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Каскады фосфорилирования – универсальный механизм контроля важнейших физиологических процессов –
развития, дифференцировки, пролиферации, выживания и злокачественной трансформации клеток. В обзо@
ре рассмотрены серин/треониновые протеинкиназы семейства Pim (от proviral integration of Moloney virus),
открытые в ходе изучения экспериментальных лимфоидных опухолей. Обсуждаются данные о структуре ге@
нов этого семейства, эволюционных особенностях и механизмах фосфорилирования субстратов, а также
роль наиболее важного представителя семейства – Pim@1, в патогенезе опухолей системы крови. Предста@
вители семейства Pim поддерживают выживание и пролиферацию опухолевых клеток: Pim@1 не нуждается
в активации другим партнером (активируется посредством аутофосфорилирования), а субстраты этой про@
теинкиназы позитивно регулируют клеточный цикл. Pim@1 усиливает онкогенные эффекты онкобелка с@Мус
и наряду с протеинкиназой Akt способствует снижению гибели клеток. Обосновано представление о семей@
стве Pim как о новых мишенях для терапии лейкозов и лимфом. Рассмотрена оригинальная тест@система для
фенотипического скрининга ингибиторов протеинкиназ семейства Pim, основанная на чувствительности к
канамицину штамма Escherichia coli, в котором экспрессированы исследуемая протеинкиназа и аминоглико@
зид@3'@фосфотрансфераза типа VIII: ингибирование фосфорилирования с помощью фармакологических
препаратов усиливает гибель тест@бактерий. 

Ключевые слова: серин/треониновые протеинкиназы, семейство протеинкиназ Pim, фосфорилирова@
ние, структура генов, структура белков, тест@системы, гемобластозы.

THE Pim FAMILY OF PROTEIN KINASES: STRUCTURE, FUNCTIONS AND ROLES IN HEMATOPOIE@
TIC MALIGNANCIES, by Yu. N. Zhukova1, M. G. Аlekseeva1, N. V. Zakharevich1, А. А. Shtil1, 2, V. N. Danilenko1*
(1Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *e@mail:
valerid@vigg.ru; 2Blokhin Cancer Research Center, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, 115478 Rus@
sia). Phosphorylation is the universal regulatory mechanism in key physiological processes such as development, cell dif@
ferentiation, proliferation, survival and malignant transformation. In this review we analyze serine/threonine protein ki@
nases of the Pim (proviral integration of Moloney virus) family that have been initially discovered in experimental lym@
phomas. We provide data on gene structure, evolution, functions and substrates of Pim protein kinases. Focusing on
Pim@1 as the major isoform, we analyze its role in the biology of hematopoietic malignancies. Pim@1 is a pro@proliferative
and pro@survival protein kinase. It is constitutively active due to autophosphorylation, and its downstream partners pos@
itively regulate the cell cycle. Pim@1 cooperates with с@Мус oncoprotein in leukemogenesis; furthermore, Pim@1, like
the Akt protein kinase, prevents cell death. Thus, Pim kinases are regarded as new therapeutic targets. Finally, we
present an original test system for screening of Pim inhibitors. In this test system the growth of a genetically engineered
Escherichia coli strain in the presence of kanamycin is dependent on the phosphorylation of aminoglycoside@3' phospho@
transferase VIII by Pim@1: pharmacological inhibition of this phosphorylation increases the bacterial cell lysis. 

Keywords: serine/threonine protein kinases; Pim kinase family; phosphorylation; gene structure; protein struc@
ture; test systems; hematopoietic malignancies.
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Принятые сокращения: AML (acute myeloblastic leukemia) – острый миелоидный лейкоз; MoMuLV (Moloney murine leukemia
virus) – вирус лейкоза мышей Молони; JAK – тирозинкиназы семейства Janus; РР2А (protein phosphatase 2A) – протеинфос!
фатаза 2А; NuMA (nuclear mitotic apparatus protein) – ядерный белок митотического аппарата; IL (interleukin) – интерлейкин;
EBV (Epstein!Barr virus) – вирус Эпштейна!Барр; KSHV (Kaposi sarcoma associated herpesvirus) – герпесвирус, ассоциированный с
саркомой Капоши; NHL(non!Hodgkin lymphoma ) – неходжкинская лимфома; DLBCL (diffuse large В!cell lymphomas) – диффуз!
ная крупноклеточная лимфома из В!клеток; DBA (Diamond!Blackfan anemia) – анемия Даймонда!Блэкфана; STPK (Serine/thre!
onine protein kinases) – серин/треониновые протеинкиназы; 4Е (eIE!4E) – эукариотический фактор инициации трансля!
ции; 4E!BP1– 4Е!связывающий белок!1; mTOR (mammalian target of rapamycin) – мишень действия рапамицина у млеко!
питающих; CXCR!4 (chemokine receptor type 4) –рецептор хемокинов типа 4.

