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Сокращения и условные обозначения 

АФК – активные формы кислорода 

МЛУ - множественная лекарственная устойчивость  

CDDP – цисплатин 

Grx – глутаредоксин 

Сur – куркумин 

DOX – доксорубицин 

GPx – глутатионпероксидаза 

GSH – восстановленный глутатион 

NOX - НАДФН-оксидаза 

Nrf2 - ядерный фактор эритроидного происхождения 2-подобный 2 

PDI – протеиндисульфидизомераза 

P-gp - P-гликопротеин 

PI - пропидий йодид 

PI3K - фосфоинозитол-3-киназа  

PIP3 - фосфатидилинозитол (3,4,5) -трисфосфат  

Prx - пероксиредоксин  

QU – кверцетин 

SOD1 - цитоплазматическая Cu/ZnSOD  

SOD2 - митохондриальная MnSOD  

STAT3 - сигнальный белок и активатор транскрипции из семейства белков STAT 

Trx - тиоредоксин  

TrxR - тиоредоксинредуктаза  
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы    

Наиболее распространенной причиной смерти среди женщин, связанной 

со злокачественными гинекологическим новообразованиями, является рак 

яичников [179]. Общая 5-летняя выживаемость составляет менее половины 

заболевших женщин [266, 53]. Стандартная терапия рака яичников включает 

циторедуктивную операцию с последующим назначением адъювантной 

химиотерапии препаратами на основе платины, включая цисплатин (CDDP) [30]. 

Однако развитие резистентности к CDDP является серьезным препятствием для 

радикальной терапии рака [164]. Феномен лекарственной устойчивости может 

развиваться посредством нескольких механизмов, в том числе за счет усиления 

систем детоксикации лекарственных средств и их активных метаболитов [226, 

318]. Развитие окислительного стресса в ответ на прооксидантное действие 

CDDP также играет заметную роль в развитии резистентности к CDDP при раке 

яичников [24]. 

Регуляция уровня антиоксидантных ферментов и низкомолекулярных 

антиоксидантов является необходимой стратегией для предотвращения развития 

окислительного стресса [310]. В число наиболее известных механизмов 

формирования лекарственной устойчивости в настоящее время включаются 

редокс-зависимые пути регуляции [35].  

В настоящее время результаты многих исследований свидетельствуют в 

пользу важной роли редокс-зависимых белков в поддержании клеточного 

редокс-гомеостаза и редокс-зависимой регуляции внутриклеточных процессов, в 

том числе пролиферации, дифференцировки и апоптоза [125, 268, 326]. В 

антиоксидантной системе защиты клеток наряду с ключевыми 

антиоксидантными ферментами большое значение имеет тиоредоксин(Trx)-

зависимая система, участвующая редокс-зависимой регуляции посредством 

контроля тиол-дисульфидного обмена [19, 106, 201]. Сочетание 

антиоксидантных свойств и способности активировать транскрипцию 
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антиоксидантных ферментов, а также ингибировать редокс-зависимые пути 

активации апоптоза свидетельствуют о важном вкладе этой системы в 

антиоксидантную защиту [213, 320]. 

Одним из возможных подходов обращающих развитие лекарственной 

резистентности, может быть использование модуляторов системы тиол-

дисульфидного обмена, позволяющих менять состояние клеточного редокс-

статуса. В этой связи, актуальным является исследование механизма 

преодоления лекарственной устойчивости соединениями  из класса 

полифенолов, ингибирующих Trx-зависимую систему. Среди полифенолов 

куркумин и кверцетин продемонстрировали антиоксидантную активность путем 

модуляции систем Trx/TrxR, а также показали противораковую активность в 

отношении различных линий опухолевых клеток за счет остановки клеточного 

цикла и запуска митохондриального апоптотического пути, а также за счет 

модуляции сигнальных путей [90]. 

Степень разработанности темы исследования 

Тrx-зависимая система включает дисульфидредуктазу тиоредоксин (Trx) и 

ФАД-зависимую тиоредоксинредуктазу (TrxR). Восстановленный Trx 

необходим для восстановления дисульфидов, в частности окисленной формы 

пероксиредоксина, катализирующего разложение Н2О2, что снижает уровень  

активных форм кислорода (АФК) в клетке. В результате восстановления 

окисленного субстрата с участием Cys32 и Cys35 активного центра дитиольной 

формы Trx, образуется его окисленная форма, восстановление которого 

осуществляется НАДФН(Н+)-зависимая TrxR [106, 156]. 

Многочисленные исследования посвящены изучению роли Trx-зависимой 

системы в онкогенезе. Гиперэкспрессия цитоплазматической, так и 

митохондриальной изоформ TrxR (TrxR1, TrxR2) обнаружены при раках 

молочной железы, легких, полости рта, плоскоклеточный рак [26, 107]. 

Гиперэкспрессия генов изоформ Trx в опухолевых клетках направлена на 

утилизацию избыточного количества АФК и тесно связана со степенью развития 
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опухолевого процесса [240]. Значительна роль Тrx-зависимой системы в 

активности редокс-зависимого сигналинга [313].  

Ранее  совместными исследованиями кафедры биохимии РУДН с 

лабораторией механизмов гибели опухолевых клеток НМИЦ онкологии им. Н.Н. 

Блохина установлено, что развитие резистентности клеток рака яичника к 

доксорубицину, связано с редокс-зависимым изменением экспрессии генов 

изоформ Trx и глутатионтрансферазы [113, 114]. Более того, глутаредоксин как 

тиолоксидоредуктаза и вторая антиоксидантная система катализирует процессы 

восстановления дисульфида и участвует в редокс-зависимой регуляции 

клеточной сигнализации [236].  

В настоящее время ведется активный поиск модуляторов Trx-зависимой 

системы. Перспективную группу представляют полифенолы, к которым 

наблюдается постоянно растущий интерес из-за их противовоспалительного, 

противоопухолевого действия и антиоксидантной активности [131 , 271]. 

Результаты исследований на линиях опухолевых клеток и экспериментальных 

моделях животных подтверждают эффективность комбинированной 

химиотерапии полифенолами, действующими по разным молекулярным 

механизмам. Несмотря на многообещающие результаты, вопросы об 

оптимальных комбинациях доз, потенциальных побочных эффектах и типе 

лекарственных форм остаются открытыми [103]. 

Цель и задачи исследования 

Цель работы.  Изучить влияние куркумина и кверцетина на тиоредоксин-

зависимую систему и устойчивость опухолевых клеток к цисплатину.  

Задачи.  

1. Оценить экспрессию генов, контролирующих клеточный редокс-статус - 

изоформ тиоредоксина, тиоредоксинредуктазы и ключевых 

антиоксидантных ферментов в чувствительных и резистентных к 

цисплатину клетках аденокарциномы яичника SKOV-3. 
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2. Оценить влияние ингибиторов тиоредоксинредуктазы - куркумина и 

кверцетина на экспрессию генов ферментов Trx/TrxR/Prx, ключевых 

антиоксидантных ферментов, сигнального пути PI3K/AKT/mTOR и 

транскрипционного фактора Nrf2 при формировании лекарственной 

устойчивости опухолевых клеток к цисплатину. 

3. Исследовать действие куркумина и кверцетина на устойчивость 

опухолевых клеток к цисплатину и окислительному стрессу. 

4. Провести сравнительную оценку влияния куркумина и кверцетина на 

систему антиоксидантной защиты, уровень АФК и активацию 

программируемой клеточной гибели. 

Научная новизна 

Впервые показано, что «обращение» резистентности клеток 

аденокарциномы SKOV-3 к цисплатину, вызываемое куркумином и 

кверцетином, связано с подавлением экспрессии генов ферментов Trx/TrxR 

системы – изоформ тиоредоксина (TRX1, TRX2) и тиоредоксинредуктазы 

(TRXDR1, TRXDR2), контролирующих клеточный редокс-статус. 

 Впервые исследован редокс-зависимый механизм модуляции 

устойчивости клеток аденокарциномы SKOV-3 к цисплатину и показано, что 

комбинация кверцетина и цисплатина усиливает генерацию активных форм 

кислорода в резистентных клетках SKOV-3/CDDP и инициирует 

митохондриальный апоптоз путем активации расщепления каспаз 9, 7, 3 и PARP 

и подавления фосфорилирования белков сигнального пути mTOR/STAT3. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

 Полученные данные расширяют представление о роли Trx/TrxR системы в 

редокс-зависимых механизмах формирования лекарственной устойчивости 

опухолевых клеток. Результаты о модулирующем действии необратимых 

ингибиторов TrxR – куркумина и кверцетина на антиоксидантный статус и 

сигнальные пути PI3K/AKT/mTOR, mTOR/STAT3 и роли в этом процессе 

Trx/TrxR системы могут быть использованы при последующем изучении роли 
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редокс-зависимой регуляции в механизмах гибели опухолевых клеток.  

Установленная эффективность куркумина и кверцетина в эффекте «обращения» 

лекарственной устойчивости аденокарциномы яичника SKOV-3 может быть 

использована в последующем для разработки новых схем химиотерапии.  

Методология и методы исследования 

 В работе использованы методы биохимии, клеточной биологии, такие как 

ПЦР в режиме реального времени (Real-time RT-PCR), проточная 

цитофлуориметрия, оценка цитотоксичности с помощью МТТ теста, оценка 

уровня белка с помощью вестерн-блоттинга, а также методы статистического 

анализа данных. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Формирование устойчивости к цисплатину у клеток аденокарциномы 

яичника SKOV-3 сопровождается повышением экспрессии генов 

ферментов системы Trx/TrxR/Prx, ключевых антиоксидантных ферментов, 

киназ сигнального пути PI3K/AkT/mTOR. 

2. В резистентных клетках действие необратимых ингибиторов TrxR - 

куркумина и кверцетина, вызывает значительное снижение экспрессии 

генов ферментов системы Trx/TrxR/Prx, ключевых антиоксидантных 

ферментов, киназ сигнального пути PI3K/AkT/mTOR, транскрипционного 

фактора Nrf2.   

3. Куркумин и кверцетин повышают чувствительность резистентных клеток 

к цисплатину, что связано с подавлением экспрессии генов ферментов 

Trx/TrxR системы – изоформ тиоредоксина (TRX1, TRX2) и 

тиоредоксинредуктазы (TRXDR1, TRXDR2), контролирующих клеточный 

редокс-статус, и сопровождается активацией апоптоза в этих клетках. 

4. Прединкубация с кверцетином повышает чувствительность резистентных 

клеток к цисплатину, вызывая снижение внутриклеточного уровня белков 

системы Trx/TrxR (изоформ тиоредоксина - TRX1, TRX2 и 
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тиоредоксинредуктазы - TRXDR1), контролирующих окислительно-

восстановительный статус клеток, и сигнального пути mTOR/STAT3, что 

сопровождается усилением генерации активных форм кислорода и 

активацией митохондриального апоптоза. 

Личный вклад автора заключался в самостоятельном проведении анализа 

имеющихся литературных данных, планировании, подготовке и проведении 

экспериментов, обработке и интерпретации полученных экспериментальных 

данных, в участии в подготовке публикаций и докладов на конференциях по 

теме диссертационной работы.  

Степень достоверности и апробация результатов 

             Достоверность полученных результатов подтверждается статистической 

значимостью и их сопоставлением с актуальными литературными данными. 

Результаты работы представлены на международных конференциях:  

1. 44th FEBS Congress “From Molecules to living Systems” (Krakow, Poland, 6-

11 July, 2019). 

2. 45th FEBS Congress “Molecules of Life: Towards New Horizons“ (Ljublyana, 

Slovenia, 3-8 July, 2021). 

3.  SFRR-E 2021 Annual meeting “Redox Biology in the 21st Century: A New 

Scientific Discipline”, (Belgrade, Serbia, 15-18 June, 2021). 

4.  SfRBM 27th Annual Conference (Virtual platform of SfRBM, USA, 18-20 

November, 2020). 

5.  SfRBM 28th Annual Conference (Virtual platform of SfRBM, USA, 15-18 

November, 2021). 

6.  VI Всероссийская конференция по молекулярной онкологии с 

международным участием (Москва, 22-24 декабря, 2021). 

7. 13-ая Международная научная конференция «Биокатализ. 

Фундаментальные исследования и применения» (БИОКАТАЛИЗ-2023), 

Суздаль, Россия, (25-29 июня 2023). 
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Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа изложена на 160 листах машинописного текста и 

состоит из введения, обзора литературы, разделов «Материалы и методы», 

«Результаты», «Обсуждение», заключения, выводов, списка сокращений и 

списка литературы, включающего 326 источников. Диссертация 

иллюстрирована 29 рисунками и 6 таблицами. 

Публикации 

По теме диссертации опубликованы 13 научных работ, в т.ч. 12 

публикаций в ВАК/РУДН/МБЦ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Окислительный стресс и антиоксидантные ферментные системы  

Окислительный стресс – состояние нарушения клеточного редокс 

гомеостаза, связанное с повышенной генерацией и накоплением активных АФК, 

которые являются побочными продуктами аэробного дыхания и извлечения 

энергии [60]. К АФК относятся свободные радикалы, такие как супероксид 

анион радикал (O2
•-

) и гидроксильный радикал (
•
OH), а также нерадикальные 

молекулы, такие как перекись водорода H2O2 и синглетный кислород 1O2, 

которые представляют собой частично восстановленные формы молекулярного 

кислорода (O2) [247]. В физиологических условиях клетки млекопитающих 

производят низкие уровни АФК, чтобы опосредовать разнообразные 

физиологические реакции, включая рост, миграцию и дифференцировку. 

Генерация повышенного уровня АФК может вызвать повреждение ДНК, белков 

и липидов и привести к гибели клеток, развитию патологий и/или старению. 

Чтобы избежать или регенерировать повреждение макромолекул, вызванное 

АФК, необходимо поддержание сбалансированных окислительно-

восстановительных условий  [92]. 

Для защиты от летального накопления АФК в клетке эволюционно 

развились различные системы антиоксидантной защиты, включая систему 

ключевых антиоксидантных ферментов (супероксиддисмутаза/каталаза), 

систему Trx/TrxR, глутатион-зависимую систему 

(GSH/глутатионперексидаза/глутатион-S-трансфераза). Как ферментативные, 

так и неферментативные антиоксиданты регулируются контролирующим их 

ядерным фактором транскрипции Nrf2, который транслоцируется в ядро в ответ 

на окислительный стресс (рис. 1) [265]. Исходным продуктом дыхательной цепи 

митохондрий является супероксид анион (O2
-∙
), который в основном 

генерируется комплексами I и III и затем может быстро преобразован в H2O2 
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неферментативно или с помощью супероксиддисмутазы  [132] с последующим 

восстановлением до воды каталазой или глутатионпероксидазой. У 

млекопитающих существуют три изоформы SOD: цитоплазматическая 

Cu/ZnSOD (SOD1), митохондриальная MnSOD (SOD2) и внеклеточная 

Cu/ZnSOD (SOD3), каждая из которых требует иона металла (Cu2+ или Mn2+) для 

своей активации  [73]. 

 

 

 

Рис. 1. Баланс прооксиданты/антиоксиданты и развитие окислительного стресса. 

 

Каталаза - антиоксидантный фермент, содержащий гем, широко 

распространён практически во всех клетках.  Высокая экспрессия гена каталазы 

отмечается в пероксисомах, где каталаза защищает клеточные структуры от 

повреждающего действия H2O2, продуцируемого пероксисомальной оксидазой  

[148, 280]. 

Входящие в антиоксидантную систему пероксиредоксины и 

глутатионпероксидазы представляют собой два филогенетически близких 
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семейства ферментов, восстанавливающих гидропероксиды [241]. 

Пероксиредоксин (Prx) представляет собой суперсемейство пероксидаз на 

основе тиола, которые экспрессируются во всех таксономических категориях на 

ходе эволюции [175, 216]. В зависимости от структуры и расположения остатков 

Cys в активном центре шесть изоформ Prxs млекопитающих можно разделить на 

три подгруппы: типичные 2-Cys Prxs (Prx1–4), атипичные 2-Cys Prxs (Prx5) и 1-

Cys Prxs (Prx5). Cys Prx (Prx6) [124]. 

