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 Список сокращений: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; СТПК – 
серин-трео ниновые протеинкиназы; ЦТК – цикл трикарбоновых кислот; 2DE – two dimensional 
gel electrophoresis, двумерный гель-электрофорез; DML – DiMethyl Labeling, диметильное мече-
ние; FASP – Filter-Aided Sample Preparation, расщепление белков на поверхности фильтра; IMAC – 
Immo bilized Metal Affinity Chromatography, металл-аффинная хроматография; iTRAQ – iso baric 
Tags for Relative and Absolute Quantitation, изобарический тэг (метка) для относительной и абсо-
лют ной количественной оценки; LFQ – Label Free Quantification, безметочный количественный 
анализ; MALDI – Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, матрично-активированная лазер ная 
десорбция/ионизация; MOAC – Metal Oxide Affinity Chromatography, металл-оксидная аффин ная 
хрома тография; MS1 или MS – сканирующий MS; MS2 или MS/MS – тандемный MS, фрагмен та-
ция изолированных пиков; PMF – Peptide Mass Fingerprinting, метод пептидных карт; S/MRM – 
Single/Multiple Reaction Monitoring, мониторинг заданных реакций; TMT – Tandem Mass Tag, 
метка тандемной массы.
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I. ВВЕДЕНИЕ
Фосфорилирование у бактерий – важный регуляторный механизм адаптации к изменяю-
щимся условиям: участвует в восприятии сигналов, его усилении и клеточном ответе на 
разные виды стресса, регулирует репликацию ДНК, формирование биопленок, включая 
адге зию к субстрату, выключение механизмов защиты хозяина и многое другое. В клет-
ках цианобактерий фосфорилирование задействовано в регуляции таких жизненно 
важных биохи мических процессов, как фотосинтез [1], фиксация CO2 и усвоение азота 
[2–4], регуляция биосинтеза липидов [5], подвижность клеток [6] и адаптация к холодо-
вому стрессу [7].
 Фосфорилирование у бактерий гораздо более разнообразно, чем у эукариот. Моди-
фи кации могут подвергаться следующие аминокислотные остатки: серин (Ser), треонин 
(Thr), тирозин (Tyr), гистидин (His), аргинин (Arg), лизин (Lys), аспартат (Asp) и цис-
теин (Cys) [8–10]. У бактерий выделяют несколько типов протеинкиназ – это гисти-
динкиназы в составе двухкомпонентных систем, бактериальные тирозин киназы 
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(Bacterial Y-kinase, BY), атипичные сериновые киназы, аргининовые киназы, серин-
трео ниновые протеинкиназы эукариотического типа (СТПК) [9]. У модельных организ-
мов Escherichia coli и Staphylococcus aureus было обнаружено более 2400 и 4400 сайтов 
фос фо рилирования, что соответственно, говорит о сложной и разветвленной сети пере-
дачи сигналов [11, 12]. 
 Фосфорилирование разных аминокислот имеет свои особенности: остатки Ser/Thr/
Tyr образуют стабильные фосфоэфирные связи, которые позволяют применять стандарт-
ные протеомные методы. В противоположность этому, фосфорилирование His/Lys/Arg 
приводит к образованию термодинамически нестабильных амидофосфатов, которые 
гидролизуются в процессе пробоподготовки [10]. Этот факт приводит к недооценке фос-
фо рилирования данных аминокислот и требует дальнейшей оптимизации и разработки 
новых протоколов пробоподготовки и детектирования. 
 Соотношение фосфорилирования различных аминокислот Ser/Thr/Tyr у разных 
бакте рий примерно следующее: 70–80/10–15/5–10 у Clostridioides difficile, Bacillus sub
tilis, Escherichia coli, и 40–50/35–40/5–10 у Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyo
genes, Lis teria monocytogenes [13]. В клетках цианобактерий Synechocystis sp. PCC 6803 
фос фо ри лирования Ser/Thr/Tyr имеет соотношение 42/52/6, при этом моно-, ди- и три-
фос форилированные пептиды имеют соотношение 90/8/2 [14]. Для Nostoc flagelli forme 
показано примерно такое же соотношение Ser/Thr/Tyr – 56/38/6 и моно-, ди- и трифос-
фо рилированных пептидов – 96/3/1 [15].

II. ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ ПРОТЕИНКИНАЗ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ

На сегодняшний день реализовано несколько стратегий изучения протеинкиназ: биоин-
фор матическая, биохимическая, молекулярно-генетическая, физиологическая и про-
теомная [8].
 Первая стратегия – использование биоинформатических методов для классификации 
и предсказания функций белка и его доменов. Биохимическая стратегия заключается в 
выделении гомогенного препарата белка с последующим исследованием параметров его 
активности с использованием «стандартных» (основной белок миелина, MBP, гистон Н1, 
Н1 и казеин, Cas) и потенциальных эндогенных субстратов in vitro. Следующие стратегии 
основаны на получении организмов с измененным уровнем экспрессии гена киназы 
(сверхэкспрессия или нокаут) или удаления потенциально значимого(ых) домена(ов) 
в белке с последующим изучением изменений в транскриптоме и физиологии клетки. 
Пос ледняя, наиболее молодая, протеомная стратегия заключается в установлении 
взаимо связи между количеством/активностью киназы и количественными изменениями 
в про теоме, включая паттерны фосфорилирования. Применение именно этой стратегии 
позво ляет изучать сигнальную сеть киназ (кинома) на уровне всей клетки.
Все перечисленные подходы либо по отдельности, либо в комбинации успешно исполь-
зо вались для исследования СТПК цианобактерий. 

БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЙ ПОДХОД  
К ИЗУЧЕНИЮ ДОМЕННОЙ ОРГАНИЗАЦИИ ПРОТЕИНКИНАЗ 

Стоит отметить, что термин эукариотические или протеинкиназы эукариотического типа 
в большей степени является отражением исторического процесса обнаружения и иссле-
до ваний описываемых ферментов [16, 17]. 
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 На данный момент показано общее эволюционное происхождение СТПК эукариот, 
бактерий и архей, восходящее к последнему универсальному общему предку (Last Uni-
ver sal Common Ancestor, LUCA) [18–20]. Тирозинкиназы представляют собой более 
позднюю эволюционную ветвь, образовавшуюся после разделения про- и эукарио ти-
чес ких организмов, причем их возникновение и эволюция в этих двух «доменах жизни» 
шла независимо [21, 22]. 
 Идентификация потенциальных СТПК в разных царствах стала возможной благо-
даря консервативности каталитического домена [23, 24]. В его составе выделяют три 
структурные части, выполняющие различные функции: N-концевая доля (lobe) (в основ-
ном β-складчатая), большая по размеру С-концевая доля (в основном альфа-спираль ная) 
и промежуточный линкер. Непосредственно каталитический активный центр распо ло-
жен в глубокой бороздке, образованной двумя долями [25]. Меньшая N-концевая доля 
участ вует в связывании и ориентации молекулы нуклеозидтрифосфата, тогда как С-кон-
це вая связывает белковый субстрат и инициирует перенос фосфатной группы [19, 26]. 
 Киназный домен обычно организован в 12 субдоменов, и в его составе выде-
ляют несколько консенсусных мотивов, необходимых для выполнения катализа. Ката-
лиз становится возможным после того, как участки связывания нуклеотида, участки 
связы вания магния, участки связывания белка-субстрата и каталитический центр 
окажутся в «правильной» ориентации. [27]. Кроме того, СТПК обладают допол ни тель-
ными субдоменами, которые отвечают за регулирование активности или изменение 
субклеточной локализации фермента [28].
 На основании гомологии в геноме цианобактерии Synechocystis sp. PCC 6803 анно-
ти ро ваны двенадцать генов потенциальных СТПК, которые подразделяются на две 
группы (Рис. 1). Первая – это серин-треониновые протеинкиназы N2-подобного типа 
(PKN2): SpkA, SpkB, SpkC, SpkD, SpkF, SpkE, SpkG [29, 30]. Вторая группа: SpkH, SpkI, 
SpkJ, SpkK, SpkL [30] имеет несколько названий: ABC1K (киназы, контролирующие 
актив ность BC1 комплекса), ADCK (киназы, содержащие домен ABC1) или UbiB-киназы 
(белок B биосинтеза убихинона) [18]. Наиболее часто употребляемым является ABC1K.
 Выравнивание последовательностей протеинкиназ человека и Synechocystis sp. пока-
зало, что SpkG, SpkH, SpkI, SpkJ, SpkK и SpkL группируются вместе и близки тирозин-
подоб ным протеинкиназам и серин-треониновым протеинкиназам. SpkB, SpkC, SpkD и 
SpkF образуют одну группу близкую к CAMK семейству. SpkA и SpkE стоят особняком 
от осталь ных цианобактериальных протеинкиназ и могут быть отнесены к тирозин-по-
доб ным и серин-треониновым протеинкиназам соответственно [31]. 
 Стоит отметить, что протеинкиназы PKN2- и ABC1K-типов значительно разли-
чаются как по размеру, так и по доменной организации [31, 32]. Белки SpkA-G группы 
(PKN2) более консервативны в N-, нежели в C-концевой доле, тогда как у представителей 
группы SpkH-L (ABC1K) центральный регион более консервативен. Такие различия 
связаны с расположением киназного домена [31, 32]. 
 Независимо от размеров каталитического домена в его составе выделяют несколько 
консен сусных мотивов, характерных для всех протеинкиназ и необходимых для связы-
вания АТФ и белкового субстрата, а также для выполнения катализа. Наиболее значи-
мыми являются GxGxFGxV, VAVK, HRDx3N, DFG, W/YxAPE и DxWSxC после до-
ва тельности [28, 33]. В дополнение к этим, основным, у белков ABC1K семейства 
присут ствуют еще семь мотивов (I, II, V, VI, VIIa, IX, X), которые не имеют гомологичных 
после довательностей в протеинкиназах PKN2 группы. Значение этих мотивов в составе 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево серин-треониновых протеинкиназ Synechocystis sp. PCC 6803 
(выде лено синим) и Nostoc (Anabaena) sp. PCC 7120 (выделено красным). 
 I и II – PKN2- и ABC1K-по добные киназы, III – двух-доменные протеинкиназы, несущие 
серин-треониновый и гистидин киназный домены.

