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Мутации и амплификации гена Ppm1d, кодирующего фосфатазу Wip1, были обнаружены в различных опу-
холях. Новейшие исследования показали, что наличие устойчивой мутантной формы Wip1 после химио-
терапии позволяет предполагать участие Wip1 в устойчивости злокачественных клеток к действию химио-
терапевтических препаратов. В настоящей работе исследовали роль Wip1 в ответе клеток рака толстой
кишки на действие противоопухолевых препаратов 5-фторурацила и оксалиплатины. Методом лентиви-
русной трансфекции были получены линии с увеличенным уровнем экспрессии гена Ppm1d. Показано,
что оверэкпрессия Wip1 способствует поддержанию жизнеспособности клеток при действии оксалипла-
тины, тогда как делеция гена Ppm1d снижает жизнеспособность и клоногенную выживаемость клеток как
при совместном действии двух препаратов, так и по раздельности. Полученные данные свидетельствуют о
том, что увеличение уровня Wip1 в раковых клетках в ходе химиотерапии может способствовать развитию
резистентности раковых клеток к противоопухолевой терапии. Методы, направленные на снижение уров-
ня или активности Wip1, позволят увеличить эффективность терапии рака толстой кишки.
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Злокачественные новообразования желудочно-
кишечного тракта занимают лидирующие позиции
среди онкологических заболеваний в России и мире.
На сегодняшний день одним из основных методов
лечения рака кишечника остается комбинированная
химиотерапия. Чаще других используется комбинация
химиопрепаратов, получившая название FOLFOX
(фолиевая кислота, 5-фторурацил и оксалиплатина
(Giuliani, Bonetti, 2018). Чувствительность раковых
клеток к этим препаратам является одним из опреде-
ляющих факторов успешности противоопухолевой
терапии.

Индуцируемая диким типом белка р53 фосфатаза
Wip1 является одной из его мишеней – ключевого
регулятора ответа клетки на повреждения ДНК (Fis-
cella et al., 1997). Будучи активированной, Wip1 де-
фосфорилирует ряд белков, вовлеченных в ответ на
повреждения ДНК – гистон H2AX, киназу ATM,

Chk1,2, а также сам фактор p53 (Shreeram et al., 2006;
Goloudina et al., 2016). Таким образом, фосфатаза
Wip1 является регулятором ответа на повреждение
ДНК (DDR, DNA damage response), инактивируя
ключевые молекулы-участники этого процесса. Со-
гласно многочисленным исследованиям, Wip1 мо-
жет проявлять свойства онкогена. Она способна мо-
дулировать чувствительность раковых клеток к
ДНК-повреждающим агентам (Goloudina et al.,
2016). Было показано, что мутации и амплификации
гена Ppm1d, кодирующего Wip1, обнаружены в опу-
холях рака легкого (Natrajan et al., 2009), яичников
(Tan et al., 2009), а также ряде других видов опухолей
(Saito-Ohara et al., 2003; Castellino et al., 2008; Liang et al.,
2012; Peng et al., 2014; Richter et al., 2015).

В последнее время появились многочисленные ра-
боты, показывающие, что ген Ppm1d чаще других под-
вергается мутациям при химиотерапии (Coombs et al.,
2017; Gibson et al., 2017). Индуцируемые химиопре-
паратами мутации гена Ppm1d располагаются в по-
следних двух экзонах гена и приводят к экспрессии
более стабильной укороченной, но сохраняющей