Все изоформы Prx содержат консервативный остаток Cys, который 

претерпевает редокс изменение между тиоловым и дисульфидным состояниями 

[216]. Prxs обладают широкой субклеточной локализацией. Изоформы Prx-1 и 

Prx-2 экспрессируются преимущественно в цитозоле [124], тогда как Prx-3 и Prx-

5 локализуются исключительно в митохондриях  [56]. Благодаря наличию N-

концевого сигнального пептида изолформа Рrx-4 может секретироваться из 

клетки  [262]. 

Изоформы Prx участвуют в регуляции клеточной пролиферации, апоптоза 

и иммунного ответа [85]. Антиоксидантные свойства Prxs связаны с 

активностью системы Trx/TrxR, модулируя окислительно-восстановительный 

статус тиоредоксина и выступая в качестве важного медиатора редокс-

зависимой передачи сигналов [216]. Восстановленный Trx восстанавливает 

окисленную форму Prx, что способствует снижению уровня АФК за счет 

активности восстановленного Prx, разлагающего H2O2 [198]. В случае 1-Cys Prxs 

(изоформа Prx6) в восстановлении окисленной формы Prx происходит с 

участием GSH  [70]. Митохондриальный Prx-3 является субстратом как для Trx-

2, так и для Grx-2 с одинаковой каталитической эффективностью за счет 

механизма дитиоловой реакции, тогда как митохондриальный Prx-5 ограничен 

системой Trx2  [86]. 

Некоторые изоформы семейства глутатионпероксидазы (GРx) содержат 

21-ю аминокислоту селеноцистеин (Sec), которая входит в активный центр. 

Благодаря своим физико-химическим свойствам Sec считается лучшим 
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катализатором разложения пероксидов, чем цис-содержащие ферменты  [215]. 

При физиологическом pH Se присутствует в ионизированной форме из-за более 

низкого pKa (5,4), чем у тиольной группы Cys (8,6), что делает его лучшим 

нуклеофилом. В своей окисленной форме (в виде селеновой кислоты) Se 

является лучшим электрофилом, чем сульфеновая кислота. 

Семейство GPx восстанавливает гидропероксиды до соответствующих 

спиртов (воды в случае H2O2), используя GSH в качестве косубстрата. У 

млекопитающих GPx включает восемь изоформ (GPx1–8), пять из которых у 

человека являются селенопротеинами (GPx1–4 и Gpx6). Остальные три 

изоформы содержат вместо селеноцистеина (Sec) цистеин. GPx1, 2, 3, 5 и 6 

являются гомотетрамерами, а GPx4 - мономер. GPx2 играет двойную роль в 

канцерогенезе в зависимости от способа инициации и стадии рака. Изоформа 

GPx3 ассоциирована с мембраной. GPx4 играет роль в регуляции апоптоза и, 

вместе с GPx5, - в мужской фертильности. Изоформа GPx6 обнаружена в 

обонятельном эпителии, где она, предположительно, играет важную роль в 

анализе запахов. Следует отметить, что изоформа GPx6 человека и свиньи 

содержат Sec в активном центре, тогда как активный сайт GPx6 мыши и крысы 

содержит Cys. Недавно обнаруженные Cys-содержащие изоформы GPx7 и GPx8 

связаны с эндоплазматическим ретикулумом и образуют комплексы с протеин-

дисульфид изомеразой (PDI) и Trx в реакции дитиол-дисульфидного обмена, что 

препятствует агрегации белков [32]. 

1.2. Система Trx/TrxR 

1.2.1. Изоформы тиоредоксина Trx1 и Trx2. Структура и каталитическая 

функция 

          У млекопитающих система Trx играет важную роль в защите клеточных 

структур от действия АФК [192]. Белки с Trx-подобный доменом, содержащим 

редокс-активный мотив C-X-X-C, образуют суперсемейство белков, связанных с 

тиол-дисульфидным обменом, обнаруженным практически у всех 

таксономических групп [78, 157]. Наиболее представительный член этого 
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семейства Trx - белок массой 12 кДа, который обнаружен у бактерий, растений, 

животных и человека [303]. Трехмерные структуры Trx разных видов (в 

частности, семейство Trx E. coli и Chlamydomonas Reinhardtii) установлены с 

помощью рентгеновской кристаллографии [167, 191], тогда как структуры как 

окисленных, так и восстановленных состояний Trx (Ehrlichia chaffeensis) - с 

помощью ЯМР [34]. 

            Базовый мотив Trx-домена состоит из трех α-спиралей, окружающих 

центральное ядро, состоящее из четырех β-листов [138, 169]. Помимо основной 

складки, сам Trx имеет дополнительный β-лист и α-спираль на N-конце [138]. В 

центральной области пять β-цепей окружены четырьмя α-спиралями. β-листы и 

α-спирали складки Trx можно разделить на N-концевые β1α1β2α2β3 и C-

концевые β4β5α4 мотивы, соединенные петлей остатков, включающих α3-

спираль. β-цепи N-концевого мотива идут в одном направлении, тогда как две β-

цепи С-концевого мотива антипараллельны друг другу. Спирали α2 и α4 

выстраиваются параллельно в одном направлении на листе, в то время как α3 

проходит вдоль противоположной стороны β-нитей и перпендикулярно другим 

спиралям [52, 169]. 

В клетках млекопитающих охарактеризованы два основных типа Trx (EC 

1.8.4.8), которые различаются внутриклеточной локализацией, 

тканеспецифическими паттернами экспрессии и субклеточной структурой: 

цитозольная Trx-1 и митохондриальная Trx-2 изоформы. Хотя Trx-1 в основном 

локализуется в цитозоле, он может мигрировать в ядро при 

нитрозативном/окислительном стрессе [180] или секретироваться из клетки 

[182], в то время как Trx-2 - жизненно важная редокс-зависимая изоформа 

митохондрий [44]. Как изоформа Trx-1, так изоформа Trx-2 характеризуются 

консервативной последовательностью активного центра Trp-Cys-Gly-Pro-Cys 

(WCGPC) [195]. Два остатка Cys32 и Cys35 в активном центре (необходимые 

для каталитической активности Trx) легко окисляются и подвергаются 

обратимой окислительно-восстановительной реакции между окисленным 



19 

 

дисульфидом (-S-S-) и восстановленным дитиолом (-SH, -SH) [138, 216]. Другие 

консервативные остатки не являются строго обязательными для активности 

фермента, но определяют термодинамические и окислительно-

восстановительные свойства белка [52]. 

Предполагаемый механизм реакции восстановления дисульфида белка 

включает несколько этапов. Во-первых, восстановленный Trx нековалентно 

связывается с окисленным дисульфидсодержащим белковым субстратом через 

консервативную гидрофобную поверхность, окружающую активный центр Trx 

[144]. pKa ~7 N-концевого цистеина активного центра существенно ниже, чем 

pKa свободных остатков цистеина в растворе [71]. В физиологических условиях 

большая часть серы в N-концевом цистеине присутствует в виде тиолата, 

реакционноспособной депротонированной формы тиола. Этот тиолат может 

действовать как нуклеофил, взаимодействуя с различными субстратами, что 

приводит к образованию межмолекулярного смешанного дисульфида (Trx-S-S-

белок) и высвобождению свободного тиола [128]. Напротив, высокое pKa ~9 С-

концевого цистеина способствует его существованию в виде тиола. С-концевой 

тиол должен быть активирован как тиолат, чтобы облегчить следующий этап 

реакции, на котором образуются полностью восстановленный целевой белок и 

дисульфид-содержащий Trx [52, 144]. Восстановление окисленного Trx 

катализирует НАДФН(H+)-зависимая TrxR [52]. 

Помимо двух остатков цистеина в активном центре Trx-1 млекопитающих 

содержит дополнительные консервативные остатки цистеина (в положениях 62, 

69 и 73 Trx-1 человека), которые не обнаруживаются в митохондриальном Trx-2 

млекопитающих или в Trx других видов [65, 195]. Cys62 и Cys69 погружены 

внутри белка и лежат на обоих концах короткой α3-спирали, тогда как Cys73 

находится на гидрофобном участке у поверхности белка [284]. Эти 

дополнительные остатки цистеина участвуют в активности Trx млекопитающих 

в зависимости от их редокс состояния; например, дисульфид неактивного сайта, 

образующийся между Cys62 и Cys69, ингибирует активность Trx-1 для редокс-
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зависимой передачи сигналов в условиях окислительного стресса [284]. S-

нитрозилирование Trx по Cys69 необходимо для элиминации АФК и сохранения 

редокс-зависимой регуляторной активности, что способствует 

антиапоптотическим функциям белка [81]. 

Помимо каталитической активности и участия в редокс-зависимых путях 

регуляции Trx обладает шапероноподобными свойствами, которые важны для 

укладки и ренатурации белков после действия стресса. Trx способствует 

функциональной укладке цитратсинтазы и α-глюкозидазы после денатурации 

мочевины и укладке рецептора галактозы в E. coli [120]. In vitro обе изоформы 

табачных пластид Trxs f и m способствуют реактивации безцистеиновой формы 

химически денатурированной глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 

предотвращают термическую агрегацию малатдегидрогеназы [229]. 

Цитозольный Trx сои обладает той же активностью, что и молекулярный 

шаперон для белков матрикса пероксисом [63]. Обнаружено, что Trx-2 из 

Trypanosoma brucei действует как молекулярный шаперон, предотвращая 

агрегацию белков, вызванную зависимыми от температуры структурными 

изменениями [57]. По сравнению с Trx-1 подробная информация о структуре и 

функции Trx-2 все еще недостаточна. Установлена кристаллическая структура 

Trx-2 из устойчивой к стрессу бактерии Deinococcus radiodurans (DrTrx-2), у 

которой обнаружено N-концевое расширение, которое образует домен 

цинкового пальца с двумя мотивами CXXC [123]. 

1.2.2. Изоформы тиоредоксиредуктазы TrxR1 и TrxR2. Структура и 

каталитическаяфункция             

  TrxR (EC 1.6.4.5) представляет собой гомодимерный селеноцистеин-

содержащий флавопротеин, который катализирует НАДФН(H+)-зависимое 

восстановление Trx [29]. Trx и TrxR образуют антиоксидантную систему Trx для 

поддержания клеточного окислительно-восстановительного гомеостаза [29, 

106]. Cубъединица 55 кДа обнаружена преимущественно у млекопитающих, 

тогда как субъединица 35 кДа - у бактерий, растений, архей и большинства 



21 

 

одноклеточных эукариот [228]. У млекопитающих каждый мономер TrxR 

включает FAD в качестве простетической группы, сайт связывания НАДФН(H+) 

и окислительно-восстановительный активный сайт, содержащий 

дитиол/дисульфидный мотив. Установлено, что аминокислотная 

последовательность плацентарной TrxR человека только на 31% идентична TrxR 

прокариот  [75]. 

Каталитический сайт -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys- TrxR человека 

расположен в домене FAD, тогда как соответствующий сайт TrxR E. coli -Cys-

Ala-Thr-Cys- является частью домена, связывающего НАДФН(H+)  [278, 312]. С-

конец TrxR млекопитающих имеет консервативный Gly-Cys-SeCys-Gly, 

содержащий SeCys в качестве еще одного каталитического активного центра, 

который необходим для восстановления Trx и других субстратов, включая 

глутаредоксин 2 (Grx-2), PDI, селенит, витамин С и цитохром с, а также такие 

препараты, как мотексафин гадолиний и аллоксан. Широкая субстратная 

специфичность TrxR млекопитающих обусловлена его гибким C-концевым 

хвостом и высокой реакционной способностью пары SeCys, которая не 

обнаружена у ее бактериальных аналогов [163, 185]. 

  У млекопитающих есть три изоформы TrxR – цитозольная и ядерная TrxR-

1, митохондриальная TrxR-2 и TrxR-3, известная как 

тиоредоксинглутатионредуктаза, TGR. TrxR-3 экспрессируется только в 

семенниках [13]. Изоформы кодируются тремя отдельными генами: TNXRD1, 

TNXRD2 и TNXRD3 соответственно. TrxR-1 и TrxR-2 человека тесно связаны, 

демонстрируя 56% идентичности и 84% сходства первичной аминокислотной 

последовательности. Однако TrxR-2 отличается от TrxR-1 наличием N-

концевого остатка из 33 аминокислот, который обладает характерными 

свойствами сигнальной последовательности для митохондриальной 

транслокации [174]. 

 Первый этап восстановительной полуреакции TrxR включает 

восстановление ФАД с помощью НАДФН(H+) в одной субъединице, а затем 
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ФАДН2 переносит восстанавливающие эквиваленты на N-конец (Cys-Val-Asn-

Val-Gly-Cys), при этом Cys59 и Cys64 образуют мотив активного центра и 

восстанавливают дисульфид до дитиоловой пары. Эта N-концевая дитиольная 

пара далее отдает электроны С-концевому селененилсульфиду (Cys497–

SeCys498) другой субъединицы и восстанавливает его до пары селенолтиола. 

Эта восстановленная С-концевая пара селенолтиола действует как второй 

окислительно-восстановительный центр; электроны переносятся от редокс-

активного дисульфида через редокс-центр на С-конце к субстратам TrxR, таким 

как окисленный Trx, глутаредоксин 2, PDI и небольшим молекулам, например, 

селенитам, перекиси водорода, дегидроаскорбату, липоевой кислоте, убихинону, 

цитохром с, аллоксан и мотексафин гадолиний [13, 15]. 

1.3. Роль Trx/TrxR в сигналинге 

1.3.1. Экстраклеточная системаTrx/TrxR 

Изоформа Trx-1 в основном локализуется в цитозоле, но может 

секретироваться из клеток в двух формах: полноразмерном Trx-1 и усеченной 

форме, называемой Trx-80. Последний не обладает редокс активностью, но 

стимулирует мононуклеарные клетки периферической крови (PBMC) [151, 202]. 

Хотя в Trx1 отсутствует классический сигнальный пептид, он экспортируется 

во внеклеточную среду по независимому от ЭПР/Гольджи пути (также 

называемому нетрадиционной или неклассической секрецией). Точный 

механизм секреции Trx1 неясен. 

На сегодняшний день не выявлено специфических рецепторов клеточной 

поверхности для экстраклеточного Trx [165, 235, 303], однако известно, что он 

является аутокринным фактором роста для Т-лимфотропного вируса-1 человека 

и В-лимфоцитов, трансформированных вирусом Эпштейна-Барра [277], а также 

действует как цитокин и хемокин для иммунных клеток [141, 144]. Повышение 

уровня экстраклеточного Trx обнаружено при многих патологических 

состояниях, связанных с окислительным стрессом. Так, внеклеточный 

тиоредоксин (Etrx3/REQ_13520) необходим для устойчивости 
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актинобактериального патогена Rhodococcus equi к окислителям [183]. 

Появляется все больше доказательств того, что внеклеточный Trx также играет 

роль в иммунном ответе благодаря своей способности избирательно 

распознавать дисульфид C46–C99 IL-4, тем самым инактивируя цитокиновую 

активность в клетках эритролейкемии TF-1 [206]. 

Экстраклеточный Trx стимулирует пролиферацию опухолевых клеток 

[187, 208]. Механизм его действия предполагает увеличение продукции 

цитокинов (IL-1, IL-2 и TNFα), а также индукцию факторов роста и связанных с 

пролиферацией транскрипционных факторов [208]. 

Кроме того, Trx был идентифицирован как белок, ассоциированный с 

липидным рафтом (LR) [163]. LR, микродомены плазматической мембраны, 

содержат сфинголипиды и холестерин [109, 250], которые способны 

образовывать мембранные макродомены, контролировать окислительно-

восстановительное состояние молекул клеточной поверхности и влиять на 

нижестоящие сигнальные пути [109, 303]. В частности, мутант Trx-C35S, у 

которого Cys35 активного сайта заменен серином, быстро связывался с 

поверхностью клетки и интернализовался LR-зависимым образом. Это 

указывает на то, что остаток цистеина в активном сайте Trx играет 

фундаментальную роль в интернализации внеклеточного Trx посредством LR 

[126]. 

