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I. ВВЕДЕНИЕ

Фосфорилирование является одной из самых распространенных
посттрансляционных модификаций белков, влияющей на их третич�
ную структуру и функции. Фосфорилирование катализируется проте�
инкиназами (ПК), т.е. фосфотрансферазами, использующими в
качестве субстратов γ�фосфатную группу АТФ (или ГТФ) и спиртовые
группы серина/треонина (или фенольную группу тирозина) в белках.
для образования фосфомоноэфиров. Протеинкиназы – самое обшир�
ное белковое суперсемейство эукариот, насчитывающее, вероятно,
до тысячи представителей. Большинство протеинкиназ – минорные
клеточные белки, которые удается идентифицировать только моле�
кулярно�биологическими методами. Однако экспериментально выз�
ванная дисфункция той или иной ПК нередко ведет к фатальным
последствиям для клеток. Протеинкиназы регулируют клеточный цикл,
дифференцировку, метаболические пути, участвуют в цепях передачи
внутриклеточного сигнала, и аномальное протекание этих процессов
может вызывать развитие программируемой смерти клетки – апоп�
тоза. Изучение клеточных функций и регуляции протеинкиназ
является одним из основных направлений современной молекулярной
и клеточной биологии. В настоящем обзоре особое внимание уделяется
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протеинкиназам, входящим в митоген�активируемые каскады, через
которые происходит передача сигнала от рецепторов ростовых фак�
торов к факторам транскрипции и другим эффекторным клеточным
белкам. Недавно охарактеризованное семейство Ste20�подобных про�
теинкиназ вероятно также принимает участие в этих каскадах.

II. МИТОГЕН�АКТИВИРУЕМЫЕ ПРОТЕИНКИНАЗНЫЕ
(MAPK) КАСКАДЫ

ОСНОВНЫЕ ФУНКЦИИ МАРК ПРОТЕИНКИНАЗ

В клетках эукариот, в ответ на воздействующий на клетку сигнал
(факторы роста, гормоны, цитокины, стресс), могут запускаться сис�
темы передачи и усиления этого сигнала, работающие по каскадному
принципу активации определенных белков в определенной последо�
вательности [19]. Этими белками обычно являются ПК, каскадно
фосфорилирующие и активирующие друг друга (рис. 1). Наиболее
изучены митоген�активируемые протеинкиназные (МАРК) каскады,
когда в результате цепи последовательных фосфорилирований нес�
кольких различных ПК активируется одна из MAP (от митоген�
активируемый протеин) протеинкиназ (часто их называют МАРК
протеинкиназы). МАРК протеинкиназы – сборная группа белков,
включающая три небольших семейства протеинкиназ – p38, JNK/SAPK
(c�Jun N�terminal kinase/Stress activated protein kinase) и ERK (Exracel�
lular signal�regulated kinase) (см. рис. 1). Практически во всех случаях
активация ПК семейства ERK связана с клеточным выживанием и
стимуляцией пролиферации, а активация протеинкиназ семейств р38
и JNK � с индукцией апоптоза (см. рис. 1) [62].

Поскольку в ответ на различные клеточные стимулы в клетках
должна меняться экспрессия тех или иных генов, основными мише�
нями МАРК протеинкиназ являются транскрипционные факторы.
Протеинкиназы семейства JNK/SAPK фосфорилируют факторы
семейства Jun [29]. Большинство МАРК протеинкиназ фосфори�
лируют транскрипционные факторы семейства Ets, которые вовле�
чены в индукцию генов fos. Белковые продукты генов fos, в свою
очередь, гетеродимеризуются с факторами Jun и образуют активаци�
онные белковые комплексы АР�1, регулирующие транскрипцию
многих генов [54], в том числе циклина D1 и аутокринных ростовых
факторов, приводящих к активации других сигнальных путей. Кроме
того, MAPK p38 фосфорилирует и усиливает активность транскрип�
ционного фактора MEF2C и других белков этого семейства [23].
Известны и другие транскрипционные факторы, активируемые
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МАРК (см. рис. 1). При фосфорилировании транскрипционных
факторов МАРК функционируют внутри ядра и фосфорилируют белки,
уже связанные с ДНК. Большинство транскрипционных факторов,
регулируемых МАРК, являются димерами. Методом структурного
анализа было показано, что некоторые МАРК протеинкиназы также
димеризуются при активации, и что димеризация МАРК может
усиливать фосфорилирование димерных транскрипционных фак�
торов [14].

Хотя транскрипционные факторы, локализованные в ядре, явля�
ются важными субстратами МАРК, только часть активированных в
цитоплазме МАРК транслоцируется в ядро. Немалая часть МАРК

