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Èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê êîæè ìûøåé ê îáëó÷åíèþ ÓÔ òèïà Â ïîñëå...

Óëüòðàôèîëåòîâîå (ÓÔ) îáëó÷åíèå âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò ïðèâåñòè ê ãèáåëè
èëè ñòàðåíèþ êëåòêè, à òàêæå ê ðàçâèòèþ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé. Âàæíóþ ðîëü â óñòîé÷èâîñòè êëå-
òîê ê îáëó÷åíèþ ÓÔ èãðàþò ñèñòåìû ãåíîâ-ó÷àñòíèêîâ îòâåòà íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, à òàêæå èõ ðåãóëÿ-
òîðû. Îäíèì èç òàêèõ ðåãóëÿòîðîâ ÿâëÿåòñÿ ôîñôàòàçà Wip1, êîòîðàÿ âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ ñèãíàëü-
íûõ êàñêàäîâ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ïðè îíêîãåííîì ñòðåññå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åí îòâåò
íà îáëó÷åíèå ÓÔ ïîäòèïà Â (ÓÔ-Â) êëåòîê äèêîãî òèïà è êëåòîê ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1,
èìåþùèõ ýïèäåðìàëüíîå è ìåçåíõèìíîå ïðîèñõîæäåíèå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êåðàòèíîöèòû è ôèáðîá-
ëàñòû ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê îáëó÷åíèþ ÓÔ-Â, ÷åì êëåòêè äèêîãî
òèïà. Êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà H2A-X (ìàðêåðà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è
ìèøåíè Wip1) áûëî çíà÷èòåëüíî áîëüøå â êåðàòèíîöèòàõ Wip1–/– êàê äî, òàê è ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÓÔ-Â.
Ó êåðàòèíîöèòîâ ñ íîêàóòîì ïî ãåíó Wip1 íàáëþäàëè 2-êðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîé ôîð-
ìû êàñïàçû 3 ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè äèêîãî òèïà. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå ôîñôàòàçû Wip1 ïîâû-
øàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü êîæè ìûøåé è êëåòîê, âûäåëåííûõ èç êîæè, ê îáëó÷åíèþ ÓÔ-Â.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÓÔ-îáëó÷åíèå, Wip1-íîêàóòû ìûøè, êåðàòèíîöèòû, ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîá-
ëàñòû, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÓÔ-îáëó÷åíèå — óëüòðàôèîëåòîâîå îáëó÷åíèå.

Óëüòðàôèîëåòîâîå (ÓÔ) èçëó÷åíèå, øèðîêî ðàñïðî-
ñòðàíåííîå êàê â ïðèðîäå (íàïðèìåð, ñîëíå÷íûé ñâåò),
òàê è â òåõíîãåííîé ñôåðå (íàïðèìåð, áàêòåðèöèäíûå
ëàìïû), ìîæåò âûçûâàòü çíà÷èòåëüíûå ïîâðåæäåíèÿ â
êëåòêàõ è òêàíÿõ. Ó ÷åëîâåêà, êàê è ó äðóãèõ ìëåêîïèòà-
þùèõ, â ïåðâóþ î÷åðåäü âàæíû ïîâðåæäåíèÿ êîæíûõ ïî-
êðîâîâ, êîòîðûå ñî âðåìåíåì è â çàâèñèìîñòè îò ðàñîâûõ
ðàçëè÷èé ìîãóò ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâåíèþ äîáðîêà÷å-
ñòâåííûõ è çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé êîæè (Leiter, Gar-
be, 2008; Polefka et al., 2012). Ðàçëè÷àþò íåñêîëüêî ïîä-
òèïîâ ÓÔ-èçëó÷åíèÿ â çàâèñèìîñòè îò çîíû ñïåêòðà:
äëèííîâîëíîâîå (ÓÔ-À, 315—400 íì), ñðåäíåâîëíîâîå
(ÓÔ-B, 280—315 íì) è êîðîòêîâîëíîâîå (ÓÔ-Ñ, 100—
280 íì). ÓÔ-Ñ âûçûâàåò íàèáîëüøèå ïîâðåæäåíèÿ â òêà-
íÿõ, îäíàêî îíî çàäåðæèâàåòñÿ àòìîñôåðîé Çåìëè, íå äî-
õîäÿ äî çåìíîé ïîâåðõíîñòè. Îñíîâíûì êîìïîíåíòîì
ñîëíå÷íîãî ñâåòà ÿâëÿåòñÿ ÓÔ-À, âûçûâàþùåå ìèíèìà-
ëüíûå ïîâðåæäåíèÿ â îðãàíàõ è òêàíÿõ. ÓÔ-B, çàäåðæè-
âàÿñü ÷àñòè÷íî àòìîñôåðîé, ìåíüøå ïðåäñòàâëåíî â ñîë-
íå÷íîì ñâåòå, äîñòèãàþùåì ïîâåðõíîñòè Çåìëè, ÷åì
ÓÔ-À, íî ïðè ýòîì ÿâëÿåòñÿ ñèëüíûì êàíöåðîãåíîì, ñïî-
ñîáíûì âûçûâàòü ñåðüåçíûå ïîâðåæäåíèÿ ìîëåêóë ÄÍÊ.
Íåïîñðåäñòâåííîå ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ îáëó÷åíèåì ÓÔ-B
ìîæåò ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâåíèþ ìóòàöèé, ïðèâî-
äÿùèõ, â ÷àñòíîñòè, ê îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê êîæíîãî ïîêðîâà è íåêîòîðûõ äðóãèõ òêàíåé (Budden,