1.3.2. Внутриклеточная система Trx/TrxR  

1.3.2.1. Цитозольная и митохондриальная системы Trx/TrxR. Роль в 

механизме апоптоза  

Остатки Cys32 и Cys35 Trx-1 необходимы для индукции 

убиквитинирования и деградации ASK1[153]. Обнаружено, что модификация 

остатков Cys Trx-1 человека п-бензохиноном приводит к диссоциации 

комплекса Trx1-ASK1 с последующей активацией ASK1, пути p38/MAPK и 

апоптоза [246]. Кроме того, действие TAT-2GTP1 (производное 

биотинилированного пептида 2GTP1) избирательно нарушает взаимодействие 
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Trx1-ASK1, что приводит к активации ASK1путем фосфорилирования, 

последующей активации JNK и снижению жизнеспособности опухолевых 

клеток [119]. Trx2, связываясь с митохондриальной ASK1, вызывает активацию 

JNK-независимого пути апоптоза. Trx1 и Trx2 связываются с ASK-1 по Cys250 и 

Cys30 в N-концевом регуляторном домене соответственно [317]. Следует 

отметить, что сигнальный путь Trx2-ASK1 играет регуляторную роль в 

митохондриально-индуцированном апоптозе во время прогрессирования 

Pemphigus vulgaris [285]. 

Мощным негативным регулятором Trx является белок, 

взаимодействующий с Trx – Txnip (также называемый Trx-связывающим 

белком-2; TBP-2), который специфически связывается с восстановленным Trx. 

Взаимодействие между Trx и Txnip включает образование дисульфидной связи 

между восстановленным Trx и Txnip Cys247 [305]. Это взаимодействие 

позволяет разрушить комплекс Trx1-ASK1 и реактивировать активность ASK1, 

что, в свою очередь, индуцирует апоптоз через JNK- и p38-зависимые каскады 

[97]. Так, система Trx/TrxR регулирует ASK1/JNK/p38/surviving-зависимый путь 

апоптоза во время ишемически-реперфузионного повреждения яичек (tIRI) [6]. 

Эффекторные (экзекторные) каспазы апоптоза (каспазы 3, 6, 7), включают 

семейство цистеиновых протеаз [189], активность которых зависит от остатков 

Cys в активном центре. Так, Trx может подавлять апоптоз, катализируя S-

нитрозирование прокаспазы-3 и каспазы-3 в клетках Jurkat [176]. Показано, что в 

физиологических условиях восстановленный Trx1, но не Trx2, взаимодействует 

через остатки Cys своего активного центра с фактором, индуцирующим апоптоз 

(AIF), подавляя AIF-опосредованное повреждение ДНК путем модуляции 

взаимодействия AIF-ДНК, тогда как в условиях окислительного в условиях 

стресса взаимодействие между Trx1 и AIF нарушается [243]. 

1.3.2.2. Ядерная система Trx/TrxR 

 В условиях нитрозативного/окислительного стресса Trx-1 мигрирует в 

ядро. Это явление связано с выживанием клеток  [180]. Как и АФК, активные 
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формы азота могут вызывать нитрозативное повреждение. Оксид азота (NO) 

синтезируется посредством окисления L-аргинина тремя изоформами NO-

синтазы: эндотелиальной (eNOS), индуцибельной (iNOS) и нейрональной 

(nNOS) [245]. NO является важным регулятором ряда процессов, включая 

свертывание крови, воспаление и клеточную адгезию. Значимая роль NO 

отмечается в развитии нейродегенеративных заболеваниях и злокачественных 

новообразований [76]. 

В условиях нитрозативного стресса механизм ядерной миграции Trx-1, 

вызываемый нитрозотиолом и S-нитрозо-N-ацетилпеницилламином, тесно 

связан с сигнальным путем p21Ras-ERK1/2. В результате нитрозилирования 

p21Ras и активации MAP-киназ ERK1/2 Trx-1 накапливается в ядре за счет 

подавления Txnip. Ядерная транслокация Trx1 (рис. 2) приводит к активации 

факторов транскрипции, связанных с выживанием и пролиферацией клеток [180, 

194]. 

 

 

Рис. 2. Транслокация Trx-1 из цитоплазмы в ядро после воздействия 

окислительного стресса. Ядерная транслокация Trx1 активирует фактор 
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транскрипции Nrf2. Активность Trx-1 ингибируется Txnip. Nrf2 может 

регулировать транскрипцию различных групп генов-мишеней, контролирующих 

редокс гомеостаз (NQO1, HO1, GCLC, GCLM, GSR1, GPX2, PRDX1, PRDX6, 

SLC7A11, TXN, TXNRD1, TXNIP и SRX1), метаболизм пентозофосфатного пути и 

образование НАДФН(H+) (G6PDH, ME1, PGD, IDH1), процессы детоксикации 

(AKR1B3, GSTA1, GSTA2, GSTA3, GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4, GSTP1, PGD, 

PTGR1, MRP4, MRP5), обмен белка (PSMA1, PSMB5, SQSTM1). 

 

1.4. Регуляция Trx/TrxR системы 

1.4.1.ИнгибиторыTrx/TrxR 

             Гиперэкспрессия генов Trx/TrxR наблюдается при многих 

злокачественных новообразованиях (см. ниже). В связи с этим растет интерес к 

поиску и разработке ингибиторов Trx/TrxR, обладающих потенциальной 

противоопухолевой активностью [87, 178]. Zhang с соавтрами среди 

ингибиторов TrxR выделили четыре класса: 1 -  металлсодержащие ингибиторы 

(Au, Pt, Sn, Ru, Rho, La, Si, Fer); 2 - натуральные продукты и их синтетические 

аналоги (фенилпропаноиды и полифенолы, хиноновые соединения, терпеноиды, 

нитромочевины и хромены); 3 -  Se-, S-, Te- и As-содержащие соединения; 4 - 

разные ингибиторы [312, 315]. Химические структуры ингибиторов и 

полумаксимальные ингибирующие концентрации (IC50) суммированы в 

таблицах 1 и 2. 

 

Таблица 1.  Комплексы золото-N-гетероциклический карбен (NHC)-Au-Cl и 

ауранофин как ингибиторы TrxR крысы  [233]. 

 

Химическая формула Структура IC50, nM 

 

2,3,4,6-тетра-о-ацетил-тио-βD-глюкопиранозато-S- 

(триэтилфосфин)золото (ауранофин) 

 

 

 

 

 

 

0,016 
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Хлорид (4-бром-1,3-диэтилимидазол-2-илиден) золото(I) 

 

 

0.038 

Хлорид (5-бром-1,3-диэтилбензимидазолий-2-илиден) золото(I) 

 

     

 

0.042 

Хлорид (1,3-диэтил-5-фторбензимидазол-2-илиден)золото(I) 

 

 

0.043 

Хлорид [4-(4-бромфенил)-1,3-диэтилимидазол-2-илиден]золото(I) 

 

 

0.098 

Хлорид [1,3-диэтил-4-(4-фторфенил)имидазол-2-илиден]золото(I) 

 

 

0.174 

Хлорид (1,3-диэтилимидазол-2-илиден)золото(I) 

          

 

0.209 

Хлорид (1,3-диэтил-4-фенилимидазол-2-илиден)золото(I) 

 

 

0.244 

 

Таблица 2.  Цитотоксичность ингибиторов TrxR. 

1 . М е т а л л о с о д е р ж а щ и е и н г и б и т о р ы
 Классификация  Соединение Структура IC50 (мкМ) Линия Ссылка 
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 клеток 

1.1. Золото-N-

гетероциклические 

карбеновые комплексы 

 

бис(1,3-

ди(ферроценилмети

л)имидазол-2-

илиден)-золото(I), 

хлорид 

 

 

Fc= Ферроцен 

0.14 ± 0.03 

0.19 ± 0.01 

0.12 ± 0.01 

0.48 ± 0.15 

A549 

A2780 

2780CP 

PC-3 

 

 

[12] 

1.2. Оловоорганические 

ингибиторы 

карбоксилат три-н-

бутилолова (IV) 

  

 

0.97 ± 0.01 

0.13 ± 0.03 

 

HT-29 

MCF-7 

 

 

[188] 

1.3. Ингибиторы N-

гетероциклических 

карбеновых комплексов 

родия (I) 

 

хлорид(η2,η2-

циклоокта-1,5-

диен)(1,3-

диметилбензимидаз

ол-2-илиден)-

родия(I) 

 

0.6 ± 0.2 

0.9 ± 0.0 

 

MCF-7 

HT-29 

 

 

 

 [193] 

2
. 

Н
ат
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е 
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о
д
у

к
ты

 и
 и

х
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и
н
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ти

ч
ес

к
и

е 
ан

ал
о
ги

 

2.1. Соединения хинона 

(индолехиноны) 

5-метокси-1-метил-

3-[(2,4,6-

трифторфенокси)ме

тил]индол-4,7-дион 

 

0.035/4h 

0.018/72h 

 

MIA PaCa-

2 

 

 

 

 [300] 

2.2. Терпеноиды 

(производные 

атрактилигенина) 

метиловый эфир 15-

етоатрактилиге-

нина (SC2017). 

 

1.68 ± 0.11 Jurkat 

 

 

 

 [55] 

2.3. Нитромочевины и 

хромены (производные 

3-нитро-2H-хромена) 

6-фтор-3-нитро-2H-

хромен 

 

1.42 

 

A549  

[292] 

2.4. Гамбогиновая 

кислота 

гамбогиновая 

кислота  

 

~0.7 

 

SMMC-

7721 

 

[66] 
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2.5. Дикетоновые 

соединения 

куркумин 

 

11.2 

 6.03  

 11.6  

5.5  

6.4 

A549 

H1299 

H292 

Tu212 

Tu686  

 

 

 [8] 

2.6. Флавоноид кверцетин 

 

125 

140 

HeLa 

SiHa 

 

 

 [51] 

 2.7. Красители хлорофиллин 

 

 

 

10.3 ± 1.4 

10.4± 4.3 

10.2 ± 3.0 

6.9 ± 1.1 

20.2 ± 0.8 

 

A549 

 

HeLa  

 

HepG2  

MCF7 

HCT116 

 

 

 

 [258] 

 2.8. Сесквитерпеновый 

лактон 

сантамарин 

 

40 μM 

inhibited 

>50% 

HeLa  

 

 [314] 

3
.С

ел
ен

о
р

га
н

и
ч
ес

к
и

е 
со

ед
и

н
ен

и
я 

3.1. Селенорганические 

соединения 

 

1,2-(5,5'-

диметокси(бис-1,2-

бензоселеназол-

3(2H)-он))этан 

 

1.64 ± 0.25 

 

U87 MG  

 [93] 

3.2. Производные 

фениларсеноксида 

(дитиарсаны) 

2-(4-аминофенил)-

1,3,2-дитиарсенан  

 

0.7 ± 0.1/48h 

0.6± 0.1/72h 

HL-60  

[152] 

3.3. Производные 

ибупрофена 

фосфоибупрофен 

(MDC-917) 

 

79 ± 5.6/24h 

 

MCF-7  

 

 [259] 
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1.4.1.1. Ингибирование Trx/TrxR металлокомплексами              

Согласно теории жестких и мягких кислот и оснований (HSAB), тиоловые 

и селенольные группы («мягкое основание») в боковых цепях Cys и Sec 

обладают высоким сродством к металлокомплексам («мягкая кислота») и 

образуют различные комплексы, которые являются мощными ингибиторами 

Trx/TrxR [312]. Среди ингибиторов TrxR млекопитающих, о которых известно в 

настоящее время, наиболее сильными являются комплексы золота (I) [74] со 

значениями IC50 в наномолярном диапазоне, однако они менее эффективны по 

сравнению с ауранофином (таблица 1). 

Среди ингибиторов металлов ауранофин (АФ), золотосодержащее 

соединение, классифицируется ВОЗ как противоревматическое средство. Как 

противоопухолевый препарат [225] ауранофин запускает апоптоз посредством 

активации рецепторов смерти и каспаз в клетках гепатоцеллюлярной карциномы 

Hep3B [100]. Митохондриальная TrxR2 представляет собой привлекательную 

мишень для ауранофина, который вызывает митохондриальную дисфункцию в 

опухолевых клетках [319]. Платиносодержащие препараты (PtD) - цисплатин, 

карбоплатин и оксалиплатин являются другими примерами металло-

производных как эффективных ингибиторов TrxR. Ингибирование TrxR1 

млекопитающих с помощью PtD сопровождается активацией транскрипции 

генов, регулируемых Nrf2, включая ген TRXRD1 [46]. По сравнению с Pt, 

противоопухолевые соединения Au являются более эффективными 

ингибиторами рекомбинантного TrxR1 [209]. Например, значения IC50 

ауранофина составляют 0,12 и 3,17 мкМ для клеток HeLa и MRC-5 

соответственно [221], тогда как для цисплатина эти значения выше (11,5 и 7,9 

мкМ соответственно) (таблица 2).  

Ртутьсодержащие органические соединения ингибируют активность как 

Trx, так и TrxR in vitro. Результаты in vivo показали, что метилртуть (MeHg) 

ингибирует Trx и TrxR в мозге и печени морских лещей-зебр. Эти результаты 
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показали, что система Trx может быть мишенью для ингибирующего действия 

MeHg, при этом наиболее эффективно подавляется активность TrxR [31]. 

1.4.1.2. Ингибирование Trx/TrxR халькоген- и мышьякорганическими 

соединениями 

            Халькогенорганические соединения содержат S, Se и Te или 

дихалькогенидную связь (-S-S-, -Se-Se- или -Te-Te-) [203]. Диселениды и 

дителлуриды имеют сходные с дисульфидами химические свойства. 

Каталитический процесс тиоредоксиновой системы включает реакции тиол-

дисульфидного и селенолтиол-селененилсульфидного обмена, действие на 

которые дихалькогенидов приводит к ингибированию TrxR или Trx [315]. В 

физиологических условиях in vivo диселениды (RSeSeR) могут быть 

восстановлены с образованием селенол/селената (RSeH/RSe-) при 

использовании НАДФН(H+) в реакции, катализируемой TrxR. Производные 

диселеноаминокислот могут имитировать GPx и служить субстратом для TrxR 

млекопитающих  [255]. 

1.4.1.3. Ингибирование Trx/TrxR природными соединениями. Полифенолы 

 Полифенолы представляют собой широко распространенную группу 

природных биоактивных соединений растительного происхождения [2, 173], 

имеющие полифенольную структуру. Антиоксидантная активность 

полифенолов определяет их благотворноое действие на здоровье человека [173]. 

Значительные данные эпидемиологических исследований показали, что 

потребление полифенолов с пищей связано с защитой от развития нескольких 

типов рака, а также от острых и хронических заболеваний, включая сердечно-

сосудистые и нейродегенеративные заболевания, остеопороз и сахарный диабет 

[197, 232]. В развитии таких заболеваний участвует окислительный стресс [232]. 

Таким образом, Играя важную роль в контроле генерации активных форм 

кислорода (АФК) и снижении окислительного стресса [248], полифенолы 

посредством модуляции редокс-зависимых сигнальных путей способствуют 

повышению жизнеспособности клеток  [290]. 
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  Однако, несмотря на антиоксидантную активность, полифенолы могут 

оказывать прооксидантное действие, с которым связано их проапоптотический 

эффект в опухолевых клетках. Таким образом, в зависимости от концентрации и 

клеточного контекста полифенольные соединения могут действовать как 

антиоксиданты или прооксиданты [139]. Различные классы, принадлежащие к 

этой группе, классифицируются на основе их структуры. К полифенолам 

относятся фенольные кислоты, стильбены, флавоноиды, лигнаны и 

куркуминоиды [50]. В растениях полифенолы являются вторичными 

метаболитами, которые играют важную роль в защите от УФ-излучения и 

патогенов [197] и синтезируются двумя метаболическими путями - шикиматным 

и фенилпропаноидным путем [211]. 

1.4.1.3.1. Флавоноиды 

Флавоноиды - наиболее известные полифенольные соединения [1], 

включающие большую группу полигидроксиароматических соединений, 

широко распространенных в растительном мире [134]. Известно более 8000 

производных флавоноидов [105]. 

Шесть основных подклассов флавоноидов, включая флавоны, изофлавоны, 

флаваноны, флаванолы, флаван-3-олы (катехины) и антоцианы, имеют основную 

структуру, состоящую из двух бензольных колец (А и В), связанных через 3-х 

углеродное гетероциклическое кольцо (кольцо C) [227]. Структура основных 

классов полифенолов - флавоноидов и куркуминоидов преставлена на рис. 3.  
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Рис. 3. Структура основных групп полифенолов - флавоноидов и 

куркуминоидов.    