Рис. 1. Схема митоген�активируемых протеинкиназных каскадов (модифици�
ровано из [19]).
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остается в цитоплазме и других субклеточных компартментах, где роль
этих ПК изучена гораздо меньше. Известно, что МАРК могут регули�
ровать экспрессию генов и на посттранскрипционном уровне,
используя в качестве субстратов цитоплазматические белки. Так, в
активированных Т�клетках JNK вовлечена в стабилизацию мРНК
интерлейкина 2 (IL�2) [4]. В этом случае субстратом JNK является
цитоплазматический белок, который опосредованно, через два других
белка, связывается с 5' нетранслируемой областью мРНК IL�2. Таким
образом, активация JNK в Т�клетках через повышение экспрессии
IL�2 стимулирует пролиферацию, хотя в других типах клеток, как
уже говорилось, она в основном индуцирует апоптоз. Некоторые виды
мРНК могут стабилизироваться в ответ на активацию р38 [34, 59].
МАРК протеинкиназы вовлечены также в контроль процесса транс�
ляции, правда, в этих случаях каскад как бы продлен еще на одну
протеинкиназу, часто называемую МАРКАР (mitogen activated protein
kinase activated protein). Например, ПК MNK1, активируемая МАРК,
фосфорилирует фактор инициации трансляции 4е (eIF�4e), усиливая
взаимодействие кэп�связывающего комплекса с кэпированной
мРНК, что приводит к улучшению сборки полисом [31, 45]. Извест�
ными субстратами ERK – МАРКАР � являются p70/p90rskS6 киназы
[20, 38]. Существуют и другие эффекторы МАРК. Так, ERK 1/2 сти�
мулируют синтез ДНК, фосфорилируя карбамилфосфат синтетазу
II, фермент, лимитирующий скорость в биосинтезе пиримидиновых
нуклеотидов [22]. ERK протеинкиназы способствуют прохождению
клеточного цикла, инактивируя один из его ингибиторов, протеинки�
назу MYT1 [41]. Субстратами МАРК являются также некоторые
цитоскелетные белки, в частности, белки нейрофиламентов NF�H и
NF�M [58], белок микротрубочек нейронов SCG10 [39]. Возможно,
что МАРК вовлечены также в зависимую от фосфорилирования
регуляцию основных белков, ассоциированных с микротрубочками –
МАР2 и MAP4 [25].

СТРУКТУРА МАPK КАСКАДОВ

Основным элементом всех митоген�активируемых протеинкиназ�
ных внутриклеточных путей принято считать трехкомпонентный
протеинкиназный каскад. Внутри этого корового компонента сиг�
нальных путей MAPK протеинкиназы фосфорилируются и акти�
вируются протеинкиназами МКК (MAPK Kinase)/MAPKK, которые
имеют двойную специфичность и могут фосфорилировать как тиро�
зиновые, так и треониновые остатки. А МКК, в свою очередь, авто�
фосфорилируются и активируются серин�треониновыми протеин�
киназами МККК (MAPK Kinase Kinase)/MAPKKK. Подобные трех�
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компонентные каскады ПК являются эволюционно консерватив�
ными у всех эукариот – от дрожжей до человека (см. рис. 1). Помимо
этих ступеней, в последнее время выделяют еще один уровень в цепи
передачи внутриклеточных сигналов. К нему относятся малые ГТФазы
(Ras, Rac, Rho, Cdc42) и ПК, которые участвуют в регуляции актив�
ности МККК и осуществлении специфичности передачи сигнала на
трехкомпонентный протеинкиназный каскад. Можно называть эти
протеинкиназы МКККК (MAPK Kinase Kinase Kinase)/MAPKKKK.
К МКККК/МАРКККК относятся, в частности, рассматриваемые
ниже ПК семейтсва GCK.

В клетках млекопитающих экспрессируется по крайней мере 4
группы по�разному регулируемых МАРК: ERK1/2, p38 (p38α/β/χ/δ),
JNK1/2/3 и ERK5. МКК протеинкиназы высокоспецифичны в отно�
шении своих МАРК субстратов, что позволяет свести к минимуму
количество возможных МАРК—МКК взаимодействий. Так МЕК1/2
активирует ERK1/2; MKK3/6 активирует p38; MKK4/7, она же JNKK
1/2, активирует JNK протеинкиназы [9]; а МЕК5 – ЕRК5 (см. рис.
1). МКК, в свою очередь, как правило, активируется более, чем одной
МККК ПК, что увеличивает разнообразие возможных путей передачи
внутриклеточного сигнала и одновременно ставит вопрос о специфич�
ности его передачи от МККК к МКК. На самом же деле передача
сигнала от MKKK к MKK специфична для конкретного действую�
щего стимула. У МККК протеинкиназ обнаружены различные регу�
ляторные мотивы, такие как РН домен (Pleckstrin Homology), пролин�
богатая последовательность для связывания SH3 (Src Homology�3)
домена, сайт связывания для малых ГТФаз, лейциновая молния –
последовательность, позволяющая белкам димеризоваться, сайты
фосфорилирования Tyr и Ser/Thr протеинкиназами. Данные мотивы,
не обнаруженные у МКК и МАРК, позволяют МККК по�разному
регулироваться широким набором сигнальных молекул, в зависимости
от характера воздействующего на клетку сигнала, в том случае, если
MKKK участвует более, чем в одном сигнальном пути. За счет много�
численных сайтов для белок�белковых взаимодействий, имеющихся
у МККК, возможно также специфическое взаимодействие и актива�
ция ПК, расположенных на ступень ниже в протеинкиназном сиг�
нальном каскаде. Например, известно, что МЕКК1 необходима для
активации JNK в эмбриональных стволовых клетках и фибробластах
при воздействии на клетку веществ, разрушающих микротрубочки,
лизотидилфосфатной кислоты, двуцепочечной РНК, сыворотки и при
вирусной инфекции. В то же время, в эмбриональных стволовых клет�
ках, но не в фибробластах, МЕКК1 участвует в активации JNK при
воздействии TNF и IL�1 [61, 65]. Показано, также, что МЕКК1 не
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нужна для активации JNK при воздействии на клетки ультрафиолета
и ингибиторов белкового синтеза. Данные результаты говорят о значи�
тельной специфичности МАРК активации даже на уровне МККК.