бел ков неизвестно и, вероятно, потребует исследований структуры, а также анализа 
функ ций с использований точечных мутаций [18].
 К важным структурным параметрам протеинкиназ можно отнести наличие возмож-
ных трансмембранных доменов. Их присутствие в последовательности белка может 
дать информацию о локализации в клетке, а также о потенциальных функциях [34]. 
Боль шая часть сведений основана на данных предсказания структур. В одной из первых 
работ по протеинкиназам цианобактерий [32] среди СТПК PKN2 группы у Synecho cys
tis к трансмембранным была отнесена только SpkF. В работе Зориной с соавт. [35] на 
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основании моделирования в SMART [36] была предсказана доменная организация трех 
протеинкиназ: SpkF (четыре трансмембранных домена на C-конце), SpkC (один транс-
мембранный домен) и SpkK (без трансмембранных доменов). На основании этого был 
предложен каскадный механизм фосфорилирования GroES (SpkF → SpkC → SpkK). В 
настоящее время на основе моделирования к мембранным СТПК у Synechocystis можно 
отнести SpkA-D, SpkF-I, SpkL [7, 31, 37].
 В статье Жанг с соавт. [32] приведена одна из первых классификаций СТПК циано-
бак терий в зависимости от наличия и количества трансмембранных доменов, положения 
киназного, а также дополнительных структурно-функциональных доменов. Так, из 
семи описанных на тот момент протеинкиназ Synechocystis пять отнесены к группе 
фер ментов цбСТПК I-другие (cbSTK I-other), характеризующихся размером более 400 
амино кислотных остатков с протяженными неидентифицируемыми C- концевыми 
участ ками и не содержащими доменов, кроме протеинкиназного. 
 Присутствие дополнительных доменов характерно для белков группы цбСТПК 
II (cbSTK II). SpkB имеет два пентапептидных повтора (Pentapeptide Repeat Protein, 
PRP) [38], SpkD – SH3-подобный домен бактериального типа (src Homology-3) [32], а 
SpkG – последовательности с повторами WD40/YVTN [31]. Белки, содержащие PRP, 
очень широко представлены среди цианобактерий [39]. Однако, их потенциальная роль 
в клетке остается малоизученной, поэтому сложно предположить, какое значение имеет 
PRP в структуре SpkB. Известно, SH3-подобный домен способен связываться с лиган-
дами, богатыми пролином [40], поэтому можно предположить, что SpkD способна при-
ни мать участие в белок–белковых взаимодействиях [41]. Повторяющиеся мотивы WD40 
дейст вуют как адаптеры при формировании белковых комплексов или комп лек сов белок–
ДНК, принимая таким образом участие в самых разных клеточных процессах [42].
 В ряду всех протеинкиназ Synechocystis выделяется SpkE. Вначале SpkE счита лась 
неактивной из-за отсутствия или замены важных для киназной активности амино кис-
лотных остатков в консервативной последовательности DFG, принимающей участие в 
катализе [43]. Однако позднее, в экспериментах in vitro SpkE обнаруживала фермента-
тивную активность по отношению к гистону HI [7]. При более детальном рассмотрении 
аминокислотной последовательности SpkE, отличия обнаруживаются не только в DFG 
сайте, но и в некоторых других: глицин богатый повтор GxGxFG имеет вид GxNxLG, 
мотив HRDx3N изменён на HGQx3N. Такие киназы, имеющие изменения в после-
довательностях ключевых аминокислот, называются псевдокиназами – белками, кото-
рые утратили каноническую фосфотрансферазную функцию. Они, тем не менее, могут 
играть иные важные роли в клеточной регуляции [44], например, посредством алло сте-
ри ческой регуляции других активных киназ или же выполняя функции скаффолд-белка 
[45]. Важно отметить, что потеря канонических остатков не всегда делает невозможным 
свя зывание нуклеотидов или перенос остатка фосфорной кислоты [46, 47]. Поскольку 
тер ми нология до сих пор строго не установлена, SpkE может быть отнесена как к 
атипич ным протеинкиназам [19], так и псевдокиназам [45].
 В геноме другой цианобактерии Nostoc, несущем около 6000 генов, обнаружено 52 
гена, кодирующих СТПК [29]. Возможно, количество генов киназ коррелирует с разме-
ром генома цианобактерий, а также количеством элементов сигнальных систем. Струк-
тура протеинкиназ Nostoc отличается более сложным устройством: согласно класси фи-
кации Жанг с соавт. [32] их можно встретить во всех трех группах. То есть, это и белки, 
имеющие в своем составе исключительно киназный домен (cbSTK I), белки с разно-
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образ ными дополнительными доменами (PAS, PAC, GAF, ANF, WD40, FHA, GUN4, TPR, 
DUF323, PbH1, CHASE2, PRP, RDD и SH3b) (cbSTK II) [48, 49], а также отсутствующая 
у Synechocystis группа cbSTK III [32, 50] (Рис. 1). В состав последней группы входят так 
назы ваемые протеинкиназы «двойной» специфичности, т.к. они содержат N-концевой 
СТПК домен и C-концевой гистидинкиназный [32, 50, 51]. Участок, расположенный 
между этими доменами, также достаточно консервативен и часто содержит GAF- или PAS-
мотив, соот ветствующий возможному воспринимающему домену двухкомпонентных 
систем. Вероятно, подобные белки обеспечивают взаимодействие двухкомпонентных 
систем и СТПК в передаче сигнала. Все эти белки большого размера – от 1777 (Alr2258) 
до 2021 (All3691) аминокислотных остатков [50] и встречаются не только у Nostoc, но и 
у боль шого числа филаментообразующих штаммов. 
 В цианобактериальной клетке, несмотря на ее достаточно простую организацию, 
белки можно разделить на несколько субпротеомов [52]: белки цитоплазмы, тила коид-
ных мембран (ТМ), плазматической (ПМ) и внешней мембран, периплазмы и пепти до-
гликанового слоя [53]. В цитоплазме также выделяют несколько микроком парт ментов 
таких как карбоксисомы – структур белковой природы, в которых осуществляется фик-
са ция углекислого газа [54], разнообразные тельца включения, содержащие гликоген, 
циано фицин, полигидроксибутират, липиды и полифосфаты [55, 56]. Наличие такого 
коли чества компартментов предполагает сложную систему регуляции транспорта и сор-
ти ровки белков. 
 Хотя современные биоинформатические методы позволяют довольно точно пред-
ска зы вать структуру белка, его возможную локализацию и функцию, эти данные тре-
буют экспериментального подтверждения.

ПРОТЕОМНЫЙ ПОДХОД К ИЗУЧЕНИЮ КИНОМА
Широкий спектр протеомных подходов, доступных на сегодняшний день исследователю, 
зачастую затрудняет выбор метода для решения конкретной задачи. В нашем обзоре 
мы решили осветить некоторые, наиболее часто применяемые подходы количественной 
(фосфо-)протеомики, их преимущества и ограничения.
 С самого начала развития протеомных исследований с использованием масс-спект-
ро метров в качестве детектора встали две основные задачи: идентификация белков и их 
(полу-)количественный анализ. Для их решения на сегодняшний день применяют либо 
сравнение количества на уровне белков с последующей их идентификацией, либо на 
уровне пептидов, полученных после расщепления протеома специфическими протеа-
зами или химическими агентами. Для второй стратегии используются два основных 
мето дических подхода: безметочный количественный анализ (Label-Free Quantification, 
LFQ) и с использованием стабильных изотопов (Stable Isotope Labelling) [57–59]. Мече-
ние стабильными изотопами, в свою очередь, может быть энзиматическим, химическим 
и метаболическим. Кроме того, все методы количественного анализа можно разделить 
на две большие группы. В одном случае, количество определяется по интенсивностям 
роди тельских ионов без фрагментации в MS1, во втором – по интенсивностям фрагментов 
или репротерных ионов (тэгов) в MS2 (Рис. 2).
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Количественная протеомика на уровне белков. Двумерный электрофорез.
Исторически первым революционным методом протеомного анализа стал двумерный 
электро форез (2DE) с идентификацией белков методом секвенирования по Эдману [60]. 
В первом направлении экстракты белков разделялись по их изоэлектрическим точкам, 
а во втором – по их молекулярным массам [61]. Данный подход до сих пор особенно 
актуа лен для организмов, для которых отсутствуют данные полногеномного секве ни ро-
вания, поскольку позволяет определять последовательности белков de novo. 
 Появление новых методов ионизации для ввода в масс-спектрометр образцов 
ионов с большой массой – ионизация электрораспылением (ElectroSpray Ionization, 
ESI) и матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация (Matrix-Assisted Laser 
Desorp tion/Ionization, MALDI) – позволило использовать масс-спектрометры в качестве 
детек торов для рутинной идентификации белков [62]. 
 Изначально стратегия идентификации строилась следующим образом: после 2DЕ 
и окрашивания белковые пятна вырезали из геля, подвергали специфическому расщеп-
лению (например, с помощью трипсина) для получения набора пептидов. После про-
ве де ния масс-спектрометрического сканирования (MS или MS1), белки иденти фи ци-
ро вали, сравнивая массы полученных пептидов с теоретическими [62]. Несмотря на 
более, чем 30 летнюю историю этого методического подхода, его основные этапы до 
сих пор остаются актуальными и являются основой для стратегии протеомного анализа 
«снизу–вверх» (bottom–up) и метода пептидных карт (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) 
(Рис. 3).
 Стратегия разделения белков в 2DЕ с MS-детекцией до сих пор широко 
используется, например, для исследования цитоплазматических белков, так как 
позволяет за один эксперимент идентифицировать порядка 1000–3000 белковых форм 
(протеоформ). При этом разделение проходит на уровне белков, поэтому данные о 
молекулярных массах и их изоэлектрических точках дают ценную дополнительную 
информацию о пост-трансляционных модификациях. Последнее особенно актуально 
при исследовании фосфорилирования белков. Данный метод позволяет относительно 
просто визуализировать фосфо-формы белков по изменению изоэлектрических точек 
(pI shift) и появлению серии характерных пятен («бус») одного молекулярного веса 
[63]. Изменение стехиометрии фосфорилирования приводит к пропорциональному 
увеличению числа этих пятен [64]. Окрашивание геля фосфоспецифичными красителями 
(например, Pro-Q Diamond) или иммунодетекция антителами специфичными к 
фосфорилированным аминокислотам в комбинации с энзиматической или химической 
обработкой образцов агентами, приводящими к дефосфорилированию, позволяют 
сделать однозначный вывод о наличии модификаций [65, 66]. 
 Однако, данный метод имеет существенные ограничения. Растворение препарата в 
буфере, содержащем хаотропные агенты (мочевина и тиомочевина) и детергент (CHAPS) 
приводит к недооценке в исследуемом протеоме многих мембранных, мембран-ассо-
ции рованных белков, белков внеклеточного матрикса и клеточной стенки. Также, белки, 
имеющие экстремальные значения pI, могут теряться при изоэлектрическом фоку си-
ро вании, выходя за границы диапазона pH амфолинов. Другими недостатками метода 
являются его относительная трудоемкость, что отражается в плохой масштабируемости 
для рутинного анализа десятков проб, а также посредственная воспроизводимость [67]. 
Для преодоления части ограничений был предложен метод дифференциального гель 