* Эл. почта: valerid@vigg.ru
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Около 15 лет назад, изучая вирусный канцероге!
нез у мышей, впервые обнаружили ген рim)1 как
область интеграции провируса лейкоза мышей
Молони (MoMuLV, Moloney murine leukemia virus).
Локусы, несущие рim!1 и гены факторов тран!
скрипции с!myc и gfi1, определены как сайты
частой инсерции ретровируса MoMuLV в Т!лимфо!
мах мышей [1, 2]. Эти открытия позволили считать
рim!1 протоонкогеном. Вместе с тем, мыши с нока!
утом гена pim!1 не имели выраженных отличий от
интактных животных. Одно из объяснений этому –
существование других белков, выполняющих
функции продукта гена pim)1. Действительно, изу!
чение гомологии нуклеотидных последовательно!
стей указывало на существование семейства белков
[3]. Протеинкиназы семейства Pim высоко консер!
вативны у позвоночных; они характеризуются высо!
кой гомологией первичных структур белков и коди!
рующих их генов [3]. 

В последние годы опубликованы обзоры [4–7],
посвященные Pim!киназам как мишеням для ле!
карственных средств. Обобщены результаты хими!
ческого синтеза и скрининга ингибиторов этих бел!
ков, изучена роль протеинкиназ семейства Pim в
патогенезе заболеваний человека. В представлен!
ном обзоре приведен сравнительный анализ струк!
туры эукариотических Pim!киназ и их ближайших
аналогов у бактерий. Рассмотрены механизм фос!
форилирования белков посредством Pim и роль
опосредованной Pim передачи сигналов в физиоло!
гических и патологических процессах, происходя!
щих в системе крови (на экспериментальных моде!
лях и клинических примерах гемобластозов), а так!
же предложена новая бактериальная тест!система
для скрининга ингибиторов протеинкиназ семей!
ства Pim. 

СТРУКТУРА ГЕНОВ И БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА 
Pim, ЭКСПРЕССИЯ В ТКАНЯХ

Три изоформы протеинкиназ семейства Pim ко!
дируются отдельными генами. У человека ген Pim)1
локализован на хромосоме 6р21.1!р21.31, а ген pim!1
мыши – на хромосоме 17. Ген Pim)1 длиной пример!
но 5000 п.н. состоит из шести экзонов и пяти интро!
нов. Длина транскрипта – 2684 н. (NM_002648).
Промотор гена Pim)1 обогащен GC!парами и не со!
держит ТАТА! и СААТ!боксов [8]. По нуклеотид!
ной последовательности кДНК предсказали, что
ген Pim)1 и его гомолог у мыши кодируют белок из
313 аминокислотных остатков (молекулярная масса
34 кДа). Ген pim)2, локализованный на хромосоме
Хр11, состоит из шести экзонов, а его продукт имеет
53% гомологии на уровне аминокислотных после!
довательностей с Pim!1 и транслируется преимуще!
ственно с альтернативных (не!AUG) инициатор!
ных кодонов, в результате чего образуются три изо!
формы белка [9]. Ген pim)3 находится на длинном
плече хромосомы 22, он кодирует серин!треонино!

вую протеинкиназу (STPK), имеющую более 60%
гомологии с Pim!1 и Pim!2 [10].

Изучение альтернативных сайтов инициации
трансляции в мРНК гена pim)1 мыши показало, что
в результате альтернативной инициации образуют!
ся два белка – 34 и 44 кДа [11]. Белок 44 кДа содер!
жит N!концевой фрагмент белка 34 кДа и синтези!
руется с вышележащего кодона СUG. Вследствие
подобной двойной инициации с одной рамки счи!
тывания могут образоваться два функционально
различных продукта [12]. Кроме того, инициация с
вышележащего стартового кодона может играть ре!
гуляторную роль, что показано для открытых рамок
считывания, часто обнаруживаемых в строго регу!
лируемых генах [13]. Именно такая регуляция пред!
полагается для pim)1, поскольку синтез белка 44 кДа
неконсервативен у человека и мыши [11]. Подобно
белкам 34 кДа человека и грызунов, белок 44 кДа
мыши также обладает активностью STPK [11]. Бе!
лок Pim!1 с мол. массой 44 кДа более стабилен, чем
его аналог с мол. массой 34 кДа: периоды их полу!
жизни составляют 1 ч и 10 мин соответственно [11]. 