СПЕЦИФИЧНОСТЬ АКТИВАЦИИ РАЗЛИЧНЫХ МАРК
ПРИ ПЕРЕДАЧЕ РАЗЛИЧНЫХ СИГНАЛОВ

Формирование мультиферментных комплексов в клетках дрожжей

Известно, что в клетках одни и те же ПК могут участвовать в раз�
личных MAPK каскадах, в зависимости от стимула, воздействую�
щего на клетку извне. У дрожжей Saccharomyces cerevisiae известно
пять MAPK протеинкиназных каскадов. Один каскад регулирует
формирование спор [17]. Два других запускаются в ответ на повы�
шенную и пониженную осмолярность (Hog и MPK пути, соответст�
венно) [24]. Еще один каскад активируется при конъюгации (Fus3
путь), и последний – при образовании мицелиоподобных структур
(Kss1 путь). При подготовке к конъюгации в ответ на связывание с
гаплоидной клеткой пептидного феромона активируются гетеротри�
мерные G�белки, которые в свою очередь запускают каскад последо�
вательного фосфорилирования и активации в следующем ряду ПК:
STE20 (MAPKKKK), STE11 (MAPKKK), STE7 (MAPKK), Fus3
(MAPK). В случае Kss1�сигнального пути инициирующий сигнал не
известен, но известно, что аналогичный каскад протеинкиназ STE20/
STE11/STE7 ведет к активации Kss1 и образованию мицелиоподобных
структур. Было показано, что несмотря на участие в этих двух каскадах
одних и тех же трех ПК, каждый сигнал передается специфично и
приводит к строго определенному клеточному ответу. Для предотвра�
щения пересечения протеинкиназных сигнальных путей в дрожжевых
клетках существуют специальные адапторные белки, которые форми�
руют мультиферментные комплексы с ПК, участвующими в опреде�
ленном сигнальном пути и таким образом отделяют один каскад от
другого [36] (рис. 2).

Так, белок Ste5 регулирует специфичность пути, приводящего к
спариванию гаплоидной дрожжевой клетки в ответ на связывание
феромона, одновременно связываясь с Ste11, Ste7 и MAPK – Fus3,
усиливая активность Fus3 (см. рис. 2). Более того, Ste5 взаимодейст�
вует с ГТФазами, связанными с рецептором, и это взаимодействие
направляет феромонный сигнал через Ste11 к Fus3. Другая MAPKK –
PBS2 – может выполнять ту же функцию, что и Ste5, при воздействии
на клетку повышенного осмотического давления, ассоциируясь с
Ste11, MAPK – Hog1 и Sho1 – возможным сенсором cигнала [44].
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Формирование мультиферментных комплексов
в клетках млекопитающих

Витмарш с коллегами [57, 58] и Шеффер [49] с соавт. выявили
подобный механизм формирования мультиферментных комплексов
и у клеток млекопитающих. В клетках млекопитающих два белка
JIP�1 (JNK interacting protein 1) и MP1 (MEK partner 1) помогают
направлять два различных протеинкиназных каскада, образуя с их
участниками мультиферментные комплексы (см. рис. 2). Обнаруже�
ние таких белков у млекопитающих говорит об универсальной функ�
ции адапторных белков в сборке внутриклеточных сигнальных путей.
Анализ первичных структур показал, что JIP1 похож на Ste5, в то время
как MP1 был выделен в отдельный класс адапторных белков. При
гиперэкспрессии JIP1 ингибирует JNK путь. JIP1 связывается с JNK1
и JNK2, удерживая их, таким образом, в цитоплазме и предотвращая

Рис. 2. Участие структурных белков («скэффолда») в МАР�киназных кас�
кадах [12].
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их транспортировку в ядро. Кроме JNK1/2, JIP1 связывается с
MAPKK – MKK7 и MAPKKK – MLK3/DLK, усиливая активацию
JNK1 при его гиперэкспрессии (см. рис. 2) [12]. Так же как и Ste5,
JIP1 может направлять сигнал от HPK1 – гомолога Ste20, протеинки�
назы, активирующей MLK киназы [12]. HPK1 также может взаимо�
действовать с JIP1.

Адапторный белок MP1 in vitro усиливает активацию MEK1 через
B�Raf, и ERK1 через MEK1. In vivo, MP1 специфично связывается с
MEK1 и ERK1, но не с MEK2 и ERK2. При гиперэкспрессии MP1
увеличивает число образующихся комплексов MEK1�ERK1 и уровень
MEK1�ERK1�зависимой активации транскрипционного фактора
Elk�1 [49] (см. рис. 2).

Изучение Ste5, MP1 и JIP1 адапторных белков продемонстри�
ровало важность их стехиометрии в регуляции клеточного ответа. Так,
например, удаление Ste5 из дрожжевой клетки освобождает Ste7 и дает
ему участвовать в альтернативных каскадах, в то время как гиперэкс�
прессия JIP1 ингибирует JNK путь, изолируя JNK от ядерных мише�
ней [12].