Принятые сокращения: WT – клетки дикого типа, Wip1On –
клетки, характеризующиеся оверэкспрессией Wip1, Wip1KO –
клетки с делецией Wip1, ФУ – 5-фторурацил, ОП – окса-
липлатина.
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каталитический домен, версии белка. Оверэкспрес-
сия Wip1 может усиливать способность клеток рака мо-
лочной железы формировать опухоли (Demidov et al.,
2007). На некоторых линиях, например, MCF7, было
показано, что оверэкспрессия Wip1 ведет к повы-
шенной устойчивости к апоптозу (Yu et al., 2007).
Недавние исследования острой миелоидной лейке-
мии показали, что подобные мутации повышают
устойчивость злокачественных клеток к противо-
опухолевым препаратам цисплатине и доксорубици-
ну и дают селективные преимущества при клональ-
ном гематопоэзе (Hsu et al., 2018). Таким образом,
определение статуса Wip1 в опухоли может дать зна-
чимую информацию для разработки стратегии тера-
пии опухоли.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияния повышенной экспрессии гена Ppm1d, коди-
рующего Wip1, или его делеции на ответ раковых
клеток кишечника DLD1 на применение химиопре-
паратов, входящих в противоопухолевый протокол
FOLFOX – 5-фторурацила (ФУ) и оксалиплатины
(ОП). Исследовали выживаемость клеток и их спо-
собность формировать клоны в низкой плотности
посева после действия ФУ и ОП, а также их комби-
нированного действия. Согласно полученным нами
данным, оверэкспрессия Wip1 повышает жизнеспо-
собность и клоногенную выживаемость клеток
DLD1 и при раздельном, и при совместном действии
ФУ и ОП. В то же время отсутствие Wip1 снижает
выживаемость клеток DLD1 при действии не только
ОП, но и ФУ, к которому клетки дикого типа демон-
стрируют большую устойчивость. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что повышение актив-
ности Wip1 может способствовать устойчивости ра-
ковых клеток к терапии, что важно для разработки
стратегий терапии рака кишечника.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Создание клеточных линий рака кишечника DLD1 с
модифицированным уровнем экспрессии фосфатазы
Wip1. Трансфер гена Ppm1d для получения клеточ-
ной линии с увеличенной экпрессией Wip1 был осу-
ществлен в составе лентивирусного вектора pLVX-
EF1a-mCherry-N1 (#631986; Clontech, США), куда
по сайтам BamHI-NotI вместо рамки считывания
mCherry была клонирована кДНК Wip1 человека. Кор-
ректность положения вставки была подтверждена се-
квенированием. Полученный вектор pLVX-EF1a-Wip1
в дальнейшем использовали для получения лентиви-
русных частиц, которыми трансфицировали клетки
рака кишечника DLD1 для получения стабильной
клеточной линии с увеличенной экспрессией Wip1.
Клетки получены из Американской коллекции кле-
точных культур (American Type Culture Collection,

США). Для упаковки лентивирусных частиц ис-
пользовали клеточную линию 293T. Клетки котранс-
фицировали целевым вектором (pLVX-EF1a-Wip1 или
pLVX-EF1a-mCherry-N1, #12260 и #12259 соответ-
ственно; Addgene, США) и вспомогательными, несу-
щими белки gag и pol (psPax2) и белок оболочки vsv-g
(pMD2.G). В качестве контроля трансдукции исполь-
зовали исходный вектор pLVX-EF1a-mCherry-N1, не-
сущий флуоресцентный белок mCherry. На третий
день после трансдукции DLD1 лентивирусными ча-
стицами начинали селекцию клеток в присутствии
1 мкг/мл пуромицина. В полученной популяции
клонов анализировали уровень экспрессии Wip1 ме-
тодом Вестерн-блот-анализа.

ПЦР-генотипирование полученных линий. Клет-
ки лизировали в буфере (5 мМ EDTA, pH 8.0;
200 мМ NaCl; 100 мМ Tris, pH 8.0; 0.2% SDS), содер-
жащем 0.1 мг/мл протеиназы К в течение 1 ч. Затем
проводили осаждение ДНК с помощью 100%-ного
этанола, центрифугировали пробы и промывали
осадок ДНК 70%-ным этанолом. ДНК растворяли в
TE-буфере (10 мМ Tris-HCl, 0.2 мМ Na2EDTA,
pH 7.5). Затем проводили ПЦР, бэнды выявляли с
помощью электрофореза в 1.5%-ном агарозном ге-
ле и окрашивания бромистым этидием. Использо-
вали следующие праймеры: к HDR обратный
TCTCTAGGCACCCGTTCAAT; к Ppm1d человека к
экзону 3 обратный AACAAGTCTGGGGTGAATCG
и прямой CTGCCAGAAAAGGAATCTGG; к экзону
2 обратный CAACTGCCAGTGTGGTCATC и пря-
мой CACCTCCACAGCTCTGACAA; к экзону 5 об-
ратный TCTTGTGCCAAAATGCTTGT и прямой
AAGGGCTGTCAGTCAGGTTC.

