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РЕФЕРАТ
Актуальность и цели. Химерная тирозинкиназа Bcr-Abl 
вызывает злокачественную трансформацию миелоидных 
клеток посредством фосфорилирования ряда субстратов, 
важнейшим из которых является адаптерный белок CrkL. 
Фармакологическое ингибирование Bcr-Abl-зависимого 
сигналинга (передача сигнала) — основной современ-
ный подход в лечении больных хроническим миелоидным 
лейкозом. В результате молекулярного моделирования 
создан новый селективный ингибитор Bcr-Abl (PF-114). 
В работе определена цитотоксичность PF-114 для клеток 
хронического миелоидного лейкоза и изучено его влия-
ние на фосфорилирование CrkL.
Методы. Цитотоксичность определяли с помощью МТТ-
теста. Суммарный внутриклеточный пул CrkL (фосфори-
лированная и нефосфорилированная формы) определя-
ли методом проточной цитофлюориметрии.
Результаты. Инкубация Bcr-Abl-положительных клеток 
(линия K562) с PF-114 приводила к отмене фосфорили-
рования CrkL и гибели клеток. Фосфорилирование CrkL в 
Bcr-Abl-негативных линиях лейкозных клеток (HL60, U937 
и Jurkat) не выявлено.
Заключение. Отсутствие фосфорилирования CrkL в Bcr-
Abl-негативных линиях (HL60, U937 и Jurkat) и гибель кле-
ток HL60 при действии концентраций PF-114, значительно 
превышающих требуемые для гибели линии K562, под-
тверждают перспективность создания лекарственного 
препарата для терапии хронического миелоидного лейко-
за на основе PF-114.

Ключевые слова: хронический миелоидный лейкоз, 
тирозинкиназа Bcr-Abl, фосфорилирование белков, 
проточная цитофлюориметрия, цитотоксичность.
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ABSTRACT
Background & Aims. The chimeric tyrosine kinase Bcr-
Abl triggers malignant transformation of myeloid cells via 
phosphorylation of a number of substrates including the 
CrkL adaptor protein. Pharmacological inhibition of Bcr-Abl 
mediated signaling is a major strategy in treatment of pa-
tients with chronic myeloid leukemia (CML). A new specific 
Bcr-Abl inhibitor (PF-114) was designed using a molecular 
modeling approach. The paper defines the cytotoxicity of 
PF-114 against CML cells and its effect on the CrkL phos-
phorylation.
Methods. The cytotoxicity was determined using the MTT 
assay. The total intracellular CrKL pool (phosphorylated and 
non-phosphorylated forms) was determined by means of flow 
cytometry.
Results. Exposure of Bcr-Abl-positive, K562 cell line to PF-
114 blocked intracellular CrkL phosphorylation and caused 
cell death. In contrast, virtually no phosphorylated CrkL was 
detectable in Bcr-Abl-negative HL60, U937 and Jurkat leuke-
mia cell lines.
Conclusion. Absence of CrkL phosphorylation in Bcr-Abl-
negative cells (HL60, U937 and Jurkat) and death of HL60 
cells under the effect of PF-114 at concentrations exceeding 
those required to kill K562 cells supports the emergence of 
PF-114 as a promising drug candidate for CML.

Keywords: chronic myeloid leukemia, Bcr-Abl tyrosine 
kinase, protein phosphorylation, flow cytometry, cyto-
toxicity.
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ВВЕДЕНИЕ

Хронический миелоидный лейкоз (ХМЛ) — клональное 
миелопролиферативное заболевание, характеризую-
щееся наличием Ph-хромосомы, несущей химерный ген 
Bcr-Abl. Этот ген образуется в результате транслокации 
(9;22)(q34;q11) в стволовых кроветворных клетках [1]. 
В нормальных клетках тирозинкиназа Abl (Abelson murine 
leukemia viral oncogene homolog 1) участвует в регуляции 
пролиферации, выживания, адгезии, миграции клеток, 
а также опосредует ответ на генотоксический стресс 
[2, 3]. Функции белка Bcr (Breakpoint cluster region) в 
нормальных клетках не вполне ясны. В структуре Bcr 
выявлены фрагменты, важные для патогенеза ХМЛ [4]. 
В химерном белке Abl постоянно аутофосфорилирована, 
что приводит к активации сигнальных каскадов через 
адаптерные белки Grb2 и CrkL [5] (рис. 1). Фосфорили-
рование CrkL (Crk-like) по остатку тирозина в положении 
207 обнаружено при ХМЛ и не выявлено в нормальных 
нейтрофилах [6]. Это событие — раннее и важное звено 
в передаче сигналов в клетках с Bcr-Abl. Фосфорили-
рование CrkL активирует нижележащие сигнальные 
молекулы, что вызывает передачу пролиферативных 
сигналов (см. рис. 1). Активация этих каскадов, а также 
ограничение апоптотического сигналинга (передача сиг-
нала) позволяют Bcr-Abl-позитивным клеткам выживать 
и пролиферировать независимо от регуляции факторами 
роста.