Bowden, 2013). Îãðîìíîå çíà÷åíèå â ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèé, âûçâàííûõ ÓÔ, è â ïðåäîòâðàùå-
íèè çëîêà÷åñòâåííûõ ïåðåðîæäåíèé êëåòîê èãðàþò
ñèñòåìû ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îòâåòå íà ïîâðåæäåíèå
ÄÍÊ, è îïóõîëåâûå ñóïðåññîðû, òàêèå êàê ð53. Êðîìå
òîãî, î÷åíü âàæíà ïðàâèëüíàÿ ðåãóëÿöèÿ ðàáîòû ýòèõ áåë-
êîâ (Zhou, Elledge, 2000; Marechal, Zou, 2013; Menon, Po-
virk, 2014).

Îäíèì èç òàêèõ ðåãóëÿòîðîâ ÿâëÿåòñÿ ñåðèí-òðåîíè-
íîâàÿ ôîñôàòàçà Wip1 ñî ñâîéñòâàìè îíêîãåíà, êîäèðóå-
ìàÿ ãåíîì Ppm1d è ÿâëÿþùàÿñÿ òðàíñêðèïöèîííîé ìè-
øåíüþ ð53 (Lu et al., 2008). Â ñîñòîÿíèè ñòðåññà, íàïðè-
ìåð ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ, çàïóñêàåòñÿ ÷åðåäà ðåàêöèé,
íàïðàâëåííûõ íà àêòèâàöèþ ð53, êîîðäèíèðóþùåãî ðà-
áîòó ðàçëè÷íûõ ñèñòåì îòâåòà íà ñòðåññ, âêëþ÷àÿ ñòèìó-
ëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíà ôîñôàòàçû Wip1. Wip1 ïîñðåäñò-
âîì äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñàéòîâ àêòèâàöèè íà ìîëåêó-
ëàõ-ó÷àñòíèêàõ êàñêàäíîãî îòâåòà íà ñòðåññ ñíèæàåò
àêòèâíîñòü p53 è òåì ñàìûì ïåðåêëþ÷àåò ìîëåêóëÿðíûå
ñèñòåìû êëåòêè èç ñòðåññîâîãî ñîñòîÿíèÿ â ñîñòîÿíèå ïî-
êîÿ. Òàê êàê ñèñòåìà îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ òåñíî
ñîïðÿæåíà ñ ñèñòåìàìè ïîäàâëåíèÿ îïóõîëåâîãî ðîñòà, à
ýëåìåíòû ýòîé ñèñòåìû ÷ðåçâû÷àéíî âàæíû äëÿ ýôôåê-
òèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ïðîòèâîðàêîâûõ õèìèîòåðàïåâòè-
÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, Wip1 ìîæåò ÿâëÿòüñÿ íåãàòèâíûì ðå-
ãóëÿòîðîì îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ è ìîäóëÿòîðîì îïó-
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õîëåâîãî îòâåòà íà ïðîòèâîðàêîâóþ òåðàïèþ (Lu et al.,
2005; Fujimoto et al., 2006). Áûëà ïîêàçàíà ïðîîïóõîëåâàÿ
ðîëü Wip1 â ðàçâèòèè ðàêà ãðóäè, ëèìôîèäíîé ñèñòåìû è
êèøå÷íèêà (Bulavin et al., 2004; Harrison et al., 2004).
Â ÷àñòíîñòè, áûëî çàìå÷åíî, ÷òî â îïóõîëÿõ êèøå÷íèêà
Wip1 äåéñòâóåò ãëàâíûì îáðàçîì íà óðîâíå ñòâîëîâûõ
êëåòîê êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ. Wip1 íàêàïëèâàåòñÿ â ñòâî-
ëîâûõ êëåòêàõ êèøå÷íîãî ýïèòåëèÿ, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ áîëåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ ð53-êàñêàäà â ýòèõ
êëåòêàõ. Ãåíåòè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè, íàïðàâëåííûå íà
óäàëåíèå ãåíà ôîñôàòàçû Wip1, ïðåïÿòñòâóþò ïðåâðàùå-
íèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ðàêîâûå êëåòêè ïîñðåäñòâîì
ñíèæåíèÿ ïîðîãà çàïóñêà ïðîãðàììû àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè êëåòîê ïðè îíêîãåííîì ñòðåññå, âûçâàííîì äåðåãó-
ëÿöèåé îíêîãåíà áåòà-êàòåíèíà. Òàêèì îáðàçîì, ìûøè ñ
äåëåöèåé Wip1 áîëåå óñòîé÷èâû ê âîçíèêíîâåíèþ îïóõî-
ëåé â ìîäåëè êèøå÷íîãî ïîëèïîçà, âûçâàííîãî ìóòàöèåé
â ãåíå îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà APC (Demidov et al.,
2007). Â öåëîì ýêñïðåññèÿ Wip1 è åå ðîëü â êîæíîé òêàíè
â ïîääåðæàíèè ãîìåîñòàçà è ïðè ñòðåññîðíûõ âîçäåéñò-
âèÿõ ïîêà íåäîñòàòî÷íî èññëåäîâàíà.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå âëè-
ÿíèÿ íîêàóòà ãåíà ôîñôàòàçû Wip1íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê êîæè in vitro è in vivo ê îáëó÷åíèþ ÓÔ-Â.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì û ø è. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ìûøè ëèíèè c57Bl/6
äèêîãî òèïà (Wip1+/+) è ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû
Wip1 Ppm1d (Wip1–/–). Ìûøåé ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ
ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ (22 °Ñ, 12-÷àñîâîé ñâåòîâîé ïå-
ðèîä). Îíè èìåëè íåîãðàíè÷åííûé äîñòóï ê ïèòàíèþ è
âîäå.