 

 

В последние десятилетия наблюдается постоянно растущий интерес к 

производным флавоноидов из-за их противовоспалительного, 

противоопухолевого действия и антиоксидантной активности [131, 271]. Среди 

флавоноидных соединений наиболее значимым флавонолом является кверцетин 

[20]. 

1.4.1.3.2. Кверцетин  

Кверцетин (QU), один из наиболее известных флавоноидов (рис. 3), 

широко распространен в природе, содержится в таких фруктах и овощах, как 

лук, капуста, яблоки, а также в чае, орехах и ягодах [20]. Название «кверцетин» 

происходит от латинского слова «quercetum», что означает дубовый лес [135]. 

Название кверцетина по номенклатуре Международного союза теоретической и 

прикладной химии (IUPAC) — 3,3',4',5,7-пентагидроксифлавон и также известен 
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как 3,3',4',5,7-пентагидрокси-2-фенилхромен-4-он [143]. Кверцетин встречается в 

виде агликона, лишенного присоединенного сахарного фрагмента, или в виде 

гликозида (со связанными сахарами, такими как глюкоза, рамноза или 

рутиноза). Функциональная гликозильная группа, присоединенная к скелету 

кверцетина, может вызывать изменения растворимости, абсорбции и эффектов 

in vivo. По сравнению с агликоном кверцетина, конъюгированная форма 

гликозида кверцетина всасывается более эффективно [95, 219]. In vitro и in vivo 

показано, что кверцетин обладает рядом биологических активных свойств, в том 

числе противовоспалительным и антиоксидантным действием  [261]. Поскольку 

кверцетин не повреждает здоровые клетки и является цитотоксичным для 

опухолевых клеток, считается, что он может использоваться как 

противоопухолевое средство благодаря своей способности подавлять различные 

виды злокачественных новообразований (включая рак молочной железы, легких, 

носоглотки, почек, колоректального рака, предстательной железы, 

поджелудочной железы и яичников) [238]. Кроме того, кверцетин обладает 

противовоспалительным, прооксидантным, антипролиферативным действием, 

способностью подавлять ангиогенез и прогрессию метастазов путем активации 

апоптоза и остановки клеточного цикла, а также воздействовать на аутофагию 

[238, 261], что подробно обсуждается ниже. 

1.4.1.3.3. Куркуминоиды 

            Куркуминоиды — природные активные полифенольные соединения, 

полученные из куркумы. Куркуминоиды обычно используются в качестве 

пряности, пигмента или пищевой добавки, а также обладают широкой 

биологической активностью, включая как антиоксидантное, нейропротекторное, 

противовоспалительное, противоопухолевое, антимикробное, противовирусное, 

антиангиогенное, антипролиферативное и антидиабетическое свойства [7]. 

         Фармакологическая активность куркумы в основном включает действие 

трех куркуминоидов (рис. 3), а именно куркумина (Cur, который является 
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основным куркуминоидом), деметоксикуркумина (DMC) и бис-

деметоксикуркумина (BDMC) [199]. 

1.4.1.3.4. Куркумин 

 Куркумин (1,7-бис(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,6-гептадиен-3,5-дион; 

диферулоилметан) широко используется в качестве повседневной специи для 

придания особого вкуса пищи и в качестве ингредиента в традиционной 

фитотерапии [186]. Куркумин обладает кето-енольной таутомерией с 

преобладанием кето-формы в нейтральных и кислых растворах и переходит в 

стабильную енольную форму в щелочных средах [9]. Помимо низкой 

биодоступности и быстрого метаболизма под действием ферментов в 

желудочно-кишечном тракте, гидрофобные свойства куркумина после 

перорального приема способствуют низкой скорости его всасывания в 

желудочно-кишечном тракте. Современные технологии инкапсуляции 

эффективно защищают куркумин от химической деградации, повышают его 

диспергируемость в воде и улучшают биодоступности [322]. 

Куркумин обладает различными фармакологическими свойствами, 

включая антиоксидантное, противовоспалительное, нейропротекторное, 

противоопухолевое, гепатопротекторное, нефропротективное и 

кардиопротекторное действие [242]. Особенный интерес вызывают его 

антиоксидантные свойства, связанные с противоопухолевыми эффектами. 

1.5. Окислительно-восстановительные свойства и биологические эффекты 

кверцетина и куркумина 

1.5.1. Антиоксидантные и прооксидантные свойства 

Окислительный стресс определяется как дисбаланс между про- и 

антиокислительными системами, который запускает усиленные процессы 

окисления, приводящие к деструкции клетки [28, 133]. Антиоксидантные 

механизмы полифенолов включают подавление образования АФК 1) 

посредством ингибирования активности прооксидантных ферментов ферментов, 



36 

 

участвующих в их производстве; 2) путем непосредственного удаления АФК, 

действуя в качестве доноров водорода; 3) в результате хелатирования ионов 

металлов, участвующих в генерации АФК; 4) путем подавления окислительных 

реакций за счет повышения экспрессии генов антиоксидантных ферментов; 5) в 

результате синергического действия с другими соединениями, усиливая  

антиоксидантный статус клетки [160]. Антиоксидантная активность 

полифенолов обусловлена наличием в их структуре гидроксильных групп [222]. 

. Благодаря высокой антиоксидантной способности, обусловленной 

наличием фенольных групп и двойной связи в структуре, кверцетин может быть 

не только «скевенджером» свободных радикалов, но и поддерживать 

стабильный клеточный редокс статус за счет повышения экспрессии генов 

антиоксидантных ферментов, таких как SOD1 и каталаза, а также уровня GSH  

[59 Кроме того, способность куркумина улавливать свободные радикалы 

обусловлена либо фенольной группой OH, либо группой CH2 фрагмента β-

дикетона (гептадиендиона) [10, 249].     

 Расчеты молекулярного докинга указывают на стабилизирующее 

взаимодействие между кверцетином или его основными окисленными 

метаболитами и доменом белка Keap1 в сайте связывания с транскрипционным 

фактором Nrf2, что приводит к высвобождению Nrf2 - главного регулятора 

антиоксидантной защиты [273], последующей его ядерной транслокации и 

активации экспрессии генов с АRE (антиоксидант-респонсивным элементом) в 

промоторной области [214, 273]. Так, кверцетин может защищать гранулезные 

клетки человека от окислительного стресса, повышая как как уровень белка 

Nrf2, так и экспрессию его гена NFE2L2 [214].  

  Использование мета-анализа позволило установить, что чистый куркумин 

как хелатор металлов способствует снижению уровня АФК, подавляя реакцию 

Фентона; способен снижать концентрацию малонового диальдегида (МДА) в 

сыворотке в результате повышения общего антиоксидантного статуса [104]. 

Более того, куркумин является ингибитором циклооксигеназы и липоксигеназы, 
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участвующих в генерации АФК [99].   

 Антиоксидантное действие кверцетина и куркумина являются 

предотвращает повреждение клеток в условиях окислительного стресса. 

Пероральное введение куркумина или кверцетина продемонстрировало 

защитные системные эффекты против окислительного стресса путем 

стимуляции антиоксидантной защиты (уровни церулоплазмина и GSH) и 

снижения уровня MDA у взрослых самцов крыс. Анализ сыворотки крови 

позволил установить более высокий антиоксидантный эффект куркумина по 

сравнению с кверцетином, тогда как в легких введение кверцетина привело к 

более положительному эффекту в снижении перекисного окисления липидов 

[28]. Однако кверцетин и куркумин могут обладать прооксидантной 

активностью в зависимости от конкретного набора условий. Особое значение 

имеют их концентрация и редокс статус клетки [133]. Так, установлено, что 

использование низкой дозы микрокапсулированного кверцетина (10 мг/кг) 

сопровождается его антиоксидантным эффектом и протекторным действием на 

интерстициальные клетки Кахаля (ICC) и макрофаги тощей кишки крыс с 

диабетом. Однако высокая доза кверцетина (100 мг/кг) усиливала состояние 

диабета, а также приводила к прооксидантному типу действия на крыс в группе 

с нормогликемией [274]. Прооксидантная способность кверцетина связана с его 

активацией апоптоза в линиях опухолевых клеток  [171].    

 Теория функциональной плотности (метода расчёта электронной 

структуры) была использована для выяснения антиоксидантных и 

прооксидантных свойств кверцетина и его способности к 

комплексообразованию с ионами металлов, а также для оценки 

антиоксидантного и прооксидантного потенциала комплексов ионов металла с 

кверцетином. Прооксидантный потенциал кверцетина был оценен по 

восстановлению комплексов [Quer-Cu(H2O)2]2+ до комплексов [Quer-Cu(H2O)2]+ 

с O2
•-

 и аскорбат-анионом (Asc–). В этой реакции ион Cu(II) восстанавливается 
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до Cu(I), который участвует в реакции Фентона с образованием радикалов 
•
OH 

[263].    

 Куркумин необратимо ингибирует активность TrxR1 посредством 

алкилирования остатков Cys496 и Sec497 в активном центре фермента. Эта 

модификация TrxR1 куркумином приводит к потере Trx-восстанавливающей 

способности, которая заменяется появлением НАДФН-оксидаза-подобной 

актиности с образованием АФК, что способствует сдвигу функциональной 

активности фермента с антиоксидантной на прооксидантную [68]. 

1.5.2. Противоопухолевые эффекты  

Полифенольные соединения кверцетин и куркумин являются 

многообещающими соединениями, играющими значимую роль в регуляции 

роста злокачественных новообразований посредством управления широким 

спектром клеточных процессов, таких как дифференцировка, пролиферация, 

апоптоз, клеточный цикл и реакции на окислительный стресс. 

Противорпухолевые эффекты этих соединений связаны с их модифицирующим 

действием на центральные элементы различных сигнальных путей, включая 

MAPK, PI3K, Akt, mTOR, а также с влиянием на опухолесупрессирующий белок 

р53 и онкопротеины РАС [42].  

 Дефект сигнальных путей р53 является критическим фактором 

возникновения и прогрессирования опухоли [121]. Полифенолы регулируют не 

только экспрессию гена р53, но и посттрансляционные модификации белка р53, 

такие как метилирование, фосфорилирование, ацетилирование и 

убиквитинирование, которые в совокупности влияют на функции р53 в ответ на 

повреждение ДНК, контроль апоптоза, регуляцию клеточного цикла. и старение 

[42]. 
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Противоопухолевые эффекты кверцетина и куркумина описаны в ряде 

недавних исследований и в определенной мере могут быть объяснены 

механизмами, указанными в Таблице 3. 

 

Таблица 3. Цитотоксичность действия кверцетина и куркумина на линии 

опухолевых клеток. 

 

Линия 

клеток 
Соединение 

IC50, 

мкМ
 

Арест 

клеточно

го цикла, 

фаза 

Тип действия  Сссылка 

м
о
л

о
ч

н
а
я

 ж
ел

ез
а

 

 

MCF-7 

 

куркумин 

 

37 

 

G1 

индукция апоптоза: снижение 

уровня циклина D1, белка 

Twist и фосфо-p38MAPK. 
 [212] 

 

MCF-7 

T47D 

MDA MB 

415 

 

куркумин 

 

 

1.32 

2.07 

4.69 

 

G2/M 

 

индукция апоптоза: снижение 

CDC25 и CDC2, повышение 

уровня р21, ингибирование 

фосфорилирования 

Akt/mTOR, снижение Bсl2, 

повышение уровня Bax и 

каспазы-3 

 

          [98] 

 

 

MCF-7 

MDA-MB-

231 

 

куркумин 

аналог B14 

8.84 

8.33 

 

G1 

 

снижение уровня циклина D1, 

циклина E1 и CDK2. 

Активация 

митохондриального пути 

апоптоза 

[244] 

я
и

ч
н

и
к

и
 

 

SKOV-3 

 

кверцетин 

 

 100 

 

G2/M 

 

снижение уровня циклин D1 

 

[40] 

SKOV-3 куркумин 24.8 G2/M 

подавление сигнального пути 

PI3K/Akt, уровня Bсl2, 

повышение уровня каспазы3 и 

Bax 

        [309] 

т
о
л

ст
а
я

 к
и

ш
к

а
  

HT-29 

 

кверцетин 

 

81.65 

 

G0/G1 

снижение уровня p-Akt, CSN6, 

Myc и BCL-2, повышение 

уровня p53 и Bax 

 [301] 

HCT116 

HCT116+c

h3 

куркумин 
20 

5 
S дегенерация митохондрий и 

высвобождение цитохрома с 
[239] 
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л
ег

к
и

е A549 кверцетин  5.14 G2/M повышение уровня Bax, 

снижение Bсl2. 
 [321] 

H446 куркумин ~10 G2/M 
снижение уровня Bсl2, 

повышение уровня Bax и 

цитохром с. 
 [18] 

м
о
ч

ев
о
в

о
й

 

п
у

зы
р

ь
д

а
в

л
е
н

и
е
м

о
ч

е

в
о

й
 

п
у

зы
р

ь
r

 

5637 

T24 
кверцетин 

47.91 

67.26 

рост 

subG0/G1 

повышение активности каспаз 

3/7 и фрагментации ДНК 
 [254] 

T24 

RT4 
куркумин 

15 

15 
G2/M 

снижение уровня Trop2 и 

циклина E1, повышение 

уровня p27 

 [316] 

г
л

и
о
м

а
 

U87MG кверцетин 62.04 S подавление образования АФК 

и ангиогенеза 
[154] 

LN229 

GBM8401 
куркумин 

5.85 

6.31 
G2/M активация апоптоза и 

генерации АФК 
 [159] 

LN229 

GBM8401 

диметокси- 

куркумин 

18.99 

16.82 
G2/M 

снижение уровня p-mTOR, p-

CDC2 и BCL-2, повышение p-

AKT, p-ERK, LC3B-II и p62. 
[159] 

л
ей

к
е
м

и
я

 

 

Nalm6 

 

кверцетин 

 

20 

 

S 

ннтеркаляция ДНК, активация 

митохондриального пути 

апоптоза 

[253] 

HL-60 

ML-2 

MOLM-13 

OCI-AML3 

OCI-AML5 

U937 

куркумин 

46.98 

21.51 

53.18 

71.43 

38.45 

59.80 

G1 

 

подавление 

фосфорилирования AKT, 

PRAS40, 4E-BP1, P70S6K, 

RAF-1, p27 в клетках ML-2 и 

OCI-AML5  

[325] 

 

Так, в клетках аденокарциномы молочной железы MCF-7 кверцетин 

вызывает снижение уровня транскрипционного фактора Twist – одного из 

ключевых активаторов эпителиально-мезенхимального перехода, активации 

апоптоза посредством остановки G1/S, снижения уровня циклина D1 и 

фосфорилирования p38 MAPK [212]. Установлено, что in vitro куркумин 

эффективно подавляет рост клеток рака молочной железы MCF-7, T47D и MDA-

MB-415 с IC50 в микромолярном диапазоне, вызывая остановку клеточного 

цикла в G2/M фазе за счет снижения CDC25 и CDC2 и повышения уровня p21, 
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ключевого механизма ингибирования пролиферации. Гиперэкспрессированный 

при раке молочной железы сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR связан с ростом 

клеток и пролиферацией опухоли, в то время как куркумин подавляет 

фосфорилирование и активацию сигнального пути Akt/mTOR, вызывает 

снижение уровня антиапоптотического белка Bcl2 и способствует росту уровня 

Bax и расщеплению белка каспазы-3 [98]. Аналог куркумина - B14 обладает 

более высоким эффектом подавления клеточного роста, чем куркумин. Значения 

IC50 для клеток MCF-7 и MDA-MB-231 - 16,85 мкМ и 42,01 мкМ для куркумина 

и 8,84 мкМ огли 8,33 мкМ для B14 соответственно. Кроме того, B14 снижает 

уровень циклина D1, циклина E1 и циклин-зависимой киназы 2, что приводит к 

остановке клеточного цикла в фазе G1 и активации митохондриального пути 

апоптоза [244]. Уровень циклина D1 значительно снижался при действии 

кверцетина на клетки аденокарциномы яичников SKOV-3, однако такой эффект 

не наблюдался в устойчивых к цисплатину (CDDP) клетках SKOV3/CDDP. 