Серин-треониновые протеинкиназы цианобактерий 427

электрофореза (DIfference Gel Electrophoresis, DIGE). Основная идея которого состоит 
в ковалентном мечении белков препаратов флуоресцентными красителями с разными 
спект ральными характеристиками. Объединенные образцы подвергаются разделению 
по стандартной методике. Сканирование геля производится в раздельных каналах, соот-
ветствующих параметрам флуорофора [68].
 Перечисленные подходы применялись при исследовании протеома Synechocystis. 
Так, двумерное разделение с последующей идентификацией позволило определить 55 
диф ференциально изменившихся белков плазматической мембраны в ответ на рН стресс 
[69]. Сравнение дикого типа и мутанта по гистидинкиназе Hik34 на уровне про теома 
подтвердило накопление белков, индуцируемых тепловым стрессом, в том числе ряда 
шапе ронов [70]. Сравнительный анализ протеомов плазматических мембран из клеток 
дикого типа и мутанта Hik33, выращенных в нормальных условиях и при соле вом 
стрессе, показал серьезные перестройки в составе мембран [71]. В част ности у мутанта 
было снижено содержание некоторых белков-транспортёров, например, GgtB и FutA1, 
регуляторных белков таких как MorR и Rre13. 
 Анализ на основе 2DE образцов трех видов Anabaena (Anabaena doliolum, Ana
baena sp. PCC 7120 и Anabaena L31) в контроле и через 1, 3, 5 и 7 дней солевого стресса 
выявил 256 существенно отличавшихся белковых пятен [22]. Около половины (134) из 
них соот ветствовало 29 белкам и было одинаковым у всех видов. В составе группы 
преиму щественно обнаруживались белки базового метаболизма, стрессовые белки, 
факторы регуляции транскрипции. Были детектированы белки, характерные для кон-
крет ного генотипа. Эти различия исследователи связали с адаптационными процес сами 
разных по устойчивости видов цианобактерий.

MS 

MS/MS

Выделение

фракций белка 

Разделение белков и их
количественный анализ

2-D PAGE 2-D DIGE

Выделение 
белковых пятенбаза 

данных

MS 
спектр

Трипсинолиз

в геле

Поиск по 

базам 
данных

Культивирование 
клеток

Масс-спектрометрический 
эксперимент

Идентификация

Рис. 3. Стратегия количественного анализа и идентификации протеомов на уровне белков при 
исполь зовании 2D электрофореза в полиакриамидном геле (2D PAGE) или дифференциального 
гель электрофореза (2D DIGE). 
 MS – сканирование, MS/MS – фрагментация (тандемный MS) пептидов.
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В работе [72], благодаря сочетанию 2DE с окрашиванием геля фосфоспецифичным краси-
те лем ProQ Diamond и последующим MS-анализом, представлен первый фосфопротеом 
Synechocystis и его изменения в ответ на солевой стресс. Были идентифицированы 32 
белка, а для 8 из них установлены фосфосайты.

Количественная протеомика на уровне пептидов
Количественный анализ протеома на уровне белков имеет ряд существенных ограни-
че ний. Основной является сравнительно низкая разрешающая способность методов 
их разделения с последующей детекцией на масс-спектрометре. Предварительное 
специфическое расщепление протеома до пептидов устраняет эти ограничения. 
 Накопление данных MS-анализа и данных геномного секвенирования показало, что, 
осно ванный на MALDI-MS метод PMF, имеет свои ограничения – в сложных образцах 
пептиды с одинаковой измеренной массой могут иметь разную первичную структуру. Для 
решения этой проблемы был предложен метод «меток последовательностей» (sequence 
tags), стратегия которого заключалась в комбинировании информации измерения точной 
массы целого пептида в сканирующем MS (MS1) с массами его фрагментов («тэгов») в 
тан демном MS (МS/MS или MS2) [73]. В настоящее время данная стратегия иденти-
фи кации известная как зависимое сканирование (Data Dependent Acquisition, DDA) 
широко используется в протеомных исследованиях.
 Следует особенно подчеркнуть, что при количественном анализе на пептидом уровне 
требуется количественное расщепление всех белков до пептидов, что особенно актуально 
для нерастворимых белков, включая мембранные. Для увеличения эффективности энзи-
ма тического расщепления используется комбинации ферментов LysC/трипсин [74], 
рас щеп ление в детергентах, совместимых с масс-спектрометрическими протоколами 
(PPS, ProteasMAX, RapiGest) [75] и расщепление на поверхности фильтров (Filter-Aided 
Sample Preparation, FASP) [76]. 

Разделение и обогащение фосфопептидов из смесей
Высокоэффективная жидкостная хроматография – ВЭЖХ (High Performance Liquid 
Chro ma tography, HPLC) на обращённо-фазных колонках для разделения пептидов была 
применена в самых ранних протеомных работах [77, 78]. Это позволяет снижать анали ти-
ческую сложность образцов, уменьшать их динамический диапазон и концентрировать 
инди видуальные пептиды. Нанопотоковую ВЭЖХ (nano-LC) можно сопрягать с MS 
инстру ментом с помощью ESI интерфейса (ESI-MS) и проводить разделение и иден-
ти фикацию пептидов в режиме реального времени. Для анализа протеомов прокариот 
метод позволяет в одном эксперименте рутинно идентифицировать порядка 10000 пеп-
ти дов (1500 белков), что примерно составляет половину всего протеома [79].
 Фосфорилирование – это динамический процесс, определяемый соотношением 
киназ и фосфатаз, причем представленность фосфорилированных белков в клетке обычно 
нахо дится на низком уровне, что представляет особую трудность для его протеом ного 
ана лиза. Для уверенной идентификации фосфопептидов на уровне протеома необ хо-
димо в 100–1000 раз большее количество белкового препарата (миллиграммы) по срав-
не нию с обычным протеомным анализом (микрограммы). Также, такое низкое содер-
жа ние фос фо пептидов требует их обязательного предварительного обогащения и 
приме нение чувст ви тельных методов детекции (Рис. 4).
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 Для фосфопротеомного анализа применяются две высокоспецифичные методики 
обога щения: металл-аффинная хроматография (Immobilized Metal Affinity Chromato-
graphy, IMAC) на иммобилизированном Fe3+ и Ti4+, а также металл-оксидная аффинная 
хро ма тография (Metal Oxide Affinity Chromatography, MOAC) на оксидах TiO2 и ZrO2 
[3, 80–83]. Остальные методы применяются или для обогащения специфичных фосфо-
сайтов (фосфотирозин и фосфо-сайтспецифичная иммунноаффинная хроматография), 
или как этап фракционирования пептидов перед IMAC или MOAC (ионнообменная хро-
матография, хроматография гидрофильных взаимодействий). Следует иметь ввиду, что 
несмотря на широту использования методов IMAC и MOAC для обогащения фосфо-
пептидов, они являются комплементарными – часть фосфопептидов может быть обога-
щена только одним из методов [84–86].

Безметочный количественный анализ (LFQ) 
Прежде всего, следует подчеркнуть, что масс-спектрометрический метод не является 
абсо лютно количественным в том смысле, что интенсивность пика измеренного пеп тида 
нельзя напрямую конвертировать в его концентрацию (количество). Поэтому, для полу-
ко личественного анализа белков из разных образцов корректным является сравне ние 
оди наковых пептидов (с одинаковым соотношением массы к заряду и, в случае ВЭЖХ, 
вре менем элюции). При этом можно сравнивать или количество полученных спект ров, 
или интенсивности/площади под пиками отдельных пептид-ионов в MS1. Такое сравне-
ние интенсивностей является основой безметочного количественного анализа или LFQ 
[87]. На масс-спектрометрах высокого разрешения даже в режиме ультракороткого гра-
диента метод позволяет проводить масштабирование полнопротеомного анализа до 
сотен образцов без применения дополнительных затрат времени и реактивов для пробо-
под готовки, а также инструментального времени для получения MS2 спектров [88]. 
 Одним из вариантов LFQ с тандемной фрагментацией пептидов является метод под-
счета числа спектров (или числа идентифицированных пептидов) или процент покры тия 
белка идентифицированными пептидами на основе экспоненциально модифи циро ван-
ного индекса содержания белка (exponentially modified Protein Abundance Index, emPAI) 
[89, 90]. Однако, данные методы не являются точными и лишь дают приблизи тель ную 
коли чественную оценку белков в образцах.
 К отдельной группе относятся количественные методы, основанные на измерении 
интен сивности/площади фрагментов в MS2 спектрах – методы информационно-незави-
симого анализа (Data Independent Acquisition, DIA) и таргетные методы. Примером DIA 
является метод независимого сканирования – SWATH-MS (Sequential Windowed Acqui-
si tion of All Theoretical Fragment Ion Mass Spectra), таргетным – мониторинг заданных 
реак ций (Single/Multiple Reaction Monitoring, S/MRM) [91–93]. Они характеризуются 
высо кой воспроизводимостью, широким диапазоном концентраций для количественной 
оценки. В методе SWATH-MS проводится сканирование масс в MS1, но в отличие от 
зависи мого сканирования, дальнейшая фрагментация пептидов проводится в широко-
по лосных окнах масс, которые покрывают весь диапазон сканирования. При этом 
для количественного ретроспективного анализа может использоваться как данные об 
интен сивностях родительских ионов, так и интенсивности фрагментов. В методе MRM, 
который является масс-спектрометрическим аналогом вестерн-блоттинга, количест вен-
ный анализ уникальных пептидов, однозначно характеризующих конкретный белок, про-
водят на основе оценок площадей хроматографических пиков ионов-фрагментов (MRM 
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transitions). Данный метод обладает одним из самых широких динамических диапазонов 
концентраций и может быть использован как комплементарный для подтверждения 
коли честв отдельных белков широкомасштабного (shotgun) протеомного анализа [91]. 
 Для создания протеомного атласа Synechocystis sp. PCC 6803 был применен метод 
LFQ в комбинации с методами многоэтапного фракционирования протеома [92]. Авто-
рам удалось идентифицировать 2167 белков, что составило 71.3% всего про теома и 
оце нить распределение 2027 белков в клетке цианобактерии. Благодаря исполь зованию 
метода FASP для подготовки образцов, были идентифицированы 504 белка, которые по 
биоин форматическим данным имели трансмембранные домены. Согласно резуль татам 
этого исследования СТПК Synechocystis приурочены к разным мембранным фракциям, 
что может отражать возможные функции белка в клетке и быть основой для созда ния 
новых рабочих гипотез относительно их функций.
 Комбинация комплементарных LFQ подходов (широкомасштабного протеомного
исследования и целевого количественного анализа) была использована для исследования 
про теома Anabaena sp. PCC 7120 в условиях культивирования при недостатке азота [39]. 
Данный подход выявил количественные изменения в протеоме, затрагивающие мета бо-
лические пути ассимиляции азота и углерода при азотном голодании в течение 3, 12 и 
24 часов, при этом дифференциально изменялись количества 363, 603 и 669 белков на 
каждом из этих этапов, соответственно. 
 Такой же комплементарный подход был применен для сравнения протеомов: прес-
но водного Synechocystis sp. PCC 6803 и морского Synechocystis sp. PCC 7338 [95]. На 
перв ом этапе, использование подхода DDA позволило идентифицировать белки двух 
штам мов и создать библиотеку спектров для количественного сравнения протеомов. 
На втором применяли метод информационно-независимого анализа (Data Independent 
Acqui sition, DIA). Данный подход позволяет детектировать большее количество мало 
пред ставленных белков в протеоме. Так, если в DDA режиме для фрагментации из 
всего спектра выбирались 10 родительских ионов с наибольшей интенсивностью, то 
в DIA – ионы, попадавшие в одно из 20 массовых окон в диапазоне между 500 и 900 
m/z. В общей сложности для обоих штаммов было оценено количество 2049 белков, из 
них дифференциально отличались 396. Наиболее сильно отличалось содержание KdpB, 
белка АТФ-связывающей субъединицы калий-транспортирующей АТФазы. Пред по-
ла гается, именно наличие высоко аффинных транспортеров ионов составляет основу 
адап тации клеток цианобактерии к жизни в морских условиях.
 Следует подчеркнуть, что все методы LFQ можно сделать абсолютно коли чест вен-
ными, используя как изотопно-меченные, так и немеченные пептиды с известной кон-
цент ра цией как внутренний стандарт (spike) [96, 97].