Ê å ð à ò è í î ö è ò û ï î ë ó ÷ à ë è è ç ê î æ è í î â î -
ð î æ ä å í í û õ ìûøàò äèêîãî òèïà è ìûøàò ñ íîêàóòîì
ïî Ppm1d. Âûäåëåíèå ïðîâîäèëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó
ïðîòîêîëó Ðåéíâàëüäà (Rheinwald, 1980; Ñïè÷êèíà è äð.,
2006). Ñ íîâîðîæäåííûõ ìûøàò ñíèìàëè øêóðêè, ïîìå-
ùàëè øêóðêè â ñìåñü 0.5%-íîé äèñïàçû II (Sigma, ÑØÀ)
è 0.2%-íîé êîëëàãåíàçû I (Gibco, Life Technologies,
ÑØÀ) äåðìîé âíèç è èíêóáèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå
íî÷è. Íà ñëåäóþùèé äåíü ýïèäåðìèñ àêêóðàòíî îòäåëÿ-
ëè, èçìåëü÷àëè è ïîìåùàëè â ðàñòâîð 0.125%-íîãî òðèï-
ñèíà íà 5 ìèí ïðè 37 °Ñ. Èíàêòèâèðîâàâ òðèïñèí ñûâî-
ðîòêîé êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (HóClone, ÑØÀ), êëåòêè
ôèëüòðîâàëè (ôèëüòð 70 ìêì), îñàæäàëè öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì (600 g, 5 ìèí) è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå äëÿ êå-
ðàòèíîöèòîâ. Êëåòêè âûñåâàëè íà 35-ìèëëèìåòðîâûå
÷àøêè, ïîêðûòûå êîëëàãåíîì I òèïà (100 ìêã/ìë â ðàñòâî-
ðå óêñóñíîé êèñëîòû) èç ðàñ÷åòà ïðèìåðíî 60 òûñ. êëåòîê
íà 1 ÷àøêó. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñòàíäàðòíîé ñðåäå
äëÿ êåðàòèíîöèòîâ KBM Gold (Lonza, Øâåéöàðèÿ), ñî-
äåðæàùåé KGM-Gold SingleQuots (Lonza, Øâåéöàðèÿ) è
60 ìêÌ CaCl2.