Фармакологическое ингибирование Bcr-Abl — 
основной современный подход в лечении больных 
ХМЛ, а снижение доли фосфорилированного CrkL в 
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Рис. 1. Пути передачи сигналов в Bcr-Abl-позитивных клетках 
(цит. по [7])

Fig. 1. Signal transmission pathways in Bcr-Abl-positive cells (cited 
according to [7])

клетках может служить маркером ответа на действие 
ингибиторов Bcr-Abl [8]. Ингибитор Bcr-Abl первого по-
коления, иматиниб, эффективен при отсутствии мутаций 
в Bcr-Abl [9]. Появление вторичных мутаций в киназном 
домене Abl приводит к резистентности к иматинибу, что 
требует использования препаратов второго поколения: 
дазатиниба, нилотиниба или босутиниба [10]. Тем не 
менее мутации в Abl, в частности самая распростра-
ненная T315I, обу словливают устойчивость опухолевых 
клеток и к препаратам второго поколения. Единственный 
одобренный в настоящее время препарат, эффективный 
при ХМЛ с мутацией T315I, — понатиниб, ингибитор 
Bcr-Abl треть его поколения [11]. Однако вследствие не-
достаточно высокой селективности понатиниба профиль 
его безопасности неоптимален. Недавно разработанный 
нами ингибитор Bcr-Abl третьего поколения PF-114 
(рис. 2) в доклинических исследованиях показал эф-
фективность при ХМЛ с мутацией T315I и существенно 
более селективное ингибирование протеинкиназ, а 
также безопасность [12].

В настоящей работе исследованы важные свойства 
PF-114 как прототипа лекарственного препарата: ци-
тотоксичность для Bcr-Abl-позитивных и -негативных 
клеток, а также ингибирование киназной активности 
Bcr-Abl в линии клеток ХМЛ по снижению фосфорили-
рования белка CrkL.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

PF-114 растворяли в диметилсульфоксиде до конечной 
концентрации 10 ммоль/л и хранили при температуре 

Рис. 2. Структура PF-114

Fig. 2. Structure of PF-114
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–20 °С. В день эксперимента готовили водные растворы 
для внесения в культуру клеток. Реагенты приобретены в 
компании Sigma (США), кроме особо оговоренных слу-
чаев. Цитотоксичность PF-114 определяли в МТТ-тесте. 
Клетки линий K562 (ХМЛ) и HL60 (острый промиелоци-
тарный лейкоз) вносили в 96-луночные планшеты (Costar, 
США) в концентрации 5 × 103 в 190 мкл культуральной 
среды RPMI-1640 с добавлением 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (HyClone, Австрия), 2 ммоль/л 
L-глутамина и 5% раствора пенициллин-стрептомицина 
(«ПанЭко», Россия). В лунки вносили PF-114 до ко-
нечных концентраций 0,01–12,5 нмоль/л. Каждую кон-
центрацию тестировали трижды. Клетки инкубировали 
при 37 °С и 5% СО2 в течение 72 ч. По окончании инку-
бации в лунки вносили 20 мкл водного раствора бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди фенилтетразолия 
(МТТ) и инкубировали 2 ч. О жизне способности клеток 
судили по цветной реакции, развивающейся при восста-
новлении МТТ в формазан. Окраску регистрировали на 
спектрофотометре (Bio-Rad Benchmark Plus, США) при 
длине волны возбуждения 570 нм. При вычислении про-
цента выживших клеток при той или иной концентрации 
PF-114 оптическую плотность в лунках, где клетки инку-
бированы в отсутствие PF-114, принимали за 100 %.