Количественный анализ с использованием мечения стабильными изотопами
Мечение стабильными изотопами образцов позволяет проводить многоэтапное (много-
мерное) фракционирование без потери количественной информации. Также, данная 
стратегия повышает производительность анализа поскольку в одном эксперименте 
можно анализировать нескольких протеомов одновременно. Однако, данный метод тре-
бует дорогостоящих расходных материалов и дополнительных затрат времени на про-
бо под готовку, что ограничивает его применение. 
 На сегодняшний день в практике используется несколько протоколов (Рис. 5) мече-
ния стабильными изотопами: энзиматический, химический и метаболический [57].
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Энизиматическое мечение
Основой энзиматического метода является специфическое расщепление образцов при 
помощи трипсина в H2

16O и H2
18O, при этом метка вводится в С-конец получающихся 

пеп тидов. Пептиды из разных образцов в MS1 будут различаться между собой на 2 Да, 
и соот ношение их интенсивностей будет отражать их количество в исходных образцах 
[98]. Данный метод имеет существенный недостаток – получаемая разница в массах 
пеп ти дов с легкой и тяжёлой метками недостаточна, чтобы разделить их изопопные 
клас теры. Начиная со второго изотопа легкого пептида, кластеры перекрываются, что 
может приводить к существенной ошибке количественного определения. 

Химическое мечение с применением изобарических меток
Химическое введение стабильных изотопных меток возможно несколькими способами. 
Применяются так называемые изобарические метки, в которых масса репортерных 
групп (тэгов) сбалансирована массой линкера. Пептиды из разных образцов, меченные 
по –NH2 группам метками с разными тэгами, обладают одинаковой массой (isobaric tags) 
и неразличимы как на уровне многомерного хроматографического разделения (LC/LC), 
так и в MS1. При фрагментации пептида в MS2 репортерные метки с уникальной массой 
высвобождаются и по их интенсивностям определяется количество пептида в исходных 
образцах [99]. Изобарические метки на сегодняшний день представлены двумя набо-
рами – это 8-плексная метка для относительной и абсолютной количественной оценки 
(iso baric Tags for Relative and Absolute Quantitation, iTRAQ) и 16-плексная метка тан дем-
ной массы (Tandem Mass Tag, TMT).
 iTRAQ использовался для изучения ответа на длительное фосфорное голодание при 
разных концентрациях неорганического фосфора в среде у Synechocystis. Перестройка 
про теома в этих условиях была схожа с ответом на недостаток азота в питательной 
среде, однако эффект был менее выражен [100].
 Анализ изменений протеома в ответ на азотное голодание у Synechocystis с исполь-
зо ванием iTRAQ показал специфический ответ в зависимости от продолжительности 
стресса (24 и 48 ч) [101]. Только небольшое число белков было обнаружено на обеих 
стадиях без количественных измений. На первые сутки снижался уровень белков био-
син теза аспарагиновой кислоты и гистидина, тогда как количество белков синтеза 
глута ми новой кислоты – только на вторые. Уменьшение количества ферментов цикла 
трикар бо новых кислот (ЦТК) наблюдалось на обеих стадиях, гликолиза только на 
второй. Ответ клеток цианобактерии на непродолжительное азотное голодание выра-
жался в значительной временной перестройке углеводного и азотного метаболизма.
 В работе по изучению ответа Spirulina platensis на холодовой стресс [102] было 
иден ти фицировано 3786 белков, из которых количественно изменялись 1062 белка. Для 
большинства из них (749) было показано уменьшение количества при стрессе, тогда 
как увеличивалось вдвое меньшее число белков. Эти данные хорошо согласуются с уже 
имею щимися данными по изменению транскриптома. Наиболее значительным изме не-
ниям подвергались белки, относящиеся к углеводному метаболизму, трансляции белка, 
синтезу аминокислот.
 В работе Флорес с соавт. [1023 iTRAQ мечение применялось для исследования 
вклада альтернативного сигма-фактора SigF в синтез внеклеточных полисахаридов, 
про цес сов секреции белка и формирования клеточной стенки у Synechocystis. По срав-
нению с диким типом у мутанта DSigF дифференциально изменялось 313 белков (из 
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1654 детектированных). Сравнение результатов поиска в геноме последовательностей 
потен циальных сайтов связывания SigF и идентифицированных белков выявило 12 
потенциальных белков-мишеней этого s-фактора, преимущественно принимающих 
участие в фотосинтезе и углеводном метаболизме.
 В одной из работ по протеомному картированию Synechocystis sp. PCC 6803 [52] 
был использован подход локализации белков органелл с применением изотопного мече-
ния (Localization of Organelle Proteins by Isotope Tagging, LOPIT). Он совмещал много-
ста дийное фракционирование белков образца в градиенте плотности сахарозы с после-
дую щим мечением 10-плексным ТМТ и двумерной (LC/LC) обращенно-фазной ВЭЖХ 
в щелочных и кислых условиях. Авторам удалось идентифицировать 2445 белков (67% 
протеома). Использование количественных данных и белков-маркеров клеточных фрак-
ций позволило соотнести 1712 белков с конкретными компартментами клетки. 
 Использование 6-плексной изобарной метки TMT помогло выявить регуляторную 
роль гистидинкиназы Hik8 в регуляции фосфорилирования белка PII [69]. В экспери-
менте авторы количественно сравнивали протеомы Synechocystis дикого типа с пятью 
мутан тами по белкам, участвующим в регуляции метаболизма углерода (гисти дин-
киназам Hik8, Hik31 их паралогу Slr6041, регулятору ответа Rre37, а также сигма-
фактору РНК полимеразы SigE) с целью установления специфичности и взаи мо-
влияния путей регуляции. В серии масс-спектрометрических экспериментов авто рами 
было идентифицировано более 2500 белков, из которых 2189 были исполь зо ваны для 
пос ле дующего количественного анализа. В результате сравнения протео мов было 
обна ружено, что только 4 белка количественно изменяются у всех 5 мутантов – было 
снижено количество Sll7085, Slr6074 и Slr1161, и повышено глюкозил гли це рол фос фат-
синтазы (GgpS). Также, благодаря использованию ТМТ метки, авторам удалось коли-
чест венно измерить изменение уровня фосфорилирования S49 белка PII у мутант ного 
штамма Hik8, который увеличивался в ауксотрофных и уменьшался в миксо троф ных 
условиях культивирования.
 При всей привлекательности метода изобарических меток следует отметить его 
недостатки – это высокая стоимость коммерческих наборов и снижение уровня динами-
чес кого диапазона измеренных интенсивностей. На современных приборах высокого 
раз решения и применение разделения пептидов в газовой фазе данная проблема в боль-
шей части решена [99, 104].

Химическое мечение с применением «анизобарических» меток
Еще одним подходом количественного анализа является введение «анизобарических» 
меток в пептиды, что дает различие в массе на одинаковое значение. В MS1 пеп тиды 
объединенного образца образуют дублеты или триплеты пиков с разными интен сив нос-
тями, на основании которых проводится количественный анализ. Для мечения исполь-
зуют химические агенты, модифицирующие –SH или –NH2 группы.
 Метки по –SH группам представлены только одним 2-плексным коммерческим 
набо ром – изотопно-кодированной аффинной меткой ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag). 
Несмотря на возможность обогащения меченных пептидов на этапе аффинной хрома-
то гра фии и применимости в полнопротеомном анализе [105], ICAT имеет только одно 
преи мущество – высокая селективность к тиольным группам, что особенно актуально 
для получение количественных данных относительно редокс статуса белков в клетке 
[106, 107].
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 Для –NH2 мечения разработан 3-плексный протокол диметильного мечения 
(DiMethyl Labeling, DML) [108]. Данный метод позволяет проводить мечение пепти дов 
как в растворе, так и на обращенно-фазной колонке в процессе пробоподготовки. Дейте-
ри рованный цианоборгидрид и 13С-формальдегид являются самыми дешевыми из всех 
выше перечисленных реактивов, поэтому метод завоевывает все большее число поклон-
ни ков. Следует отметить, что все изотопные методы, количественный анализ кото рых 
основан на MS1, имеют эффект увеличения аналитической сложности объединен ного 
образца, что приводит к меньшей глубине покрытия протеома. Недостаток компен си-
руется возможностью применения сложных схем разделения и обогащения, например, 
фос фо пептидами, без потери количественной информации.
 В исследовании ответа на абиотический стресс коллекции мутантов СТПК Syne
cho cystis был проведён протеомный и фосфопротеомный анализ с использованием 
DML. Глубина покрытия протеома составила около 2500 белков (67%), и 2200 белков 
было выбрано для количественного анализа [82]. Для анализа фос фо протеома было 
исполь зовано многостадийное фракционирование (обращенно-фаз ная ВЭЖХ в щелоч-
ных условиях, хроматография на TiO2, обращенно-фазная ВЭЖХ в кислых усло виях). 
В результате было идентифицировано 115 фосфорилированных бел ков. Также авто-
рами обнаружено, что некоторые пептиды встречаются только как дважды фосфо ри-
ли рованные (например, у RpoD сайты pT148 и pS155), в то время как у дру гих преоб-
ла дало фосфорилирование одного из остатков (например, у Sll0103 сайты pT380 или 
pT384, или pT387).

