
308

БИОХИМИЯ,  2021,  том  86,  вып.  3,  с.  308  –  323

УДК 576.385.5

1 School of Biological Sciences & Biotechnology, Indian Institute of Advanced Research,
Koba Institutional Area, 382426 Gandhinagar, India; E�mail: cmpathak@iiar.res.in

2 Amity Institute of Biotechnology, Amity University, 122413 Gurgaon, India

Поступила в редакцию 14.07.2020
После доработки 21.09.2020

Принята к публикации 21.09.2020

Изменения внутриклеточной экспрессии редокс�генов и уровня соответствующих белков оказывают влия�
ние на инвазию, метастазирование и лекарственную устойчивость при раке. Изоформы NADPH�оксида�
зы (NOX) представляют собой прооксидантные белки, которые генерируют в качестве первичного продук�
та активные формы кислорода (АФК). Нарушения регуляции экспрессии и активности NOX приводят к из�
менению уровня АФК, что прямо или косвенно оказывает влияние на сигнальные пути, определяющие ги�
бель или выживание клеток при прогрессировании рака. Ядерный фактор Nrf�2 является индуцибельным
фактором транскрипции, который участвует в транскрипции целого набора антиоксидантных генов и за�
щищает опухолевые клетки от влияния окислительного стресса. Как NOX, так и Nrf�2 участвуют в регуля�
ции редокс�гомеостаза внутри клеток, и нарушение регуляции их активности способствует возникновению
окислительного стресса, который, в свою очередь, вносит вклад в прогрессирование различных типов рака.
В то же время роль изоформ NOX и Nrf�2 в развитии фенотипа лекарственной резистентности до сих пор не
выяснена. В настоящей работе нами была изучена связь между изоформами NOX и Nrf�2�опосредованным
сигнальным путем и экспрессией гена MDR1 в клетках карциномы толстой кишки (HCT�116/R). Для полу�
чения резистентных клеток HCT�116/R была достигнута повышенная экспрессия гена MDR1; в этих клет�
ках регистрировали уровень активации NOX и образование АФК. Кроме того, нами была проведена оценка
роли изоформ NOX и Nrf�2 в гибели клеток HCT116/R в результате апоптоза, индуцированного 5�фторура�
цилом (5�FU). Мы обнаружили, что клетки HCT�116/R демонстрируют повышенную экспрессию HIF�1α,
Nrf�2 и HO�1 и обладают повышенной устойчивостью к действию 5�FU. В этих клетках также была повы�
шена экспрессия и активность NOX�2. Кроме того, в клетках был отмечен повышенный уровень АФК. Сле�
дует отметить, что воздействие HDC, который является специфическим ингибитором NOX�2, на клетки
HCT�116/R приводило к снижению уровня АФК. В то же время воздействие на клетки специфических ин�
гибиторов, таких как HDC (NOX�2) и ML�385 (Nrf�2), усиливало 5�FU�опосредованную гибель клеток
HCT�116/R в результате апоптоза, что позволяет предположить, что NOX�2 и Nrf�2 участвуют в развитии у
клеток устойчивости к действию лекарств. Таким образом, гены NOX�2 и Nrf�2, возможно, являются вновь
выявленными ускорителями возникновения лекарственной устойчивости клеток колоректального рака, и
они могут быть использованы в качестве терапевтических мишеней для преодоления лекарственной резис�
тентности при колоректальном раке.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак толстой кишки является одной из ос�
новных причин смерти во всем мире, и для него

характерен высокий уровень смертности [1].
Для лечения рака в основном применяются та�
кие подходы, как химиотерапия и хирургичес�
кие методы вмешательства. Однако опухолевые

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ABC – АТФ�связывающий кассетный транспортер; АФК – активные формы кислорода;
DPBS – физиологический раствор Дульбекко; DPI – дифенилен�йодоний; 5�FU – 5�фторурацил; HDC – гистамин ди�
гидрохлорид; H2DCFDA – краситель 2′,7′�дихлорфлуоресцеиндиацетат; MDR1 – ген множественной лекарственной ус�
тойчивости 1; ML171 – ингибитор NOX�1; ML385 – ингибитора Nrf�2; MTT – краситель тиазолил синий тетразолий бро�
мид; NBT – нитросиний тетразолий; NOX – NADPH�оксидазы, Nrf�2 – ядерный эритроид�подобный фактор 2; P�gp –
P�гликопротеин.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�221, 08.03.2021.

** Адресат для корреспонденции.
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клетки после начала применения противорако�
вых лекарств быстро становятся невосприимчи�
выми к действию химических препаратов. Воз�
никновение устойчивости опухолевых клеток к
действию химиотерапевтических агентов явля�
ется серьезным препятствием для успешного
применения лекарств при терапии рака [2]. Воз�
никновение фенотипов раковых клеток, устой�
чивых к действию лекарств, происходит в ре�
зультате нарушения функционирования слож�
ных молекулярных механизмов [3]. Механичес�
ки различные нарушения функционирования
клеток связаны с развитием лекарственной ре�
зистентности, которая проявляется в таких яв�
лениях, как инактивация лекарств, изменения
мишеней для действия лекарств, отток лекарств
из клеток, репарация поврежденных участков
ДНК, ингибирование процесса гибели клеток,
эпителиально�мезенхимальный переход (EMT –
epithelial to mesenchymal transition), свойствен�
ная клеткам гетерогенность, эпигенетические
эффекты и любые комбинации этих механиз�
мов [4, 5].

Есть неопровержимые доказательства того,
что развитие лекарственной резистентности ра�
ковых клеток обусловлено повышением
экспрессии белков, участвующих в выбросе ле�
карств из клеток или в снижении уровня погло�
щаемого клетками противоракового вещества.
Одним из наиболее хорошо изученных механиз�
мов лекарственной устойчивости раковых кле�
ток является повышение экспрессии белков се�
мейства ATP�связывающего кассетного транс�
портера (ABC – ATP�binding cassette), которые
способствуют оттоку из клеток противоопухоле�
вых лекарств и снижают их содержание в клет�
ках [6]. ABC�транспортеры используют энергию
гидролиза ATP для транспорта субстратов через
плазматическую мембрану против градиента их
концентрации [7]. В настоящее время иденти�
фицированы 49 членов семейства ABC�транс�
портеров, которые подразделяются на 7 подсе�
мейств, начиная от ABCA и далее до ABCG. Все
ABC�транспортеры содержат два нуклеотид�
связывающих и два трансмембранных домена.
ABC�транспортеры могут быть топологически
классифицированы на основании последова�
тельности нуклеотид�связывающего домена, из�
вестного как ABC�домен, который содержит
консервативную ABC�последовательность.
В ряде исследований было показано, что кон�
сервативная ABC�последовательность участвует
в оттоке эндогенных молекул и ксенобиотиков
из клеток [8]. Кроме того, было обнаружено, что
в различных типах раковых клеток, в том числе
при раке толстой кишки, печени, почек, подже�
лудочной железы и других, наблюдается повы�

шенная экспрессия гена MDR1 [9], которая
обеспечивает устойчивость клеток к действию
самых различных нейтральных и катионных
гидрофобных химиотерапевтических соедине�
ний, включая антрациклины, алкалоиды, такса�
ны, антибиотики и других [10].