Ген Pim)1 человека и его мышиный гомолог экс!
прессируются преимущественно в лимфоидных
тканях в виде транскриптов длиной 2.8–2.9 т.н. [14];
более короткие транскрипты обнаружены в семен!
никах [15]. Pim!1 первоначально нашли в цитоплаз!
ме [11], а позднее и в ядрах [16, 17] нормальных и
трансформированных клеток. Pim!1 экспрессиру!
ется в опухолях системы крови, органов головы и
шеи, желудка, в предстательной железе, а Pim)2 – во
многих тканях, главным образом, в головном мозге
и лимфоидных клетках. Рim!2, подобно Pim!1, ак!
тивирован при с!Myc!индуцированном лимфомо!
генезе [9]. Pim)3 также экспрессируется во многих
тканях, преимущественно в почках, молочной же!
лезе и головном мозге [10]. 

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ РОДСТВО Pim@1 
ЧЕЛОВЕКА И ДРУГИХ ОРГАНИЗМОВ

Cреди STPK прокариот наибольшую гомологию
c каталитическим доменом протеинкиназы Pim!1
Homo sapiens (≥30% идентичности) имеют STPK
SERP0786 Staphylococcus epidermidis, рknB S. carnos)
us, prkC Bacillus clausii и рk10 Streptomyces coelicolor.
Гомология Pim!1 cреди высших эукариот (H. sapiens,
Canis lupus familiaris, Bos taurus, Mus musculus, Rattus
norvegicus и Danio rerio) [GenBank http://www.nc!
bi.nlm.nih.gov/homologene?term=PIM1] составляет
72–99%. На рис. 1 представлено филогенетическое
дерево указанных протеинкиназ. Получены дан!
ные, свидетельствующие об удаленности бактери!
альных STPK от протеинкиназы Pim!1 человека.
Это важное обстоятельство открывает возможности
создания селективных ингибиторов бактериальных
STPK, гомологов Pim!1 (см. ниже). 
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АДЕНОЗИНСВЯЗЫВАЮЩИЙ КАРМАН 
У Pim@1 Homo sapiens И ЕГО ГОМОЛОГОВ 
ИЗ ВЫСШИХ ЭУКАРИОТ И АНАЛОГОВ 

У БАКТЕРИЙ

Согласно данным рентгеноструктурного анали!
за [18], в молекуле Pim!1 можно выделить две ча!
сти: N!концевую, состоящую из антипарал!
лельных β!слоев, и С!концевую, представлен!
ную α!спиралями (рис. 2а). Эти части соединены
петлей (“шарниром”, аминокислотные остатки
121–126) с общей для всех изоформ консенсусной
последовательностью ERPXPX (где Х – любой ами!
нокислотный остаток), уникальной для всех членов
семейства Pim (у Pim!1 это ERPEPV). Для анализа
свойств и создания эффективных ингибиторов го!
мологов Pim!1 [6, 7] наиболее важны область петли
и аденозинсвязывающий карман. На рис. 2б пред!
ставлена кристаллическая структура Pim!1 в ком!
плексе с ингибитором – флавоноидом кверцетаге!
тином [19]. Во взаимодействии с ингибитором
участвуют аминокислотные остатки АТР!связыва!
ющего кармана фермента. В данной кристалличе!
ской структуре это остаток Glu121 в петле, боковые
цепи высококонсервативных остатков – Lys67 и
Glu89 и остаток Arg122 (рис. 2б). 

Определены аминокислотные остатки каталити!
ческого домена, участвующие в связывании АТР
[20]. С использованием набора из 38 аминокислот!
ных остатков, способных взаимодействовать с кон!
курентными ингибиторами АТР, определен АТР!

связывающий карман протеинкиназ человека с из!
вестной трехмерной структурой [21]. Многие из
этих остатков консервативны, поэтому для пер!
вичной оценки использовали набор из девяти ами!
нокислотных остатков [22], которые участвуют в
связывании АТР и не являются инвариантными. В
таблице показаны различия в АТР!связывающем
сайте протеинкиназ семейства Pim у высших эука!
риот и бактериальных STPK. Именно в шарнир!
ной области аденозинсвязывающий карман Pim!1
значительно отличается от STPK бактерий (пози!
ции IV–VII).

У протеинкиназ высших эукариот наблюдается
сходство аминокислотных остатков в лигандсвязы!
вающих областях каталитических доменов. АТР!
связывающие карманы у Pim и STPK бактерий не!
сколько отличаются: из девяти рассматриваемых
аминокислотных остатков не совпадают от четырех
до шести (таблица). Эти различия объясняются ва!
риабельностью данной области, а также уникально!
стью шарнирной области у протеинкиназ семейства
Pim эукариот. По классификации протеинкиназ
человека (The Human Kinome) семейство Pim отно!
сится к группе кальмодулин!зависимых киназ (calm!
odulin kinase, CAMK). В кладу протеинкиназ Pim!1–
Pim!3 не входят представители других семейств. 