Метаболическое мечение
Метаболическое введение метки (metabolic stable isotope labeling) в настоящее время 
нашло свою реализацию в методе мечения стабильными изотопами в клеточной куль-
туре (Stable Isotope Labelling by/with Amino acids in Cell culture, SILAC) [109]. В данном 
методе в культуральную среду добавляются изотопно меченные легкие, средние и тяже-
лые варианты аминокислот Lys и Arg, которые включатся в синтезируемые белки. На 
этапе энзиматического расщепления белков с использованием трипсина (или LysC/трип-
сина) получаемые пептиды содержат одну терминальную аминокислоту Lys или Arg, 
интен сивности которых детектируются в масс-спектрометре в MS1 в виде дуплетов или 
триплетов (2- и 3-плексный SILAC). Основное преимущество данного метода состоит в 
том, что изотопное мечение происходит на уровне белков, которые затем можно разде-
лять (например, одномерным SDS электрофорезом) без потери количественной инфор-
мации даже с применением протокола расщепления белков в геле. 
 Существенными недостатками этого метода являются высокая стоимость, увели-
че ние аналитической сложности объединенного образца, а также невозможность его 
при менения для автотрофных организмов, синтезирующих Lys и Arg [110]. Альтер-
на тивой аминокислотам для метаболического мечения может быть введение изотопа 
азота 15N, часто в форме Na15NO3 или K15NO3. Такой подход использовали для изучения 
мета болизма токсинов Microcystis aeruginosa при восстановлении после длительного 
азотного голодания [111]. В качестве источника азота использовались 15N-аммоний, 
15N-мочевина, 15N-нитрат и 15N-аланин. Анализ проводили по включению 15N в произ-
во димые цианобактерией микроцистины. В ходе работы было показано, что микро цис-
тин-LY накапливался только в стрессовых условиях, на стадии восстановления в присут-
ст вии разных источников азота – преимущественно на среде с 15N-аланином. Наиболее 
пред ставленный микроцистин-LR синтезировался в присутствии всех источников азота. 
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III. ИССЛЕДОВАНИЯ ФУНКЦИЙ СТПК ЦИАНОБАКТЕРИЙ  
НА ПРИМЕРАХ ОТДЕЛЬНЫХ БЕЛКОВ

Несмотря на то, что в последнее время активно изучаются протеомы и разные виды пост-
трансляционных модификаций, в частности фосфорилирование, у разных видов циано-
бак терий, Synechocystis и Nostoc по-прежнему являются наиболее изученными из всех. 

ГРУППА PKN2 SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803
SpkA (Sll1574–Sll1575)
SpkA – первая протеинкиназа Synechocystis, для которой была показана киназная актив-
ность in vitro по отношению ко всем «стандартным» экзогенным субстратам: MBP, Н1 
и Cas [6]. Также SpkA проявляла способность к автофосфорилированию. Деле ция spkA 
проявлялась в утрате клетками подвижности, а также в увеличении экспрес сии опе-
ронов pilA1–pilA2 и pilA5–pilA6, кодирующих белки пилинового аппарата, и сни же ние 
экспрессии оперона pilA9–pilA10–pilA11–slr2016 [6, 112]. Именно эти изме не ния иссле-
дователи связали с нарушением толстых пилей – структур, принимаю щих участие в 
пере движении клеток. Поиск внутриклеточных субстратов этой протеин киназы пока-
зал SpkA-зависимое фосфорилирование белков мембранной фрак ции с моле ку ляр ным 
весом 30 и 90 кДа. Присутствие интенсивного сигнала фосфо ри ли ро вания в низко моле-
ку лярной области в районе 17 кДа в клетках мутанта без добавления экзо ген ного белка 
дало исследователям основание предположить, что активность других СТПК зависит от 
при сутствия SpkA [6]. До настоящего времени непосредственные суб ст раты этой про-
теин киназы не установлены.

SpkB (Slr1697)
Первые данные для SpkB получены на рекомбинантном белке [113]. В исследованиях 
in vitro была показана киназная активность SpkB по отношению к «стандартным» суб-
стратам без проявления субстратной специфичности. Также, как и SpkA, SpkB спо собна 
к авто фосфорилированию, интенсивность которого зависела от присутствия в реак-
цион ной смеси ионов двухвалентных металлов. К усилению автофосфорилирования 
приводило присутствие марганца, но не магния, при добавлении же кальция сигнала 
фосфорилирования не наблюдался вовсе [113]. Исследование на инсерционном мутанте 
по гену slr1697 показало отсутствие подвижности при культивировании клеток на твёр-
дом субстрате. Однако, по данным трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ) 
изменений в строении пилей обнаружено не было. На основании этого был сде лан 
вывод, что SpkB является важным звеном регуляции подвижности клеток, но детали 
его функционирования не определены до сих пор.
 Наличие четырех консервативных остатков Cys в N-концевом домене моле кулы 
SpkB позволило выдвинуть гипотезу о возможности редокс-регуляции его актив ности. 
Добав ление восстановителя in vitro не влияло на способность протеин киназы к авто -
фос форилированию [113]. При этом, способность к субстратному фосфо рили ро ванию 
по отно шению к Cas подавлялась после обработки окислителем (CuCl2) и восста навли-
ва лась в присутствии дитиотреитола [114]. Транкированная форма белка, не содер жав-
шая остатков Cys в N-конце, была неактивна, что косвенно подтвердило зави си мость 
актив ности SpkB от изменений редокс-статуса. 
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 Сравнение профилей фосфорилирования лизатов клеток дикого типа и мутанта 
по протеинкиназе SpkB показало исчезновение сигнала в области соответствующей 
молеку лярной массе 90 кДа, а также ослабление интенсивности полос в районе 70 и 150 
кДа. Сочетание методов 2DE, радиоавтографии и идентификации методом PMF позво-
лило установить субстрат протеинкиназы в клетке – субъединица глицил-тРНК-синте-
тазы (GlyS). Физиологическое значение данной модификации пока не определено [114].
 Полнопротеомный анализ мутанта по протеинкиназе SpkB при культивировании в 
условиях разной обеспеченности углеродом [82] позволил косвенно подтвердить связь 
SpkB с подвижностью клеток. Из 50 дифференциально отличавшихся белков в усло-
виях высокой концентрации СО2 (5%) в газо-воздушной смеси, 4 белка относились к 
группе пилин-подобных (Slr2016, Slr1928, Slr1929, Slr2015), и один белок клеточной 
поверх ности – белок S-слоя Sll1951. Содержание пилиновых белков в клетках мутанта 
было изме нено разно направленно: Slr2015, Slr2016 присутствуют у мутанта в большем 
коли честве, а два других в меньшем. При этом, определение функций большей части 
количественно различавшихся белков все еще ждет своих исследователей. Отсутствие 
функ циональной протенкиназы SpkB оказывало слабое влияние на состав клеточных 
белков, и не объясняло причин менее интенсивного роста культуры мутанта при низких 
(0,04%) концентрациях СО2. Применение методов фосфопротеомного анализа позволило 
обна ружить отсутствие или значительное снижение уровня фосфорилирования белков 
у мутанта SpkB. Фосфорилирование отсутствовало у глутатион S-трансферазы (Sll1545, 
Gst1) и Slr0483 (белок с неизвестной функцией), а также было значительно сни жено у 
карбок си сомального белка CcmM (Sll1031) и важного регуляторного белка PII (Ssl0707, 
GlnB). Фосфо сайты глутатион S-трансферазы (T266) и Slr0483 (T34 или T35) детекти-
ро вались при разных режимах культивирования исключительно в клетках дикого типа. 
Это позволило авторам предположить, что они являются субстратами SpkB. Белок PII 
(GlnB) является мастер-регулятором многих аспектов азотного и углеродного мета бо-
лизма (например, C/N баланса). При этом, какая из киназ его фосфорилирует долгое 
время являлось загадкой [115]. Поэтому участие SpkB в фосфорилировании остатка 
S49 белка PII при изменении концентрации СО2 является особенно важным. Следует, 
однако, отметить, что авторами обнаружено остаточное фосфорилирование S49 даже в 
мутант ных клетках, что говорит о существовании другой(гих) киназ, использующих его 
в качестве субстрата. 

SpkC (Slr0599)
Первоначально белок SpkC был экспрессирован и охарактеризован в экспериментах in 
vitro [43]. Как и SpkB, SpkC был способен к автофосфорилированию, также отсут ст во-
вала специфичность фосфорилирования «стандартных» субстратов. Первая работа по 
установлению роли данного белка в клетке, который назван в работе как PknE, была 
проведена на мутантом штамме [116]. Он характеризовался устойчивостью к метил-
амину в концентрации примерно на порядок выше, чем дикий тип, особенно в усло-
виях низкой освещенности. Протонированный метиламин проникает в клетки через те 
же транспортные системы, что и ионы аммония [117]. В клетках метиламин превра-
щается в γ-глутамилметиламид в реакции, катализируемой глутаминсинтетазой. Далее 
он не метаболизируется и накапливается в клетках до токсичных концентраций. При 
этом у мутантного штамма не было обнаружено изменений в транспорте аммония и 
соот ветственно метиламина, а также в активности глутаминсинтетазы. В связи с этим, 
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было предпо ложено, что наблюдаемая устойчивость вероятнее всего связана с функ-
цио ни рованием системы трансформации метиламина в нетоксичный продукт. Также 
на мутантном штамме была показана устойчивость к другому токсичному агенту – 
L-метио нин-D,L-сульфоксимину. Он является аналогом глутамина и необратимо инги-
би рует глутаминсинтетазу. Так же, как и в первом случае, система транспорта глута мина 
нарушена не была. Конкретная роль SpkC в механизме устойчивости клеток Syne cho
cystis установлена не была, но на основании экспериментальных данных было сделано 
пред положение о её участии в регуляции азотного метаболизма [116]. 
 Это предположение было подтверждено в работах Шпэт с соавт. на клетках дикого 
типа [3, 83]. В частности, было показано, что фосфорилирование самой протеинкиназы 
SpkC зависит от изменения C/N баланса. Так, в условиях азотного голодания уровень 
фос фо рилирования снижался. Благодаря методам фосфопротеомики, были установлены 
четыре сайта фосфорилирования SpkC по остаткам треонина (Т291, Т297, Т312 и 
Т319) [3]. 
 В другой работе, в которой исследовалась роль уровня CO2 при культивировании кле-
ток, было обнаружено значительное увеличение фосфорилирование SpkC по остаткам 
Т304 и Т312, что подтверждает вовлеченность SpkC в адаптацию к изменению уровня 
угле рода, а также, возможную регуляцию активности SpkC путем фосфорилирования [83]. 
Также были установлены белки, фосфорилирование которых частично или пол ностью 
зависит от присутствия SpkC в клетках. У мутанта не детектировались фосфо пеп тиды 
белка-регулятора ответа в составе двухкомпонентой системы (CopR, Slr6040), DnaJ-
подобного белка (Sll1384), белка Slr1619, а также белка CmpB (Slr0041), входящего в 
состав транспортера бикарбоната BCT1. Именно изменением фосфорилирования CmpB 
исследователи объяснили замедление роста мутанта при низкой концентрации СО2 [83].
 Важный регулятор C/N баланса – белок РII (GlnB), также фосфорилируется SpkC 
[83]. Таким образом, он является мишенью по крайней мере двух протеинкиназ Synecho
cystis – SpkB и SpkC, что говорит о непосредственном участии киназ PKN2-типа в регу-
ляции ответа на изменение C/N баланса. 
 Протеинкиназа SpkC также участвует в фосфорилировании ко-шаперонина GroES 
[35]. На основании протеомных исследований был локализован участок его фосфо ри-
ли рования по остатку Т29 [82]. 