Внутриклеточная локализация мультиферментного комплекса,
образуемого белком JIP1, в частности, внутри нейронов осуществля�
ется за счет связывания JIP1 и кинезина. TRP (tetratricopeptide repit)
мотив легкой цепи кинезина связывается с С�концевой последова�
тельностью JIP1. Большой белковый комплекс, включающий в себя
весь JNK�сигнальный протеинкиназный путь (DLK/MLK3, MKK7,
JNK) и трансмембранный рецепторный белок ApoER2, связанный
одним концом с JIP1, а другим с мембранной везикулой [51], движется
за счет кинезина к дистальному концу микротрубочек в аксоне [56].
Можно предположить, что такой транспорт возможен и по актиновым
филаментам, так как известно, что кинезин млекопитающих KIF5B
связывается c актин�зависимым моторным белком MyoVA, участву�
ющим в транспорте по актиновым филаментам [20, 27]. Таким образом,
сходные с JIP1 белковые молекулы могут не только участвовать в
сборке и стабилизации ферментных комплексов, но и осуществлять
связь между передачей сигнала и мембранным движением внутри
клетки, а так же регулировать транспортировку рецепторов к мемб�
ране. Связь с моторными белками позволяет и самим протеинкиназ�
ным каскадам быть локализованными в необходимом месте внутри
клетки. Не исключается участие киназных ферментных комплексов
в регуляции активности молекул кинезина. Возможно также, что
локализуемые на микротрубочках и актиновых филаментах ПК участ�
вуют в регуляции динамики этих цитоскелетных структур, важной
для нормального прохождения клеточного цикла и дифференцировки.
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На сегодняшний день известны и другие гигантские мультива�
лентные белки, осуществляющие пространственную ко�локализацию
ферментов сигнальных путей внутри клетки. Так, белок CG�NAP
(Centrosome and Golgi localized PKN�associated protein) размером 450
кДа, имеющий вторичную структуру типа скрученная спираль,
осуществляет локализацию протеинкиназы PKN на центросоме,
остаточном тельце во время телофазы и в аппарате Гольджи. Серин/тре�
ониновая протеинкиназа PKN имеет каталитический домен, гомоло�
гичный ПК C и уникальный регуляторный участок на N�конце. PKN
активируется малой ГТФазой Rho, ненасыщенными жирными кисло�
тами и отщеплением регуляторного N�конца. PKN взаимодействует
с актинсвязывающим белком АЛЬФА�актинином и фосфорилирует
некоторые белки промежуточных филаментов in vitro. Кроме того,
CG�NAP имеет два RII мотива, необходимых для связывания с регуля�
торной субъединицей протеинкиназы А. CG�NAP также связывает
каталитическую субъединицу протеинфосфатазы 2А (РР2А) и
протеинфосфатазы 1 (Р1) [53]. Показано, что РР2А может дефосфо�
рилировать PKN, тем самым вызывая уменьшение каталитической
активности последней. Таким образом, CG�NAP может служить
«скэффолдом», в котором происходит регуляция активности связан�
ных с ним ферментов. Можно предположить, что РKN через связы�
вание с CG�NAP имеет возможность принимать участие в регуляции
взаимоотношений между компонентами цитоскелета на протяжении
клеточного цикла: сетью промежуточных филаментов, актиновым
цитоскелетом и сетью микротрубочек, организуемой центросомой [53].

III. STE20�ПОДОБНЫЕ ПРОТЕИНКИНАЗЫ

КЛАССИФИКАЦИЯ И ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА

Путь передачи сигнала от клеточных рецепторов на МАР�киназ�
ные каскады изучен еще недостаточно. В этом пути обычно участвуют
малые ГТФазы и непосредственно активируемые ими ПК. Семейство
Ste20�подобных (Sterile�20) серин/треониновых ПК было впервые
открыто и описано как компонент сигнального пути S. cerevisiae,
запускаемого в ответ на воздействие феромонов (см. выше). За послед�
ние несколько лет было открыто большое число Ste20�подобных ПК
у млекопитающих [8]. В отдельное семейство Ste20�подобные протеин�
киназы были выделены из�за высокой степени гомологии их катали�
тического домена со Ste20. В остальной части молекулы ПК данного
семейства могут сильно различаться по последовательности амино�
кислот и структуре молекул. Исходя из структурных особенностей,
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Ste20�подобные протеинкиназы обычно делят на 3 подсемейства: PAK
(p21�activated kinase), PH�PAK (plecstrin�homology domain p21�act�
ivated kinase) и GCK (germinal center kinase) (рис. 3).

P21�АКТИВИРУЕМЫЕ ПРОТЕИНКИНАЗЫ (РАК)

Подсемейство PAK включает в себя ПК, у которых каталитичес�
кий домен расположен на С�конце молекулы, а N�конец представляет
из себя регуляторный домен. У таких протеинкиназ на С�конце име�
ется сайт для связывания с малыми ГТФазами, которые активируют
ферменты этого подсемейства, так называемый CRIB домен (cell divi�
sion cycle (cdc) 42/Rac�interactive binding domain). PAK�протеинки�
назы могут фосфорилировать протеинкиназу Raf�1 (MKKK) [30], что
приводит к активации ERK. PAK активируют через соответствующий
каскад также протеинкиназы JNK/SAPK и p38 (см. рис. 1) [15].

Кроме того, РАК�протеинкиназы фосфорилируют и регулируют
активность ряда цитоскелетных белков. В частности, это тяжелая цепь
миозина I [60], легкая цепь миозина II [5], актин�связывающий белок
мерлин [63], белок промежуточных филаментов десмин [40], миозин�
связывающий белок кальдесмон [16]. Помимо цитоскелетных белков,
РАК фосфорилирует анти�апоптотический фактор Bad и вызывает
супрессию апоптоза [28, 50]. В какой�то степени фосфорилирование

Рис. 3. Классификация Ste20�подобных протеинкиназ.
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Bad протеинкиназой РАК ограничивает индукцию апоптоза этой же
киназой через активацию JNK/SAPK пути.