Наибольший интерес представляет сравнитель!
ное изучение структуры Pim!1 H. sapiens и ее гомо!
лога у Mus musculus, так как белок мыши служит мо!
дельным объектом в доклинических исследованиях

Pim!1 H. sapiens

pim!1 B. taurus

pim!1 C. familiaris

pim!1 R. norvegicus

pim!1 M. musculus

pim!1 D. rerio

Pim!3 H. sapiens

Pim!2 H. sapiens

STPK B. clausii

STPK S. epidermidis

PknB S. carnosus

Pk10 S. coelicolor

55

83

66

100

95

100

100

100

100

Рис. 1. Филогенетическое дерево протеинкиназы Pim!1 высших эукариот и наиболее близких по структуре бактериальных
STPK. Представлены Pim!1 эукариот (Homo sapiens, Bos taurus, Canis familiaris, Rattus norvegisus, Mus musculus, Danio rerio) и
Pim!подобные киназы прокариот (Streptomyces coelicolor, Bacillus clausii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus carnosus).
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лекарственных препаратов. В аденозинсвязываю!
щем кармане Pim!1 человека и мыши полностью
идентичны 38 аминокислотных остатков, выделен!
ных согласно [21].

РЕГУЛЯЦИЯ КАТАЛИТИЧЕСКОЙ 
ФУНКЦИИ Pim

В отличие от других STPK, в частности, от мито!
ген!активируемой протеинкиназы, протеинкиназ
А, B (Akt) и С, Pim!1 не нуждается в активации дру!
гими протеинкиназами. Анализ кристаллической
структуры Pim!1 показал, что фермент содержит

консервативный каталитический домен, но в нем
нет регуляторного домена. Это конститутивно ак!
тивная протеинкиназа, фосфорилирование кото!
рой способствует ее стабильности, но не является
необходимым для регуляции каталитической ак!
тивности [23]. Негативная регуляция стабильности
Pim фосфатазой 2А (РР2А) предполагает, что ауто!
фосфорилирование и/или фосфорилирование пока
не известными партнерами могут быть важными
регуляторами активности Pim [24].

Изучение специфичности аминокислотных
последовательностей субстратов Pim!1 показало,
что эта киназа предпочитает пептиды с мотивом

N!концевая доля

петлевая
область

С!концевая доля
а

Pro 125

Glu 124

Pro 123

Arg 122
Glu 121

Ile 185

Lys 67
Glu 89

б

Рис. 2. Кристаллическая структура Pim!1 в комплексе с кверцетагетином (PDB!код 2О64). a – Полноразмерная струк!
тура Pim!1. б – Комплекс Pim!1 с ингибитором в аденозинсвязывающем кармане. Отмечены аминокислоты, взаимодей!
ствующие с ингибитором, и некоторые аминокислоты аденозинсвязывающего кармана. Пунктирными линиями показаны
водородные связи между ингибитором и аминокислотами активного центра.

Сравнение аминокислотных остатков аденозинсвязывающего кармана Pim!1 высших эукариот и бактериальных СТПК

Организм
Позиции аминокислотных остатков

E
u

karyo
ta

I II III IV V VI VII VIII IX

Homo sapiens

Pim1 L V A S E P E L I

Pim2 L V A I E P L L I

Pim3 L V A I E P E L I

Bos taurus L V A S E P E L I

Canis familiaris L V A S E P E L I

Rattus norvegicus L V A S E P E L I

Mus musculus L V A S E P E L I

Danio rerio L V A R E P E L I

Streptomyces coelicolor L V A A T F I L I

P
ro

karyo
ta

Bacillus clausii I V A V M Y V L T

Staphylococcus epidermidis L V A V M Y I L F

Примечание. Выделены аминокислотные остатки, отличающиеся у Pim!1 эукариот и бактериальных СТПК.
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K/R3!X!S/T (где Х – аминокислотные остатки, со!
держащие основные группы или большие гидро!
фобные группы) [25]. В результате скрининга пеп!
тидных библиотек выявлена консенсусная последо!
вательность ARKRRRHPSGPPTA, которая с
низким сродством связывается с протеинкиназами
семейства Pim [26, 27]. Масс!спектрометрический
анализ pim!1 Xenopus laevis позволил идентифици!
ровать потенциальные сайты аутофосфорилирова!
ния – Ser190 и Thr205, консервативные в семей!
ствах Pim у изученных видов [28]. Правомерно
предположить, что аутофосфорилирование Pim!1
человека и ее гомологов у грызунов происходит
именно в этих сайтах.