Снижение уровня циклина D1 может быть связано с изменением фазы G1/S при 

действии кверцетина. В то же время кверцетин существенно не влиял на уровень 

циклина B1 в обоих клеточных линиях [40]. В обработанных куркумином 

клетках SKOV3 уровни PI3K и фосфо-Akt снижались, тогда как уровни каспазы-

3 и Bax были повышены. Куркумин также вызывал снижение уровня Bсl2 и 

координально ингибировал антиапоптотические эффекты [309]. 

 Действие кверцетина на клетки колоректального рака человека HT-29 

вызывало клеточное сморщивание, конденсацию хроматина и коллапс ядра. 

Кверцетин подавлял жизнеспособность клеток и индуцировал апоптоз 

посредством ингибирования сигналинга Akt-CSN6-Myc. После действия 

кверцетина уровни белков p-Akt-Thr308 и CSN6 (субъединицы конститутивной 

сигналосомы фотоморфогенеза 9 - COP9) снижались, что приводило к 

модуляции экспрессии нижестоящих генов CSN6; уровни белков Myc и Bcl-2 

снижались, тогда как p53 и Bax были повышены [301]. Действие куркумина 

способствовало повышению эффективности химиотерапии колоректального 
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рака.           

 Сочетанное действие 5-фторурацила и куркумина на клеточных линиях 

колоректального рака HCT116 и HCT116+ch3 проводило к повышению уровня 

или расщепления про-апоптотических белков (каспаза-8, -9 и -3; PARP; Bax) и, 

напроти, к снижению уровня антиапоптотических белков (Bcl-xl) и белков, 

связанных с пролиферацией (циклин D1). Хотя 5-фторурацил активировал 

сигнальный путь NF-κB/PI-3K/Src, он подавлялся куркумином посредством 

ингибирования фосфорилирования/активации белка IκBα  [239]. На клетках рака 

легких человека показано ингибирующее действие кверцетина на пролиферацию 

и активация апоптоза посредством повышения уровня Bax и каспазы-3. In vivo 

кверцетин продемонстрировал потенциальные эффекты снижения 

окислительного стресса за счет повышения уровней ферментов СОД и GPx, его 

использование позволило также улучшить восстановление повреждений 

легочной ткани, вызванных токсичным действием циклофосфамида [321]. По 

сравнению с опухолевыми клетками HCT116, Hela, MB231, PC-9, A549 

клеточная линия мелкоклеточного рака легких человека H446 оказалась 

наиболее чувствительной к действию куркумина. Куркумин эффективно 

способствует апоптозу, снижая уровень Bcl2 и повышая уровень Bax и 

цитохрома с [177]. Обнаружено, что эффективность кверцетина в подавлении 

пролиферации клеток рака мочевого пузыря человека 5637 и Т24 зависит от 

дозы препарата. Активность каспазы-3/7 в клетках, обработанных кверцетином, 

повышала процент клеток в subG0/G1 фазе и фрагментацию ДНК, что указывает 

на индуцированную апоптотическую гибель клеток.     

 Кверцетин играет двойную роль в апоптозе и аутофагии. В обработанных 

кверцетином клетках 5637 и T24 количество белка-маркера аутофагии LC3-II 

постепенно увеличивалось одновременно с образованием аутофагосом. 

Ингибирование аутофагии посредством Baf1 и хлорохина, перешедшее в режим 

гибели клеток, индуцировалось кверцетином до апоптоза. Кроме того, 

обнаружено, что снижение жизнеспособности клеток и усиление процессинга 
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LC3-II были снижены в обработанных кверцетином клетках, которые были 

предварительно обработаны N-ацетилцистеином, снижащим уровень АФК, что 

позволяет предположить, что индуцированная кверцетином цитотоксичность и 

аутофагия связаны с генерацией АФК [269].       

 Снижение уровня Trop2, поверхностного антигена 2 клеток трофобласта 

человека, при действии куркумина на клеточные линияи рака клеток мочевого 

пузыря было связано со снижением пролиферации и подвижности клеток, 

снижением уровня циклина E1, однако приводило к повышению уровня p27 

[316].       

 Новая стабильная гибридная молекула, состоящая из лозартана, 

селективного антагониста рецептора ангиотензина II подтипа 1 в качестве 

ингибитора АФК, и кверцетина в качестве антиоксиданта, способна 

регулировать уровни АФК посредством двойного механизма действия. Этот 

гибрид кверцетина и лозартана может модифицировать клеточный цикл, 

вызывая его остановку, вызывает индукцию цитотоксических эффектов и 

снижение пролиферации опухолевых клеток в первичных культурах 

мультиформной глиобластомы [270].       

 In vitro куркумин и его аналоги — бисдеметоксикуркумин, 

деметоксикуркумин и диметоксикуркумин — усиливали ранний апоптоз, 

поздний апоптоз и генерацию АФК в клетках глиомы LN229 и GBM8401. 

Действие куркумина и диметоксикуркумина, среди аналогов куркумина 

продемонстрировавшего потенциальную противоопухолевую активность, 

способствовало повышению генерации АФК, что активировало аутофагию и 

апоптоз, подавляя жизнеспособность клеток глиомы человека [159] . На трех 

линиях лейкозных клеток Nalm6, K562, CEM установлена дозозависимая 

цитотоксичность кверцетина, тогда как в клетках рака молочной железы T47D 

обнаружено, что кверцетин обладает ограниченной чувствительностью (IC50 160 

мкМ). Во время регрессии опухоли кверцетин вызывал остановку клеток в S-

фазе и дозозависимое увеличение количества клеток в суб-G1.     
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Цитотоксические механизмы действия как кверцетина, так и куркумина 

включают пути активации апоптоза (рис. 4). Кверцетин изменяет регуляцию р53, 

снижает активность антиапоптотического белка Bcl2 и активирует расщепление 

маркера апоптоза MCL1. Наблюдается падение потенциала митохондриальной 

мембраны, высвобождение цитохрома с и SMAC/DIABLO, что активирует 

внутренний путь апоптоза. SMAC/DIABLO ингибирует IAP (ингибиторы белков 

апоптоза), в то время как высвобождение цитохрома c из митохондрий служит 

ключевым этапом активации нижестоящих каспаз, приводя к активации 

каспазы-9, которая, в свою очередь, расщепляет и активирует каспазу-3. 

Каспаза-3 активирует апоптоз посредством фрагментации и деградации 

клеточной ДНК и активации PARP1 [253]. 

 

Рис. 4. Модуляция кверцетином и куркумином сигнальных путей и активация 

апоптоза. QU - кверцетин; CUR - куркумин. 

 

 Куркумин дозозависимым образом  подавляет фосфорилирование AKT, 

PRAS40, 4E-BP1, P70S6K, RAF-1 и p27 и регулирует уровень белков, связанных 

с клеточным циклом и апоптозом (циклин D1, p21, Bcl2, расщепленная каспаза-3 

и расщепленный PARP), что приводит к остановке клеточного цикла и апоптозу 

в клеточных линиях острого миелолейкоза ML-2 и OCI-AML5 [325]. 

Модификации нескольких клеточных сигнальных путей, включая сигнальные 
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пути PI3K/Akt, Wnt/β-катенин, JAK/STAT, MAPK, p53 и NF-ĸB, обобщены на 

рис. 4. 

1.6. Комбинации с противоопухолевыми препаратами  

 Несмотря на различные противоопухолевые стратегии, используемые при 

лечении злокачественных новообразований, химиотерапия остается 

преобладающим терапевтическим вариантом. Множественная лекарственная 

устойчивость (МЛУ) связана с развитием устойчивости опухолевых клеток к 

широкому спектру структурно и функционально не связанных 

противоопухолевых препаратов, что является одним из основных препятствий 

на пути успешной химиотерапии. Опухолевые клетки в большой степени 

проявляют устойчивость к химиотерапевтическим агентам в результате 

гиперэкспрессии генов мембранных белков-транспортеров семейства ABC, 

выкачивающих химиотерапевтические агенты из клеток. Другие механизмы 

МЛУ включают усиление детоксикации лекарств и репарации ДНК, подавление 

регуляции апоптоза и усиление сигнальных путей, связанными с процессами 

жизнеобеспечения клеток. Фитохимические вещества недавно были определены 

как агенты, обращающие МЛУ и которые также действуют как 

химиосенсибилизаторы в сочетании с химиотерапевтическими агентами для 

повышения их эффективности в отношении опухолевых клеток [83, 226]. Все 

больше данных доказывает, что комбинация кверцетина или куркумина с 

такими химиотерапевтическими агентами, как доксорубицин (DOX) и 

цисплатин, показано ниже, значительно усиливает их противоопухолевую 

эффективность.       

 Совместное действие кверцетина и цисплатина синергически подавляет 

пролиферацию, миграцию и инвазию и усиливает апоптоз в клетках рака шейки 

матки человека HeLa и SiHa за счет снижения уровня матриксной 

металлопептидазы 2 (MMP2), эзрина, P-гликопротеина и метилтрансферазы 3 

(METTL3) [295]. Кроме того, совместное введение кверцетина и ДОКС может 

усиливать цитотоксичность DOX в отношении клеток MDA-MB-231/MDR1, 
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вызывая повышение внутриклеточного накопления DOX за счет подавления 

экспрессии Р-гликопротеина и инициации митохондриальных путей апоптоза  

[150].      

 Комбинированное действие куркумина и цисплатина улучшает 

химиотерапевтическое действие цисплатина на клетки плоского рака гортани 

человека Hep2, что может быть связано с повышением роли катионного канала 

TRPM2 (транзиторный рецепторный потенциал меластатина 2) в притоке ионов 

Ca2+ и развитии митохондриального окислительного стресса  [77].  

 Система совместной доставки CUR-PEI-K14/p53 для одновременной 

доставки куркумина и ДНК p53 значительно повышает чувствительность клеток 

SKOV-3/CDDP к цисплатину за счет повышения уровня мРНК p53 и Bax и 

снижения уровня мРНК MDR1[80]. Обнаружено, что сенсибилизирующее 

влияние куркумина на устойчивые клетки рака молочной железы MCF-7/DOX и 

MDA-MB-231/DOX к действию DOX связано с подавлением АТФазной 

активности транспортера ABCB4 (семейство ABC) [289]. Этот эффект также 

может быть связан со снижением экспрессии гена и функции Pgp и кальций-

связывающего белка A8 S100 (S100A8), что вызывает внутриклеточный 

дисбаланс ионов Ca2+и приводит к усилению стресса эндоплазматического 

ретикулума и активации апоптоза в клетках K562/DOX. Установлено, что 

совместное действие куркумина и кверцетина вызывает подавление 

пролиферации в результате падения мембранного потенциала митохондрий 

(ΔΨm), высвобождения цитохрома с, снижения фосфорилирования киназ AKT и 

ERK в клетках рака желудка человека MGC803 [311], а также подавление белков 

сигнального пути Wnt/β-катенин, включая DVL2, β-катенин, циклин D1, Cox2 и 

Axin2 наряду с модуляцией апоптотических путей, включая Bcl-2, каспазу-3 /7 и 

расщепление PARP в клетках меланомы A375 [252]. 

1.7.  Баланс систем Trx/TrxR и GSH/Grx в норме и при патологии 

           Существует значительное количество данных о большом сходстве 

функциональной активности между системами Trx и глутаредоксина (Grx). Так, 
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установлено, что система GSH/Grx выполняет резервную роль в случае 

снижения активности Trx1 в клетках HeLa с дефицитом TrxR1 [64]. Обе 

системы действуют как антиоксидантные регуляторы в ответ на 

окислительный/нитрозативный стресс. Повышенный клеточный уровень АФК 

может вызвать повреждение ДНК и способствовать развитию канцерогенеза; 

поэтому, клеточные антиоксиданты Trx и GSH, обратимо регулирующие 

тиоловые модификации, уже давно рассматриваются среди систем, 

регулирующих развитие злокачественных новообразований [25]. Trx и Grx 

также участвуют в синтезе и репарации ДНК в качестве донора электронов для 

восстановления окисленной формы рибонуклеотидредуктазы. Электроны, 

необходимые для восстановления рибонуклеотидредуктазы, доставляются от 

НАДФН(H+) через системы Trx или Grx [16, 237]. Более того, Trx и Grx 

обеспечивают баланс редокс-зависимых реакций, регулирующих 

пролиферацию и выживание [85]. 

1.8. Роль Trx/TrxR в опухолевых клетках  

Как ферментативные, так и неферментативные молекулы антиоксидантов 

регулируются общим транскрипционным фактором Nrf2 [265], который 

транслоцируется в ядро в ответ на окислительный стресс [264] (рис. 2).  

Транслокация активного фосфорилированнго Nrf2 в ядро приводит к 

активации транскрипции многх генов белков антиоксидантной системы, 

включая глутатионпероксидазу 1 (GPX1), глутатион S-трансферазу mu 1 

(GSTM1), каталитическую субъединицу γ-глутамилцистеин лигазы (GCLC), 

глутатионредуктазу (GSR), феррохелатазу (FECH), TRX1, TXNRD1 и NAD(P)H 

хинондегидрогеназу1 (NQO1) [84]. Кроме того, установлено, что Nrf2 

регулирует транскрипцию гена гемоксигеназы 1 (HO1) посредством активации 

ERK киназы (ERK) и фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) [122]. Активация 

AMPK, непосредственно фосфорилирующей Nrf2 по Ser550 in vivo и по остатку 

Ser558 in vitro, в сочетании с AMPK-опосредованным ингибированием киназы 
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гликогенсинтазы 3β (GSK3β) способствует ядерному накоплению Nrf2 с 

последующей активацией транскрипции ARE-контролируемых генов. Помимо 

своей роли в активации Nrf2, путь PI3K/Akt вызывает ингибирующее 

фосфорилирование GSK3β [111]. В совокупности гены-мишени Nrf2 можно 

разделить на разные группы, как показано на рисунке 1. 

Система Trx/TrxR играет важную роль в регуляции активности Nrf2. 

Ядерный Trx1/Ref-1 важен для восстановления критических остатков Cys в Nrf2: 

один важен для связывания ДНК, а другой участвует в ядерном экспорте [41]. 

Кроме того, некоторые соединения могут не только ингибировать TrxR1, но и 

трансформировать TrxR1 в прооксидантные белки SecTRAP с НАДФН(H+)-

оксидазной активностью, тем самым дополнительно способствуя активации Nrf2 

[11]. ДНК-связывающая активность транскрипционных факторов NF-kB, AP-1, 

p53 и глюкокортикоидного рецептора также регулируется востанавливающей 

активностью Trx1 по незаменимым остаткам цистеина [180]. 

Как упоминалось выше, передача редокс сигналов необходима для 

контроля жизнеспособности клеток с помощью системы Trx/TrxR [172], поэтому 

неудивительно, что эта система участвует в развитии злокачественных 

новообразований  [178]. Повышенная экспрессия генов системы Trx/TrxR была 

обнаружена во многих типах опухолей человека, таких как рак молочной 

железы, щитовидной железы, простаты, колоректальный рак и меланома, где она 

связана с опухолевым ростом [147]. 

Система Trx/TrxR также играет значительную роль в ходе канцерогенеза, 

включая стимуляцию пролиферации и роста опухоли. Опухолевые клетки, 

трансфицированные кДНК Trx, демонстрируют повышенный рост и снижение 

апоптоза, в то время как клетки, трансфицированные редокс-неактивным 

мутантом Trx, обладают замедленным ростом [207]. 

В условиях гипоксического/ишемического стресса Trx-1 эффективно 

способствует заживлению ран за счет улучшения ангиогенеза, а также 

увеличения плотности капилляров и пролиферации клеток на мышиной модели 
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ишемической раны  [299]. Экспериментальные данные показывают, что терапия 

Trx-1 в ишемической ране модулирует экспрессию проангиогенных генов путем 

активации пути выживания PI3K/Akt с последующим β-ингибированием GSK-3 

и транслокацией β-катенина в ядро. Ядерный β-катенин связывается с 

семейством транскрипционных факторовTCF/L (Т-клеточного фактора/фактора 

лимфоидного энхансера) и запускает экспрессию ангиогенных генов, таких как 

ген фактора роста эндотелиальных клеток сосудов (VEGF). Впоследствии VEGF 

связывается со своим рецептором Flk-1 и активирует каскад p38-MAPK для 

миграции и выживания  [224]. 