Ý ì á ð è î í à ë ü í û å ô è á ð î á ë à ñ ò û ïîëó÷àëè èç
ýìáðèîíîâ â âîçðàñòå 12 ñóò. Ýìáðèîíû èçâëåêàëè, î÷è-
ùàëè, ïðîìûâàëè ñòåðèëüíûì ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì è èçìåëü÷àëè íà êóñî÷êè, çàòåì ïîìåùà-
ëè â ðàñòâîð 0.25%-íîãî òðèïñèíà, ñóñïåíäèðîâàëè è èí-
êóáèðîâàëè 5 ìèí ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ðàñòâîð òðèïñèíà ñ
êëåòêàìè îòáèðàëè, à îñåâøèå íà äíî ôëàêîíà êóñî÷êè
âíîâü ïîêðûâàëè òðèïñèíîì è ïîâòîðÿëè ïðîöåäóðó. Ðå-
àêöèþ òðèïñèíèçàöèè îñòàíàâëèâàëè ñûâîðîòêîé êðóï-

íîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êëåòêè â ðàñòâîðå òðèïñèíà îñàæäà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (600 g, 5 ìèí), ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â ñðåäå DMEM è âûñåâàëè íà 35-ìèëëèìåòðîâûå ÷àø-
êè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé
10 % ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.

Î á ë ó ÷ å í è å. Ìûøåé 3-ìåñÿ÷íîãî âîçðàñòà îáëó÷à-
ëè ÓÔ-B â äîçå 5000 Äæ/ì2 â îáëàñòè ñïèíû, ïðåäâàðèòå-
ëüíî óäàëèâ âîëîñÿíîé ïîêðîâ, ñ ïîìîùüþ ëàìïû Vilber
single/double 15W UV-B VL 115M and C (Ôðàíöèÿ). Ìîù-
íîñòü èçëó÷åíèÿ èçìåðÿëè ñåíñîðîì Vilber VLX-3W
CX 312 (Ôðàíöèÿ). Ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìûøåé îñìàòðèâàëè
1 ðàç â 2 ñóò è àíàëèçèðîâàëè ñêîðîñòü âîññòàíîâëåíèÿ
âîëîñÿíîãî ïîêðîâà. Êëåòêè â êóëüòóðå ïîäâåðãàëè îáëó-
÷åíèþ ñ ïîìîùüþ òîé æå ëàìïû, äîçà ñîñòàâëÿëà
500 Äæ/ì2.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê î ö å í è â à ë è ëè-
áî ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà, ëèáî ïî îêðàøèâàíèþ ïðèæèç-
íåííûì êðàñèòåëåì òðèïàíîâûì ñèíèì. Äëÿ ÌÒÒ-òåñòà
êëåòêè âûñåâàëè â 24-ëóíî÷íûé ïëíøåò èç ðàñ÷åòà ïðè-
ìåðíî 20 òûñ. êëåòîê íà 1 ëóíêó, ïîäâåðãàëè îáëó÷åíèþ è
êóëüòèâèðîâàëè íåîáõîäèìîå âðåìÿ. Çàòåì ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ çàìåíÿëè íà ðàñòâîð 3-[4,5-äèìåòèëòèà-
çîë-2-èë]-2,5-äèôåíèëòåòðàçîë-áðîìèäà (òèàçîëîâîãî ñè-
íåãî) â ñòåðèëüíîì ðàñòâîðå PBS (0.5 ìã/ìë; Sigma,
ÑØÀ). Êëåòêè â ðàñòâîðå èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ.
Êîíâåðñèþ êëåòêàìè êðàñèòåëÿ â ôèîëåòîâûé ôîðìàçàí
êîíòðîëèðîâàëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì. ×åðåç 1 ÷
èíêóáàöèè ðàñòâîð çàìåíÿëè íà DMSO è èíêóáèðîâàëè
30 ìèí äî ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ ôîðìàçàíà â DMSO. Èç-
ìåðåíèå êîëè÷åñòâà ôîðìàçàíà ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôî-
òîìåòðå ïðè äëèíå âîëíû 572 íì.