Одной из важных мишеней РАК является протеинкиназа LIM,
которую она активирует [7]. Протеинкиназа LIM фосфорилирует
актин�связывающий белок кофилин, играющий одну из ключевых
ролей в регуляции зависимого от актина движения клеток [11].

Протеинкиназы подсемейства PH�PAK [37] имеют схожую с
PAK�протеинкиназами схему строения, но за небольшим дополне�
нием: наличие РН домена, расположенного перед CRIB доменом.
РН�домены обнаружены у многих белков. Структурно домен форми�
руется 100 аминокислотами, уложенными в 7 β�слоев и одну N�кон�
цевую α�спираль. N� и C�концы в домене сближены. Карман, обра�
зованный β�слоями, связывается с мембранными фосфолипидами,
давая возможность белкам, имеющим домен такого типа, локализо�
ваться на мембране. Участок PH�домена, имеющий структуру α�спи�
рали, участвует во взаимодействии с белками. На сегодняшний день
протеинкиназы PH�PAK�подсемейства не найдены у высших эукариот.

GCK�ПОДОБНЫЕ ПРОТЕИНКИНАЗЫ

Классификация по структуре молекулы

У ПК подсемейства GCK (Germinal Center Kinase) каталитичес�
кий домен расположен на N�конце молекулы, а длинный С�конец
является регуляторным, и не несет CRIB и других известных струк�
турных доменов [33]. По структурным и функциональным свойствам
GCK семейство можно разбить на две большие группы. К первой
группе относятся ПК, наиболее близкие протеинкиназе GCK: сама
GCK, GCK�related kinase (GCKR), GCK�like kinase (GLK), Hema�
topoietic Progenitor kinase�1 (HPK1), Nck�interacting kinase (NIK).
С�концевой участок GCK протеинкиназ содержит как минимум два
PEST мотива – последовательности, обогащенные Рro, Glu, Ser и Thr.
Белковые последовательности, богатые такими аминокислотами, как
правило, имеют внутриклеточное время жизни менее 2 часов [46]. В
GCK�протеинкиназах имеются также минимум два полипролин�кон�
сенсусных сайта для связывания с белками, содержащими SH3�по�
добный домен, т.е. SH3�связывающий домен. Все GCK протеинки�
назы I группы имеют высококонсервативные примерно 350 амино�
кислот на С�конце. Этот участок делится на два домена: гидрофобный
лейцин�богатый домен и самый С�конец белка длиной 140–150 а. к.
(CT�домен или CTD). Лейциновые остатки в лейцин�богатом домене
не организуются в структуру типа лейциновой молнии, и этот домен
не является достаточно гидрофобным для связывания с мембраной,
т.е. его функции непонятны. GCK, GCKR и GLK активируются in
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vivo при воздействии на клетку фактора некроза опухолей (TNF) и
активируют через каскад JNK/SAPK протеинкиназы. Для GCK I
группы показано отсутствие активации ими р38 и ЕRK. Исследования
GCK и GCKR показали, что СТ домены этих ферментов участвуют в
связывании TRAF (TNF receptor�associated factor) белков, т.е., веро�
ятно, нужны для их активации при действии TNF на клетки (подроб�
нее см. ниже). Протеинкиназа GCK экспрессируется почти во всех
тканях позвоночных, однако в лимфоцитарных фолликулах экспрес�
сия ограничивается герминальными центрами (центрами размно�
жения) и полностью отсутствует в периферической зоне. Герми�
нальные центры – это области лимфоцитарного фолликула ткани, в
которых происходит селекция и дифференцировка В�лимфоцитов,
включающая переключение классов экспрессируемых иммуногло�
булинов. Эти процессы направляются лигандами семейства TNF.

Ко второй группе GCK�подобных протеинкиназ обычно относят
следущие ПК: Ste�20 Oxidant stress�activated Kinase 1 (SOK1), Kinase
Responsive to Stress (Krs)�1, Mammalian Sterile Twenty�like�1 (MST 1/Krs
2), Mammalian Sterile Twenty�like�3 (MST 3), Lymphocyte�Oriented
Kinase (LOK), Severin Kinase, Sps 1p, Cdc15p, SLK/LOSK (STE20 like
kinase/Long ste20�related kinase). Общих структурных особенностей у
С�концевых регуляторных доменов протеинкиназ второй подгруппы
GCK не выявлено.

Функциональные особенности и регуляция активности
GCK протеинкиназ I группы

Протеинкиназы семейства GCK (Germinal Center Kinase) по
расположению во внутриклеточных протеинкиназных сигнальных
каскадах, вероятно, можно отнести к слабо изученному уровню
MAPKККК/MKKKK.