Суммарный внутриклеточный пул CrkL (фосфорили-
рованная и нефосфорилированная формы) определяли 
методом проточной цитофлюориметрии [13]. Клетки линии 
K562 инкубировали в течение 2 ч при температуре 37 °С в 
отсутствие (контроль) или в присутствии PF-114 (концен-
трации указаны на рис. 3), фиксировали 2% параформаль-
дегидом (10 мин, 37 °С), дважды отмывали однократным 
фосфатно-солевым буфером и помещали на лед. Клетки 
пермеабилизировали (делали проницаемыми) 30 мин 
метанолом, отмывали в том же буфере с добавлением 1% 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и ресуспендиро-
вали в 100 мкл 10% сыворотки крови человека (30 мин, 

4 °С) для предотвращения неспецифического связывания 
антител с клетками. Затем клетки центрифугировали 
(5 мин, 5000 об./мин), к осадку добавляли кроличьи 
антитела к нефосфорилированному CrkL (SantaCruz, 
США; 1:50) и мышиные антитела к фосфорилированному 
CrkL, конъюгированные с фикоэритрином (ФЭ) (BD 
Biosciences, США; 1:5). Клетки инкубировали в течение 
30 мин при комнатной температуре и отмывали от несвя-
завшихся антител. К осадку добавляли вторичные антитела 
к иммуноглобулинам кролика, меченные AlexaFluor488 
(Invitrogen, США; 1:1000) в буфере c 1% БСА, инкуби-
ровали 30 мин при комнатной температуре, отмывали и 
анализировали в проточном цитофлюориметре FACSCanto 
II (Becton Dickinson, США). Все процедуры с антителами 
(инкубации, отмывка) проводили в буфере c 1% БСА. Для 
каждого образца накапливали 20 000 флюоресцентных 
«событий». Указанные условия экспериментов соот-
ветствовали рекомендациям производителей антител и 
оптимизированы нами. По этой же методике определяли 
общий и фосфорилированный СrkL в линиях Bcr-Abl-
негативных лейкозов: HL60, U937 (монобластный) и 
Jurkat (Т-лимфобластный). Обработка результатов осу-
ществлялась в программе FacsDiva (BD, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Соединение PF-114 высокоактивно в отношении Bcr-Abl-
позитивных клеток. Гибель клеток линии K562 отмечена 
при действии наномолярных или даже субнаномолярных 
концентраций PF-114. Диапазон концентраций, вызыва-
ющих гибель 50 % клеток (IC50), составил 0,4–6 нмоль/л 
(по результатам 5 экспериментов). Изучение зависимости 
гибели клеток от времени инкубации с PF-114 показало, 
что цитотоксический эффект развивается относительно 
медленно. На рис. 3 представлены результаты типичного 
эксперимента, показывающие, что и через 72 ч инкубации 
сохраняется около 30 % жизнеспособных (метаболизи-
рующих МТТ) клеток. Гибель всей клеточной популяции 
наступает через 4–5 дней; этому предшествует задержка 
клеточного цикла.

Клетки Bcr-Abl-негативного лейкоза (линия HL60) 
выживали при действии значительно более высоких 
концентраций PF-114 (см. рис. 3), что свидетельствует о 
высокой специфичности соединения к основной внутри-
клеточной мишени — тирозинкиназе Bcr-Abl.

Для ответа на вопрос о связи цитотоксичности PF-
114 с его способностью ингибировать фосфорилирование 
CrkL клетки линии K562 инкубировали с PF-114 в течение 
2 ч и исследовали долю клеток, несущих фосфо-CrkL, по 
отношению к общему пулу белка. Результаты проточной 
цитофлюориметрии показали, что относительное со-
держание клеток с фосфо-CrkL снижалось с увеличением 
концентрации соединения. В необработанных клетках 
выявлено 92 % фосфо-CrkL-позитивных клеток (рис. 4, 
А, правый верхний квадрант). При действии 10 нмоль/л 
PF-114 количество таких клеток почти не изменилось. 
Существенное снижение отмечено только при более 
высоких концентрациях PF-114: 30 нмоль/л — до 32 %, 
100 нмоль/л — до 4 %. В линиях HL60, U937 и Jurkat 
фосфо-CrkL-позитивные клетки не выявлены, т. е. в 
Bcr-Abl-негативных линиях белок CrkL нефосфори-
лирован. Таким образом, для определения активности 
новых ингибиторов химерной тирозинкиназы указанная 
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Fig. 3. Survival of K562 cell lines (chronic myeloid leukemia) and HL60 
(acute promyelocytic leukemia) under exposure to lg nmol PF-114. 
Each value in the plots represents a mean of three independent mea-
surements with ≤ 10 % error
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тест-система пригодна, т. к. специфична только для Bcr-
Abl-позитивных клеток и адекватна для количественной 
характеристики функцио нальной активности Bcr-Abl.