Êëåòêè ïîñëå îáëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå-
÷åíèå íåîáõîäèìîãî âðåìåíè òðèïñèíèçèðîâàëè è ïðî-
ìûâàëè ñòåðèëüíûì PBS. Ê 90 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê
â PBS äîáàâëÿëè 10 ìêë òðèïàíîâîãî ñèíåãî íà 10 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîäñ÷åò îêðàøåííûõ (ìåðò-
âûõ) è íåîêðàøåííûõ (æèâûõ) êëåòîê ïðîèçâîäèëè â êà-
ìåðå Ãîðÿåâà ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì â ïðîõîäÿùåì
ñâåòå.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â ÷àøêàõ Ïåòðè
â òå÷åíèå âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî ïî óñëîâèÿì ýêñïåðè-
ìåíòà ïîñëå îáëó÷åíèÿ, çàòåì ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîð-
ìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Ñòåêëà ïðîìûâàëè ñòåðèëüíûì PBS è ïåðìåàáèëè-
çîâûâàëè êëåòêè ïðè ïîìîùè 0.2%-íîãî Òðèòîíà X-100.
Äëÿ ñíèæåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå 3%-íîãî BSA/TBS-T â òå÷å-
íèå 1.5 ÷, à çàòåì ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â 3%-íîì
BSA/TBS-T ê ðàñùåïëåííîé (àêòèâíîé) êàñïàçå 3 (R&D
Systems, ÑØÀ) èëè gH2A-X (Cell Signaling, ÑØÀ) â òå÷å-
íèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïåðâûìè àíòèòåëà-
ìè êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷íûìè àí-
òèòåëàìè êîçû (àíòèêðîëè÷üèìè), íåñóùèìè ôëóîðåñ-
öåíòíóþ ìåòêó AlexaFluor 488 (Invitrogen, ÑØÀ). Çàòåì
ñòåêëà ïðîìûâàëè è çàêëþ÷àëè â ñðåäó ProLong Gold (In-
vitrogen, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ DAPI äëÿ âèçóàëèçàöèè
ÿäåð. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ïðè ïîìîùè êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà Leica TCS SL. Àíàëèç èçîáðàæåíèé è èçìåðå-
íèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû ImageJ. Ïîäñ÷åò ÷èñëà êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ôîêó-
ñû gH2A-X, è ÷èñëà ôîêóñîâ íà êëåòêó ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà LeicaTCS SL èç ðàñ÷åòà
100 êëåòîê íà òî÷êó.
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Ðåçóëüòàòû

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðîëè Wip1 â îòâåòå íà îáëó÷åíèå
ÓÔ-Â ìûøåé äèêîãî òèïà è ìûøåé Wip1–/– òðåõêðàòíî
îáëó÷àëè ñ èíòåðâàëîì 24 ÷. Îáëó÷àëè îáëàñòü ñïèíû ïî-
ñëå óäàëåíèÿ âîëîñÿíîãî ïîêðîâà. Äîçà ÓÔ ñîñòàâëÿëà
5000 Äæ/ì2. Ñîñòîÿíèå êîæè è âîññòàíîâëåíèå âîëîñÿíî-
ãî ïîêðîâà îöåíèâàëè êàæäûå 2 ñóò. Ñîãëàñíî ïîëó÷åí-
íûì ðåçóëüòàòàì, ïåðâîíà÷àëüíàÿ ðåàêöèÿ íà ÓÔ-îáëó÷å-
íèå áûëà òèïè÷íîé äëÿ ýòîé äîçû îáëó÷åíèÿ è íå ðàçëè-
÷àëàñü ó ìûøåé äèêîãî òèïà è Wip1–/–. Îáëó÷åíèå
ïðèâîäèëî ê ãèïåðêåðàòîçàì, ãèïåðïëàçèè áàçàëüíîãî
ñëîÿ ýïèäåðìèñà è ïîÿâëåíèþ ïðèçíàêîâ âîñïàëèòåëüíîé
ðåàêöèè. Íà 30-å ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ íàáëþäàëè àêòèâ-
íîå âîññòàíîâëåíèå âîëîñÿíîãî ïîêðîâà ó ìûøåé äèêîãî
òèïà, â òî âðåìÿ êàê ó íîêàóòîâ ïî ãåíó Ppm1d çàäåðæè-
âàëñÿ ðîñò âîëîñ â îáëàñòè, ïîäâåðãøåéñÿ îáëó÷åíèþ
(ðèñ. 1). Áûñòðîå âîññòàíîâëåíèå âîëîñÿíîãî ïîêðîâà ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèé îòðàæàåò íîðìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâà-
íèå ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â êîæå.

Äëÿ ïîíèìàíèÿ ðîëè Wip1 â îòâåòå êëåòîê íà îáëó÷å-
íèå ÓÔ-Â èç ìûøàò äèêîãî òèïà è íîêàóòîâ ïî Ppm1d ïî-
ëó÷àëè êåðàòèíîöèòû, êîòîðûå îáëó÷àëè òåì æå ÓÔ-Â â
äîçå 500 Äæ/ì2. Äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ ïðîâîäèëè MTT-òåñò. Ñîãëàñíî ïîëó÷åí-
íûì äàííûì, êåðàòèíîöèòû ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòà-
çû Wip1 îòâå÷àþò íà ÓÔ-îáëó÷åíèå áîëüøèì ñíèæåíèåì
æèçíåñïîñîáíîñòè, ÷åì êëåòêè äèêîãî òèïà (ðèñ. 2, à).
MTT-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ïðåâðàùåíèÿ
ñóáñòðàòà â ôîðìàçàí ñíèæàåòñÿ êëåòêàìè äèêîãî òèïà
ïîñëå îáëó÷åíèÿ ïðèìåðíî â 2 ðàçà, òîãäà êàê èíòåí-
ñèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ íîêàóòàìè ñíèæàåòñÿ
â 10 ðàç. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî êëåòêè ìåçåíõèìíîãî
ðîñòêà ôèáðîáëàñòû Wip1–/– òîæå ïîäâåðæåíû áîëü-

øåé ãèáåëè ÷åì êëåòêè äèêîãî òèïà ïîñëå îáëó÷åíèÿ
(ðèñ. 2, á).