ФУНКЦИИ Pim@1 В КЛЕТКАХ ЭУКАРИОТ

Регуляция клеточного цикла

Поиск субстратов Pim!1 позволил выявить бел!
ки!партнеры, важные для регуляции клеточного
цикла и выживания или гибели клеток. Так, суб!
стратами Pim!1 являются ядерный адапторный бе!
лок р100 – активатор фактора транскрипции с!Мyb
[29] и фактор транскрипции NFAT, участвующий в
передаче сигналов при активации Т!лимфоцитов
[30]. Проапоптотический белок Bad взаимодейству!
ет с Pim!1, что приводит к фосфорилированию
остатка Ser112 в белке Bad и его инактивации. Эти
данные указывают на важную роль Pim!1 в защите
клеток от гибели, так как инактивация Bad может
усиливать функцию антиапоптотического белка
Bcl!2 [31]. Противоапоптотическое действие Pim!1
подтверждено в нескольких независимых экспери!
ментальных системах [32]. 

Прямое участие Pim!1 в клеточном цикле под!
тверждается связыванием Pim!1 с фосфатазой
Сdc25A – позитивным регулятором фазы G1, в ре!
зультате чего Cdc25A подвергается фосфорилиро!
ванию [33], усиливается ее фосфатазная активность
и ускоряется переход клеток из фазы G1 в S. Кроме
того, Pim!1 фосфорилирует и инактивирует цик!
линзависимую протеинкиназу р21Waf, способствуя
переходу G1!S [34]. 

Функции Pim!1 в клеточном цикле не ограничи!
ваются регуляцией G1!S!перехода. Pim!1 фосфори!
лирует белок NuMA (nuclear mitotic apparatus pro!
tein), участвующий в организации веретена деления
[35]. Белки Tak1 и Cdc25C также служат субстрата!
ми Pim!1 [36]. Оба белка важны для перехода клеток
из фазы G2 в митоз. Tak1 функционирует как кина!
за, ингибирующая фосфатазу Cdc25C [37], которая,
в свою очередь, стимулирует переход G2!M. По!ви!
димому, Pim!1 может фосфорилировать оба белка,
инактивируя Tak1 и активируя Cdc25C. В обоих слу!
чаях стимулируется G2!М!переход.

РОЛЬ Pim@1 В ВЫЖИВАЕМОСТИ, 
ПРОЛИФЕРАЦИИ 

И ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ КЛЕТОК

Поскольку протеинкиназы семейства Pim игра!
ют существенную роль в выживаемости клеток и
фосфорилируют общие субстраты [38], не удиви!
тельно, что у мышей с нокаутом трех генов рim на!
блюдается выраженное уменьшение размеров тела
и дефекты передачи сигналов, сопровождающиеся
нарушением пролиферации Т!лимфоцитов [3].
Вместе с тем, такие мыши жизнеспособны и фер!
тильны. 

Выше сказано, что Pim!1 защищает клетки от
апоптоза [31, 32]; этот механизм способствует зло!
качественной трансформации клеток [39]. При
лимфомогенезе Pim!1 функционирует кооператив!
но с антиапоптотическим белком Bcl!2 [40] и инги!
битором апоптоза Gfi!1 [41]. Эти важнейшие во!
просы подробно рассмотрены в обзорах [6, 42].

Pim!1 регулирует дифференцировку клеток. По!
казана гиперэкспрессия мРНК Pim)1 в печени и се!
лезенке плода человека в ходе гемопоэза [43]. В от!
личие от этого у взрослых выявлена лишь незначи!
тельная экспрессия Рim)1 в циркулирующих
гранулоцитах. Эмбриоспецифичная экспрессия
Pim)1 свидетельствует об участии этой протеинки!
назы в нормальном созревании клеток крови и о
возможной связи Pim!1 с нарушениями гемопоэза
при лейкозах [43]. Уровень активности протеинки!
назы Pim!1 определяет размер ранних В!клеточных
компартментов в костном мозге. У мышей с дефи!
цитом рim!1 количество ранних В!клеток уменьша!
ется, а число зрелых В!клеток в костном мозге оста!
ется нормальным. При гиперэкспрессии рim)1 на!
блюдается противоположная картина – количество
ранних предшественников В!клеток возрастает, а
число зрелых В!клеток снижается [44]. Гиперэкс!
прессия рim)1 способствует образованию линий
ранних лимфоидных клеток, зависимых от факто!
ров роста, по!видимому, эти клоны элиминируются
при дифференцировке [44].