Сопоставление экспериментальных условий 
реали зации гибели Bcr-Abl-позитивных клеток и ин-
гибирования в них фосфорилирования CrkL важно для 
установления механизмов противоопухолевого действия 
PF-114. Если гибель клеток K562 развивается в течение 
нескольких суток, то для ингибирования Bcr-Abl-
опосредованного фосфорилирования CrkL достаточно 
относительно кратковременного (2 ч) воздействия. Цито-
токсический эффект проявляется при более низких кон-
центрациях PF-114, чем требуемые для ингибирования 
фосфорилирования CrkL. Действительно, снижение доли 
клеток с фосфо-CrkL наб людается при использовании 
высоких (сверхлетальных) концентраций PF-114. Даже 
10 нмоль/л — концентрация, превышающая IC50 (см. 
рис. 3), оказалась недостаточной для ингибирования Bcr-
Abl-зависимого фосфорилирования в использованных 
нами экспериментальных условиях. Вероятно, для до-
стижения гибели клеток необязательно блокирование 

фосфорилирования именно белка CrkL. Кроме CrkL 
другие белки-партнеры Bcr-Abl (см. рис. 1) могут при-
нимать участие в индукции и реализации цитотоксичности 
PF-114. Ресурс www.kinasource.co.uk [14] приводит пере-
чень из 18 белков, фосфорилируемых химерной тирозин-
киназой, среди которых каспаза 9, РНК-полимераза II, 
ДНК-зависимая протеинкиназа, протеинкиназа D и др. 
Требуется установить роль LASP1 (LIM and SH3 domain 
protein) — белка, ассоциированного с цитоскелетом и 
фосфорилируемого Bcr-Abl [15, 16]. Интересна и воз-
можность ингибирования аутофосфорилирования самой 
тирозинкиназы, показанная для иматиниба [17]: в этом 
случае прерываются разные Bcr-Abl-зависимые сиг-
нальные пути.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для установления связи механизмов цитотоксичности 
PF-114 с ингибированием фосфорилирования белков-
партнеров требуется детальное исследование зависимости 
указанных феноменов от концентрации соединения и вре-

Рис. 4. Снижение фосфорилирования CrkL при увеличении концентрации PF-
114. (А) Гистограммы распределения флюоресцентных «событий» (типичный 
эксперимент). (Б) Доля CrkL-позитивных клеток (данные 3 экспериментов; 
средние величины  средние квадратичные отклонения). Фикоэритрин (ФЭ) и 
AlexaFluor488 — флюоресцентные красители. Их химически конъюгируют к пер-
вичным или вторичным антителам для многоцветной детекции белков в проточ-
ной цитофлюориметрии либо иммуноцито(гисто)химии. Концентрация PF-114 в 
нмоль/л (0, 10, 30, 100) указана не на оси Х, а под отдельными квадратами. 
На осях Х и Y — флюоресценция клеток в детекторах прибора, определяющих 
свечение ФЭ (ось Х) или AlexaFluor488 (ось Y). Единицы измерения для ФЭ и 
AlexaFluor488 — так называемые каналы флюоресценции, т. е. условные ве-
личины яркости (или интенсивности флюоресценции). Эти величины отражают 
количество клеток, присоединивших то или иное антитело с флюоресцентным 
красителем. Яркость клеток пропорциональна количеству присоединенного ан-
титела с соответствующим красителем и определяется положением светящихся 
клеток относительно осей координат (на панели А — «облака» зеленого цвета)

Fig. 4. Decreased CrkL phosphorylation with increased PF-114 concentration. (А) His-
tograms of distribution of fluorescent events (typical experiment). (Б) Portion of CrkL-
positive cells (data from 3 experiments; mean values  standard deviations). Phycoery-
thrin (ФЭ) and AlexaFluor488 are fluorescent dye. They are conjugated chemically to 
primary and secondary antibodies for multicolored protein detection in flow cytometry or 
immunocyto(histo)chemistry. The PF-114 concentrations (in nmol/l; 0, 10, 30, 100) are 
indicated not on the X axis, but under individual squares. Х and Y axes: fluorescence of 
cells in instrument detectors demonstrating luminescence of ФЭ (Х axis) or AlexaFluor488 
(Y axis). Measuring units for ФЭ and AlexaFluor488: so called fluorescent channels, i.e. 
conditional brightness values (or fluorescence intensity). These values reflect the number 
of cells which have attached this or that antibody with the fluorescent dye. Cell brightness 
is proportional to the amount of attached antibody with a corresponding stain and is deter-
mined by the location of fluorescent cells relative to the axis (on А panel: green 'clouds')
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мени воздействия. Важно, что высокая специфичность к 
внутриклеточной мишени, преимущественная цитотоксич-
ность для клеток ХМЛ, способность подавлять функцию 
химерной тирозинкиназы как результат клинически важной 
мутации, а также благоприятные фармакологические 
свойства [12] обусловливают перспективность нового пре-
парата для лечения ХМЛ на основе соединения PF-114.
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