза. Представленные данные являются

вторым примером влияния СТПК на модуляцию

уровня устойчивости к аминогликозидным анти-

биотикам у бактерий рода Streptomyces. Показано,

что AphSR2 — вторая Aph стрептомицетов, в част-

ности S. rimosus, и что уровень устойчивости по-

вышается СТПК и является аккумулятивным ре-

зультатом их совместной экспрессии. В практи-

ческом плане полученные данные могут быть

использованы для изучения распространения и

особенностей функций генов, определяющих

природную устойчивость к аминогликозидным

антибиотикам у актинобактерии рода Streptomyces
(Рудакова и др., 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты многолетних собственных иссле-
дований и анализ литературы позволяют, как нам
представляется, утверждать, что аминогликозид-
фосфотрансферазы в настоящее время представ-
ляют серьезную угрозу для антимикробной тера-
пии (Shakya, Wright, 2010; Ribeiro da Cunha et al.,
2019). Классические представители Aph, распро-
страненные у клинических штаммов бактерий,
обусловливают устойчивость к антибиотикам, и
по субстратной специфичности их можно разде-
лить на несколько групп: канамицин-фосфо-
трансферазы, стрептомицин-фосфотрансфера-
зы, гентамицин-фосфотрансферазы, гигроми-
цин-фосфотрансферазы, остальные Aph могут
выполнять другие функции (Shakya et al., 2011;
Wright, 2011). Для преодоления проблемы устой-
чивости к антибиотикам комбинируют достиже-
ния в области секвенирования генома нового
поколения, биоинформатики и аналитической
химии.

Аминогликозидфосфотрансферазы хорошо
изучены у актинобактерий – продуцентов ами-
ногликозидных антибиотиков, но недостаточ-
но изучены у других актинобактерий рода
Streptomyces.

Современные подходы к идентификации ге-
нов, ответственных за устойчивость к антибиоти-
кам, включают секвенирование геномной ДНК с
последующей аннотацией генов. Актинобакте-
рии рода Streptomyces содержат 4–16 генов aph.
Функции генов, аннотированных как aph в секве-
нированных геномах, в настоящее время недоста-
точно изучены и требуют дальнейшего исследова-
ния для проверки, являются ли эти гипотетические
ферменты истинными aph-генами устойчивости
(Wright, 2019).

Гены, которые кодируют аминогликозидфос-
фотрансферазы бактерий, имеют общего эволю-
ционного предка. Классификация исследуемых
генов aph бактерий рода Streptomyces на основа-
нии филогенетического сходства с известными
ранее aph-генами, относящимися к 7 подсемей-
ствам аминогликозидфосфотрансфераз, позво-
ляет выявить гены, связанные с устойчивостью к
аминогликозидным антибиотикам, и теоретиче-
ски предсказать спектр устойчивости, кодируе-
мый данным aph-геном.

Так, у модельного штамма S. rimosus АТСС
10 970 с высоким уровнем устойчивости к амино-
гликозидам на основе филогенетического сход-
ства только три гена aphSR5 (aph(3')-VIII), aphSR3
(aph(3'')-Id) и aphSR2 относятся к известным под-
семействам Aph(3'), Aph(3'') и Aph(7''). Аминогли-
козидфосфотрансферазы Aph(3') модифицируют
3'-OH-группу у широкого спектра аминогликозидов,
включая канамицин, неомицин, паромомицин,
ливидомицин, рибостамицин, бутирозин, амика-
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цин и изепамицин, Aph(3'') модифицируют
3''-ОН-группы стрептомицина, а Aph(7'') обеспе-
чивают устойчивость бактерий к гигромицину.

Появление лекарственно-устойчивых бактерий
создает необходимость разработки новых лекар-
ственных средств. Получение кристаллических
структур исследуемых ферментов позволяет про-
водить докинг in silico ингибиторов Aph-белков,
относящихся к разным подсемействам. Ингиби-
рование белков, обеспечивающих природный
уровень устойчивости бактерий к ряду аминогли-
козидных антибиотиков, могло бы способство-
вать преодолению множественной лекарствен-
ной устойчивости патогенных актинобактерий и
расширению спектра применяемых препаратов
за счет синергичного эффекта антибиотика с со-
единением-ингибитором Aph.
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Aminoglycoside Phosphotransferases Genes from Soil Bacteria
of the Genus Streptomyces

N. N. Rudakovaa, *, M. G. Alekseevaa, and V. N. Danilenkoa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: natachka92@mail.ru

Antibiotic resistance is one of the significant problems of modern medicine and the global danger to public
health, the relationship between soil bacteria of the genus Streptomyces is insufficiently studied. Aminoglyco-
side phosphotransferases (Aph) currently pose a serious threat to antimicrobial therapy, so the study of the
functions and obtaining 3D structures of aminoglycoside phosphotransferases is an important and urgent
task that allows to develop approaches, which can be used to overcome resistance to aminoglycoside antibi-
otics. Soil actinobacteria of the genus Streptomyces contain the largest number of aph genes, these genes could
be transmitted to them from strains-producers of antibiotics. This review analyzes current data on actinobac-
teria of the genus Streptomyces as a reservoir of drug resistance genes, as well as approaches to identifying aph
genes associated with resistance to aminoglycoside antibiotics, using the example of a model strain of S. ri-
mosus ATCC 10970 (producer of oxytetracycline). Data on the development of the test systems for screening
inhibitors (potential drugs) are discussed. Inhibition of proteins that provide a natural level of resistance of
bacteria to a number of aminoglycoside antibiotics could help overcome multiple drug resistance of patho-
genic actinobacteria and expand the range of drugs used due to the synergistic effect of the antibiotic with the
Aph inhibitor compound.

Keywords: aminoglycoside phosphotransferase (Aph), natural resistance to aminoglycoside antibiotics,
Streptomyces rimosus, 3D protein structures, inhibitor screening
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