Значение семейства Pim при гемобластозах

Роль Pim!1 в неоплазиях системы крови выявле!
на при изучении вирусиндуцированных Т!лимфом
[1, 2]. Показано, что Pim!1 опосредует развитие В!
клеточной неходжкинской лимфомы (NHL) [45],
диффузной В!клеточной лимфомы [46], лимфомы
Беркитта [47] и мантийно!клеточной лимфомы
[48]. У трансгенных мышей, несущих ген pim!1 под
транскрипционным контролем энхансера генов
иммуноглобулинов, развивались Т!клеточные лим!
фомы, хотя и с низкой частотой (5–10%) и длитель!
ной латентностью (~7 мес) [49]. Онкогенный по!
тенциал pim)1 зависит от дозы гена [50]. У гомози!
готных трансгенных мышей Еμ)pim)1 частота
возникновения лимфом (40% в течение 1 года) вы!
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ше, чем у гетерозиготных (5–10% за этот же период
времени) [51]. Подобный дозозависимый эффект
отмечен и у мышей с генотипом pim)1–/–, более
устойчивых к MoMuLV!индуцированному лимфо!
могенезу, чем мыши с одним нефункционирующим
аллелем pim)1 [51]. 

Низкая частота возникновения и высокая ла!
тентность развития лимфом у pim)1!трансгенных
мышей указывают на то, что гиперэкспрессия pim)1
недостаточна для трансформации клеток. Однако,
если мыши Еμ)pim)1 подвергались воздействию ви!
русов, химических канцерогенов или ионизирую!
щего излучения, то развитие лимфом значительно
ускорялось [49] и в большинстве случаев коррели!
ровало с активацией одного из онкогенов семейства
myc. У мышей Еμ)myc в 35% MoMuLV!индуциро!
ванных опухолей выявлена инсерция провируса
около локуса pim)1 [45]. У всех битрансгенных мы!
шей myc/pim)1 отмечалось существенное ускорение
лимфомогенеза по сравнению с монотрансгенными
родительскими линиями [52]. В дальнейшем были
обнаружены онкогены tiam)1, gfi)1, frat)1 и runx)2,
продукты которых действуют кооперативно с pim!1
при лимфомогенезе [53–56]. Ускорение развития
опухолей наблюдалось и при обратном скрещива!
нии pim)1) и bcl)2)трансгенных мышей [57]. 

Pim!1 может усиливать активность фактора
транскрипции c!Myb, фосфорилируя его коактива!
тор р100 [29]. Как и Pim!1, с!Myb экспрессируется в
ходе гемопоэза и участвует в активации JAK в ответ
на многие цитокины [29]. Важно отметить, что в хо!
де канцерогенеза с!Myb и c!Myc действуют как
партнеры [58]. Таким образом, кооперативный эф!
фект Pim!1, c!Myc и с!Myb способствует формиро!
ванию и поддержанию трансформированных фе!
нотипов. 

Некоторые В!клеточные лимфопролифератив!
ные заболевания связаны с латентной инфекцией
вирусом Эпштейна!Барр (EBV) или c герпесвиру!
сом саркомы Капоши (KSHV). При инфицирова!
нии EBV первичных В!лимфоцитов возрастает уро!
вень мРНК Pim, а высокий уровень белка Pim спо!
собствует активации вирусного трансактиватора
EBNA2 [47]. В результате изучения киномной биб!
лиотеки установлено, что Pim!1 и Pim!3 – важней!
шие факторы реактивации латентной инфекции
KSHV [59].

Для NHL характерны хромосомные транслока!
ции, приводящие к нарушению экспрессии ряда
протоонкогенов. Как и гены вариабельной области
иммуноглобулинов при нормальном развитии В!
клеток, более 50% диффузных крупноклеточных
лимфом (DLBCL) содержат соматические гиперму!
тации, затрагивающие многие области генома,
включая протоонкогены с)Myc, RhoH, PAX5 и Pim)1
[60]. Обычно эти мутации локализуются в 5'!не!
транслируемой или в кодирующей области генов и
не зависят от хромосомных транслокаций. Некото!

рые соматические гипермутации, затрагивающие
Pim!1, обнаружены также в NHL из фолликулярных
клеток, HIV!ассоциированной NHL и мантийно!
клеточной лимфоме [60].