При гиперэкспрессии в клетках GCK�подобные ПК I группы
получаются энзиматически активными, в частности, они активируют
JNK/SAPK протеинкиназу без участия дополнительно привнесенных
лигандов. Этим они отличаются от PAK�протеинкиназ, которые
должны для активации ко�экспрессироваться с активными формами
Rac1 или Cdc42. Такие данные дают возможность предположить, что
GCK протеинкиназы I группы инактивируются путем ассоциации с
ингибитором, присутствующим в клетках в лимитированных коли�
чествах, и активируются при отсоединении этого ингибитора. Воз�
можна также их активация при олигомеризации. Вполне вероятно,
что консервативные CT участки GCK�протеинкиназ I группы нужны
для регуляции их активности. Так, при экспрессии CT доменов GCK
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и NIK [52], (но не HPK1 и GCKR) в клетках происходила активация
JNK/SAPK, что поддерживает предположение о возможном стехио�
метрическом замещении ингибитора протеинкиназ CT доменом при
его избытке, и не исключает возможности участия CT доменов в
образовании агрегатов активной GCK.

Для некоторых GCK�подобных протеинкиназ I группы in vivo
показана возможность связывания с MAPKKK/MKKK протеин�
киназами. Вероятно, непосредственное связывание необходимо
для фосфорилирования МАРККК, возможно, оно активирует
МАРКККК/МКККК. Так, известно, что протеинкиназа HPK1
может связываться с MEKK1 и MLK3 [26]. В HPK1�MLK3 взаимо�
действии участвуют 2 из 4 С�концевых SH3�связывающих мотивов
протеинкиназы HPK1, которые взаимодействуют с SH3 доменом
MLK3. Поскольку ферментативно неактивные мутанты MEKK1 и
MLK3 могут блокировать HPK1�опосредованную активацию
JNK/SAPK, можно считать, что MEKK1 и MLK3 располагаются ниже
HPK1 в протеинкиназном каскаде.

Протеинкиназа NIK была обнаружена как белок, взаимодейст�
вующий с SH2/SH3 адапторным белком Nck [52]. CT домен этой
протеинкиназы содержит два SH3�связывающих домена, оба из
которых могут связываться с SH3 доменом Nck. Внутриклеточный
активатор NIK пока не известен, но вполне вероятно, что Nck�NIK
взаимодействие необходимо для связывания NIK с рецепторами, или
с нерецепторными тирозиновыми ПК. In vivo NIK может взаимодейст�
вовать с MEKK1. В этом взаимодействии участвуют Leu�богатый
домен протеинкиназы NIK (948–1233) и N�концевой участок MEKK1
размером 719 а.к.. Неактивный протеинкиназный мутант MEKK1
ингибирует NIK�опосредованную активацию SAPK, что говорит о
том, что MEKK1 является физиологической мишенью NIK.

GCK также может взаимодействовать in vivo с MEKK1, однако в
этом связывании, по сравнению с NIK—MEKK1 взаимодействием,
участвует другой домен протеинкиназы MEKK1 (817–1222 а.к.).
GCK—MEKK1 связывание происходит через CT домен протеинки�
назы GCK. Делеция СТ домена GCK предотвращает связывание с
MEKK1. Дальнейшее удаление лейцин�богатой области его восста�
навливает, а при удалении С�концевого PEST домена связывание не
происходит [33]. В отличии от NIK, во взаимодействии GCK с
MEKK1, по�видимому, не участвует лейцин�богатый домен, и возмож�
но он даже негативно регулирует взаимодействие ПК, ухудшая его.
GCK, так же, как HPK1, связывается с MLK3, но не связывается с
MLK2, которая структурно очень похожа на MLK3. Таким образом,
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во взаимодействии протеинкиназ I группы с MEKK1 участвуют раз�
личные участки CT�домена. Экспрессия GCK�связывающего фраг�
мента MEKK1 в клетках блокирует GCK�опосредованную активацию
JNK/SAPK, что является доказательством того, что MEKK1 является
мишенью GCK. Интересно, что CT�домен GCK образует с MEKK1
гораздо более стабильный комплекс по сравнению с полноразмерной
GCK, чего не наблюдается в случае взаимодействия NIK и HPK1.

Помимо MLK3, HPK1 in vivo может связываться с SH2/SH3 домен
содержащим белком Grb2. Grb2 известен своей способностью взаимо�
действовать с белком SOS, который является фактором обмена
гуаниновых нуклеотидов (GEF) для белка Ras, малой ГТФазы, участ�
вующей во многих сигнальных путях клетки. При действии на клетки
митогенов происходит активация рецепторных тирозиновых ПК
путем автофосфорилирования и Grb2�SOS комплекс связывается с
остатком фосфорилированного тирозина активированного рецептора.
Таким образом SOS располагается у клеточной мембраны, где он может
активировать Ras. С�концевой SH3 домен Grb2 также взаимодейст�
вует с двумя N�концевыми SH3�связывающими сайтами протеин�
киназы HPK1 [3]. Как и в случае Grb2�SOS взаимодействия,
Grb2�HPK1 связь не нарушается при стимуляции клетки митогеном.
Однако обработка клетки эпидермальным фактором роста приводит
к транслокации Grb2�HPK1 комплекса на мембрану, из�за взаимо�
действия с автофосфорилированным рецептором. Исходя из этого,
не исключена возможность участия тирозиновых ПК в мембранной
транслокации GCK�подобных протеинкиназ I группы.

Белок Rab8 также относится к белкам, связывающимся с GCK.
В этом взаимодействии участвует CT�домен протеинкиназы. Rab8
является мономерной ГТФазой. Белки семейства Rab участвуют в
везикулярном транспорте. Rab8 регулирует транспорт между транс�
Гольджи и плазматической мембраной. Связывание GCK и Rab8
является ГТФ�зависимым. Так, мутант Rab8, не способный связывать
нуклеотид или обменивать ГДФ на ГТФ, не взаимодействует in vivo с
GCK. Исходя из этих данных, можно предположить, что GCK играет
роль эффектора в Rab8�регулируемом везикулярном транспорте, или
Rab8 может направлять GCK к белковым субстратам, ассоцииро�
ванным с везикулярными мембранами, предназначенными для слия�
ния с плазматической мембраной.