Ôîñôîðèëèðîâàíèå ãèñòîíà H2A-X, ÿâëÿþùåãîñÿ ìè-
øåíüþ ôîñôàòàçû Wip1, ìàðêèðóåò ìåñòà ðàçðûâîâ ÄÍÊ
è íåîáõîäèìî äëÿ çàïóñêà ïðîöåññîâ êëåòî÷íîãî îòâåòà
íà ÓÔ-îáëó÷åíèå, âêëþ÷àþùèõ îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî
öèêëà, ðåïàðàòèâíûå ïðîöåññû è âûðàáîòêó ðåøåíèÿ
î äàëüíåéøåé ñóäüáå êëåòêè — âûæèòü èëè çàïóñòèòü
îäèí èç ìåõàíèçìîâ ïðîãðàììèðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè
(Ñha et al., 2010; Moon et al., 2010). Íàìè ïðîàíàëèçè-
ðîâàíî íàêîïëåíèå ôîêóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî H2A-X
(gH2A-X) â êëåòêàõ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Â íåîáëó÷åííîì
êîíòðîëå áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê Wip1–/– ñîäåðæèò
ôîêóñû gH2A-X, è ñðåäíåå ÷èñëî ôîêóñîâ â ÿäðàõ ïðåâû-
øàåò èõ ÷èñëî â ÿäðàõ äèêîãî òèïà â 4 ðàçà (ðèñ. 3). È ó
êëåòîê äèêîãî òèïà, è ó êëåòîê-íîêàóòîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ
êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ôîêóñàìè ïîäíèìàåòñÿ äî 90 %. Îä-
íàêî â êåðàòèíîöèòàõ Wip1–/– ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÷èñëî
ôîêóñîâ ïîäíèìàåòñÿ â ñðåäíåì äî 18 íà êëåòêó, ÷òî â
3 ðàçà áîëüøå ñðåäíåãî ÷èñëà ôîêóñîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ â
ÿäðàõ äèêîãî òèïà. Ïîñêîëüêó Wip1 ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿòî-
ðîì ìîëåêóë-ó÷àñòíèö îòâåòà íà ïîâðåæåííóþ ÄÍÊ (íå
òîëüêî H2A-X, íî è äðóãèõ — ATM, p53 è Chk1,2), îòñóò-
ñòâèå àêòèâíîñòè Wip1, âèäèìî, ïðèâîäèò ê äåðåãóëÿöèè
ïðîöåññîâ îòâåòà íà ÓÔ-îáëó÷åíèå. Óñèëåíèå àìïëèòóäû
ñèãíàëà îò ïîâðåæåííîé ÄÍÊ â êåðàòèíîöèòàõ Wip1–/–,
ïîñðåäíèêîì êîòîðîãî âûñòóïàåò ôîñôîðèëèðîâàííàÿ
ôîðìà H2A-X, ìîæåò ïðèâîäèòü ê êëåòî÷íîé ñìåðòè, à íå
ðåïàðàöèè. Êëåòêè ãèáíóò, âîçìîæíî, ïî ìåõàíèçìó
àïîïòîçà. Àíàëèç íàêîïëåíèÿ àêòèâíîé êàñïàçû 3, êîòî-
ðàÿ ÿâëÿåòñÿ ôèíàëüíîé êàñïàçîé àïîïòîòè÷åñêîãî ïðî-
öåññà, ïîêàçûâàåò, ÷òî ó êëåòîê-íîêàóòîâ êîëè÷åñòâî ðàñ-
ùåïëåííîé êàñïàçû 3 ïðåâûøàåò êîíòðîëüíûé óðîâåíü
ïî÷òè â 2 ðàçà (ðèñ. 4). Òåì íå ìåíåå âîïðîñ î òîì, ïî êà-
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Ðèñ. 1. Âîññòàíîâëåíèå âîëîñÿíîãî ïîêðîâà ó ìûøåé äèêîãî òèïà (Wip1+/+) è ó ìûøåé ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1
(Wip1–/–) â âîçðàñòå 3 ìåñ ÷åðåç 7 è 30 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÓÔ-Â â äîçå 5000 êÄæ/ì2.