Мутации в гене, кодирующем рибосомный бе!
лок S19, обнаружены у ~25% больных анемией Дай!
монда!Блэкфана (Diamond!Blackfan, DBA). DBA –
врожденный синдром недостаточности функций
костного мозга, выражающийся в макроцитарной
анемии в первый год жизни и повышенной частоте
развития опухолей [61]. Возможное взаимодействие
с белком S19 и его фосфорилирование в рибосомах
протеинкиназой Pim!1 позволяют предположить,
что на размер эритроцитов влияет доза гена: эрит!
роциты мышей pim!/! более мелкие, чем у живот!
ных, у которых экспрессия экзогенного pim)1 нахо!
дилась под контролем энхансера гена иммуногло!
булина [62]. Хотя в белке S19 аминокислотные
остатки, фосфорилируемые Pim!1, и не картирова!
ны, большинство миссенс!мутаций затрагивают
область этого белка, обогащенную остатками сери!
на и треонина и служащую мишенью STPK [61].
Для выявления роли Pim!1 в возникновении DBA в
отсутствие мутаций в S19 проведен скрининг мута!
ций в гене Pim)1 у 99 больных DBA. Обнаружены
две миссенс!мутации – Pro311Thr (C/A) и Сys17Thr
(G/A) [62]. Эти мутации локализуются только в 5'! и
3'!концевых областях гена Pim)1, и их функцио!
нальные последствия изучаются.

Экспрессия C!X!C хемокинового рецептора 4
(CXCR!4) на поверхности опухолевых клеток мо!
жет рассматриваться как независимый прогности!
ческий маркер рецидива острого миелоидного лей!
коза (AML) [63]. Корреляция между гиперэкспрес!
сией Pim!1 и экспрессией CXCR!4 обнаружена в
бластных клетках больных AML. Обработка этих
клеток ex vivo низкомолекулярными ингибитора!
ми Pim снижала экспрессию CXCR!4 у четырех из
шести больных. Эти наблюдения позволили пред!
положить, что Pim!1 регулирует хоминг и мигра!
цию лейкозных клеток, модулируя экспрессию
CXCR!4 [64].

В бластных клетках больных AML наряду с Pim!1
активно экспрессируется и Pim!2 [65]. Недавно
Pim!2 (но не Pim!1) была идентифицирована как
протеинкиназа, фосфорилирующая 4Е!ВР1, что
приводит к mTOR!независимому контролю транс!
ляции в опухолевых клетках при AML. Вероятно,
ингибитор Pim!2 способен блокировать рапами!
цин!нечувствительную трансляцию онкобелков
[65]. Pim)2 также экспрессируется в предшествен!
никах В!лимфоцитов и участвует в регуляции го!
меостаза В!клеток [66]. Кроме того, гиперэкспрес!
сия Pim)2 ассоциирована с В!клеточными опухоля!
ми – хроническим лимфоидным лейкозом,
DLBCL, мантийно!клеточной лимфомой и множе!
ственной миеломой [67]. Способность Pim!2 под!
держивать выживаемость лимфоидных клеток за!
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висит, в частности, от активации ядерного фактора
NF!κB протеинкиназой Cot/Tpl2 [68]. 

БАКТЕРИАЛЬНАЯ ТЕСТ@СИСТЕМА 
ДЛЯ СКРИНИНГА ИНГИБИТОРОВ STPK

(НА ПРИМЕРЕ Pim@1)

Нами разработана тест!система [69], позволяю!
щая проводить недорогой скрининг десятков низ!
комолекулярных соединений на способность моду!
лировать активность STPK эукариотического типа у
бактерий и человека. Принцип тест!системы состо!
ит в следующем: чувствительность штаммов Strepto)
myces к аминогликозидным антибиотикам (напри!
мер, канамицину) опосредуется STPK, регулиру!
ющей аминогликозид!3'!фосфотрансферазу типа
VIII (aphVIII) – фермент, инактивирующий кана!
мицин [70]. Белок aphVIII содержит остаток
Ser146 – потенциальный сайт, фосфорилируемый
STPK S. lividans [71]. Фосфорилирование aphVIII по
этому сайту повышает устойчивость S. lividans к ка!
намицину [72]. В штамме S. lividans ТК24 иденти!
фицированы 32 гена STPK. По крайней мере одна
STPK – рkl!08 [73] (гомолог рk25 S. coelicolor) – спо!
собна фосфорилировать aphVIII. Выживание бак!
терий в присутствии канамицина – феномен, регу!
лируемый фосфорилированием aphVIII, – можно
использовать для тестирования способности хими!
ческих соединений подавлять активность протеин!
киназ, фосфорилирующих aphVIII. В отсутствие
ингибитора STPK aphVIII фосфорилирован, и бак!
терии устойчивы к относительно высокой концен!
трации канамицина. При добавлении ингибитора
STPK фосфорилирование aphVIII снижается или

отсутствует, и бактерии более чувствительны к ан!
тибиотику (рис. 3а). Канамицин и модулятор STPK
наносятся на бумажный диск в субингибирующих
концентрациях [73]. Тест!система валидирована с
использованием производных бис!индолилмалеи!
мида – известных ингибиторов STPK. Таким обра!
зом, тест!система позволяет проводить фенотипи!
ческий скрининг ингибиторов протеинкиназ путем
несложного измерения зоны лизиса бактерий.