SpkD (Sll0776)
Биохимическая характеристика рекомбинантного белка SpkD [43] в условиях in vitro 
позво лила установить его автокаталитическую киназную активность. Также было 
обнаружено предпочтение фосфорилирования в ряду «стандартных» субстратов:  
Н1 ≥ МВР > Cas. 
 Функциональная роль белка SpkD в клетке была исследована на мутантном штамме. 
Для него были показаны отличия скорости роста при низком содержании неорганического 
углерода в среде, хотя активности высокоаффинных систем транспорта бикарбоната у 
обоих штаммов схожи. Добавление органических источников углерода таких как глю-
коза, фосфоглицеральдегид и пируват не стимулировало рост мутанта, тогда как добав-
ление в среду культивирования метаболитов ЦТК приводило к восстановлению роста 
[118]. Предположение об участии SpkD в координации работы ферментов ЦТК было 
подтверждено снижением на 20% содержания 2-оксоглутарата (2ОГ) у мутанта. 2ОГ 
является ключевым метаболитом, принимающим участие в координации C/N баланса. 
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Он взаимодействует с белком PII, который после этого подвергается фосфори ли ро ва-
нию [115]. При этом, снижение уровня 2ОГ у мутанта не приводило к изменению фос-
форилирования PII что, возможно, говорит об альтернативных путях регуляции [118].

SpkE (Slr1443)
Как упоминалось ранее, изначально протеинкиназа SpkE, экспрессированная в гетеро-
ло гичной системе, считалась функциональной неактивной из-за замены амино кис лот-
ных остатков в активном центре [43]. Однако, смена системы экспрессии позволила 
полу чить активный фермент в условиях in vitro [7]. При этом SpkE не была способна 
к авто фосфорилированию, но обладала субстратной специфичностью, фосфорилируя 
Н1. Эксперименты по изучению активности протеинкиназы на уровне клеток показали 
отличия профилей фосфорилирования между образцами дикого типа и мутанта по SpkE. 
 Несмотря на то, что белки, подвергающиеся модификации, не были идентифициро-
ваны, данный факт косвенно подтверждает активность фермента в клетках Synechocystis. 
В частности, регуляторная роль SpkE может быть связана с ответом клеток на холодовой 
стресс. Схожесть профилей транскрипции генов у мутантов по SpkE и гистидинкиназе 
Hik33, известного сенсора холодового стресса [5], позволяет предположить участие 
SpkE в регуляторном пути ответа клеток Synechocystis на холодовой стресс в качестве 
допол нительного звена [7].
 Также было показано участие протеинкиназы SpkE в регуляции подвижности клеток 
цианобактерии [119]. Делеция гена spkE приводила к утрате толстых пилей, задейст во-
ванных в передвижении клетки, однако не изменяла ни уровень экспрессии гена pilA1 
(основного структурного белка толстых пилей), ни его количество в клетке. При этом 
наблю даемое изменение массы PilA1 исследователи связывали с возможностью пост-
транс ляционной модификации белка. Последнее не было продемонстрировано экспе ри-
ментально. Тем не менее, было установлено, что в отсутствие SpkE нарушается сборка 
тол стых пилей, и белок PilA1 накапливается во внеклеточном пространстве [119].

SpkF (Slr1225)
Впервые SpkF была получена в гетерологичной системе как белок мембранной фрак-
ции [43]. Исследователи не проводили очистку белка, а проводили реакцию фосфо ри-
ли рования в лизате клеток E. coli после индукции. Было показано, что в присутствии 
Mg-ATФ фермент проявлял киназную активность – автофосфорилировался и моди фи-
ци ровал «стандартные» субстраты, явно предпочитая MBP и H1 по сравнению с Cas. 
 Скрининговые исследования коллекции мутантов Synechocystis по СТПК с исполь-
зо ва нием ко-шаперонина GroES в качестве потенциального белка-мишени, показали 
спо соб ность SpkF фосфорилировать GroES. Было предложена схема каскада в пути 
пере дачи сигнала фосфорилирования с участием SpkF и двух других протеинкиназ – 
SpkC и SpkK [35].
 В работах, посвящённых изучению адаптации клеток Synechocystis к флуктуациям 
уров ней и соотношения C/N в среде культивирования, приводятся данные об изменении 
уровня (авто)фосфорилирования SpkF в ответ на эти изменения [3, 82].

SpkG (Slr0152)
Следует отметить, что на сегодняшний день киназу SpkG не удалось экспрессировать в 
E. coli, поэтому его активность на уровне белка в системе in vitro до сих пор не подтверж-
дена. Основные данные для нее были получены на уровне целого организма.
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 Исследование функций SpkG и ее потенциальной роли в передаче сигналов на 
уровне клетки впервые проведено с использованием транскриптомного подхода [120]. 
Перво начально оценивался уровень экспрессии четырех генов протеинкиназ (spkC, 
spkD, spkF, spkG) при воздействии ряда стрессовых условий. В условиях солевого 
стресса (0.68 М NaCl) значительно увеличивался уровень экспрессии гена spkG. В этих 
усло виях мутант характеризовался более медленным ростом по сравнению с диким 
типом. Анализ транскриптома показал дифференциальную экспрессию шестидесяти 
генов у мутанта SpkG. Причем, среди потенциально регулируемых генов были как те, 
экспрес сия которых полностью зависела от наличия SpkG, так и изменялась только 
частично. На этом основании был сделан вывод, что протеинкиназа является допол-
нительным регуляторным элементом при ответе на солевой стресс в клетках циано-
бактерии [120].
 Применение методов таргетной протеомики (SRM) позволило установить количест-
венную взаимосвязь между SpkG и белком ферредоксином 5 (Fd5). Интересно, что ген 
белка Fd5 (slr0148) расположен в том же опероне slr0144–0152, что и spkG (slr0152) 
[121]. Для Fd5 было показано фосфорилирование по остаткам треонина T18 и T72, 
однако киназа не была установлена [3, 14]. По данным масс-спектрометрического ана-
лиза у мутанта SpkG по сравнению с диким типом значительно снижался уровень фос-
фо ри лирования Т18, а фосфорилирование Т72 отсутствовало вовсе [121]. Эти данные 
подтверж дают, что Fd5 является одним из белков-мишеней для SpkG, но также пред по-
ла гают наличие других протеинкиназ, также модифицирующих остаток Т18.

ГРУППА ABC1К SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803 
Несмотря на длительное время, прошедшее от выделения генов цианобактерий в группу 
потенциальных СТКП, а также публикации многочисленных работ по киназам PKN2-
типа, группа ABC1К по большей части все еще остается terra incognita. Им посвящено 
незна чительное количество исследований, и в базе данных Uniprot они чаще всего отне-
сены к белкам с неизвестной функцией, а то и вовсе к предполагаемым.

SpkK (Slr1919)
Из группы ABC1К протеинкиназ Synechocystis первой попавшей в поле зрения иссле-
до вателей стала SpkK. В 2011 г. было установлено, что она совместно с двумя белками 
группы PKN2 (SpkC и SpkF) вовлечена в ответ на тепловой стресс [35]. При помощи 
разде ления белков на 2DE с последующим масс-спектрометрическим измерением на 
MALDI-TOF были идентифицированы несколько белков, фосфорилирование которых 
изме нялось в клетках дикого типа в ответ на повышение температуры. В их числе был 
ко-шапе ронин GroES. Поэтому этот белок был использован в качестве экзогенного суб-
страта в реакции in vitro с белками из клеток мутантов по генам СТПК (SpkB-SpkL). 
Срав нение профилей фосфорилирования и данные комплементационного анализа поз-
во лили установить, что протеинкиназы ABC1К-типа (SpkK) и PKN2-типа (SpkC и SpkF) 
вовлечены в модификацию GroES в клетках цианобактерии. Это впервые позво лило пред-
положить взаимодействие СТКП разных типов и каскадный принцип их работы [35].
 К настоящему времени в целой серии работ факт фосфорилирования ко-шаперонина 
GroES подтверждён, а также установлен сайт модификации – Т29 [3, 82, 83].
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SpkI (Sll1770)
Протеинкиназа SpkI была охарактеризована на уровне организма в экспе ри ментах, 
проведенных на нокаутированном инсерционном мутанте и на штамме-комплементанте 
[1]. Основные физиологические изменения наблю дались в параметрах роста и эффек-
тив ности фотосинтеза в условиях высоких концентраций хлорида натрия. В нормал ьных 
условиях мутант имел схожую скорость роста с диким типом и компле мен тированным 
штаммом. Однако, при высо ких концентрациях соли (0.6 М на твердом субстрате и 
0.9 М в жид кой культуре) скорость его роста была ниже. Так же в условиях стресса у 
мутанта по сравнению с диким типом и комплементированным штаммом наблю далось 
зна чи тельное уменьшение максимального квантового выхода фото системы II (ФСII), 
снижение нетто-фотосинтеза, активности ФСII, усиле ние дыхания. Мутация по гену 
sll1770 привела также к изменению содер жания основных белков фотосистем I и II в 
усло виях стресса [1].
 Полу ченные данные позволили сделать вывод, что SpkI необходима для координации 
работы обеих фотосистем и высокой эффективности фотосинтеза, что особенно важно 
при адаптации в условиях солевого стресса.