Белки, поддерживающие в клетке окисли�
тельно�восстановительный (редокс) баланс,
белки семейства NADPH�оксидаз (NOX) и пер�
вичный продукт их действия в виде активных
форм кислорода (АФК) играют важную роль в
канцерогенезе [11]. Ранее было показано, что
АФК играют важную роль в определении судьбы
клеток [12]. При низких концентрациях АФК
участвуют в координации различных внутри�
клеточных сигнальных путей и клеточных отве�
тов. Однако при повышенном уровне АФК ин�
дуцируют окислительный стресс и гибель кле�
ток [13]. АФК, как известно, генерируются в хо�
де различных клеточных процессов в качестве
конечного продукта метаболизма. NADPH�ок�
сидаза, по сути, является сложной фермента�
тивной системой, которая образует АФК в каче�
стве основного продукта. NOX катализирует пе�
ренос электрона от молекулы NADPH на моле�
кулярный кислород с образованием АФК. Се�
мейство ферментов NOX состоит из семи чле�
нов, обозначаемых как NOX�1–NOX�5 и
DUOX�1–DUOX�2 [14]. Существование разных
изоформ NOX и их распределение среди различ�
ных тканей предполагает сложную роль этого
семейства ферментов в поддержании редокс�го�
меостаза внутри клеток [15]. Дисрегулирован�
ная активация и экспрессия NOX�опосредован�
ной генерации АФК значительно способствует
прогрессированию опухолевого процесса и ме�
тастазированию [16]. Показано, что изоформа
NOX (NOX�1) поддерживает пролиферацию
клеток и ассоциирована с прогрессированием
рака толстой кишки [17]. В предыдущей работе
мы показали, что переключение с изоформы
NOX�1 на NOX�2 способствует возникновению
инвазивных фенотипов клеток рака толстой
кишки [18]. Также было показано, что ядерный
эритроид�подобный фактор 2 (Nrf�2) является
индуцибельным фактором транскрипции, кото�
рый в основном участвует в транскрипции цело�
го ряда антиоксидантных и цитопротективных
генов. Nrf�2 защищает опухолевые клетки от
окислительного стресса и способствует поддер�
жанию внутриклеточного редокс�гомеоста�
за [19]. Однако участие изоформ NOX и Nrf�2 в
развитии фенотипа лекарственной устойчивос�
ти в клетках рака толстой кишки изучено недос�
таточно. В настоящем исследовании нами была
изучена роль редокс�белков, NOX�2 и Nrf�2, и
их реакция на обработку клеток противорако�
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ВАГХЕЛА и др.

вым агентом 5�фторурацилом (5�FU) в феноти�
пе лекарственной устойчивости клеток рака
толстой кишки (HCT�116/R). Кроме того, мы
также обнаружили, что ингибирование актив�
ности NOX�2 и Nrf�2 вызывает повышение
чувствительности клеток HCT�116/R к
действию 5�FU. Эти результаты могут свиде�
тельствовать о непосредственном участии ре�
докс�белков NOX�2 и Nrf�2 в регуляции окисли�
тельно�восстановительных процессов клетки
при развития лекарственной резистентности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Все реактивы для молекулярной
биологии были приобретены в коммерческих
фирмах. Среда RPMI�1640, физиологический
раствор Дульбекко (DPBS), фетальная бычья сы�
воротка (FBS), краситель 5,6�CFDA, Аннексин�
V (Alexa fluor 488), краситель пропидиум йодид
(PI), набор для синтеза кДНК, краситель SYBR
Green, антитела против Nrf�2, коньюгированные
с пероксидазой хрена вторичные антикроличьи
и антикозлиные антитела («GIBCO», США); на�
бор для определения активности лактатдегидро�
геназы (ЛДГ) («Takara Bio Inc.», Япония); нитро�
синий тетразолий (NBT), 2′,7′�дихлорфлуорес�
цеиндиацетат (H2DCFDA), ингибитор NOX�1
(ML171), N�[4�[2,3�дигидро�1�(2�метилбензо�
ил)�1H�индол�5�ил]�5�метил�2�тиазолил]�1,3�
бензодиоксол�5 ацетамид (ML385), гистамин
дигидрохлорид (HDC), тиазолил синий тетразо�
лий бромид (MTT), трипановый синий, анти�
мышиные коньюгированные с HRP антитела
(«Sigma�Aldrich», США); дифенилен�йодоний
(DPI) («APExBIO», США). Первичные антите�
ла: антитела против NOX�1 (1/1000) и NOX�2
(1/500) («BioRad», США); антитела против
MDR1 (1/1000) и β�актина (1/1000) («Cell
Signaling Technology», США).

Линии клеток и их культивирование. Линия
клеток колоректальной карциномы (HCT�116)
поступила от Национального центра клеточной
науки (NCCS), Пьюн, Индия. Клетки выращи�
вали в культуральной среде RPMI�1640, содер�
жащей L�глутамин (2 ммоль/литр). Культураль�
ная среда также содержала 10% фетальной
бычьей сыворотки и смесь антибиотиков: пени�
циллин (5 мг/мл), стрептомицин (5 мг/мл) и нео�
мицин (10 мг/мл) («GIBCO» и «Invitrogen»,
Великобритания). Клетки выдерживали в ув�
лажненной атмосфере, состоящей из 95% воз�
духа и 5% CO2 в CO2�инкубаторе при 37 °C.
В экспериментах использовали культивируе�
мые клетки, находящиеся в экспоненциальной
фазе роста.

Трансфекция. Трансфекцию генов MDR1
(pHaMDRwt Addgene Plasmid #10957) и GFP�
Nrf�2 (pcDNA3�EGFP�C4�Nrf�2 Addgene
Plasmid #21549) осуществляли с помощью реа�
гента Lipofectamine LTX («Invitrogen», Китай) в
соответствии с инструкциями производителя.
Вкратце, клетки HCT�116 рассеивали в соответ�
ствующие культуральные чашки и инкубирова�
ли в течение 16 ч. Использованную среду меня�
ли на свежую. Сначала раствор ДНК и липофек�
тамин готовили в пробирках раздельно, соглас�
но инструкциям производителя, затем их сме�
шивали и инкубировали в течение 8 мин. После
этого приготовленной смесью обрызгивали
клетки и инкубировали в течение 48 ч при 37 °C
в CO2�инкубаторе. Клетки HCT�116, повышен�
но экспрессирующие MDR1, далее обозначали
как клетки HCT�116/R.

Обработка 5�фторурацилом. С использова�
нием ДМСО культуральной чистоты приготав�
ливали концентрированный раствор противора�
кового агента 5�FU (50 мМ). Клетки HCT�116/R
инкубировали с различными дозами 5�FU (1, 10,
25, 50, 100, 500, 1000 и 2000 мкМ) в течение 24 ч.
Для определения влияния ингибиторов клетки
HCT�116/R инкубировали с 5�FU (100 мкМ) с
добавлением ингибиторов или без них в течение
24 ч.

