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Введение. Глиобластома - наиболее агрессивная опухоль головного мозга. Одним из
механизмов, позволяющих глиобластоме развивать резистентность к терапии, является
альтернативный сплайсинг пре-мРНК [2], регулируемый фосфорилированием SRSF бел-
ков сплайсосомы. К основным киназам сплайсосомных белков относят белки семейств
DYRK и Clk [3]. Нашими коллегами получен новый низкомолекулярный ингибитор этих
ферментов - FG1059 [1]. Исследование действия указанного соединения на клетки глиоб-
ластомы стало целью данной работы.

Материалы и методы. Первичные культуры глиом получали из биоптатов пациен-
тов. Пролиферацию и жизнеспособность клеток определяли с помощью реагента AlamarBlue.
Уровень апоптоза определяли с помощью проточной цитофлуорометрии, окрашивая клет-
ки набором CellEvent Caspase-3/7 Green. Первичную оценку эффекта FG1059 на сплайсинг
РНК проводили с помощью RT-PCR и последующего электрофореза. Для полного анали-
за изменений сплайсинга было проведено секвенирование РНК клеток спустя 6 и 24 часа
культивации с FG1059. Для исследования влияния FG1059 на локализацию SRSF клетки
трансфецировали плазмидами, кодирующими флуоресцентно меченные белки SRSF1-4.
Для изучения профиля фосфорилирования белков использовали фосфопротеомный ана-
лиз (LC-MS/MS с обогащением фосфопептидами на колонке с TiO2) спустя 3, 6 и 12 часов
после добавления FG1059.

Результаты. Показано, что FG1059 обладает значительно меньшей IC50, чем у темо-
золамида и цисплатина, а также что FG1059 усиливает эффект пладиенолида Б и темозо-
ламида. Транскриптомный анализ показал, что FG1059 вызывает выраженные изменения
сплайсинга пре-мРНК, сопровождаемое перераспределением SRSF белков с ядерного на
цитоплазматическое, что указывает на гипофосфорилирование этих белков. Фосфопро-
теомные данные продемонстрировали снижение фосфорилирования белков регуляторов
сплайсинга через 3 часа инкубации с FG1059, а при более длительной инкубации снижа-
ется фосфорилирование белков сигнальных каскадов и регуляторов клеточного цикла.

Выводы. Ингибитор протеинкиназ Clk FG1059 нарушает сплайсинг РНК и вызывает
гибель нейросфер глиобластомы значительно более эффективно, чем стандартные препа-
раты цисплатин и темозоламид. Эти результаты указывают на потенциальную возмож-
ность использования ингибиторов Clk для терапии глиобластомы.
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