Показано, что некоторые GCK�подобные протеинкиназы, при�
надлежащие к первой группе, способны участвовать в регуляции
динамики актинового цитоскелета. Так, протеинкиназа TNIK при
гиперэкспрессии в культивируемых клетках приводит к разрушению
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F�актиновых структур. Помимо этого, TNIK может фосфорилировать
актинсвязывающий белок гельзолин in vitro [18].

Участие протеинкиназ семейства GCK в передаче сигнала от TNF

In vivo GCK, GCKR и GLK активируются TNF и, по�видимому,
являются элементами TNF�сигнальных путей, активирующих
JNK/SAPK [10, 43]. TNF связывается с одним из двух клеточных
рецепторов, TNFR1/CD120a, мол. массы 55 кДа или TNFR2/CD120b,
мол. массы 75 кДа. Ни один из рецепторов не имеет ферментативной
активности. В ответ на связывание лиганда рецептор TNF гомотри�
меризуется, что приводит к его взаимодействию с эффекторами,
расположенными далее в цепи передачи сигнала. Внутриклеточная
часть TNFR1 содержит так называемый домен смерти (death domain),
который при активации рецептора TNF связывается с TRADD
(TNFR associated death domain protein) белком, который в свою
очередь после этого связывает TRAF2 белок. TRAF белки содержат
С�концевой консервативный TRAF домен, состоящий из повторов
цинковых пальцев в центральной области, и, за исключением TRAF1,
на N�конце несут RING палец, который важен для передачи сигнала
от TRAF2 ниже по сигнальной цепи (рис. 4). TRAF домен участвует в
связывании с белками�мишенями. Известно, что транзиентная гипер�

Рис. 4. Участие  протеинкиназы GCK в MAPK каскадах [33].
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экспрессия TRAF2, �5, �6 может активировать JNK/SAPK протеин�
киназы. GCK и GCKR являются важными эффекторами для TRAF2
[64]. Антисмысловая мРНК GCKR блокирует активацию JNK/SAPK,
но не блокирует активацию транскрипционного фактора NF�kB в
ответ на TNF. В дополнение к этому, экспрессия TRAF2, но не TRAF2
мутанта без RING домена, активирует и GCKR, и JNK/SAPK in
vivo. Для взаимодействия GCK и GCKR с TRAF2 важно наличие
удлиненного СТ�домена у GCK белков. В случае GCK N�концевой
PEST�мотив также необходим для связывания с TRAF2. Наличие
высокой гомологии между СТ�доменами GCK, GCKR, HPK1 и GLK
говорит о возможности взаимодействия всех этих и других подобных
GCK белков I группы с TRAF белками. Таким образом, одна из функ�
ций TRAF белков, возможно, состоит в регуляции взаимодействия
между TNF/цитокин�активируемыми рецепторами и GCK�подоб�
ными протеинкиназами.

GCK�протеинкиназы II группы

О физиологической и клеточной роли GCK протеинкиназ второй
группы на сегодняшний день почти ничего не известно, несмотря на
довольно большое число клонированных ПК данной группы. Для
протеинкиназы из куриных эмбриональных фибробластов KFC
(Kinase From Chicken) недавно впервые для данного класса протеин�
киназ были показаны митогенные свойства [66]. При клонировании
KFC были обнаружены две формы протеинкиназы (два транскрипта).
Длинная форма протеинкиназы (KFCL) содержала N�концевой про�
теинкиназный домен, центральный участок, обогащенный серином,
и C�концевой домен с предполагаемой вторичной структурой типа
скрученной спирали. У сплайсированного варианта (KFCS) имелась
делеция размером 69 аминокислот в области, обогащенной серином,
где из 69 делетированных аминокислот 22 являлись серином. Анализ
первичной структуры KFC выявил высокий процент гомологии с
ранее описанной протеинкиназой TAO1 (Thousand And One). При
исследовании скорости роста линии иммортализованных клеток
куриных фибробластов DF�1 было установлено, что стабильная экс�
прессия в этих клетках KFCL увеличивает скорость роста клеток в
2,5 раза по сравнению со скоростями роста родительской линии DF�1
и линии с постоянной экспрессией KFCS. На основе этого было сде�
лано заключение о том, что для стимуляции роста клеток протеинки�
назой KFC важен участок в центральном домене, обогащенный серином.