Ингибирование NOX�2 и Nrf�2. Активность
ферментов NOX�2 и Nrf�2 подавляли с по�
мощью специфических ингибиторов. С исполь�
зованием ДМСО культуральной чистоты приго�
тавливали концентрированные растворы инги�
битора NOX – DPI (10 мМ), специфического
ингибитора NOX�1 – ML171 (0,5 мМ), специ�
фического ингибитора NOX�2 – HDC (5 мМ) и
специфического ингибитора Nrf�2 – ML385
(10 мМ). Клетки HCT�116/R обрабатывали
DPI (10 мкМ) в течение 2 ч или ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ) в
течение 4 ч. Для определения гибели клеток
клетки HCT�116/R обрабатывали отдельно 5�
FU (100 мкМ) или 5�FU вместе с ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ) в
течение 24 ч. Кроме того, клетки HCT�116/R
были предварительно обработаны DPI (10 мкМ)
в течение 2 ч и затем 5�FU (100 мкМ) в течение
24 ч.

Морфологический анализ. Изменения мор�
фологии клеток HCT�116 при их трансфекции
наблюдали с помощью фильтра DIC в ярком по�
ле микроскопа. Вкратце, клетки HCT�116 и
HCT�116/R промывали буфером DPBS и наб�
людали более 150 клеток в трех разных полях с
использованием фильтра DIC (DP�71, IX81,
«Olympus», Япония). Изображения клеток полу�
чали с помощью программы Image�Pro MC 6.1

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

310



РОЛЬ NOX�2 И Nrf�2 В РЕЗИСТЕНТНОСТИ К ЛЕКАРСТВАМ

(США) и анализировали с помощью программы
NIH Image J, США.

Анализ накопления родамина 123. Окрашива�
ние родамином 123 проводили, как описано ра�
нее, с небольшими изменениями [20]. Вкратце,
клетки HCT�116 и HCT�116/R промывали
DPBS и окрашивали 10 мкM родамина 123
(в HBSS) в течение 1 ч, и получали изображения
с помощью программы Image�Pro MC 6.1
(США) на инвертированном флуоресцентном
микроскопе (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).
Изображения анализировали с помощью прог�
раммы NIH Image J (США).

Анализ распределения и накопления доксору�
бицина внутри клеток. Внутриклеточное распре�
деление и накопление доксорубицина опреде�
ляли, как сообщалось ранее [21]. Вкратце, клет�
ки HCT�116 HCT�116/R отмывали буфером
DPBS, обрабатывали 5 мкМ доксорубицина в
течение 2 ч, и наблюдали за ними с использова�
нием инвертированного флуоресцентного мик�
роскопа (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).

Определение АФК внутри клеток. За образо�
ванием АФК внутри клеток наблюдали с по�
мощью красителя H2DCFDA. Вкратце, клетки
HCT�116 и HCT�116/R инкубировали с
H2DCFDA (25 мкМ) в темноте в течение 20 мин
при 37 °C. Планшет подвергали мониторингу
величины флуоресценции молекул DCF при
возбуждении 485 нм и излучении 525 нм с ис�
пользованием ридера микропланшет (multimode
microplate reader, «Molecular Devices», США).
Для качественного анализа внутриклеточных
АФК клетки HCT�116 и HCT�116/R инкубиро�
вали с H2DCFDA (25 мкм) в течение 20 мин
при 37 °C в темноте. После этого клетки промы�
вали DPBS, а изображения получали с помощью
программного обеспечения Image�Pro MC 6.1
(США) под инвертированным флуоресцентным
микроскопом (DP�71, IX81, «Olympus», Япо�
ния).

Определение активности NADPH�оксидазы с
красителем нитросиний тетразолий. Активность
NOX определяли с помощью метода с использо�
ванием красителя NBT, как описано ранее [22].
Принцип этого метода основан на восстановле�
нии NBT до формазана NOX�зависимым супер�
оксидом. Вкратце, клетки HCT�116 и HCT�
116/R инкубировали с 100 мкл раствора NBT
(1 мг/мл в среде RPMI�1640) при 37 °C в течение
1 ч. Затем клетки разрушали с помощью
100 мкл ДМСО, и регистрировали поглощение
при 570 нм. Результаты представляли в виде
среднего значения процента поглощения в раз�
личных группах.

Определение значения IC50 и анализ клеточ�
ной пролиферации. Значение полумаксимальной

ингибирующей концентрации (IC50) 5�FU на
клетки HCT�116 и HCT�116/R определяли с по�
мощью красителя MTT, как описано ранее [23].
Вкратце, клетки HCT�116 и HCT�116/R обраба�
тывали различными концентрациями (1, 10, 25,
50, 100, 500, 1000 и 2000 мкМ) 5�FU в тече�
ние 24 ч. Затем клетки инкубировали с 0,5 мг/мл
раствора MTT в течение 4 ч при 37 °C. После
этого в каждую лунку добавляли 0,1 мл смеси
SDS и HCl (10% SDS в 0,01 M HCl), тщательно
перемешивали и инкубировали в темноте в тече�
ние 20 мин при 37 °C. Поглощение регистриро�
вали в каждой лунке при 570 нм с референсной
длиной волны при 650 нм с использованием ри�
дера микропланшет (multimode microplate reader
SpectraMax M2e, «Molecular Devices», США).
Влияние 5�FU или ингибиторов на пролифера�
цию клеток HCT�116 и HCT�116/R оценивали с
помощью MTT. Результаты представлены в виде
процента значения клеточной пролиферации в
различных группах.

Определение гибели клеток. Оценку процес�
са гибели клеток проводили с помощью метода
исключения красителя трипановый синий, как
описано ранее [24]. Вкратце, клетки HCT�116/R
обрабатывали, как было описано ранее. После
завершения инкубации клетки собирали и про�
мывали один раз буфером DPBS. Затем равные
количества суспензии клеток смешивали с три�
пановым синим, после чего подсчитывали ко�
личество живых и мертвых клеток в ярком поле
микроскопа, и определяли процент погибших
клеток, используя формулу (процент гибели
клеток = (число мертвых клеток/общее количе�
ство клеток) × 100).

Определение ЛДГ. Цитотоксичный эффект
5�FU и ингибиторов оценивали с помощью на�
бора для определения активности ЛДГ, согласно
рекомендациям производителя. Вкратце,
1,5 × 104 клеток HCT�116/R обрабатывали либо
5�FU (100 мкМ) в отдельности или 5�FU
(100 мкМ) с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ),
HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). После этого
собирали остаточную среду, смешивали с реак�
ционной смесью, содержащей ЛДГ и раствор
красителя, и инкубировали в темноте в тече�
ние 30 мин при комнатной температуре. Регист�
рировали оптическое поглощение при 490 нм с
референсной длиной волны при 650 нм с ис�
пользованием ридера микропланшет (multimode
microplate reader, SpectraMax M2e, «Molecular
Devices», США). Результаты представлены в ви�
де процента цитотоксичности (высвобожде�
ние ЛДГ).

Окрашивание клеток Аннексином�V и пропи�
диум иодидом (PI). Оценку гибели клеток в ре�
зультате апоптоза проводили по методу окраши�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

311



ВАГХЕЛА и др.

вания клеток Аннексином�V/PI, как описано
ранее [24]. Вкратце, клетки HCT�116/R выра�
щивали на покрытых поли�L�лизином покров�
ных стеклах и обрабатывали их, как описано ра�
нее. Затем клетки окрашивали реагентом Ан�
нексин�V (Alexa Fluor 488) в течение 20 мин с
последующим окрашиванием PI в течение 5 мин
и наблюдали за более чем 150 клетками в трех
случайных полях с использованием инвертиро�
ванного флуоресцентного микроскопа (DP�71,
IX81, «Olympus», Япония).