êîìó ìåõàíèçìó ïðîòåêàåò ãèáåëü êëåòîê Wip1–/– ïðè îá-
ëó÷åíèè ÓÔ-B, òðåáóåò äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñòâèå îáëó÷åíèÿ ÓÔ-B íà êå-
ðàòèíîöèòû âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 ñíèæà-
åòñÿ áîëüøå, ÷åì êëåòîê äèêîãî òèïà. Ó ìûøåé-íîêàóòîâ
ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 çàìåäëÿëîñü âîññòàíîâëåíèÿ âî-
ëîñÿíîãî ïîêðîâà ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïî âñåé âèäèìîñòè,
àêòèâíîñòü Wip1 ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ óñòîé÷èâî-
ñòè êîæè è åå êëåòîê ê îáëó÷åíèþ ÓÔ-B.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàì óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî îòñóò-
ñòâèå ñåðèí-òðåîíèíîâîé ôîñôàòàçû Wip1 â òêàíÿõ
ìûøè çàìåäëÿåò âîññòàíîâèòåëüíûå ïðîöåññû â êîæå
ìûøåé, ïîäâåðãíóòûõ ÓÔ-îáëó÷åíèþ. Îäíèì èç ôàêòî-
ðîâ, îáúÿñíÿþùèõ ïîäîáíûé ôåíîòèï ó ìûøåé Wip1–/–,
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
êîæè ê ÓÔ. Ìû ïîêàçàëè áîëåå çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
æèçíåñïîñîáíîñòè â îòâåò íà ÓÔ êàê ó êåðàòèíîöèòîâ,
òàê è ó ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ èç ìûøåé Wip1–/–, è
ïîêàçàëè, ÷òî ó êëåòîê îò ìûøåé-íîêàóòîâ âûÿâëÿåòñÿ
ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîé êàñïàçû 3. Íàäî îòìå-
òèòü, ÷òî â íåîáëó÷åííîì êîíòðîëå ó Wip1-íîêàóòîâ
áîëüøå êëåòîê ñîäåðæàò ôîêóñû gH2A-X â ÿäðàõ. Ïðè
ýòîì ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòêè äèêîãî òèïà è íîêàóòû äå-
ìîíñòðèðóþò ñõîäíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ôîêóñàìè, íî
â ÿäðàõ êåðàòèíîöèòîâ Wip1–/– ÷èñëî ôîêóñîâ gH2A-X
ïîâûøåíî. Ïîõîæèå äàííûå ïîëó÷åíû è äðóãèìè àâòîðà-
ìè (Lee et al., 2014), êîòîðûå ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà
ïîêàçàëè óâåëè÷åííîå ïðèñóòñòâèå ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû ãèñòîíà gH2A-X ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ â êåðàòèíî-
öèòàõ Wip1–/– ïî ñðàâíåíèþ ñ êåðàòèíîöèòàìè äèêîãî
òèïà. Îöåíêà âîâëå÷åííîñòè Wip1 â îòâåò íà ÓÔ-îáëó÷å-
íèå íà áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ (â ïåðèîä âîññòàíîâëåíèÿ)
òðåáóåò äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Â êëåòêàõ äèêîãî òèïà ðàáîòà ñèñòåì ðåïàðàöèè îáåñ-
ïå÷èâàåò âûæèâàåìîñòü êëåòîê ïðè ñòðåññîâîì âîçäåéñò-
âèè. Óäàëåíèå ãåíà ôîñôàòàçû Wip1, ïî âñåé âèäèìîñòè,
ìîæåò íå òîëüêî óñèëèâàòü ñèãíàë îò ïîâðåæäåííîé
ÄÍÊ, íî è âåäåò ê íàðóøåíèþ ðåãóëÿöèè ðàáîòû ðåïàðà-
òèâíûõ ñèñòåì, âñëåäñòâèå ÷åãî æèçíåñïîñîáíîñòü òàêèõ
êëåòîê ïðè îáëó÷åíèè íèæå, ÷åì ó äèêîãî òèïà.

216 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êåðàòèíîöèòîâ (à) è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (á) äèêîãî òèïà (Wip1+/+) è ñ íîêàóòîì
ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 (Wip1–/–) â êîíòðîëå è ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÓÔ-B (500 êÄæ/ì2).

Ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî îáðàçîâàííîãî ôîðìàçàíà (MTT-òåñò) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (à) èëè êîëè÷åñòâî æèâûõ, íå îêðàøåííûõ òðèïàíîâûì
ñèíèì êëåòîê (á).