Аналогичные результаты были получены на ряде клеточных линий рака 

(карцинома молочной железы человека MCF-7, карцинома толстой кишки 

человека HT29 и лимфома мыши WEHI7.2), трансфицированных человеческим 

Trx-1. Человеческий Trx-1 увеличивает уровни HIF-1-α, продукцию VEGF и 

ангиогенез опухоли. Напротив, трансфекция редокс-неактивным мутантом Trx-1 

(Cys32,35/Ser32,35) заметно снижает HIF-1α и VEGF в клетках MCF-7 [288]. 

Сообщалось о значительном совпадении между системами Trx и 

глутаредоксина. Также сообщалось, что система GSH/Grx играет резервную 

роль в снижении уровня Trx-1 в клетках HeLa с дефицитом TrxR-1 [64]. Обе 

системы действуют как антиоксидантные регуляторы в ответ на 

окислительный/нитрозирующий стресс. Повышенные клеточные уровни АФК и 

РНС могут повредить ДНК и способствовать канцерогенезу; следовательно, 

антиоксидантные клеточные восстановители Trx и GSH, которые обратимо 

регулируют тиоловые модификации, уже давно считаются молекулами, 

подавляющими рак [25]. Они также участвуют в синтезе и репарации ДНК в 

качестве доноров электронов для рибонуклеотидредуктазы. Электроны, 

необходимые для восстановления рибонуклеотидредуктазы, доставляются 

НАДФН через системы Trx или Grx [16, 237] . Более того, они обеспечивают 

уравновешивающие реакции, которые регулируют пролиферацию и выживание 

[85].  
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Наконец, Trx также способствует восстановлению окисленных 

пероксиредоксинов (Prxs), модулируя окислительно-восстановительный статус и 

выступая в качестве важного медиатора передачи редокс сигналов  [216, 291]. 

Восстановленный Trx может переносить восстанавливающие эквиваленты в 

окисленную форму Prx, а восстановленный Prx, в свою очередь, удаляет H2O2 

[198]. Митохондриальный Prx3 является субстратом как для Trx2, так и для Grx2 

с одинаковой каталитической эффективностью за счет механизма реакции 

дитиола, тогда как митохондриальный Prx5 ограничен системой Trx [86]. Эти 

три антиоксидантные системы (Trx/Grx/Prx) вместе способствуют 

сбалансированным редокс-зависмым реакциям, которые регулируют клеточные 

процессы пролиферации и апоптоза.  

1.9. Система TrxR/Trx при лекарственной устойчивости опухолей  

Некоторые данные свидетельствуют о том, что Trx может быть 

необходим, но недостаточен для формирования устойчивости опухолевых 

клеток к противоопухолевым препаратам [208]. Во-первых, показано, что 

устойчивость клеточных линий Т-клеточного лейкоза к DOX и линий клеток 

рака яичников к цисплатину связана с повышенным внутриклеточным уровнем 

Trx1 [281, 296]. Кроме того, клетки гепатоцеллюлярной карциномы с 

повышенным уровнем Trx1 менее чувствительны к цисплатину (но не менее 

чувствительны к DOX или митомицину C) [118]. Во-вторых, в клетках рака 

мочевого пузыря и простаты, обладающих устойчивостью к цисплатину, уровни 

мРНК и белка Trx1 повышены в 4–6 раз по сравнению с клетками дикого типа, 

однако снижение уровня Trx1 с помощью антисмысловой плазмиды 

восстанавливает чувствительность к цисплатину и повышает чувствительность к 

некоторым другим цитотоксическим препаратам [304]. В резистентных к 

цисплатину клетках клетках рака желудка и толстой кишки так же обнаружен 

повышенный уровень Trx1 [296]. В-третьих, стабильная трансфекция клеток 

фибросаркомы геном TRX1 приводила к повышению устойчивости к цисплатину 

[231], однако не повышала устойчивость клеточных линий рака яичников и 
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толстой кишки к цисплатину, доксорубицину или митомицину  [297]. Последнее 

предполагает, что для придания резистентности этим клеточным линиям может 

потребоваться дополнительный фактор к повышенному уровню Trx1. GSH 

важен для устойчивости опухолевых клеток к противоопухолевым препаратам. 

Глутатион-S-трансферазы (GST) катализируют конъюгацию GSH со многими 

электрофильными соединениями и могут активироваться различными 

противоопухолевыми препаратами [267]. GST обладают селен-независимой 

пероксидазной активностью. Изоформа Mu обладает глутаредоксиновой 

активностью. Некоторые агенты (например, мелфалан и кармустин (BCNU)) 

являются субстратами для GST и непосредственно инактивируются 

конъюгацией c GSH, что способствует формированию резистентности, усиливая 

систему детоксикации. В группе линий раковых клеток экспрессия генов 

изоформ GST обратимо коррелирует с чувствительностью к алкилирующим 

агентам. Другие препараты, повышающие уровень GST, могут также 

способствовать развитию резистентности, поскольку GST может также 

ингибировать MAP-зависимые апоптотические пути, в частности активность 

киназ JNK1 и ASK1, и вызывать подавление активации апоптоза. 

Как упоминалось выше, активность системы Trx/TrxR имеет значение для 

агрессивного роста опухоли. Из доступных в настоящее время 

химиотерапевтических препаратов цисплатин может напрямую влиять на 

систему Trx/TrxR  [14]. Известно, что цисплатин образует комплексы с ДНК, что 

приводит к нарушению репликации и транскрипции, образованию комплексов с 

клеточными белками и, как следствие, к цитотоксичности. Установлено, что 

цисплатин может необратимо ингибировать TrxR, но не влияет на Grx-систему. 

Ингибирующий эффект цисплатина на TrxR, по-видимому, опосредован 

ковалентной модификацией восстановленного сайта селеноцистеина. В 

цисплатин-резистентных клетках Jurkat T, обладающих повышенной 

экспрессией генов и активностей TrxR и Trx, чувствительность к цисплатину 

восстанавливалась путем действия высоких концентраций селената натрия - 
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ингибитора Trx  [231]. Известно так же, что избыток оксида селена in vitro 

может вызывать окисление Trx, подавление роста опухолевых клеток и 

способствует развитию апоптоза [27, 286]. 

1.10. Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR  

1.10.1. Роль в регуляции клеточных процессов. Связь с внутриклеточным 

уровнемАФК 

          Комплекс PI3K/AKT/mTOR представляет собой сигнальный путь, 

играющий важную роль в таких процессах жизнедеятельности как клеточный 

метаболизм, рост и пролиферация клеток, апоптоз и ангиогенез [145]. 

           Сигнальный каскад PI3K/AKT/mTOR активируется широким спектром 

внеклеточных стимулов, включая рецепторные тирозинкиназы, различные 

интегрины, рецепторы В- и Т-клеток и рецепторы, связанные с G-белком 

(GPCR). Членами семейства PI3K являются гетеродимеры сериновой 

(Ser)/треониновой (Thr) киназ, которые можно разделить на три разных класса в 

зависимости от их структурных характеристик и субстратной специфичности 

[72]. Ферменты класса I подразделяются на ферменты класса IA и класса IB, оба 

из которых активируются рецепторами клеточной поверхности. Ферменты 

класса IA могут активироваться рецепторными тирозинкиназами (RTK), GPCR и 

различными онкогенами, такими как небольшой G-белок Ras, тогда как 

ферменты класса 1B активируются исключительно GPCR. Фермент PI3K класса 

IA включают каталитическую (p110) и регуляторную субъединицы (p85 или 

p101) [94, 257]. 

            В ответ на внеклеточные стимулы белки-каркасы рекрутирования, такие 

как адапторный белок GAB2 (связывающий белок 2, связанный с рецептором 

фактора роста 2, GRB2) – основной активатор PI3K или субстраты инсулинового 

рецептора (IRS) 1/2, связываются с регуляторной субъединицей p85 PI3K. 

Происходит активация каталитических субъединиц PI3K, и фосфорилирование 

фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата (PIP2) приводит к образованию 

вторичного мессенджера фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфата (PIP3) [205]. 
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Это облегчает рекрутирование белков, которые содержат домен гомологии 

плекстрина (домен PH), включая Ser/Thr-киназу Akt (также известную как 

протеинкиназа B) и ее вышестоящий активатор - 3-фосфоинозитид-зависимую 

киназу 1 (PDK1). 

            Киназа Akt может функционировать как протоонкоген, и в клетках 

млекопитающих существуют три структурно активные формы Akt - Akt1, Akt2, 

Akt3 или PKB α, β, γ соответственно [22]. Все три изоформы содержат N-

концевой домен PH, область Т-петли каталитического домена, содержащую сайт 

фосфорилирования Thr308, и C-концевой регуляторный хвост с сайтом 

фосфорилирования Ser473 [22, 166]. Akt является цитозольным ферментом в 

нестимулированных клетках, тогда как её активация, опосредованная PI3K, 

требует транслокации Akt на мембрану, где фосфатидилинозитол (3,4,5) -

трисфосфат (PIP3) служит якорем [36]. На плазматической мембране PDK1 

фосфорилирует Akt по Thr308, что приводит к её частичной активации. 

Последующее фосфорилирование Ser473 необходимо для полной активации Akt. 

Это фосфорилирование достигается с помощью комплекса mTOR 2 (mTORC2), а 

также членов семейства PI3K-родственных киназ (PIKK) [22, 166]. Аналогичным 

образом происходит фосфорилирование гомологичных остатков в Akt2 и Akt3. 

Эта активация приводит к перемещению Akt в цитозоль или ядро, где Akt, как 

предполагается, может фосфорилировать более 9000 субстратов  [234], участвуя 

тем самым в регуляции клеточного метаболизма, пролиферации, транскрипции и 

выживания. Комплекс mTOR1 (mTORC1) является наиболее важной 

нижестоящей мишенью Akt. 

             Активность mTOR осуществляется двумя отдельными мультибелковыми 

комплексами: mTORC1 и mTORC2. Эти два комплекса различаются белковыми 

компонентами, субстратной специфичностью и регуляцией, а также имеют 

разную реакцию на рапамицин и его производные (рапалоги) [204]. Комплексы 

mTOR имеют разные вышестоящие механизмы активации, а также разные 

нижестоящие субстраты. Основными мишенями mTORC1 являются 
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рибосомальная протеинкиназа S6 (S6K) и белок 1, связывающий 

эукариотический фактор инициации трансляции-4E (eIF4E) (4EBP1), тогда как 

наиболее распространенными субстратами mTORC2 являются Akt и 

родственные киназы  [217]. 

            Сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR аномально активируется при многих 

видах злокачественных новообразований, вызывая нарушение регуляции 

апоптоза и устойчивость к химиотерапии [149], что является результатом 

нарушения регуляции отдельных компонентов сигнального пути на уровнях 

ДНК (включая амплификацию, делецию, мутацию и слияние генов), РНК 

(транскрипционная и посттранскрипционная регуляция) и белка (включая 

контроль стабильности белка и посттрансляционные модификации). 

Идентификация частоты генетических изменений и мутаций «горячих точек» у 

больных раком посредством тщательной генетической проверки роли таких 

изменений с большей вероятностью предоставит доказательства их 

функциональной значимости, раскроет их потенциал в качестве мишени для 

лекарственных средств и, позволит предоставлять своевременные предложения 

по индивидуальной терапии [306].      

 Как показано выше, снижение эффективной нейтрализации избыточного 

уровня АФК может привести к различным серьезным патологиям, включая 

злокачественные новообразования. Аберрантная генерация АФК приводит к 

росту и прогрессированию рака через различные сигнальные пути 

(PI3/Akt/mTOR, PTEN, MAPK, VEGF/VEGFR и MMP). Высокие уровни АФК 

приводят к метастазированию посредством стимуляции сигнального пути 

PI3K/Akt/mTOR и передачи сигналов по MAPK путям, которые активируют 

нижестоящие ферменты SNAIL, MMP2 (металлопротеиназа 2) и MMP9 

(металлопротеиназа 9), инициирующие эпителиально-мезенхимальный переход 

(ЕМТ), приводящий к метастазированию. Зависимый от гипоксии путь связан с 

повышением экспрессии гена фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) через  

активацию PI3K/Akt/mTOR, PTEN (гомолог фосфатазы и тензина), сигнальных 
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каскадов MAPK (митоген-активируемые протеинкиназы), транскрипционного 

фактора HIF-1α (индуцируемый гипоксией фактор 1-альфа) и киназы p70S6K1 

(рибосомальная протеинкиназа S6 B1), что приводит к высвобождению 

различных цитокинов, факторов роста и повышает регуляцию ММП 

(матриксных металлопротеиназ), активируя ангиогенез  [5]. 

Транскрипционный фактор HIF-1α регулируется сигнальным путем 

PI3K/AKT/mTOR. AKT/mTOR индуцирует нижестоящую передачу сигналов, 

такую как 4EBP1, которая необходима для ингибирования кэп-зависимой 

трансляции мРНК и увеличения трансляции HIF-1α. Помимо воздействия на 

активность HIF-1α, АКТ индуцирует ангиогенез, способствуя подвижности 

клеток и инвазии при немелкоклеточном раке легких [170]. Гиперактивация 

АКТ изменяет распределение эндотелиальной синтазы оксида азота 3 (eNOS), 

что приводит к накоплению NO и ремоделированию и формированию 

кровеносных сосудов [116]. Кроме того, показано, что подавление передачи 

сигналов AKT/mTOR/p70S6K ослабляет пролиферацию эндотелиальных клеток, 

что имеет решающее значение для контроля микроокружения опухоли и 

ангиогенеза [162, 230]. 

1.10.2. Лекарственная устойчивость опухоли за счет гиперактивированной 

онкогенной передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR   

           Один из наиболее часто изменяемых сигнальных путей при 

злокачественной трансформации и наиболее значимый из ключевых сигнальных 

путей, контролирующих пролиферацию и выживание большинства опухолевых 

клеток, сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR в последние десятилетия привлекает 

большое внимание как перспективная мишень для действия противоопухолевых 

препаратов.  

          Как упоминалось выше, гиперактивация передачи сигналов 

PI3K/Akt/mTOR, наблюдаемая при раке, способствует развитию 

лекарственной устойчивости опухоли к противоопухолевой терапии. Так, при 

раке предстательной железы развивается устойчивость к паклитакселу в 
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основном благодаря гиперактивации путей PI3K/Akt и MAPK [155]. 

Активация сигнального пути PI3K/Akt приводит к резистентности в 

эндокринной терапии и терапии анти-HER2 при раке молочной железы [79], 

вызывает развитие устойчивости к 5-ФУ при колоректальном раке [142] и 

приводит к резистентности к паклитакселу при раке желудка [45]. Кроме того, 

при раке молочной железы подавление PTEN, опосредованное микроРНК132 

и микроРНК212, вызывает устойчивость к адриамицину [293]  и ингибиторам 

PI3Kα [112]. С другой стороны, подавление пути PI3K/mTOR/Akt может 

способствовать частичному преодолению лекарственной устойчивости. 

Например, матрин повышает чувствительность опухолевых клеток при раке 

молочной железы с множественной лекарственной устойчивостью за счет 

снижения фосфорилирования и активности Akt [323].  

             В настоящее время установлен ряд механизмов, ответственных за 

лекарственную устойчивость опухолевых клеток, формированию которой 

способствует гиперактивация сигнального пути PI3K/Akt/mTOR. 