Анализ жизнеспособности клеток. Жизнеспо�
собность клеток анализировали методом окра�
шивания CFDA. Вкратце, клетки HCT�116/R
обрабатывали только 5�FU (100 мкМ) или 5�
FU (100 мкМ) вместе с DPI (10 мкМ), ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ).
Затем клетки окрашивали красителем CFDA
(25 мкМ) в течение 20 мин и дважды промывали
буфером DPBS. Окрашенные клетки анализи�
ровали с использованием инвертированного
флуоресцентного микроскопа (DP71, IX81,
«Olympus», Япония).

Транслокация Nrf�2. Транслокацию GFP�
Nrf�2 между ядром и цитоплазмой оценивали с
помощью флуоресцентной микроскопии.
Вкратце, 4 × 104 клеток трансфицировали плаз�
мидой с геном MDR1. Спустя 24 ч клетки транс�
фицировали GFP�Nrf�2 и инкубировали в тече�
ние 24 ч, используя реагент Lipofectamine LTX с
Plus�реагентом. После этого клетки отмывали
DPBS и получали изображения с помощью ин�
вертированного флуоресцентного микроско�
па (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).

Вестерн�блоттинг. Экспрессию белков
MDR1, HIF�1α, Nrf�2, NOX�1, NOX�2 и β�акти�
на оценивали с помощью метода вестерн�блот�
тинга. Вкратце, 1 × 106 клеток трансфицировали
плазмидой с геном MDR1 в течение 48 ч. Через
различные интервалы времени собирали клет�
ки, их дважды промывали охлажденным до тем�
пературы льда буфером DPBS, лизировали в ли�
зисном буфере (50 мМ Tris�HCl (pH 8,0),
150 мМ NaCl, 1 мМ MgCl2, 150 мМ CaCl2,
1 мМ Na�ванадат, 0,05% Nonident P�40, набор
ингибиторов протеаз) и помещали в лед
на 30 мин. Затем клетки разрушали и центрифу�
гировали при 8000 об./мин в течение 10 мин
при 4 °C. Супернатант собирали как лизат целых
клеток. Концентрацию белка определяли с по�
мощью BCA�набора для определения концент�
рации белка. Белки (50 мкг) разделяли с по�
мощью электрофореза в 12%�ном и 10%�ном
SDS�PAGE геле, затем переносили на мембрану
PVDF с помощью метода влажного электропере�
носа при 4 °C. Мембрану блокировали 3%�ным
обезжиренным молоком в буфере TBST в тече�

ние 2 ч при комнатной температуре с последую�
щей ночной инкубацией мембраны с первичны�
ми антителами при 4 °C. Затем мембрану обраба�
тывали вторичными антителами (1/3000), конъ�
югированными с пероксидазой хрена. Белки ви�
зуализировали с помощью хемолюминесценции
(EZ�ECL), согласно инструкциям производите�
ля в темноте с использованием синей пленки
«Kodak X�Omat blue film» («Kodak», США).

Экстракция РНК и ПЦР в реальном времени
(RT�qPCR). Суммарную РНК экстрагировали с
использованием реагента Trizol («Invitrogen»,
США) в соответствии с инструкциями произво�
дителя. Вкратце, осуществляли обратную тран�
скрипцию 1 мкг общей РНК в кДНК с использо�
ванием набора для синтеза кДНК («Invitrogen»,
США). RT�qPCR проводили с использованием
96�луночного планшета MicroAmp fast optical 96�
well PCR plates («Applied Biosystems», США) на
приборе Step One plus real�time PCR detection
system («Applied Biosystems», США). Реакцию
проводили в 20 мкл реакционной смеси, содер�
жащей кДНК (100 пмоль), SYBR Green master�
mix (1 мкМ), каждый праймер и свободную от
протеаз воду. В качестве эндогенного контроля
использовали 18S рРНК, и уровни экспрессии
мРНК для NOX�1, NOX�2 и HO�1 нормализова�
ли относительно 18S рРНК. Использованные в
работе праймеры приведены в таблице.

Статистическая обработка данных. Получен�
ные данные были проанализированы с по�
мощью t�критерия Стьюдента и метода
ANOVA (односторонний дисперсионный ана�
лиз), а затем с помощью критерия Стьюден�
та–Ньюмана–Кеуласа (SNK – тест по парамет�
рическим переменным) для проведения множе�
ственных сравнений с использованием прог�
раммы Sigma plot 12.0 statistical analysis software.
Значения *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 рас�
сматривались как статистически достоверные.
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Название
праймера

NOX�1 F 

NOX�1 R

NOX�2 F

NOX�2 R 

HO�1 F

HO�1 R

18s rRNA F

18s rRNA R

Перечень праймеров, использованных в данной работе

Последовательность праймера (5′–3′)

GAGACAGGTGCCTTTTCCTG

CGGTGAGGAAGAGACGGTAG

CACATGCCTTTGAGTGGTTTG

GCCAGTGAGGTAGATGTTGTAG

AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC

AAAGCCCTACAGCAACTGTCG

AGAAACGGCTACCACATCCAA

TGTCACTACCTCCCCGTGTCA

Примечание. F – прямой праймер, R – обратный праймер.



РОЛЬ NOX�2 И Nrf�2 В РЕЗИСТЕНТНОСТИ К ЛЕКАРСТВАМ

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Повышение экспрессии MDR1 вызывает ин�
дукцию фенотипов лекарственной резистентности
в клетках HCT�116. В настоящей работе мы ис�
следовали последствия повышенной экспрес�
сии гена MDR1 в клетках HCT�116. Мы транс�
фицировали ген MDR1 в клетки HCT�116, и с
помощью микроскопа проанализировали лека�
рственно�резистентные фенотипы. Мы обнару�
жили, что в клетках с повышенной экспрессией
MDR1 (HCT�116/R) наблюдается образование
внутриклеточных вакуолей в сравнении с клет�
ками дикого типа (HCT�116) (рис. 1, а). Затем
мы проанализировали способность клеток
HCT�116/R снижать поглощение лекарств с по�
мощью окрашивания родамином 123. Мы обна�
ружили, что в большинстве клеток HCT�116
наблюдалась интенсивная флуоресценция ро�
дамина 123, в то время как клетки HCT�116/R
отличались слабой флуоресценцией. Это озна�
чает, что клетки с повышенной экспрессией
MDR1 в меньшей степени поглощают рода�
мин 123 (рис. 1, b). Далее мы проанализировали
внутриклеточное распределение и накопление
доксорубицина в обоих типах клеточных линий
и обнаружили, что большинство клеток HCT�
116 демонстрировали заметную флуоресцен�
цию доксорубицина в ядре. Однако клетки
HCT�116/R не проявляли флуоресценции док�
сорубицина в ядре и уменьшали флуоресцен�
цию доксорубицина в своей цитоплазме
(рис. 1, с). Мы также получили подтверждение
повышенной экспрессии MDR1 с помощью
иммуноблоттинга. Полученные нами результа�
ты свидетельствовали о повышенной экспрес�
сии MDR1 в клетках HCT�116/R по сравнению
с клетками HCT�116 (рис. 1, d). Кроме того, по�
лученные нами результаты показывали значи�
тельное повышение экспрессии HIF�1α и Nrf�2.
Этот результат позволил предположить, что по�
вышение экспрессии MDR�1, HIF�1α и Nrf�2
связано с возникновением резистентности кле�
ток к действию лекарств. Кроме того, мы также
определили чувствительность клеток HCT�116
и HCT�116/R к действию 5�фторурацила. Зна�
чения полумаксимальной ингибирующей кон�
центрации IC50 для 5�FU в отношении клеток
HCT�116 и HCT�116/R оказались равными
~241,40 и ~702,30 мкМ соответственно (рис. 1, e),
что свидетельствовало о большей устойчивости
клеток HCT�116/R к действию 5�фторурацила.
Таким образом, эти результаты означают, что
повышение экспрессии MDR1 способствует
возникновению резистентных фенотипов кле�
ток колоректальной карциномы человека
(HCT�116).