SpkH (Sll0005)
Последней охарактеризованной протеинкиназой ABC1K-группыгруппы является про-
теин киназа SpkH. Ее активность была установлена в условиях in vitro [37]. Единст вен-
ным из «стан дартных» субстратов, который фосфорилировался SpkH, был Cas. Интен-
сив ность сиг нала на радиоавтографе была тем выше, чем больше было содержание 
ионов марганца в реакции. Для рекомбинантного белка было показано существование в 
форме тетра мера в растворе.
 На данный момент протеинкиназа SpkH является единственной СТПК Synechocystis, 
для которой определен сайт фосфорилирования – XXpSXE. На основании биохимических 
свойств SpkH: аминокислотной последовательности мотива фосфорилирования (рSXE), 
олигомеризации белка в растворе (тетрамер) авторы отнесли SpkH к представителям 
группы казеиновых киназ (КК). Были проверены основные эффекторы, способные 
влиять на активность КК разных семейств: гепарин, спермин, стауроспорин, ДНК и РНК. 
Протеинкиназная активность SpkH ингибировалась спермином и гепарином, но не изме-
нялась в присутствии ингибитора большинства протеинкиназ – стауроспрорина. Эти 
данные свидетельствуют о том, что протеинкиназа SpkH Synechocystis функционально 
близка одной из КК, а именно, к «истинной» КК Fam20C.

ПРОТЕИНКИНАЗЫ NOSTOC (ANABAENA) SP. PCC 7120
Одноклеточная цианобактерия Synechocystis – весьма удобный объект для широ кого 
спектра исследований. Более сложную систему представляет собой фила менто обра-
зующая, азотфиксирующая цианобактерия Nostoc. По видимому, механизмы адаптации 
к изменениям среды коррелируют с размером геномов цианобактерий и количеством 
генов кодирующих элементов сигнальных систем. Так, у в геноме Synechocystis было 
анно тировано 12 генов СТПК, тогда как у Nostoc обнаружено 52 гена [29].
 Nostoc особенно интересен с точки зрения особенностей передачи сигналов как на 
уровне единичной клетки, так и межклеточной коммуникации, включающей регу ля цию 
формирования гетероцист для фиксации атмосферного азота. Для этого процесса необ-
хо димы анаэробные условия, требующие глубокой морфологической, физио логи ческой 
и биохимической перестройки клеток [122]. 
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 После удаления из среды неорганических форм азота в течение 24 ч наблюдается 
форми рование гетероцист, которые распределяются по филаменту на расстоянии 10–20 
веге та тивных клеток. Такой характер организации при атмосферном источнике азота 
сохраняется во время последующего роста клеток делением. На поздних стадиях 
форми рования гетероцист начинает синтезироваться нитрогеназа, ответственная за 
азот фиксацию. Специфическая структура оболочек гетероцист, включающая специфи-
чес кие гликолипиды и полисахаридный слой, создает анаэробные условия для функцио-
нирования нитрогеназы [123]. 
 Необходимо отметить, что работы по исследованию протеинкиназ Nostoc были 
начаты еще в «догеномную» эпоху. Поиск и выбор объекта для исследования осуществ-
лялся исключительно на основании поиска гомологов протеинкиназ в том числе 
неродст венных организмов. [4, 124, 125]. 

PknA (Alr4366)
Первые СТПК у цианобактерий были обнаружены именно у Nostoc в 1993 г. [126]. При 
помощи метода Саузерн-блот гибридизации было установлено присутствие в геноме 
цианобактерии целой группы генов, сходных по нуклеотидной последовательности с 
эука риотическими протеинкиназами. 
 PknA (Alr4366) стала первой описанной из них. Было показано, что pknA экспрес-
си руется при культивировании в нормальных условиях. При переводе в условия 
азотного голодания pknA интенсивнее экспрессируется на начальных (2.5–5 ч) этапах 
голодания, а затем его экспрессия постепенно снижается. Мутация гена протеинкиназы 
не была леталь ной при культивировании как на обычной среде, так и на среде без азота. 
Однако, по фено типу клетки значительно отличались от дикого типа. В стандартных 
условиях они были мельче, филаменты образовывали агрегаты и оседали на дно даже 
при умеренном пере ме шивании. При переносе на среду без азота гетероцисты форми-
ровались, но это проис ходило с задержкой по времени и с меньшей частотой на протя-
жении всей нити [126].
 Таким образом, было показано, что PknA (Alr4366) участвует в регуляции ростовых 
процессов и необходима при формировании гетероцист. Однако, до сегодняшнего дня, 
данные, подтверждающие её киназную активность и предполагаемые внутриклеточные 
субстраты отсутствуют.

PknC (All4813)
PknC – первая экспрессированная, очищенная и исследованная in vitro СТПК Nostoc [127]. 
Все прежде описанные ферменты PknA, PknD, PknE были изучены на уровне организ-
мов с использованием мутантных штаммов. Протеинкиназа проявляла способность к 
авто фосфорилированию по остатку треонина, которое зависело от наличия в субдомене 
II амино кислотных остатков Lys41 и Lys44. Транкированные формы белка, содержавшие 
в част ности только киназный домен, не обладали ферментативной активностью. Учиты-
вая, что PknC имеет протяженный неструктурированный С-конец, и именно эта часть 
моле кулы подвергается автофосфорилированию и регулирует её активность. 
 В реакции in vitro были проверены несколько субстратов. Утверждается, что из 
«стан дартных» экзогенных субстратов PknC способна фосфорилировать Cas. Также, в 
качестве субстрата был протестирован рекомбинантный белок PII, однако наличие гис-
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ти динового тага привело к получению ложноположительного сигнала – PknC фосфо ри-
ли ровала серин, входящий в состав линкера [127]. 
 Других данных для этого белка пока получено не было. Исследований его функций 
в клетке не проводилось. 

PknD (Alr4368)
Протеинкиназа PknD была обнаружена благодаря тому же подходу, что и в случае PknA 
[4]. Ген pknD характеризовался стабильным уровнем экспрессии вне зависимости от при-
сутствия азота в питательной среде или же формы неорганического азота (аммонийной 
или нитратной). Полученный инсерционный мутант фенотипически не отличался от 
дикого типа, формировал нормальные гетероцисты с одинаковым распределением по 
длине филаментов. При культивировании в присутствии неорганического азота в среде 
мутант ные клетки имели сходную с диким типом скорость роста, но при дефиците азота он 
замед лялся в 5 раз. При этом, инактивация pknD не приводила к изменению в активности 
нит ро геназы в диазотрофных условиях, то есть клетки не утратили способность к фик-
са ции атмосферного азота. Оценка уровня фосфорилирования регуляторного белка PII 
пока зала накопление сильно модифицированных форм белка. Таким образом, даже 
при сохранении способности к формированию гетероцист и активности нитрогеназы, 
клетки испытывали нехватку азота. Вероятно, что протеинкиназа PknD необходимая для 
нор мального роста цианобактерии в условиях азотфиксации, участвует в транспорте 
продук тов азотного обмена между гетероцистами и вегетативными клетками [4]. 
Однако, эта гипотеза требует дальнейшего подтверждения.

PknE (Alr3732)
Согласно транскриптомным данным экспрессия гена pknE (alr3732) индуцируется через 
8 ч в ответ на недостаток минерального азота [128]. Количество белка в этих условиях, 
напротив, незначительно снижается через 3 ч и затем снова восстанавливается до исход-
ного уровня [124]. 
 Инсерционный мутант по протеинкиназе PknE был жизнеспособен в нормальных 
условиях и его ростовые параметры не отличались от дикого типа. В условиях азотного 
голодания рост тормозился через 4 дня. У мутантного штамма наблюдался нормальный 
пат терн распределения гетероцист, но их структура была изменена [124]. При длитель-
ном культивировании филаменты дефрагментировались и позднее погибали. В работе 
другой группы были получены иные результаты: полученный мутант имел слегка уве-
личенную частоту формирования гетероцист с нормальной структурой [129]. При этом 
сверх экспрессия протеинкиназы PknE приводила к исчезновению гетероцист даже в 
усло виях азотного голодания. 
 Помимо изменений в структуре филамента, в клетках мутанта наблюдалось сниже-
ние активности нитрогеназы [124]. Этот эффект сохранялся независимо от условий куль-
ти вирования, но в анаэробных условиях был выражен сильнее. Подобное явление могло 
бы быть следствием изменения оболочек гетероцист, однако состав структурных глико-
ли пидов у мутанта не отличался от дикого штамма.
 Для экспрессии pknE необходим цис-регуляторный элемент длиной 118 н.п., который 
расположен в промоторной области и содержит потенциальный сайт связывания с 
про дуктом гена hetR (одного из основных транскрипционных регуляторов в клетках 
циано бактерий, необходимых для перехода клетки к образованию гетероцист) [129]. На 
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ранних этапах формирования гетероцист связывание HetR индуцирует экспрессию гена 
pknE (alr3732), а на поздних стадиях дифференцировки возросшее количество продукта 
гена и/или его активность приводит к ингибированию регулятора транскрипции [129].
Киназная активность PknE, потенциальные мишени и её роль в процессе формирования 
гетероцист на данный момент не исследованы.