              Первый механизм во многом обусловлен функцией пути 

PI3K/Akt/mTOR, направленный на подавление апоптоза и поддержание 

выживания клеток. Химио- и лучевая терапия, низкомолекулярные 

ингибиторы или другие цитотоксические препараты активируют апоптоз 

опухолевых клеток, вызывая их гибель. Повышенная активность 

PI3K/Akt/mTOR в опухолевых клетках, усиливающая фосфорилирование 

спектра белков-субстратов, таких как FOXO  [33] и p21 [324], способствует 

выживанию клеток и путем фосфорилирования про-апоптотических белков 

Bax [298], Bad [58] и GSK3 [69] препятствует активации апоптоза. Недавно 

обнаружено, что апоптотические опухолевые клетки могут передавать сигнал 

соседним клеткам опухоли, направленный на противодействие уничтожению 

клеток с помощью сигнального пути PtdSer/MERTK/Akt, усиливающего 

цитозольную активацию Akt  [108]. 
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              Второй механизм включает в себя кросс-токинг (cross-talking) между 

сигнальным путем PI3K/Akt/mTOR и гормональными рецепторами, что 

способствует эндокринной терапии рака. Так, Akt фосфорилирует рецептор 

эстрогена человека ERα по Ser167 и активирует ERα в отсутствие эстрогена 

[38] при раке молочной железы, что облегчает цитозольный ER-сигналинг 

[184] и восстанавливает чувствительность клеток к эндокринной терапии. С 

другой стороны, при раке предстательной железы гиперактивация Akt, 

вызванная генетическими изменениями пути PI3K/Akt, такими как мутации 

PIK3CA, дефицит PTEN или ингибирование AR [39], приводит к усилению 

фосфорилирования и инактивации AR (рецептор андрогенов), что 

способствует появлению устойчивости к АДТ (андрогенной депривационной 

терапии) и развитию кастрационно-резистентного рака предстательной железы 

[39]. 

          Третий механизм включает индуцированную PI3K/Akt/mTOR 

модуляцию активности рецепторной тирозинкиназы (RTK) при раке. Мутации 

EGFR часто наблюдаются при раке легких, особенно при немелкоклеточном 

раке легких и раке легких, несущем мутации EGFR, при которых применяются 

ингибиторы EGFR, включая эрлотиниб. Сообщается, что потеря PTEN 

является причиной устойчивости к эрлотинибу при немелкоклеточном раке 

легких, что предположительно связано с повышенной активностью 

PI3K/Akt/mTOR [251]. Это было подтверждено недавним исследованием, 

показавшим, что активация Akt служит общим механизмом, способствующим 

устойчивости к ингибиторам ERFG при раке легких [101]. Механически 

клетки рака легких, несущие мутанты EGFR, устойчивые к эрлотинибу, 

демонстрируют реактивацию EGFR, индуцированную повышенной 

активностью Akt [251]. Кроме того, другим возможным механизмом является 

Akt-опосредованное фосфорилирование PIKfyve, которое облегчает 

транспортировку и деградацию EGFR [67], что впоследствии снижает уровни 

EGFR, что приводит к ослаблению чувствительности к ингибированию EGFR. 
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             Четвертый механизм включает перекрестные помехи в пути 

PI3K/Akt/mTOR. Было замечено, что хроническое ингибирование mTORC1 

рапалогами реактивирует вышестоящую передачу сигналов PI3K/Akt путем 

высвобождения множества петель отрицательной обратной связи через 

несколько сигнальных узлов, включая S6K-опосредованное 

фосфорилирование IRS-1 при стабилизации IRS-1 для усиления передачи 

сигналов PI3K/Akt  [88], mTORC1-опосредованное фосфорилирование Grb10, 

которое отрицательно регулирует передачу сигналов инсулина [96, 308] и 

другие. 

            Пятый механизм включает роль передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR в 

регуляции метаболизма лекарств, оттока лекарств и экспрессии белков, 

устойчивых к лекарствам. Одна из основных причин множественной 

лекарственной устойчивости рака во многом связана с тем, что рак 

сверхэкспрессирует транспортеры суперсемейства ABC для выведения 

лекарств или других агентов для снижения токсичности [91]. Существует 48 

членов ABC, принадлежащих к 7 семействам, среди которых P-gp, MRP1 и 

BCRP являются тремя основными переносчиками ABC, тесно связанными с 

множественной лекарственной устойчивостью. Активация пути 

PI3K/Akt/mTOR приводит к усилению экспрессии P-gp [256], MRP1 и BCRP 

[146] как основного общего механизма снижения концентрации 

лекарственного средства в клетках, что способствует -устойчивость к 

лекарству. Ингибирование передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR с помощью 

ингибиторов, нацеленных на PI3K или Akt, в значительной степени 

преодолевает множественную лекарственную устойчивость, наблюдаемую в 

этих сценариях [3, 146], что указывает на важную роль передачи сигналов 

PI3K/Akt/mTOR. при множественной лекарственной устойчивости за счет 

облегчения экспрессии транспортера ABC. 

             Шестой, но не последний механизм включает функцию передачи 

сигналов PI3K/Akt/mTOR в модуляции иммунного микроокружения опухоли. 
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За последнее десятилетие иммунотерапия рака, направленная на иммунные 

контрольные точки, стала новым и эффективным подходом к лечению рака 

[279]. В качестве ингибитора PD1/PD-L1 атезолизумаб был одобрен FDA в 

качестве терапии первой линии для лечения пациентов с метастатическим 

ТНРМЖ (трижды негативным раком молочной железы) с высоким уровнем 

PD-L1. Передача сигналов PI3K/Akt/mTOR поддерживает выживаемость и 

функцию иммуносупрессивных Treg, устраняет эффективные для 

уничтожения опухолей популяции CD8 + Т-клеток [200], блокирует 

внутриопухолевую инфильтрацию CD8 + T-клеток [4], снижают 

дифференцировку и функцию Т-клеток памяти [137] и увеличивают 

экспрессию PD-L1 в клетках рака легких [136]. Было замечено, что 

ингибирование передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR создает благоприятную для 

иммунитета среду при раке молочной железы [168] и демонстрирует 

синергизм с блокадой антииммунных контрольных точек в уменьшении 

объемов опухоли в ксенотрансплантатах [196] или in vivo [129] на моделях 

рака молочной железы. Эти данные свидетельствуют о перспективности 

применения ингибиторов передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR в сочетании с 

иммуномодулирующей терапией при лечении рака. В совокупности 

накапливающиеся данные подтверждают, что подавление передачи сигналов 

PI3K/Akt/mTOR является подходом к снижению множественной 

лекарственной устойчивости. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

2.1. Реактивы  

 Кверцетин (QU, 3,3',4',5,7-пентагидроксифлавон, чистота 97%) и куркумин 

(CUR, чистота 98%) приобретены у фирмы Acros Organics, Бельгия, цисплатин 

[CDDP, цис-диамминдихлорплатина (II)] - у фирмы Teva Pharmaceutical 

Industries Ltd. CUR хранили при -20°C в виде 10 мМ исходного раствора в 

диметилсульфоксиде (ДМСО, Sigma-Aldrich), защищая от света. 

Первичные антитела против каталазы, мТОР, фосфо-mTOR (S2448), Трх1, 

TrxR-1 приобретены у Abcam, Великобритания. Первичные антитела против 

Trx-2; СТАТ3; фосфо-STAT3 (Tyr705 и ser727) – у фирмы Sigma-Aldrich, США. 

 Первичные антитела против каспаз 3. 7 и 9, PARP; расщепленные каспазы 

3 (Asp175), 9 (Asp330) и 7; расщепленный PARP (Asp214), Histon-3/GAPDH (в 

качестве эталонных белков) и вторичные антитела, меченные пероксидазой 

хрена, приобретены у Cell Signaling Technology Inc., США.  

2.2. Культура клеток. Условия культивирования 

Работа выполнена на линии аденокарциномы яичника человека SKOV-3 

(Всероссийский научный центр молекулярной диагностики и лечения), 

чувствительной к CDDP, и сублинии SKOV-3/CDDP, полученной путём 

селекции клеток SKOV-3 на выживаемость в присутствии CDDP. Клетки 

культивировали в виде монослоя в среде DМЕМ (Sigma, США) с добавлением 

10% термоинактивированной эмбриональной бычьей сыворотки (HealthCare, 

США), 2 мМ L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина 

при 37ºС в увлажненной атмосфере, содержащей 5% СО2. В экспериментах 

использовали клетки в логарифмической фазе роста. 

2.3. Оценка цитотоксичности (МТТ тест) 

Ингибирующее действие прединкубации с QU или Сur с последующим 

действием CDDP на клетки аденокарциномы яичника человека было оценено с 

помощью МТТ теста. За 24 часа до внесения QU или Сur (Acros Organics) клетки 

высевали в лунки 96-луночного планшета (Nunc) (5000 клеток в 190 мкл 
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культуральной среды DMEM), инкубировали при 37ºС, 5% СО2. Действие 

куркумина (1-50 мкМ) и квецетина (50-300 µМ) оценивали в зависимости от 

времени инкубации - 3, 6, 24, 48 ч, цисплатина (0,1-100 мкМ) - через 72 ч (37°C, 

5% CO2). Влияние предварительной инкубации клеток SKOV-3 и SKOV-3/CDDP 

(3 и 24 ч) с куркумином (6 и 17 µМ) и кверцетином (15 и 100 µМ) на 

цитотоксическое действие цисплатина (17 мкМ, 72 ч) оценивали при 37°C, 5% 

CO2.            

 Ингибирующий эффект прединкубации с QU с последующим 

применением CDDP на клетки рака яичников был исследован более детально. 

Клетки SKOV-3 и SKOV-3/CDDP высевали в 96-луночные планшеты с 

плотностью 5 × 103 клеток на лунку в течение ночи в трех повторностях. После 

периода инкубации с QU (60 мкМ, 48ч) культуральную среду заменяли свежей 

средой, а затем клетки обрабатывали CDDP (5 мкМ, 1/2 IC50, для SKOV-3) или 

(17 мкМ, 1/2 IC50, для SKOV-3/CDDP) в течение 72 часов. 

По окончании инкубации в лунки вносили 20 мкл водного раствора МТТ 

(5 мг/мл, "ПанЭко") и продолжали инкубацию 4 ч. Затем культуральную среду 

отбирали, клетки ресуспензировали в 100 мкл ДМСО и измеряли оптическую 

плотность раствора на планшетном спектрофотометре Мultiscan FC (Thermo 

Scientific) при 570 нм. Долю выживших клеток расчитывали как частное от 

деления средней оптической плотности после инкубации с данной дозой к 

средней оптической плотности контрольных лунок (значения последних 

приняты за 100%). Действие каждой концентрации QU и Сur оценивали в 4 

повторах. 

2.4. Оценка клеточного цикла.  

Исследование клеточного цикла проводили, как описано ранее [276]. 

Клетки рассевали в 35 мм чашки Петри (1.5×105 в 3 мл культуральной среды). 

Оценка клеточного цикла проведена в двух группах. В первой группе 

исследовано влияние куркумина (6 и 17 мкМ) и кверцетина (15 и 100 мкМ) 

(контроль - 0,1% ДМСО) в течение 24 ч (37°С, 5% СО2). Во второй группе 
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оценивали влияние предварительной инкубации с куркумином (6 и 17 мкМ в 

течение 24 ч) или кверцетином (15 и 100 мкМ в течение 24 ч или 60 мкМ в 

течение 48 ч) на цитотоксическое действие цисплатина (5 мкМ or 17 мкМ, 24, 48 

and 72 ч; для SKOV-3 and SKOV-3/CDDP, соответственно при 37°С, 5% СО2). 

После окончания инкубации клетки лизировали в буфере, содержавшем 0.1% 

цитрата натрия, 0.3% NP-40, 100 мкг/мл РНКазы А, 50 мкг/мл йодида пропидия 

(PI). Флуоресценцию ядер оценивали с помощью проточного цитофлуориметра 

FACSCanto II (BD) в канале PE. Для каждого образца накапливали не менее 10 

000 флюоресцентных "событий". 

2.5. Оценка внутриклеточных активных форм кислорода (АФК) 

Внутриклеточный уровень АФК определяли для оценки анти- или 

прооксидантного эффекта при действии только QU и CUR или в случае 

прединкубации с QU с последующим действием CDDP на клетки сублинии 

SKOV-3/CDDP. Для оценки генерации АФК использован краситель CellROX 

Deep Red (RDR; набор для определения АФК в клетках; Abcam, Кембридж, 

Великобритания), который свободно проникает в клетки, где окисляется АФК до 

высоко флуоресцирующего состояния. Клетки SKOV-3 и SKOV-3/CDDP 

высевали с плотностью 1,5 × 105 клеток/лунку в 6-луночный планшет и 

инкубировали либо только с CDDP (4 или 24 ч), либо отдельно только с QU или 

CUR (24 или 48 ч), либо с последующим введением CDDP (4 или 24 ч), 

используя 5 мМ Н2О2 в качестве положительного контроля («Экотекс», Россия; 

эталонный индуктор АФК) в течение 30 мин отдельно.  

После инкубации клетки окрашивали красителем CellROX Deep Red в 

концентрации 5 мкг/мл в течение 40 мин при 37 °C в темноте и анализировали 

на проточном цитометре BD FACSCanto II (BD Biosciences) в канале APC 

(фильтр 660/20). Данные анализировали с помощью программы FACSDiva (BD 

Biosciences). Генерация АФК для каждого соединения представлена в процентах 

на основе сдвига флуоресценции RDR в обработанных и необработанных 
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клетках. На каждый образец зарегистрировано десять тысяч флуоресцентных 

«событий». 

2.6. ПЦР в режиме реального времени (Real-time RT-PCR). 

Экспрессию генов оценивали с использованием обратной транскрипции с 

последующей ПЦР в режиме реального времени (Real-time RT-PCR). 

Суммарную РНК из клеток экстрагировали с использованием набора PureLink 

RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.) в соответствии с протоколом 

производителя. Тотальную РНК (5 мкг) подвергали обратной транскрипции с 

помощью набора MMLV RT ("Евроген") в 25 мкл реакционной смеси с 

последующей ОТ-ПЦР в реальном времени с использованием DTprime5 (DNA 

Technology). Реакционную смесь готовили с использованием qPCRmix-HS SYBR 

("Евроген"). Применяли двухтемпературный режим реакции (отжиг 

праймеров/элонгация). Количество амплификатов определяли по 

флюоресценции в конце цикла элонгации. Анализ кривой плавления проводили 

в конце реакции (после 45-го цикла) при температуре от 60 до 95ºC для оценки 

качества конечных продуктов ПЦР. Стандартные кривые эффективности 

реакции построены с использованием серийно разведённых образцов (1:40, 1:80, 

1: 160 и 1: 320). Уровни мРНК исследуемых генов нормализовали относительно 

экспрессии референсного гена GAPDH. Расчёт относительной концентрации 

РНК выполнен с использованием программного обеспечения DTprime5. 

Использованные в работе праймеры представлены в таблице 3. 

Таблица 4. Праймеры, использованные для ПЦР в режиме реального 

времени. 