Повышение экспрессии мРНК для Nrf�2 и
HO�1 связано с возникновением лекарственной
резистентности клеток HCT�116/R. Nrf�2 в ос�
новном ассоциирован с антиоксидантным отве�
том и детоксикацией клеток в результате регуля�
ции различных генов�мишеней ARE [25]. В раз�
витии лекарственной резистентности клеток
при различных типах рака участвует сигнальная
цепь Nrf�2/HO�1 [26]. Чтобы понять действи�
тельно ли сигнальная цепь Nrf�2/HO�1 задей�
ствована в клетках HCT�116/R, мы проанализи�
ровали экспрессию и активацию фактора тран�
скрипции Nrf�2. Мы обнаружили заметное по�
вышение экспрессии Nrf�2 в клетках HCT�
116/R (рис. 1, d). Далее мы попытались исследо�
вать активность Nrf�2, регистрируя транслока�
цию GFP�Nrf�2 в клетках HCT�116/R. Мы об�
наружили значительную экспрессию GFP�Nrf�2
в ядрах клеток HCT�116/R (рис. 2, а). Однако
накопление GFP�Nrf�2 также наблюдалось в
цитоплазме клеток HCT�116. Чтобы определить
активность Nrf�2 в ядре, мы проанализировали
экспрессию гена�мишени Nrf�2 (гена HO�1) на
уровне мРНК. Полученные нами результаты
свидетельствуют о том, что в клетках HCT�
116/R по сравнению с клетками HCT116 наблю�
дается повышенная экспрессия мРНК HO�
1 (рис. 2, b). Более того, обработка клеток HCT�
116/R препаратом ML385 (специфическим ин�
гибитором Nrf�2) вызывала значительное сни�
жение уровня активации Nrf�2 и экспрессии
мРНК HO�1 (рис. 2, а и b). В целом эти результа�
ты свидетельствуют о том, что активация Nrf�2 и
продукта нижележащего гена HO�1 ассоцииро�
ваны с развитием у клеток HCT�116/R устойчи�
вости к действию лекарств.

Повышение активности NOX и экспрессии
NOX�2 приводит к увеличению образования АФК
и способствует развитию устойчивости раковых
клеток к действию лекарств. Известно, что ак�
тивные формы кислорода вносят вклад в воз�
никновение окислительного стресса и прогрес�
сирование рака [27]. Ферменты семейства NOX
являются одними из основных источников АФК
внутри клетки [28]. В настоящем исследовании
нам было интересно изучить участие NOX�
опосредованной генерации АФК, связанной с
лекарственной устойчивостью, при раке. Снача�
ла мы изучили активность NOX в клетках HCT�
116 и HCT�116/R. Полученные нами результаты
показали существенное увеличение активности
NOX в клетках HCT�116/R по сравнению с клет�
ками HCT�116 (рис. 3, а). Этот результат поста�
вил вопрос о том, коррелирует ли повышенная
активность NOX с экспрессией его изоформ
NOX�1 и NOX�2. Мы изучили экспрессию NOX�1
и NOX�2 на уровне мРНК и белка и обнаружи�
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ли, что уровень NOX�2 был резко повышен в
клетках HCT�116/R (рис. 3, b–d). Однако
экспрессия NOX�1 оставалась на прежнем уров�
не, что предполагает, что участие фермента NOX

в возникновении резистентности к лекарствам
клеток рака толстой кишки у человека зависит
от его изоформы (рис. 3, b и c). Кроме того, мы
наблюдали за уровнем внутриклеточных АФК в
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Рис. 1. Характеристика устойчивых к действию лекарств клеток HCT�116/R рака толстой кишки человека. Клетки HCT�
116 были трансфицированы геном MDR1, и были обнаружены различные свойства лекарственной устойчивости. а – Мор�
фологический анализ с использованием фильтра DIC. b – Окрашивание клеток родамином 123 и их анализ с помощью
флуоресцентного микроскопа. c – Распределение и накопление доксорубицина внутри клеток было проанализировано с
помощью флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 20 мкм. d – Вестерн�блоттинг MDR1, HIF�1α и Nrf�2.
В качестве контроля белковой нагрузки использовали β�актин. e – Влияние 5�FU (1, 10, 25, 50 мкМ, 100, 500, 1000 и
2000 мкМ) на пролиферацию клеток HCT�116 и HCT�116/R, определенное с помощью MTT�анализа. Данные представ�
лены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически
достоверные различия обозначены как #p ≤ 0,001 между клетками HCT�116 и HCT�116/R (односторонний ANOVA и за�
тем критерий SNK). (С цветными варианами рис. 1–8 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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клетках HCT�116/R, используя флуоресцент�
ный краситель H2DCFDA, и обнаружили значи�
тельное повышение уровня АФК внутри кле�
ток (рис. 3, e). Анализ с использованием мик�
роскопа также подтвердил повышенный внут�
риклеточный уровень АФК в клетках HCT�
116/R (рис. 3, f и g). Кроме того, чтобы подтвер�
дить роль какой�либо конкретной изоформы
NOX, мы обработали устойчивые к действию ле�
карств клетки HCT�116/R специфичными ин�
гибиторами: DPI (ингибитор NOX), ML171
(специфичный ингибитор NOX�1), HDC (спе�
цифичный ингибитор NOX�2) и ML385 (инги�
битор Nrf�2). DPI и HDC ингибировали актив�
ность NOX и образование АФК в клетках HCT�
116/R в сравнении с контрольными клетками
HCT�116/R. Однако ML171 и ML385 в незначи�
тельной степени ингибировали активацию NOX
и образование АФК в устойчивых к действию
лекарств клетках HCT�116/R (рис. 4, а и b). Та�
ким образом, полученные нами результаты поз�

воляют предположить, что активация фермен�
тов NOX и повышение экспрессии NOX�2 об�
легчает образование АФК при резистентности к
действию лекарств клеток HCT�116/R.