Культивирование клеток. Клетки культивировали
в среде DMEM (стандартная среда Игла в модифи-
кации Дальбекко) в присутствии 10% сыворотки
крупного рогатого скота (HyClone, США), пеницил-
лина и стрептомицина при 5% CO2 и 37°С. В каче-
стве противоопухолевых препаратов использовли
ФУ и ОП в концентрации 10, 20 и 50 мкМ.

Вестерн-блот-анализ. Клетки лизировали в буфере
(1% IGEPAL, 0.5% деоксихолата натрия; 0.1% SDS;
50 мМ TRIS-HCl pH 8.0; 150 мМ NaCl; 5 мМ EDTA
pH 8.0; 60 мМ NaF) в течение 30 мин, центрифугиро-
вали и отбирали супернатант. Концентрацию белка
в пробе определяли по методу Брэдфорда. Для элек-
трофореза в 12%-ном SDS-полиакриламидном геле
отбирали 50 мкг белка. После электрофоретического
разделения белки переносили на PVDF-мембрану,
проводили забивку в 5%-ном растворе молока в Tris-
солевом буфере, содержащем 0.001% Tween-20 и инку-
бировали с первичными антителами к Wip1 (sc-376257;
Santa-Cruz, США) в течение 10 ч при 4°С. После от-
мывки мембрану инкубировали со вторичными ан-
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тителами, коньюгированными с HRP (goat-anti-
mouse; A9044; Sigma-Aldrich, США). Визуализацию
бэндов осуществляли с помощью системы гель-до-
кументации GeneSys (SynGene, Великобритания).

Оценка жизнеспособности. Использовали два теста.
Клетки высевали на 12-луночные платы и культивиро-
вали с ФУ и ОП раздельно и совместно в течение 96 ч.
Через 48 и 96 ч культивирования среду заменяли на
раствор 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида (МТТ, 0.5 мг/мл) и инкубиро-
вали в течение 1 ч при 37°С. Затем поглощенный
формазан растворяли в DMSO в течение 30 мин, от-
бирали по 80 мкл и проводили измерение оптиче-
ской плотности на спектрофотометре Multiscan
(США) при длине волны 572 нм.

Для оценки жизнеспособности по интенсивности
поглощения 7-аминоактиномицина D (7-AAD) ис-
пользовали цитометр Muse (Merck, Германия) и на-
бор реактивов Count&Viability (MCH100102; Merck,
Германия) согласно инструкции производителя.
Клетки культивировали с ФУ и ОП в течение ука-
занного времени, затем трипсинизировали, ресус-
пензировали в фосфатно-солевом буфере, смешива-
ли 50 мкл суспензии клеток с 450 мкл раствора, со-
держащего 7-AAD и инкубировали 5 мин при
комнатной температуре, затем проводили измере-
ние интенсивности флуоресценции.

Анализ способности клеток формировать клоны в
низкой плотности посева. Клетки культивировали с
ФУ и ОП в течение 96 ч. Затем клетки трипсинизи-
ровали и высевали в свежую среду на культуральные
чашки 35 мм в плотности 100 кл./мл. Клоны наблю-
дали в течение времени, необходимого для форми-
рования клонов контрольными клетками, не под-
вергавшимися обработке 5ФУ и ОП (9 сут), среду за-
меняли на свежую каждые 2 сут. Через 9 сут чашки с
клонами аккуратно промывали теплым (37°С) фос-
фатно-солевым буфером и окрашивали кристалл-
виолетом в течение 30 мин.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Использовали цитометр Muse и набор реаген-
тов Cell Cycle Assay kit (MCH100106; Merck, Герма-
ния) согласно инструкции производителя. Клетки
фиксировали охлажденным 70%-ным этанолом в те-
чение 3 ч, затем промывали в фосфатно-солевом бу-
фере, ресуспензировали в растворе, содержащем йо-
дид пропидия, и инкубировали в течение 30 мин в
темноте, затем проводили цитометрироние.