Известно, что штаммы E. coli не содержат STPK
эукариотического типа. Это дает возможность
сконструировать клеточную систему для тестирова!
ния ингибиторов протеинкиназ, основанную на
фосфорилировании aphVIII. В такой системе сайт
фосфорилирования aphVIII может быть адаптиро!
ван к исследуемой протеинкиназе. Мы сконструи!
ровали бицистронный вектор на основе плазмиды
pET16b, который содержит фрагменты ДНК, коди!
рующие Pim!1 и aphVIII (рис. 3б). Сайт!направлен!
ный мутагенез в окружении остатка Ser146 aphVIII
позволяет оптимизировать этот сайт для наиболее
эффективного фосфорилирования протеинкина!
зой Pim!1. Чувствительность к канамицину штамма
E.coli/Pim!1+/aphVIII+, в котором экспрессируются
одновременно Pim)1 и aphVIII, зависит от фосфори!
лирования aphVIII протеинкиназой Pim!1. Скон!
струированный штамм можно использовать для пре!
скрининга низкомолекулярных соединений – пред!
полагаемых ингибиторов Pim!1. 

STPK семейства Pim регулируют важнейшие
биологические процессы – клеточный цикл, выжи!
вание, злокачественную трансформацию. В физио!
логических условиях сигнальные каскады с участи!
ем этих ферментов, самостоятельно или в коопера!

Сигнал

Протеинкиназа Pim!1

Фосфорилирование

Ингибитор
протеинкиназы

Нет фосфорилирования

Устойчивость
к канамицину

Чувствительность
к канамицинуа

aphVIII Ser146!1, KanR aphVIII Ser146!1, KanS

б

Ap

ori

lacl

rbs

RBS
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trxA
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EcoRI (7966) BamHI (320)

EcoRI (1265)

NdeI (1419)

NdeI (1764)

BamHI (1780)
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Рис. 3. Бактериальная тест!система E. coli aphVIII/Pim)1 для скрининга ингибиторов STPK. а – Принцип тест!системы:
фосфорилирование aphVIII по Ser146 посредством Pim!1 приводит к устойчивости штамма E. coli/ aphVIII+/Pim)1+ к кана!
мицину; добавление ингибитора STPK препятствует фосфорилированию aphVIII и снижает устойчивость к канами!
цину. б – Экспрессионный вектор PET16b, объединяющий фрагменты генов Pim)1 и aphVIII.

pET16b: aphVIII/pim)1
7967 п.н.
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ции с другими путями передачи внутриклеточных
сигналов, могут рассматриваться как “анаболиче!
ские”. Они активируют пролиферацию и снижают
долю гибнущих клеток, способствуя морфо! и гисто!
генезу. При озлокачествлении клеток эти функции
протеинкиназ семейства Pim приобретают клиниче!
ски неблагоприятное значение, и борьба с опухолью
требует подавления Pim!зависимого фосфорилиро!
вания. Подобная стратегия проходит испытания при
гемобластозах и некоторых сóлидных опухолях [6, 7].
Роль аналогов этих протеинкиназ у прокариот изу!
чена недостаточно. Недавние исследования пока!
зывают, что эпигенетические механизмы, в частно!
сти, фосфорилирование посредством STPK эукари!
отического типа, важны для регуляции устойчивости
бактерий к стрессовым воздействиям, формирова!
ния микробных сообществ, вирулентности и др. [73].
Следовательно, актуальным становится создание
ингибиторов протеинкиназ семейства Pim, эффек!
тивных при онкологических и инфекционных забо!
леваниях. Анализ структуры белков Pim у отдельных
видов позволяет полагать, что эта задача может быть
решена с использованием особенностей строения
киназ!мишеней и широкомасштабных испытаний
библиотек соединений разных химических классов. 

Работа поддержана программой Президиума
Российской академии наук “Фундаментальные на!
уки – медицине” (проект “Конструирование тест!
системы и скрининг ингибиторов серин!треонино!
вой протеинкиназы Streptomyces Pk17 – модулято!
ров программированной гибели актинобактерий”).
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