Ингибирование активности NOX�2 и Nrf�2
способствует устойчивости клеток HCT�116/R к
действию 5�FU и сенсибилизирует клетки HCT�
116/R к гибели. 5�фторурацил является антиме�
таболитом, который препятствует синтезу ДНК
и РНК раковых клеток [29]. Он широко исполь�
зуется для лечения различных типов рака, вклю�
чая рак молочной железы, головы и шеи и рак
толстой кишки [30, 31]. В настоящее время при
лечении рака толстой кишки в основном ис�
пользуется 5�FU в сочетании с другими химио�
терапевтическими препаратами, и это приводит
к существенному улучшению ситуации с выжи�
ваемостью больных [32]. Однако возникновение
лекарственной резистентности ограничивает
активность 5�FU. После того, как было обнару�
жено повышение экспрессии и активации
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Рис. 2. Активация Nrf�2�зависимого сигнального пути в устойчивых к действию лекарств клетках HCT�116/R рака толс�
той кишки. Клетки HCT�116 были трансфицированы геном MDR1 с последующей обработкой ML385. При этом наблю�
далась активация и накопление Nrf�2. а – Изучение транслокации GFP�Nrf�2. Зелеными стрелками показано накопле�
ние GFP�Nrf�2 в ядре, и красными стрелками обозначено накопление GFP�Nrf�2 в цитоплазме. Масштабная линейка –
5 мкм. b – Анализ HO�1 с помощью RT�qPCR. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка
среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Достоверные различия определены при **p ≤ 0,01 между клетками
HCT�116 и HCT�116/R (t�критерий)
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NOX�2 и Nrf�2 в клетках HCT�116/R, мы поста�
вили цель изучить роль активации NOX�2 и Nrf�
2 в возникновении устойчивости клеток HCT�
116/R к действию 5�фторурацила. Для этого мы
обработали клетки HCT�116/R 5�FU в отдель�
ности и 5�FU вместе с ингибитором NOX (DPI)
и ингибитором Nrf�2 (ML385). Оказалось, что
обработка клеток HCT�116/R 5�FU вместе с DPI
и ML385 вызывает значительное ингибирование
клеточной пролиферации и индуцирует гибель
клеток по сравнению с их обработкой только 5�
FU. Этот результат предполагает роль актива�
ции NOX и Nrf�2 в развитии у клеток устойчи�
вости к действию 5�FU (рис. 5, а и b).

Чтобы выяснить роль отдельных изоформ
NOX, мы обработали клетки HCT�116/R 5�FU
вместе с ML171 (специфичный ингибитор NOX�
1) и HDC (специфичный ингибитор NOX�2).
Интересно, что обработка клеток HCT�116/R 5�
FU вместе с HDC приводила к ингибированию
пролиферации клеток и индуцировала гибель
клеток в сравнении с обработкой клеток толь�
ко 5�FU (рис. 5, а и b). Однако обработка этих
клеток 5�FU вместе с ML171 не оказывала за�
метного влияния на клеточную пролиферацию

и гибель клеток в сравнении с их обработкой
только 5�FU (рис. 5, а и b). Эти результаты поз�
воляют предположить, что ингибирование ак�
тивности NOX�2 и Nrf�2 усиливает 5�FU�опос�
редованную гибель клеток HCT�116/R. Далее
мы провели мониторинг высвобождения из кле�
ток ЛДГ, чтобы оценить гибель клеток в резуль�
тате некроза во всех группах клеток, но не смог�
ли обнаружить значительного высвобождения
ЛДГ при обработке клеток. Эти результаты поз�
воляют предположить, что обработка 5�FU или
5�FU вместе с ингибиторами не вызывает нек�
ротическую гибель клеток (рис. 5, с). Также мы
изучили морфологические изменения и жизне�
способность клеток после различных обработок
и обнаружили, что обработка клеток 5�FU вмес�
те с DPI, HDC и ML385 заметно изменила кле�
точную морфологию и снизила жизнеспособ�
ность клеток HCT�116/R (рис. 6, а–с). В то же
время обработка клеток HCT�116/R 5�FU вмес�
те с ML171 не показала каких�либо существен�
ных изменений в клеточной морфологии и жиз�
неспособности клеток по сравнению с обработ�
кой только 5�FU. Этот результат позволяет
предположить, что ингибирование активности
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Рис. 3. Активация ферментов семейства NOX и образование АФК в клетках линии HCT�116/R, устойчивых к действию
лекарств. Клетки HCT�116 трансфицировали геном MDR1 и регистрировали активацию и экспрессию ферментов NOX.
a – Анализ активности NOX с помощью NBT�анализа. b – Вестерн�блоттинг белков NOX�1 и NOX�2. В качестве контро�
ля белковой нагрузки использовали β�актин. RT�qPCR анализ NOX�1 (c) и NOX�2 (d). Уровень внутриклеточной генера�
ции АФК определяли с помощью красителя H2DCFDA. e – Количественный анализ с использованием спектрофотомет�
ра. f и g – Количественный анализ с использованием флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 50 мкм. Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов.
Статистически достоверные различия обозначены как **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001 между клетками HCT�116 и HCT�116/R
(t�критерий)
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NOX�2 и Nrf�2 снижает жизнеспособность кле�
ток HCT�116/R (рис. 6, а–с).

Чтобы изучить характер гибели клеток в ре�
зультате их обработки, мы окрасили клетки Ан�
нексином�V и PI. Полученные нами результаты
свидетельствуют о том, что обработка клеток 5�
FU с DPI, HDC и ML385 приводит к наиболь�
шему числу Аннексин�V/PI�положительных
клеток HCT�116/R по сравнению с клетками,
обработанными 5�FU вместе с ML171 или толь�
ко 5�FU (рис. 7, а и b). Этот результат говорит о
том, что ингибирование активности NOX�2 и
Nrf�2 способствует 5�FU�опосредованному
апоптозу клеток HCT�116/R. Следовательно,
полученные нами результаты позволяют пред�
положить, что активация NOX�2 и Nrf�2 приво�
дит к резистентности клеток HCT�116/R к
действию 5�фторурацила.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лекарственная резистентность – это явле�
ние, которое возникает при патологических
состояниях клеток, приобретающих устойчи�
вость к действию терапевтических агентов.
Приобретение раковыми клетками устойчивос�
ти к действию лекарств является серьезным пре�
пятствием на пути успешного лечения рака. Хо�
тя многие типы рака изначально чувствительны
к химиотерапевтическим препаратам, со време�
нем раковые клетки становятся резистентными
к их действию благодаря влиянию многочислен�
ных внутренних и внешних факторов [5]. Один
из наиболее хорошо изученных механизмов ле�
карственной резистентности заключается в
экспрессии белков семейства ATP�связывающе�
го кассетного транспортера. Три транспортера:
белок множественной лекарственной устойчи�
вости 1 (MDR1), ассоциированный с множест�
венной лекарственной устойчивостью бе�
лок 1 (MRP1) и белок устойчивости к раку мо�
лочной железы (BCRP) участвуют в процессе
лекарственной резистентности при различных
типах рака [33]. Все эти транспортеры защища�
ют раковые клетки от различных химиотерапев�
тических агентов. Белок MDR1 (P�gp, P�гли�
копротеин) был первым идентифицированным
и широко изученным транспортным белком в
различных моделях рака. Недавно были получе�
ны убедительные доказательства, показавшие,
что сверхэкспрессия P�gp связана с развитием
множественной лекарственной устойчивос�
ти (MDR) при раке. Таким образом, клетки, ко�
торые повышенно экспрессируют P�gp, прояв�
ляют перекрестную резистентность к множест�
венным цитотоксическим препаратам и способ�

ствуют развитию множественной лекарствен�
ной устойчивости в раковых клетках. Развитие
лекарственной устойчивости при раке толстой
кишки является основным феноменом, ответ�
ственным за рецидив опухоли и снижение вы�
живаемости пациентов [34]. Поэтому выявление
новых регуляторов резистентности рака толстой
кишки крайне необходимо.