Анализ β-галактозидазной активности, ассоцииро-
ванной со старением (SA-β-Gal). Использовали ранее
описанный метод (Dimri et al., 1995). Клетки на по-
кровных стеклах фиксировали в 3.7%-ном формаль-
дегиде, промывали в фосфатно-солевом буфере и
инкубировали в буфере (pH 6.0), содержащем суб-

страт SA-β-Gal в течение 12–14 ч при 37°С. Конфо-
кальные изображения клеток получали с помощью
микроскопа Pascal (Carl Zeiss Microscopy, Герма-
ния). В качестве позитивного контроля для активно-
сти SA-β-Gal использовали эмбриональные фиб-
робласты крысы, которые обрабатывали ингибито-
ром гистоновых деацетилаз бутиратом натрия в
течение 72 ч, что, согласно нашим предыдущим ис-
следованиям, приводит к развитию старения этих
клеток (Зубова и др., 2005).

Статистический анализ. Эксперименты произво-
дили в трех повторах, данные предоставлены как
среднее и его ошибка. Обработку полученных ре-
зультатов проводили в программе Microsoft Excel
2016. Достоверность оценивали с помощью t-крите-
рия Стьюдента при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для выполнения поставленной задачи были мо-

дифицированы клетки рака толстого кишечника
DLD1 с целью создания клонов с различным уров-
нем экспрессии белка Wip1. С помощью лентиви-
русной трансфекции были созданы клетки рака ки-
шечника с оверэкспрессией Wip1. Транскрипция
Wip1 в данном векторе осуществляется под контро-
лем конститутивно активного промотора EF1a, не
подвергающегося метилированию во многих кле-
точных линиях человека и мыши, включая опухоле-
вые и стволовые клетки. Согласно результатам Ве-
стерн-блотинга, полученные клоны характеризуют-
ся повышенным уровнем Wip1 (рис. 1а).

Далее мы оценили, как повышение уровня Wip1,
которое может возникать как при спонтанной хро-
мосомной амплификации гена, так и индуцировать-
ся возникновением мутаций в ходе химиотерапии,
сказывается на чувствительности раковых клеток к
препаратам, используемым в клинике для лечения
опухолей кишечника. Клетки дикого типа подверга-
ли действию 10–50 мкМ ФУ и ОП по отдельности в
течение 96 ч для выбора концентрации LD50 (для
50%-ной гибели клеток). По результатам, получен-
ным с помощью МТТ-теста, были выбраны концен-
трации ФУ и ОП соответственно 50 и 20 мкМ (рис. 1б).
Далее для выявления роли Wip1 в поддержании жиз-
неспособности клеток DLD1 при действии противо-
опухолевых препаратов клетки дикого типа (WT) и
клетки, оверэкспрессирующие Wip1 (Wip1On), под-
вергали действию ФУ и ОП в выбранных концентра-
циях. Согласно полученным данным по интенсив-
ности свечения 7-AAD (рис. 1в), клетки Wip1On ока-
зались более устойчивы как к раздельным
воздействиям ФУ и ОП, так и к их совместному дей-
ствию, чем клетки дикого типа. Полученные данные
подтверждаются анализом способности клеток фор-
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Рис. 1. Клетки, оверэкспрессирующие фосфатазу Wip1 (Wip1On), демонстрируют лучшую выживаемость, чем клетки дикого
типа (WT) при действии 5-фторурацила (ФУ) и оксалиплатины (ОП). а – Оверэкспрессия Wip1 в линии Wip1On, Вестерн-
блот-анализ с антителами к Wip1 и GAPDH. б – Жизнеспособность клеток дикого типа при действии разных концентраций
ФУ (серые столбцы) и ОП (белые столбцы), К – контроль. в – Жизнеспособность клеток WT и Wip1On в контроле (К) и
при действии 50 мкМ ФУ и 20 мкМ ОП. Звездочками (б, в) отмечены точки, демонстрирующие достоверное отличие от кон-
троля (P ≤ 0.05). г – Клоногенная выживаемость клеток WT и Wip1On при раздельном и совместном действии 50 мкМ ФУ и
20 мкМ ОП.
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мировать клоны в редком посеве после 96-часового
культивирования в присутствии ФУ, ОП как по-
рознь, так и совместно. Только 76% клеток WT спо-
собны сформировать клоны после действия ОП, в то
время как у Wip1On клоны формируют 86% клеток.
При этом культивирование в присутствии ФУ (в том
числе и совместно с ОП) в течение 96 ч полностью
подавляет способность клеток формировать клоны в
низкой плотности посева (рис. 1г).