Ðèñ. 3. Äîëÿ êåðàòèíîöèòîâ, ñîäåðæàùèõ ôîêóñû ôîñôîðèëè-
ðîâàííîãî ãèñòîíà H2A-X (gH2A-X), äèêîãî òèïà (Wip1+/+) è
ñ íîêàóòîì ïî Wip1 (Wip1–/–) â êîíòðîëå (Ê) è ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå

îáëó÷åíèÿ ÓÔ-B (500 êÄæ/ì2).

Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîãî H2A-X ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë.



Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè êåðàòèíîöèòîâ ê ÓÔ-îáëó÷åíèþ (MTT-òåñò) ìîæåò
îáúÿñíÿòüñÿ íå òîëüêî óñèëåííîé ãèáåëüþ êëåòîê, íî è,
íàïðèìåð, ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè. Îòñóòñòâèå àê-
òèâíîñòè Wip1 (â ÷àñòíîñòè, êàê ðåãóëÿòîðà ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ãèñòîíà H2A-X) ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå íå òîëüêî
äëÿ ðàáîòû ðåïàðàòèâíûõ ñèñòåì, íî è äëÿ ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðè ÓÔ-ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ ðåãóëÿöèÿ
êëåòî÷íîãî öèêëà âàæíà äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ. Â ÷àñòíîñòè, êëåòêà ìî-
æåò îòâåòèòü íà îáëó÷åíèå ñòàðåíèåì — ïðîãðàììîé,
ñâÿçàííîé ñ ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè. Îòíîñèòåëüíî
íåäàâíî íà ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ñ íîêàó-
òîì ïî ãåíó ôîñôàòàçû Wip1 áûëî ïîêàçàíî âîâëå÷åíèå
Wip1 â íåãàòèâíóþ ðåãóëÿöèþ ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ êëå-
òî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Sakai et al., 2014). Wip1 ìîæåò ïðåïÿò-
ñòâîâàòü ðàçâèòèþ ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ êàê çà ñ÷åò ðåãóëÿ-
öèè îòâåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ ïðè ðåïëèêàöèè (Sakai
et al., 2014), òàê è çà ñ÷åò äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû
p38 (Çóáîâà è äð., 2007). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïî-
ëàãàòü, ÷òî Wip1 èãðàåò ðîëü íåêîåãî ñâÿçóþùåãî çâåíà
ìåæäó îòâåòîì íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ðåãóëÿöèåé êëå-
òî÷íîãî öèêëà, à òàêæå, ïî âñåé âèäèìîñòè, ðåãóëÿöèåé
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.

Îöåíêà âîâëå÷åííîñòè Wip1 íà áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ
îòâåòà íà ÓÔ-îáëó÷åíèå, â ïåðèîä âîññòàíîâëåíèÿ, òðå-
áóåò äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ. Â öåëîì íàì óäàëîñü
ïîêàçàòü, ÷òî â êîæå ìûøè, êàê è â äðóãèõ òèïàõ òêàíåé,
Wip1 ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ðåãóëÿòîðîì îòâåòà íà ïîâðåæäå-
íèÿ ÄÍÊ, íåîáõîäèìûì äëÿ íîðìàëüíîãî ïðîòåêàíèÿ ðå-
ïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00636; Î. Í. Äå-
ìèäîâ, Å. Þ. Êî÷åòêîâà), Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-00552) è ïðîãðàì-
ìû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».
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Wip1 PHOSPHATASE AFFECTS SENSITIVITY OF MURINE SKIN CELLS TO UV-B IRRADIATION

Y. Yu. Kochetkova,1 T. V. Pospelova,1 O. N. Demidov1, 2

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064, and 2 INSERM UMR866, University of Burgundy, France;
1 lena.linnaea@gmail.com

UV irradiation is one of the major natural and artificial stress factors which may cause severe damage to
the skin. UV irradiation induces DNA damage in cells that eventually could lead to cell death, senescence or ac-
quiring oncogenic mutations and tumor growth. Wip1 is a phosphatase involved in regulation of signaling in
DNA damage response and oncogenic stress. Here we studied response to UV-B irradiation in wild type and
Wip1 depleted murine cells of epidermal and mesenchymal lineages. We found that both cell types, skin kerati-
nocytes and fibroblasts, respond to UV-B in a similar manner with increased cytotoxicity in Wip1–/– cells. The
number of nuclear foci of Wip1 target protein, DNA damage marker, histone gH2A-X, was highly elevated in
Wip1–/– cells before and after UV-B. We observed two-fold increase in number of cells with active caspase-3
in keratinocytes with Wip1 deletion. Thus, Wip1 deficiency sensitizes cells to UV-B irradiation by promoting
cell death, possibly by caspase-3 dependent apoptosis.

K e y w o r d s : UV irradiation, Wip1 knockout mice, keratinocytes, fibroblasts, DNA damage.
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