Есть неопровержимые доказательства того,
что нарушение регуляции редокс�белков и генов
способствует устойчивости раковых клеток к
действию лекарств [35]. Известно, что АФК на�
целены на редокс�чувствительные белки и регу�
лируют иммунный ответ, пролиферацию кле�
ток, дифференцировку клеток и сигнализацию о
гибели клеток. Внутриклеточные АФК в основ�
ном вырабатываются ферментами семейства
NADPH�оксидаз в качестве основного продукта
и участвуют в окислительно�восстановительном

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

317

Рис. 4. NOX�2�опосредованное образование АФК в клет�
ках HCT�116/R рака толстой кишки, устойчивых к
действию лекарств. Клетки HCT�116 были трансфициро�
ваны геном MDR1 и обработаны DPI (10 мкМ),
ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ).
В этих клетках регистрировали активацию белков NOX.
a – Определение активности белков NOX с помощью NBT.
b – Определение АФК с помощью спектрофотометра. Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная
ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов.
Статистически достоверные различия обозначены как
***p ≤ 0,001 между необработанными и обработанными
клетками (использованы метод одностороннего дисперси�
онного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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гомеостазе клеток. Очевидно, что АФК, образу�
емые белками NOX, участвуют в развитии и
прогрессировании различных типов рака [36].
В предыдущей работе было высказано предпо�
ложение, что переключение экспрессии с NOX�
1 на NOX�2 ассоциировано со злокачественной
трансформацией клеток [18]. Действительно,
было показано, что различные онкогены, вклю�
чая RAS, регулируют экспрессию и активацию
белка NOX�1 [37]. В отличие от NOX�1, другая
изоформа, NOX�2, принимает участие в разви�
тии инвазивных фенотипов клеток рака толстой
кишки [18]. NOX�2 является первой изоформой
NOX, для которой была показана преимущест�
венная экспрессия в иммунных клетках, вклю�
чая макрофаги, моноциты и нейтрофилы [38].
Недавно было показано, что переключение с
изоформы NOX�1 на NOX�2 способствует раз�
витию инвазивного фенотипа у клеток рака
толстой кишки [18]. В целом эти данные позво�
ляют предположить, что как NOX�1, так и NOX�
2 участвуют в прогрессировании рака толстой
кишки.

Nrf�2 является основным фактором тран�
скрипции, который способствует транскрипции
целого ряда антиоксидантных генов. При физио�
логических условиях белок Nrf�2 подвергается
постоянной деградации протеазой Keap�1. В ус�
ловиях окислительного стресса Nrf�2 высвобож�
дается из комплекса с Keap�1 и активируется.
При активации происходит его транслокация в
ядро, где он инициирует транскрипцию ге�
нов ARE [39]. В предыдущей работе было сдела�
но предположение, что мутации в Nrf�2 и Keap�
1 при различных типах рака человека приводят к
конститутивной активации Nrf�2 и экспрессии
цитопротективных (способствующих выжива�
нию) генов и в конечном итоге способствуют
лекарственной устойчивости при раке [40].

Ранее было предположено, что активация
ферментов NOX и Nrf�2 ассоциирована с под�
держанием гомеостаза клеток [41]. Мутация в
белке RAS усиливает экспрессию и активацию
NOX и образования АФК в клетках рака толстой
кишки [42, 43]. Чтобы сохранить окислительно�
восстановительный баланс внутри клетки, му�
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Рис. 5. Ингибирование активности NOX�2 способствует гибели клеток HCT�116/R рака толстой кишки человека, устой�
чивых к действию лекарств. Клетки HCT�116 были трансфицированы геном MDR1 и обработаны либо 5�FU (100 мкМ) в
отдельности или 5�FU (100 мкМ) с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). а – Анализ про�
лиферации клеток с помощью MTT�анализа. b – Анализ гибели клеток с помощью трипанового синего. c – Определение
высвобождения ЛДГ из клеток с помощью набора для определения ЛДГ. Данные представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически достоверные различия обоз�
начены как ***p ≤ 0,001 между обработкой клеток только 5�FU и обработкой клеток 5�FU вместе с DPI, ML171, HDC и
ML385 (использованы метод одностороннего дисперсионного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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тированный белок RAS также способствует ак�
тивации Nrf�2 [44]. Известно, что Nrf�2 участву�
ет в регуляции образования АФК, опосредован�
ной ферментами NOX [45]. Было также предпо�
ложено, что активация NOX тесно связана с ан�
тиоксидантами, регулирующими микроокруже�
ние опухоли [46]. Кроме того, во время прогрес�
сирования различных типов рака происходит
активация пути Nrf�2/HO�1, который активиру�
ется во время прогрессирования различных зло�
качественных новообразований, а также ассо�
циируется с химиорезистентностью и плохим
прогнозом [26]. Была показана роль изоформ
NOX в прогрессировании инвазии и росте опу�
холи. Однако их императивная роль в развитии
лекарственной устойчивости клеток рака толс�
той кишки остается невыясненной.

В этом исследовании нам было интересно
изучить роль Nrf�2 в развитии лекарственной
устойчивости. Мы проверили, происходит ли
активация Nrf�2 в резистентных клетках HCT�

116/R или нет. В результате мы обнаружили, что
в клетках HCT�116/R наблюдается повышение
экспрессии Nrf�2. Затем мы провели монито�
ринг активации Nrf�2�зависимого сигнального
пути на основе его локализации и экспрессии
его гена�мишени, HO�1. Мы обнаружили замет�
ное накопление GFP�Nrf�2 в ядре и повышение
экспрессии HO�1 в клетках HCT�116/R. Эти ре�
зультаты позволяют предположить, что Nrf�2 не
только стабилизируется в связи с повышенной
генерацией АФК, но он также активируется и
участвует в транскрипции генов�мишеней в
клетках HCT�116/R.