Известно, что клетки могут отвечать на противо-
опухолевую терапию индукцией старения (Ewald
et al., 2010). Поэтому исследовали, индуцируются ли
в клетках WT и Wip1On старение в ответ на действие
ФУ и ОП. Было проанализировано распределение
клеток по фазам клеточного цикла (рис. 2). Для кле-
ток WT небольшое снижение доли клеток в S-фазе
было отмечено только в случае совместного дей-
ствия ФУ и ОП через 96 ч. Однако распределение
клеток Wip1On по фазам клеточного цикла при раз-
дельном и совместном действии ФУ и ОП никак не
изменилось. Анализ ассоциированной со старением
β-галактозидазной активности показал, что ни одна
из линий не развивает эту активность в ответ ФУ,
ОП и их комбинацию в использованных концентра-
циях (рис. 3а, 3б). Таким образом, устойчивость этих
клеток к ФУ и ОП не связана с развитием старения.

Чтобы подтвердить, что клетки со пониженным
уровнем Wip1 имеют фенотип, противоположный не
модифицированным клеткам или клеткам, оверэкс-
прессирующим Wip1, использовали клеточную ли-
нию DLD1 с нокаутом гена Ppm1d, кодирующего

Wip1 (линия Wip1KO). Нокаут гена Ppm1d осуществ-
лялся при помощи системы CRISPR/Cas9 (Santa
Cruz, США). Данная система представляет собой
пул из 3-х плазмид, несущих нуклеазу Cas9 и
гидРНК на 2, 3 и 5 экзоны гена Wip1, а также 3 до-
норные плазмиды, содержащие кассету для селек-
ции (loxP-EF1a-Puro-RFP-loxP), окруженную пле-
чами гомологии к сайтам внесения двунитевых раз-
рывов, соответствующих данным направляющей
РНК (рис. 4а, 4б). После котрансфекции DLD1 пу-
лом из 6 плазмид начинали селекцию клеток в при-
сутствии 1 мкг/мл пуромицина, далее в популяции,
устойчивой к пуромицину, анализировали экспрес-
сию красного флуоресцентного белка RFP методом
проточной цитометрии, выделяя RFP-положитель-
ные клетки. Как следует из рис. 4а, ПЦР-генотипи-
рование RFP-положительных и устойчивых к пуро-
мицину клеток показало, что нами получена успеш-
ная вставка кассеты во 2-й и 3-й экзон, но не в 5-й
обоих аллелей (рис. 4а, клоны 5 и 6).

Согласно данным МТТ-теста и клоногенной вы-
живаемости, делеция Wip1 усиливает чувствитель-
ность нокаутированных клеток к действию не толь-
ко ОП, но и ФУ, а также к их совместному действию
(рис. 4в, 4г). Кроме того, интересно отметить, что
контрольные клетки с отсутствием Wip1 формируют
меньше клонов, чем контрольные клетки WT и
Wip1On, что говорит о том, что Wip1 поддерживает
жизнеспособность клеток рака кишечника не только
при действии противоопухолевых препаратов, но и в
норме.