KFCL наиболее сильно экспрессировалась в селезенке и семен�
никах, и в меньшем количестве в мозге, тимусе и печени. Интересно,
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что KFCS во всех исследуемых тканях экспрессировалась в меньшей
степени, чем KFCL. Обе изоформы (KFCL и KFCS), иммунопреципи�
тированные из клеток COS1, где велась их транзиентная экспрессия,
проявляли автофосфорилирующую активность. Так как для некото�
рых ПК данного класса было известно, что С�концевая часть моле�
кулы может регулировать протеинкиназную активность, исследо�
ватели получили мутант с делетированной С�концевой частью
(практически полностью удалили участок скрученной спирали) –
KFCLDC�1�464. Полученный мутант проявлял сходный с KFCL и
KFCS уровень автофосфорилирования, но уровень фосфорили�
рования экзогенного субстрата гистона 2В сильно увеличился, что
подтвердило предположение об ингибирующей активности C�кон�
цевой области ПК. Транзиентно экспрессированные KFCL и KFCS
были локализованы в цитоплазме, отсутствовали в ядре и не имели
ярко выраженной компартментализации в клетке. Коэкспрессия
KFC�изоформ и GST�слитых MAPК протеинкиназ в COS1 клетках
с последующей проверкой активации MAPK протеинкиназ дала
возможность определить сигнальный путь в котором участвует KFC.
Это оказался JNK/SAPK�путь. KFCL и KFCS слабо активиро�
вали SAPK, в то время как мутант с делетированным С�концом
(KFCLDC�1�464) активировал SAPK сильно, сравнимо c MEKK�
позитивным контролем [66].

Протеинкиназа LOK (lymphocyte�oriented kinase) экспрессируется
в основном в лимфоидных органах. LOK имеет размер 966 а.к..
Показано, что LOK не участвует в известных MAPK киназных кас�
кадах (ERK, JNK, p38). LOK способна автофосфорилироваться и
использовать в качестве субстратов MBP и гистон IIA [32]. На сегод�
няшний день имеются данные, указывающие на участие протеин�
киназы LOK в LFA�1 (leukocyte�function�associated antigen) регуляции
адгезии лимфоцитов [13].

Гомологичная LOK протеинкиназа SLK/LOSK экспрессируется
во всех тканях животных [1, 67]. Гиперэкспрессия кДНК этой ПК в
клетках приводит к апоптозу [47, 48]. При апоптозе происходит уда�
ление структурного домена LOSK каспазой�3, что сопровождается
повышением активности фермента. In vitro активность полноразмер�
ной киназы вполне сопоставима с активностью киназы с делетиро�
ванным структурным доменом, хотя в последнем случае фермент
становится менее зависимым от условий проведения киназной реак�
ции [2]. Это заставляет предположить, что SLK/LOSK в клетках нахо�
дится под действием некоего ингибитора, для проявления активности
которого нужен структурный домен. Интересно, что гиперпродукция
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в клетках как полноразмерной киназы, так и ее С�концевого струк�
турного домена вызывает разрушение актиновых филаментов [48].

Протеинкиназа SOK1 специфично активируется при окислитель�
ном стрессе, но при этом не активируется факторами роста, цитоки�
нами, алкилирующими агентами, температурным шоком и осмоти�
ческим стрессом. Известно, что SOK1 активируется автофосфори�
лированием. С�концевой домен заметно ингибирует каталитическую
активность фермента. SOK1 не активирует SAPK и p38 протеинки�
назные каскады [42].

Протеинкиназы Mst1 и Mst2 также относятся к GCK киназам II
группы. Для протеинкиназы Mst1 показано, что она несет в централь�
ном участке автоингибирующую последовательность, удаление кото�
рой активировало фермент в 9 раз. На основе опытов по ко�иммуно�
преципитации, анализа взаимодействия белков с помощью дигиб�
ридной дрожжевой системы и in vitro анализа белковых сшивок, было
показано, что протеинкиназа Mst1 гомодимеризуется с 57 С�концевых
аминокислот. Хроматографическими методами установлено, что в
клетке Mst1 существует в виде высокомолекулярного белкового
комплекса. В отсутствии димеризации ферментативная активность
Mst1 не ингибировалась [6]. Показано, что Mst протеинкиназы
подвержены протеолитическому расщеплению в ходе апоптоза, что
приводит к активации киназы. Mst1 и Mst2 являются непосредст�
венными субстратами каспазы 3 in vivo и in vitro. Стауроспорин
активирует Mst, как зависимым от каспаз механизмом (также, как и
в случае Fas�активируемого апоптоза), так и с помощью каспаз�неза�
висимого. В случае Fas�индуцируемого апоптоза, расщепленная,
активированная Mst транслоцируется в ядро до начала его фрагмен�
тации. Стабильно экспрессирующаяся в клетках HeLa Mst сильно
увеличивает чувствительность клеток к апоптозу, запускаемому через
рецепторы смерти. При этом Mst усиливает активацию каспазы 3 [35].

Таким образом, у всех исследованных GCK�киназ II группы С�кон�
цевой структурный домен является регуляторным/ингибирующим.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом, видно, что активация протеинкиназ, участвующих в
МАР�киназных каскадах, может происходить самыми различными
путями — через фосфорилирование, связывание со структурными
белками, связывание с ГТФазами, а также через частичный протеолиз
(отщепление структурного домена). Разнообразие участников этих
каскадов и связей между ними обуславливает разнообразие клеточных
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реакций в ответ на различные воздействия, создает положительные и
отрицательные обратные связи, а существующие в клетках большие
мультиферментные белковые «скеффолды», включающие и протеин�
киназы, участвующие в различных MAPK киназных каскадах,
позволяют сигнальным каскадам не пересекаться и однозначно
определяют передачу сигнала в конкретной цепи: внеклеточный
сигнал – рецептор – MAPK киназный каскад. Очевидно, что даже
при полном знании путей активации и эффекторов различных про�
теинкиназ необходимо наличие общей количественной модели их
каскадов, чтобы клеточные ответы на те или иные стимулы могли бы
быть спрогнозированы.

Авторы благодарны Л.А.Зиновкиной за ценные замечания при обсуждении
работы.
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