Внутриклеточный уровень АФК ассоцииро�
ван с различными событиями, происходящими
внутри раковых клеток [27]. Все больше работ
свидетельствуют о возможной связи между
уровнем АФК внутри клеток и их устойчи�
востью к действию химических соединений [47].
В процессе образования АФК основное участие
принимают ферменты семейства NOX. Поэтому
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Рис. 6. Ингибирование процесса активации NOX�2 способствует апоптотической гибели клеток HCT�116/R рака толстой
кишки человека, устойчивых к действию лекарств. Клетки HCT�116/R были обработаны только 5�FU (100 мкМ) или
5�FU (100 мкМ) вместе с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). а – Анализ морфологии кле�
ток с использованием фильтра DIC. b и c – Анализ жизнеспособности клеток с помощью окрашивания красителем CFDA
и использования флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 50 мкм. Данные представлены в виде среднего зна�
чения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически достоверные различия
обозначены как ***p ≤ 0,001 между клетками, обработанными только 5�FU, и клетками, обработанными 5�FU вместе с
DPI, ML171, HDC и ML385 (использованы метод одностороннего дисперсионного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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мы изучили возможную связь между активацией
ферментов NOX и прогрессированием резистент�
ных фенотипов. Нами было обнаружено, что в
клетках HCT�116/R повышена активация NOX
и усилена генерация АФК. Далее мы проверили
экспрессию изоформ NOX�1 и NOX�2 и обнару�
жили, что в устойчивых к действию лекарств
клетках HCT�116/R рака толстой кишки наблю�
дается повышение экспрессии только NOX�2, но
не NOX�1, что предполагает изоформо�специ�
фическую функцию фермента NOX. Кроме то�
го, чтобы оценить связь с активацией NOX�2,
мы использовали в своей работе специфические
ингибиторы для NOX�1 (ML171) и NOX�
2 (HDC) и обнаружили, что при обработке кле�
ток DPI и HDC происходит ингибирование ак�
тивности NOX. Тем не менее ингибирование ак�
тивности NOX при обработке клеток ML171 бы�
ло незначительным. В целом эти результаты
позволяют предположить, что экспрессия и ак�
тивация NOX�2 имеет отношение к развитию
лекарственной устойчивости клеток HCT�
116/R.

5�Фторурацил является широко используе�
мым химиотерапевтическим агентом при лече�
нии колоректального рака [32, 48]. Однако его
химиопревентивная активность в клетках рака
толстой кишки, устойчивых к действию ле�
карств, снижена [49]. Наши результаты показа�
ли, что при повышенной экспрессии гена MDR1
клетки HCT�116/R очень устойчивы к воздей�
ствию 5�FU. Оказалось, что значение полумак�
симальной концентрации 5�FU примерно в 2,9
раза выше в клетках HCT�116/R по сравнению с
клетками HCT�116, что может быть результатом
повышенной экспрессии P�gp (MDR�1). Недав�
ние исследования показали, что опосредован�
ные NOX окислительно�восстановительные из�
менения ускоряют химиорезистентность [50].
Более того, было показано, что в клетках рака
толстой кишки, устойчивых к действию 5�фтор�
урацила, Nrf�2 находится под эпигенетическим
контролем [51]. Полученные нами данные со�
гласуются с нашими предыдущими результата�
ми, свидетельствующими о том, что в клетках
HCT�116/R происходит активация как NOX, так
и Nrf�2. Следовательно, нацеленное воздей�
ствие на NOX�2 и Nrf�2 может повысить
чувствительность клеток HCT�116/R к воздей�
ствию 5�FU. Наши результаты говорят о том,
что комбинация 5�FU с DPI (ингибитор фер�
ментов NOX) и HDC (специфичный ингибитор
NOX�2) способствует выраженной гибели кле�
ток в результате апоптоза по сравнению с обра�
боткой клеток HCT�116/R только одним 5�FU.
Кроме того, комбинированная обработка кле�
ток 5�FU и ML385 (специфичный ингибитор
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Рис. 7. Ингибирование процесса активации NOX�2 и Nrf�2
способствует гибели раковых клеток HCT�116/R в резуль�
тате апоптоза. Клетки HCT�116/R были обработаны толь�
ко 5�FU (100 мкМ) или же 5�FU (100 мкМ) вместе с
DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) или
ML385 (10 мкМ). а и b – Анализ гибели клеток от апопто�
за с помощью окрашивания Аннексином�V и PI и наблю�
дения клеток под флуоресцентным микроскопом. Масш�
табная линейка – 20 мкм. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM)
трех независимых экспериментов. Статистически досто�
верные различия обозначены как ***p ≤ 0,001 между клет�
ками, обработанными только 5�FU, и клетками, обрабо�
танными 5�FU вместе с DPI, ML171, HDC и ML385 (ис�
пользованы метод одностороннего дисперсионного анали�
за ANOVA и затем критерий SNK)
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Nrf�2) приводила к аналогичным результатам.
Однако при обработке клеток 5�FU вместе с
ML171 (специфичный ингибитор NOX�1) не
было обнаружено каких�либо заметных измене�
ний, что указывает на важную роль белков NOX�
2 и Nrf�2 в устойчивости клеток HCT�116/R к
действию 5�фторурацила.

Таким образом, наши результаты свидетель�
ствуют о том, что MDR1 играет важную роль в
развитии фенотипов лекарственной устойчи�
вости раковых клеток. Мы также обнаружили
значительное увеличение активности NOX и по�
вышенную продукцию АФК в клетках HCT�
116/R. Интересно, что в клетках HCT�116/R
также было обнаружено существенное увеличе�
ние экспрессии и активности редокс�белков –
NOX�2 и Nrf�2 (рис. 8). Кроме того, повышение
экспрессии и активация NOX�2 и Nrf�2 способ�
ствовали возникновению устойчивости клеток
HCT�116/R к действию 5�фторурацила. Таким
образом, гены резистентности к лекарствам
способствуют репрограммированию редокс�го�
меостаза внутри клеток путем активации NOX�
2� и Nrf�2�зависимых сигнальных путей, кото�

рые могут быть в будущем использованы в каче�
стве терапевтических мишеней для понижения
устойчивости клеток рака толстой кишки к
действию лекарств.
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Altered expression of cellular redox genes and proteins contributes to invasion, metastasis, and drug resistance in can�
cer. NADPH oxidase (NOX) isoforms are the pro�oxidant enzymes that generate ROS as a primary product.
Dysregulation of NOX activity and expression alters ROS generation, which either directly or indirectly modulates
cell death and survival signaling during the progression of cancer. Nuclear factor erythroid 2�related factor 2 (Nrf�2)
is an inducible transcription factor, which transcribes an array of antioxidant genes and protects cancer cells from the
oxidative stress. Both NOXs and Nrf�2 participate in the regulation of cellular redox homeostasis; but their dysregu�
lation promotes oxidative stress, which contributes to the progression of different types of cancer. Indeed, the role of
NOX isoforms and Nrf�2 in developing the drug resistance in cancer is largely unknown. In the present study, we have
explored the association of NOX isoforms and Nrf�2 signaling with the MDR1 gene expression in colon carcinoma
cells (HCT�116/R). The MDR1 gene was overexpressed to develop resistant HCT�116/R cells and the NOX activa�
tion and ROS generation were monitored. We also assessed the role of NOX isoforms and Nrf�2 in the 5�fluorouracil
(5�FU) mediated apoptotic cell death of HCT�116/R cells. The HCT�116/R cells demonstrated higher expression of
HIF�1α, Nrf�2, and HO�1 and were highly resistant to 5�FU; they also displayed upregulated expression and activi�
ty of NOX�2, as well as elevated ROS levels. Interestingly, the treatment with HDC, a specific NOX�2 inhibitor,
reduced the ROS levels in HCT�116/R cells. The treatment with HDC and ML�385 (specific inhibitor of Nrf�2) aug�
mented the 5�FU�mediated apoptotic cell death of HCT�116/R cells, which suggests that NOX�2 and Nrf�2 are
involved in the development of the chemoresistant phenotype of these cells. Taken together, NOX�2 and Nrf�2are
associated with developing drug resistance of colorectal cancer cells and might be potential targets to overcome drug
resistance during cancer therapy.

Keywords: 5�fluorouracil, drug resistance, HO�1, MDR1, NOX�2, Nrf�2, ROS