Рис. 2. Распределение клеток WT и Wip1On по фазам клеточного цикла в контроле (К) и при раздельном и совместном дей-
ствии 50 мкМ ФУ и 20 мкМ ОП в течение 96 ч.
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Рис. 3. Ассоциированная со старением β-галактозидазная активность в клетках дикого типа WT (а) и в клетках с оверэкспрес-
сией фосфатазы Wip1On (б) при раздельном и совместном действии 50 мкМ ФУ и 20 мкМ ОП в течение 96 ч. В качестве по-
зитивного контроля использовали эмбриональные фибробласты крысы, в которых старение вызывали действием бутирата
натрия (ингибитора гистоновых деацетилаз) в течение 72. Об.: 40×.
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Рис. 4. Делеция Wip1 усиливает чувствительность клеток DLD1 к действию ФУ и ОП. а: верхняя панель – ПЦР-генотипиро-
вание клонов DLD1 (дорожки 1–6) на наличие вставки селективной кассеты во 2-й, 3-й и 5-й экзон гена Ppm1d; стрелками
обозначены клоны 5 и 6, успешно интегрировавшие вставку во все таргетируемые сайты; нижняя панель – ПЦР-генотипиро-
вание клонов DLD1 (дорожки 1–6) на присутствие аллели дикого типа, стрелками обозначены клоны 5 и 6, имеющие деле-
цию гена Ppm1d. Дорожки 7 и 8 приведены в качестве контролей (экстракт геномной ДНК клеточных линий DLD1 дикого
типа и MCF7 соответственно). б – Принципиальная схема осуществления вставки селективной кассеты в кодирующую часть
гена Ppm1d методом CRISPR/Cas9; гидРНК – направляющая РНК. в – Жизнеспособность клеток с делецией Wip1 (Wip1KO)
после 96-часового культивирования при раздельном или совместном (ФУ + ОП) присутствии 50 мкМ ФУ и 20 мкМ ОП; К –
контроль; звездочками отмечены точки, демонстрирующие достоверное отличие от контроля (P ≤ 0.05). г – Клоногенная вы-
живаемость клеток Wip1KO через 96 ч культивирования в присутствии ФУ и ОП порознь или совместно.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на достижения последних лет в созда-
нии новых препаратов, направленных на таргетную
терапию рака толстой кишки, применение комбина-
ции химиопрепаратов ФУ и ОП остается одним из
наиболее эффективных методов лечения пациентов
с данным типом опухолей.

На клеточной модели рака молочной железы бы-
ло обнаружено, что амплификация гена Ppm1d, ло-
кализованного на 17 хромосоме, локус 22–23, при-
водила к оверэкспрессии Wip1 и усиливала способ-
ность клеток рака молочной железы формировать
опухоли (Bulavin et al., 2002). На некоторых клеточ-
ных линиях рака молочной железы с амплификаци-
ей гена Ppm1d, например, MCF7, было показано, что
оверэкспрессия Wip1 ведет к повышенной устойчи-
вости к апоптозу (Yu et al., 2007). В последние годы
было обнаружено, что оверэкспрессия Wip1 может
быть достигнута не только за счет амплификации ге-
на, но и за счет появления мутаций в пятом и шестом
экзонах гена, которые приводили к экспрессии бо-
лее стабильной укороченной, но сохранившей ката-

литический домен, версии белка (Steensma et al.,
2015; Hsu et al., 2018).

В настоящей работе оверэкспрессия Wip1 в клет-
ках рака толстой кишки увеличивала их выживае-
мость при применении ФУ, ОП или их комбинации.
Интересно, что комбинация данных препаратов
имела менее выраженную токсичность, чем дей-
ствие ОП, и походила на токсичность при примене-
нии только 5ФУ. Подобный паттерн распределения
ответа на химиотерапию наблюдался и при анализе
способности опухолевых клеток формировать кло-
ны в редком посеве, но при этом наблюдали полное
отсутствие клонов в случае комбинаторной терапии
или действия одного ФУ. Оверэкспрессия Wip1 не
способствовала росту колоний в этих двух случаях,
но увеличивала количество колоний в случае приме-
нения ОП. Полученные результаты свидетельству-
ют, что оверэкспрессия Wip1, возникающая в ответ
на применение химиопрепаратов, может являться
одним из механизмов возникновения опухолевой
устойчивости к химиотерапии. Ранее было показа-
но, что мутации Ppm1d, в частности, мутация, при-
водящая к появлению стабильной укороченной
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формы Wip1, были обнаружены у пациентов, ранее
подвергавшихся химиотерапии (Coombs et al., 2017;
Pharoah et al., 2016). Повышенная устойчивость
Wip1-оверэкспрессирующих опухолевых клеток мо-
жет быть связана с тем, что Wip1 может обуславли-
вать устойчивость к апоптозу. Было показано, что
Wip1 дефосфорилирует проапоптотический белок
Bax1, подавляя таким образом апоптоз клеток рака
простаты в ответ на γ-облучение (Song et al., 2013).
На модели нейробластомы показано, что ингибиро-
вание Wip1 с помощью специфического ингибитора
GSK2830371 приводит к подавлению опухолевого роста
и Chk2/p53-индуцированному апоптозу (Chen et al.,
2016). Определение статуса Wip1 в опухолях, демон-
стрирующих повышенную устойчивость к общепри-
менимым противоопухолевым препаратам, важно
для разработки стратегии терапии таких опухолей.