PknH (Alr1336)
Азотное голодание в течение 8 ч приводило к индукции гена alr1336 (pknH), экспрессия 
кото рого достигала своего максимума через 24 ч [130]. Белок PknH детектировался уже 
через 3 ч после начала стресса, а через 24 ч его содержание было максимально. Причем, 
его накопление происходило не во всех клетках, а только в гетероцистах. Само название, 
присвоенное предполагаемому на тот момент ферменту, было дано на основании этого 
факта – протеинкиназа, экспрессирующаяся в гетероцистах (Protein KiNase expressed in 
Hete rocysts, PknH). 
 Инсерционный мутант сохранял нормальный рост на среде, содержавшей азот, но 
в условиях голодания рос значительно хуже [130]. Микроскопическое исследование и 
спе ци фическое окрашивание на полисахариды, проведенные через 24 ч голодания, пока-
зали нормальное формирование структур. Экспрессия основных генов, вовлеченных 
в фор мирование гетероцист, у мутанта не была изменена. Активность нитрогеназы в 
мутант ном штамме также не изменялась. Однако визуально филаменты мутантов были 
короче, чем у дикого штамма, и гетероцисты отделялись от вегетативных клеток. Анализ 
фено типа комплементанта подтвердил связь наблюдаемых изменений с присутствием 
этого белка. Исследователями на тот момент был сделан вывод, что протеинкиназа 
PknH вовлечена в обеспечение контактов гетероцист и вегетативных клеток, но не в их 
фор ми рование [130]. 
 Эта работа получила свое продолжение спустя несколько лет [131]. В ней было 
установлено, что формирование укороченных филаментов у мутанта PknH связано 
скорее с особенностями культивирования (интенсивным барботажем), а не специ фи-
чес ким воздействием мутации. Флуоресцентная микроскопия голодающих в течение 
продол жительного времени клеток показала, что мутация pknH приводит к нарушению 
паттерна возникновения гетероцист на протяжении нитей. Их формирование начи-
налось в соседних клетках и частота их возникновения существенно возрастала. 
Компле ментация гена восстанавливала нормальное протекание этого процесса. Анализ 
фено типов клеток с точечными мутациями аспарагиновой кислоты в DFG-мотиве пока-
зал его консервативность в составе активного центра PknH. Таким образом, была кос-
венно подтверждена протеинкиназная активность PknH [131]. 
 Также как для pknE (см. выше), для pknH была показана зависимость индукции 
транскрипции от наличия белка-регулятора HetR [129]. Однако в структуре промоторной 
области гена pknH отсутствует последовательность связывания HetR. Поэтому было 
пред положено, что экспрессия гена pknH контролируется каким-то дополнительным 
транс крип ционным фактором, который, в свою очередь, регулируется HetR. Интересно, 
что PknH реципрокно регулирует hetR. Оба гена активно экспрессируются на ранних 
стадиях азотного голодания в дифференцирующихся клетках. Предполагается, что в 
гете роцисту в норме развиваются только те, в которых баланс PknH/HetR сдвинут в сто-
рону накопления HetR, а в вегетативную клетку – в сторону PknH.Однако, эта гипо теза 
требует более детального изучения и экспериментального подтверждения. 
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Pkn22 (Alr2502, PbH1)
Роль Pkn22 (Alr2502, PbH1) Nostoc изучалась мутантном штамме в условиях дефицита 
железа в среде и окислительного стресса [132]. Экспрессия гена alr2502 значительно 
уве ли чивалась при голодании по железу в течение 60 мин; в условиях окислительного 
стресса (при добавлении метилвиологена) через 15 мин. Это позволило предположить 
участие Pkn22 в восприятии и/или ответе на эти стрессорные факторы. Рост мутанта в 
нор мальных условиях и его фенотип не отличались от дикого типа. Однако, он сильно 
отста вал в скорости роста при недостатке железа в среде [132]. 
 Анализ транскриптома в условиях недостатка железа показал, что у мутанта практи-
чески отсутствует индукция гена isiA. Этот ген кодирует хлорофилл-связывающий 
белок CP43, который может функционировать как дополнительный антенный комплекс 
для фото системы I (ФСI), а также участвовать в защите фотосинтетического аппарата 
от фототинги бирования [133. У мутанта экспрессия isiA восстанавливалась только 
через 24 ч голодания. Что вероятно связано с запуском адаптационных процессов, 
регу лируе мых иными сигнальными системами. При этом, индукция еще одного гена, 
инду цируемого в норме при недостатке железа – isiB не зависела от наличия гена 
протеинкиназы.
 Накопление белка IsiA – важный этап адаптации клеток к условиям недостатка 
железа. Сравнение спектров флуоресценции целых клеток при 77К показало отсутствие 
харак теристического пика в клетках мутанта по Pkn22, что показывает её участие в 
ответе клетки на дефицит железа [132, 134]. 
 Поскольку активные формы кислорода являются универсальным триггером стрес-
сового ответа цианобактерий [135], то индукция Pkn22 в присутствии метил виологена, 
инду цирующего окислительный стресс, позволила предположить её участие в ответе на 
нес колько видов стресса. Наличие в промоторной области alr2502 сайтов связывания 
таких транскрипционных регуляторов как FurA и NtcA, которое было показано in 
vitro, под твер дило роль Pkn22 как точки пересечения ответа на разные стрессовые 
факторы [136].
 Транскриптомный анализ мутанта по alr2502 показал значимые изменения в экспрес-
сии 26 генов при окислительном стрессе, вызванным воздействием перекиси водорода, 
и более 100 генов при азотном голодании. Интересно, что спектры индуцируемых генов 
практически не пересекались, указывая на независимый характер восприятия и/или 
передачи сигналов, осуществляемых посредством этой протеинкиназы [136].
 Позднее роль Pkn22 в ответе на азотное голодание была исследована более детально 
[137]. Мутант был не способен к росту в условиях голодания, поскольку был нарушен 
про цесс образование гетероцист: их формирование начиналось позже и их количество 
было существенно меньшим, чем у дикого типа. Также была показана важность функцио-
ни рования Pkn22 непосредственно как протеинкиназы. Точечная мутация важного для 
катализа остатка K63 в белке привела к тому же эффекту, что и делеция всего гена. 
 В дрожжевой двугибридной системе было показано, что Pkn22 взаимодействует 
с транскрипционным фактором HetR. Методами фосфопротеомного анализа было 
уста новлено, что Pkn22 фосфорилирует HetR по остатку S130. Точечные замены этой 
амино кислоты на аланин привели к неспособности образовывать гетероцисты, а на 
аспа ра гиновую кислоту – к их удвоенному количеству. Таким образом, в экспериментах 
как in vitro, так и in vivo была показана роль Pkn22 как активной протеинкиназы [137]. 
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Приме ча тельным является тот факт, что мутация гена протеинкиназы приводит к 
задержке в переходе вегетативных клеток цианобактерии в гетероцисты, а увеличение 
коли чества транскрипционного фактора HetR способно восстанавливать нормальный 
про цесс. Таким образом, можно предположить наличие других протеинкиназ, которые 
спо собны модифицировать этот белок.

HepS (All2760)
Скрининг библиотеки мутантов Nostoc, росших на среде с неорганическим азотом, но 
погибавших при культивировании на среде без азота, привел к обнаружению группы 
неиз вестных ранее Fox генов (nitrogen Fixation in the presence of OXygen), одним из 
кото рых оказался hepS (all2760) [138]. Их нежизнеспособность была связана с отсут-
ст вием полноценных функциональных гетероцист и невозможностью фикси ровать 
атмос ферный азот. Нарушение процесса формирования гетероцист было связано с 
отсутствием полисахаридного Hep слоя, при сохранении гликолипидного Hgl, что было 
подтверждено на уровне морфологии (ТЭМ), синтеза гликолипидов (ТСХ) и полиса ха-
ридов (окраска клеток альцианом) [138]. При этом дефицит минерального азота в тече ние 
14 ч не приводил к индукции генов синтеза гликолипидного слоя у мутанта по all2760, 
что может объясняться регуляцией на уровне активности белков его биосинтеза [139]. 
 Стоит отметить, что данные относительно влияния HepS на экспрессию генов 
демонст рируют ее возможную регуляторную функцию в клетке в процессе перехода к 
азот фиксации. Однако, они не подтверждают ее роль как протеинкиназы, а ее белки-ми-
шени до сих пор не установлены.

HstK (Alr2258)
HstK – первая из исследованных протеинкиназ цианобактерий, относящихся к группе 
«гибридных» [50]. Об особенностях их организации упоминалось выше. Стоит отметить, 
что протеинкиназы подобной структуры также встречаются царстве грибов [140].
 Протеинкиназа HstK была случайно обнаружена в ходе исследования другого 
белка этого же семейства (PknB), поскольку оба гена расположены в непосредственной 
бли зости на хромосоме [51]. HstK и PknB были экспрессированы в гетерологичной 
системе и была показана их способность к автофосфорилированию. В силу сложной 
орга низации HstK ее свойства как протеинкиназы изучали не на полноразмерном белке, 
а только на СТПК домене. В работе был использован метод комплементации: PknB и 
киназ ный домен HstK, экспрессированные в Saccharomyces cerevisiae, были способны 
вос ста навливать работу Hog1p сигнального пути, активация которого необходима при 
ответе на осмотический стресс в дрожжах [141]. Таким образом, была показана их 
функ цио нальность и возможность участвовать в передаче сигналов в эукариотической 
клетке. Функциональность второго киназного домена до сих пор не показана. 

Pkn41 (Alr0709) и Pkn42 (Alr0710)
Два гена протеинкиназ alr0709 и alr0710, также принадлежащих к семейству HstK, 
рас по ложены последовательно на хромосоме и транскрибируются одновременно. Их 
экспрес сия не зависит от формы азота, присутствующей в среде при культивировании. 
Однако сильная индукция обоих генов наблюдается в ответ на недостаток железа в пита-
тель ной среде исключительно в присутствии аммония. Было показано, что их индук-
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ция регулируется путем связывания транскрипционного фактора NtcA с промоторной 
областью pkn41 [142].
 Штаммы мутантов по каждому из этих генов фенотипически были схожи с диким 
типом во всех условиях выращивания. Исключение составили эксперименты с соче та-
нием двух факторов – недостаток железа и отсутствие минерального азота в среде, что 
приво дило к замедлению роста. Также мутанты характеризовались сниженным уровнем 
накоп ления железа в нормальных условиях роста и индукцией генов, связанных с голо-
данием по железу (nifJ1 и nifJ2) [142].
 Разумеется, нужны более детальные исследования, чтобы подтвердить именно про-
теин киназную активность Pkn41 и Pkn42, а также биохимический механизм их действия.

Pkn30 (All3691) и Pkn44 (All1625)
Еще одним примером HstK протеинкиназ у Nostoc являются белки Pkn30 и Pkn44 [32]. 
Деле ция по гену каждой из этих киназ не приводила к видимым изменениям фенотипа. 
Двой ной мутант характеризовался нарушением роста в диазотрофных условиях. Деталь-
ное микроскопическое исследование показало, что мутант относится к Hgl– Hep+ типу, 
то есть у него отсутствует гликолипидный слой, но сохраняется полисахаридный. Тон-
ко  слойная хроматография подтвердила присутствие только одного из гликолипидов 
спе ци фичных для гетероцист – минорного гликолипида HGL2. Такие глобальные мор-
фо ло гические изменения закономерно сказываются на проницаемости кислорода через 
оболочку гетероцист, что ингибирует активность нитрогеназы. При этом механизм 
взаимо действия этих протеинкиназ, объясняющий наблюдаемые эффекты, до сих пор 
не исследован.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенные работы по исследованию СТПК у цианобактерий Synechocystis и Nostoc 
демонстрируют многообразие подходов и методов, используемых для их изучения. 
Однако, следует отметить, что имеющиеся данные в целом фрагментарны и освещают 
лишь отдельные аспекты их структуры, физико-химических параметров, их роль в 
клетке и взаимодействие с другими регуляторными системами. Омиксные методы 
позво ляют глубже понять взаимодействие путей передачи сигналов в живой клетки и 
полу чить новую информацию о механизмах регуляции. 
 Пока остаются малоизученными такие аспекты, как консервативные мотивы фос-
фо ри лирования для каждой из киназ, влияние фосфорилирования самих киназ на их 
актив ность, лока лизация киназ в клетке, наличие у них регуляторных белков, а также 
роль неката литических доменов. Эти и целый ряд других вопросов ещё далек от 
решения и стоит перед исследователями 
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