Для оценки потенциала возможного применения
препаратов, снижающих уровень экспрессии Wip1
или ингибирующих активность Wip1 в клетках рака
кишечника, мы создали клеточную линию, нокаути-
рованную по гену фосфатазы Wip1 Ppm1d. В проти-
воположность увеличенному уровню фосфатазы
Wip1 в клетках рака толстой кишки, ее отсутствие
усиливало действие обоих химиопрепаратов и их
комбинации, что приводило к значительному сни-
жению и жизнеспособности клеток, и их способно-
сти формировать клоны при низкой плотности по-
сева по сравнению с не модифицированными клет-
ками или клетками с оверэкспрессией Wip1. Ранее
было показано, что делеция Wip1 способствует сни-
жению жизнеспособности и апоптозу эмбриональ-
ных фибробластов мыши в ответ на повреждения
ДНК (Xia et al., 2009). У мышей с нокаутом гена
Ppm1d задерживалось восстановление волосяного
покрова после облучения, что свидетельствовало о
нарушении репаративных процессов при отсутствии
функциональной Wip1 (Кочеткова и др., 2016). Бу-
дучи регулятором ключевых участников ответа на
повреждения ДНК, Wip1 необходима для поддержа-
ния гомеостаза клеток и тканей в норме. Многочис-
ленные данные исследований говорят о том, что и в
опухолевых клетках для поддержания жизнеспособ-
ности также необходима активность Wip1.

Таким образом, мы показали, что увеличение
уровня экспрессии фосфатазы Wip1 повышают
устойчивость клеток рака кишечника к противоопу-
холевой терапии. Этот результат подтверждается
данными, полученными на клетках с делецией гена
Ppm1d, демонстрирующих понижение жизнеспособ-
ности и способности формировать клоны в диком
посеве при действии ФУ и ОП, по сравнению с клет-
ками дикого типа и Wip1-оверэкспрессирующими
клетками. Поиск терапевтических подходов, на-
правленных на снижение уровня и (или) активности

Wip1 в раковых клетках важен для повышения эф-
фективности препаратов, используемых в настоя-
щем в клинике для лечения рака толстой кишки.
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SENSITIVITY OF CELLS WITH VARIOUS LEVELS OF Ppm1d EXPRESSION 
TO CLASSICAL COMBINATION OF CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS 

IN COLORECTAL CANCER TREATMENT
E. Yu. Kochetkovaa, *, B. B. Grigorasha, b, and O. N. Demidova, b

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Science, Saint Petersburg, 194064 Russia
bINSERM UMR 1231, University of Bourgogne, Dijon, France

*e-mail: lena.linnaea@gmail.com

Various malignant tumors were shown to exhibit mutations and amplifications of Ppm1d gene that encodes the Wip1
phosphatase. Recent studies show that presence of mutated Wip1 isoform after chemotherapy implies that dysregu-
lated Wip1 activity favors chemoresistance of cancer cells. The aim of this study was to investigate the role of Wip1
in response of DLD1 colorectal cancer cells to treatment with 5-fluorouracyl and oxaliplatin. We used lentiviral
transfection method to construct cell lines with overexpression of Ppm1d gene. We obtained that Wip1 overexpres-
sion is linked with increased resistance to oxaliplatin treatment, while Wip1 deletion decreases cellular viability and
clonogenic survival upon both agents. Data acquired show that Wip1 overexpression may favor chemotherapy resis-
tance of cancer cells. Development of strategies, aimed on decreasing Wip1 activity, is required to increase effective-
ness of treatment of colorectal cancers.

Keywords: Wip1, Ppm1d, 5-fluorouracyl, oxaliplatin, chemotherapy
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