Ген Праймер 

TRX1 F: 5′-TGGTGAAGCAGATCGAGAGCAAGA-3′  

R: 5′-ACCACGTGGCTGAGAAGTCAACTA-3′ 

TRX2 F: 5′-TGGTGGCCTGACTGTAACAC-3′  

R: 5′-TGTTGACCACTCGGTCTTGA-3′ 
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TXNRD1 F: 5′-GTGTTGTGGGCTTTCACGTA-3′  

R: 5′-TGGTCAGTCCACATTTGAGC-3′ 

TXNRD2 F: 5′-GCCATAGCACCTTGCATCTC-3′  

R: 5′-ATCCTCGATGAGGACACCTG-3′ 

PRDX1  F: 5′- ACAGCCGTTGTCAATGGAGAG -3′,  

R: 5′- ACGTCGTGAAATTCGTTAGCTT -3′ 

PRDX2 F: 5′- CTGGCGAAGGACACCCTTGCCATC-3′,  

R: 5′- GGCCACAGCGGTGGTTGATGGCG-3′ 

PRDX3 F: 5′- CTTGGTGTATTTATCCAGGCAAGATGGC -3′,  

R: 5′- GGCCTGCTGCATGTGGAAGAACGA -3′ 

PRDX6 F: 5′-CAACTTTGAGGCCAATACCA-3′,  

R: 5′-CAACTTAACATTCCTCTTGG-3′ 

PI3K F: 5'-GATTCTCAGCAGCCAGCTCTGAT-3' 

R: 5'-GCAGGCTGTCGTTCATTCCAT-3' 

AKT F: 5'-GACAACCGCCATCCAGAC-3'  

R: 5'- TCGTCATACTCCTGCTTGCTGATCC-3'  

mTOR F: 5'- ACTCGCTTCTATGACCAACTGA-3' 

R: 5'-TTTCCATGACAACTGGGTCATTG-3' 

CAT F: 5'-GCAGATACCTGTGAACTGTC-3' 

R: 5'-GTAGAATGCCCGCACCTGAG-3' 

HO-1 F: 5'-ATGGCCTCCCTGTACCACATC-3' 

R: 5'-GCGAAGACTGGGCTCTCCT-3' 

SOD1 F: 5'-TGGGCAAAGGTGGAAATGAA-3' 

R: 5'-GCGATCCCAATTACACCACAA-3' 

SOD2 F: 5'-AGCTATTTGGAATGTAATCAACTGG-3' 

R: 5'-TAAGCAACATCAAGAAATGCTACA-3' 

GPX1 F: 5'-GGCTCCCTGCGGGGCAAGGT-3' 

R: 5'-AAGCGGCGGCTGTACCTGCG-3' 
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NFE2L2 F: 5'-CCAGCTATGGAGACACACTAC-3' 

R: 5'-TGTGAGATGAGCCTCCAAGCG-3' 

GAPDH F: 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'  

R: 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' 

2.7. Вестерн-блоттинг анализ 

 Белки из обработанных клеток экстрагировали с использованием 

лизирующего буфера RIPA (50 мМ Tris-HCl, pH 7,4, 1% NP-40, 0,1% 

додецилсульфата натрия, 150 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА), содержащего смесь 

белковых ингибиторов и 2 мМ фенилметилсульфонилфторида. затем 

выдерживали на льду в течение 30 минут и центрифугировали при 10 000×g в 

течение 15 минут. Общий белок в лизатах определяли количественно методом 

Брэдфорда. Белки разделяли с помощью 10–15% SDS-PAGE (40 мг белка на 

трек) и переносили на нитроцеллюлозную мембраны толщиной 0,2 мм (GE 

Healthcare Bio-Sci., Чикаго, Иллинойс, США). Мембраны блокировали 5% 

обезжиренным молоком в 1x TBST (трис-солевой буфер с 0,1% Твин-20) в 

течение 2 часов, а затем инкубировали в течение ночи при 4 °C первичными 

кроличьими антителами к каталазе, mTOR, фосфо-mTOR (S2448), Trx1, TrxR-

1(Abcam, Кембридж, Массачусетс, США); Trx-2, STAT3, фосфо -STAT3 (Tyr705 

and Ser727) (Sigma-Aldrich (Сент-Луис, Миссури, США); каспазе 3; каспазе 7; 

каспазе 9, PARP, расщепленной каспазе 3 (Asp175), расщепленной каспазе 7, 

расщепленной каспазе 9 (Asp330), расщепленному PARP (Asp214) и Histon-

3/GAPDH (в качестве референсных белков) (Cell Signaling Technology, Данверс, 

Массачусетс, США).  

Затем мембраны дважды промывали TBST и инкубировали со вторичными 

антикроличьими антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена (HRP) 

(Cell Signaling Tech., Дэнверс, Массачусетс, США) в течение 1 часа при 

комнатной температуре. Иммунореактивные полосы визуализировали с 
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помощью хемилюминесценции с использованием системы Image Quant LAS 

4000 (GE Healthcare, Чикаго, Иллинойс, США). 

 

2.8. Оценка апоптотической гибели клеток 

 Апоптоз в опухолевых клетках (аннексин V) оценивали с использованием 

набора для обнаружения апоптоза аннексина V Thermo fisher kit в соответствии с 

протоколом производителя (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 

The SKOV-3 and SKOV-3/CDDP cells in the logarithmic growth phase were seeded 

at a density of 1.5 × 105 cells/well in a 6-well plate, incubated overnight at 37 °C, 5% 

CO2, and treated with CDDP alone or QU or CUR alone and followed by cisplatin в 

трех повторностях. После сбора клеток клетки промывали один раз в 1X PBS, 

затем один раз в 1X буфере для связывания. Затем клетки ресуспендировали в 

1X буфере для связывания при концентрации 1-5 x 106 клеток/мл. К 100 мкл 

клеточной суспензии добавляли 5 мкл аннексина V, конъюгированного с 

флуорохромом, и инкубировали 10-15 минут при комнатной температуре в 

темноте. После добавления 2 мл 1X буфера для связывания образцы 

центрифугировали при 400-600 g в течение 5 мин при комнатной температуре. 

Супернатанты удаляли, клетки ресуспендировали в 200 мкл 1X буфера для 

связывания, затем добавляли 5 мкл окрашивающего раствора йодистого 

пропидия и инкубировали 5-15 минут на льду и анализировали методом 

проточной цитометрии на проточном цитометре BD FACSCanto II (BD 

Biosciences, Франклин Лейкс, Нью-Джерси, США) в канале APC (фильтр 660/20 

для обнаружения аннексин V-положительных клеток) и в канале PerCP-Cy™5.5 

(фильтр 695/40 для PI-положительных клеток). Данные анализировали с 

помощью программы FACSDiva (BD Biosci.). 

2.9. Статистический анализ 

Полученные результаты обрабатывали в программе Statistica 10. 0 

(StatSoft, Inc.). Данные серии аналогичных экспериментов (не менее трёх) 

представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего 
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(М±SEМ). Статистическую значимость различий средних оценивали с 

использованием t-критерия Стьюдента. Достоверными считали различия при 

p≤0.05. Для статистического анализа и графического отображения использовали 

программное обеспечение GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, США). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ  

3.1. Оценка редокс-системы при формировании лекарственной 

устойчивости опухолевых клеток к цисплатину 

3.1.1. Оценка Trx/TrxR системы (изоформ Trx, TrxR, Prx) в резистентных 

SKOV-3/CDDP клетках 

Противоопухолевые препараты на основе платины, такие как цисплатин, 

являются химиотерапевтическими средствами при лечении ряда солидных 

опухолей, однако резистентность к химиотерапевтическому препарату 

цисплатину является основным препятствием для радикальной терапии рака 

[161]. Значение IC50 CDDP установлено для клеточной линии аденокарциномы 

яичника человека SKOV3 и сублинии SKVO3/CDDP, устойчивой к CDDP, 

используемых в качестве клеточных моделей. 

С помощью МТТ теста определен индекс устойчивости к цисплатину для 

клеток сублинии SKOV-3/CDDP равный 3,4: (IC50 SKOV-3/CDDP – 34 мкМ; IC50 

SKOV-3 -10 мкМ) (рис. 5). 

 

Рис. 5. Цитотоксичность CDDP in vitro. МТТ-анализ клеток SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP после 72 ч действия цисплатина.   

 

Результаты проделанной работы показывают, что развитие резистентности 

клеток SKOV-3 к CDDP, обладающему прооксидантным действием, связано с 
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редокс-зависимым изменением экспрессии генов изоформ Trx и TrxR, играющих 

существенную роль в клеточной антиоксидантной защите и контроле 

клеточного редокс-статуса – TRX1, TRX1, TXNRD1, TXNRD2.   

В резистентных клетках SKOV-3/CDDP установлен значительный рост 

экспрессии генов Trx/TrxR системы: TRX1, TRX2 - в 4,8 и 25 раз, TRXRD1, 

TRXRD2 – в 23 и 89 раз соответственно (рис. 6).  

Высокий рост экспрессии установлен и для генов изоформ 

пероксиредоксина (PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX6), катализирующих 

разложение H2O2 и образующаяся в результате окисленная форма которых 

восстанавливается изоформами Trx1 и Trx2 (рис. 7).  Максимальный рост 

экспрессии обнаружен у гена PRDX2 (в 70 раз). 

 

Рис. 6.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Trx (TRX1, TRX2) и TrxR 

((TRXRD1, TRXRD2) в чувствительных (SKOV-3) и резистентных к цисплатину 

(SKOV-3/CDDP). 
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Рис. 7.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Prx (PRDX1, PRDX2, PRDX3, 

PRDX6) в SKOV-3 и SKOV-3/CDDP клетках.  

 

3.1.2. Оценка экспресии генов ключевых антиоксидантных ферментов и 

киназ сигнального пути PI3K/Akt/mTOR при формировании устойчивости 

к цисплатину в SKOV-3 клетках 

Значительное повышение экспрессии генов ферментов Trx/TrxR системы 

дополняется ростом экспрессии генов ключевых антиоксидантных ферментов – 

Cu,Zn- и Mn-супероксидлисмутазы, глутатионпероксидазы 1, гемоксигеназы 1, 

каталазы (SOD1, SOD2, CPX1, HO1, CAT) и транскрипционного фактора Nrf2 

(NFE2L2), контролирующего экспрессию указанных ферментов (рис.8). 

Формирование резистентности к цисплатину в клетках устойчивой 

сублинии приводит к усилению сигнального пути PI3K/Akt/mTOR, активность 

которого важна для регуляции окислительно-восстановительного гомеостаза в 

опухолевых клетках путем активации как систем генерации АФК, так и 

процессов антиоксидантной защиты, обеспечивая поддержание уровня АФК, 

которое может оказывать проонкогенное действие. 
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Рис. 8.   Real-time RT-PCR анализ мРНК ключевых антиоксидантных ферментов 

(SOD1, SOD2, GPX1, HO1, CAT) и транскрипционного фактора Nrf2 в SKOV-3 и 

SKOV-3/CDDP клетках. 

 

Оценка экспрессии генов PI3K, AKT, MTOR позволила установить 

значительный рост их экспрессии (рис. 9) в резистентных клетках (PI3K – в 20, 

AKT – в 18, MTOR – в 12 раз).  

 

Рис. 9.   Real-time RT-PCR анализ мРНК PI3K, AkT, mTOR в SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP клетках. 
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контроль клеточных процессов (редокстаз). Данный процесс усиливается 

0

2

4

6

8

10

12

SOD1 SOD2 GPX1 HO1 CAT NRF2

м
Р

Н
К

 г
ен

а
/м

Р
Н

К
G

A
P

D
H

SKOV-3

SKOV-3/CDDP

0

1

2

3

4

5

6

7

8

PI3K AKT MTOR

м
Р

Н
К

 г
ен

а
/м

Р
Н

К
G

A
P

D
H

SKOV-3

SKOV-
3/CDDP

*

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 



72 

 

повышенной экспрессией киназ сигнального пути PI3K/Akt/mTOR, активность 

которого важна в регуляции пролиферации, выживаемости и метаболизма 

опухолевых клеток.   

3.2. Оценка влияния кверцетина на Trx/TrxR систему и лекарственную 

устойчивость опухолевых клеток к цисплатину 

3.2.1. Влияние кверцетина на выживаемость клеток SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP 

            Больше внимание в терапии злокачественных новообразований 

привлекает использование растительных полифенолов.  

            Влияние растительного флавоноида кверцетина (3,3′,4′,5,7-

пентагидроксифлавон) на опухолевые клетки имеет двойственный характер. 

Благодаря наличию ОН групп в B- и C-кольцах флавонового ядра, образующих 

два антиоксидантных фармакофора (рис.10 а), кверцетин выполняет роль 

«ловушки» свободных радикалов; повышенное количество ОН групп в 

ароматическом В- кольце делает кверцетин более сильным антиоксидантом по 

сравнению с другими флавоноидами [17, 21]. Однако кверцетин может 

оказывать и про-оксидантный эффект на опухолевые клетки, в частности, 

посредством образования семихинонного радикала и истощения пула 

восстановленного глутатиона, что приводит к окислительному стрессу и гибели 

клеток [248].  

      Исследование действия кверцетина на клетки SKOV-3 и SKOV-3/CDDP 

позволило установить снижение их жизнеспособности в зависимости от 

концентрации и времени инкубации (рис. 10 б, в; таблица 5).  
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Рис. 10. Влияние кверцетина (а) на пролиферацию чувствительных (б) и 

резистентных (в) к CDDP клеток SKOV-3 в зависимости от концентрации и 

времени инкубации (3, 6, 24 и 48 ч). 

 

Таблица 5. Оценка цитотоксичности (IC50, мкМ) действия кверцетина, 

цисплатина и на чувствительные и резистентные клетки SKOV-3. 

Условия инкубации SKOV-3 SKOV-3/CDDP 

CDDP (72 ч)  10 ± 0.8  35 ± 0.6  

Кверцетин (3 ч)  >300  >300 

Кверцетин (6 ч)  >300  >300  

Кверцетин (24 ч)  180 ± 2.0  100 ± 2.0  

 

Чтобы определить, снижает ли прединкубация с QU устойчивость 

клеточной линии SKOV3/CDDP к CDDP, мы разработали альтернативную 

стратегию прединкубации с QU, чтобы сравнить ее с классической 

индивидуальной инкубацией с QU или CDDP, предполагая, что инкубация 

только с QU или с CDDP не оказывает эффекта и значительный эффект 

проявляется только при их совместном действии (рис. 11 а). 
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Рис. 11. Влияние QU на жизнеспособность клеток SKOV3 и SKOV3/CDDP.   (а) 

Разработка стратегии прединкубации с QU. Оба типа клеток инкубировали либо 

только с CDDP в течение 24, 48 и 72 часов, либо с QU в течение 48 ч с 

последующей заменой свежей средой еще в течение 24, 48 и 72 ч, либо 

предварительно обрабатывали QU в течение 48 ч с последующим действием 

CDDP в течение дополнительных 24, 48 и 72 ч после смены среды. (б) Влияние 

прединкубации с QU на эффективность действия CDDP. Оба типа клеток 

инкубировали с QU (60 мкМ) в течение 48 часов, затем в свежей среде в течение 

72 ч и/или с CDDP (5 мкМ для SKOV-3 и 17 мкМ для SKOV-3/CDDP) в течение 

72 ч. * р = 0,05/0,01, ** р = 0,005, **** р = 0,0001.   

 

Основываясь на наших данных, мы решили использовать оптимальные 

минимальную и максимальную эффективные дозы QU и CDDP в качестве 

эталонных значений для QU (15 и 100 мкМ) в течение 24 часов [89] (рис. 12). 

 Однако мы обнаружили, что длительная предварительная инкубация со 

значительно нетоксичной умеренной дозой (60 мкМ) QU в течение 48 часов 

оказывает оптимальное влияние на жизнеспособность клеток, позволяя снижать 

устойчивость клеток SKOV-3/CDDP к CDDP. Так, инкубация с 60 мкМ QU в 

течение 48 ч, а затем с 5 мкМ CDDP  (1/2 IC50) в течение 72 ч значимо приводила 

к подавлению (снижение на 65%; p < 0,0001) жизнеспособности клеток SKOV-3 

по сравнению с действием только CDDP (5 мкМ; снижение на 20%) или QU (60 

мкМ; снижение на 35%) в отдельности (рис. 11б). 
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Рис. 12. Влияние прединкубации с QU на эффективность действия CDDP. Оба 

типа клеток обрабатывали низкой и высокой концентрацией QU (15 или 100 

мкМ) в течение 24 ч с последующей заменой на свежую среду в течение 72 ч 

или/и с CDDP (5 мкМ для SKOV-3 и 17 мкМ для SKOV-3/CDDP) в течение 72 ч. 

Жизнеспособность клеток оценивали с помощью МТТ-анализа. Все данные 

представлены как среднее ± SEM.  

 

 

    Действие CDDP на клетки SKOV-3/CDDP при 5 мкМ и 10 мкМ не 

вызывало какого-либо снижения их жизнеспособности, что демонстрирует их 

устойчивость к CDDP (рис. 13). Использование МТТ анализа позволило 

установить снижение количества предобработанных QU клеток при 

использовании CDDP в концентрации 34 мкМ (IC50 для SKOV-3/CDDP) и 17 

мкМ (1/2 IC50 для SKOV-3) (рис. 13). Для сублинии SKOV-3/CDDP нетоксичная 

концентрации CDDP была оптимизирована на уровне 17 мкМ (1/2 IC50). Как и в 

случае с клетками SKOV-3, прединкубация клеток сублинии SKOV-3/CDDP с 

QU приводила к значительному подавлению выживаемости клеток (снижение на 

65% при концентрации CDDP 17 мкМ в течение 72 ч; p < 0,005), по сравнению с 

действием только CDDP (17 мкМ; снижение на 20%) и QU (60 мкМ; снижение 

на 35%) (рис. 11б). Эти данные показали, что прединкубация с QU с 

последующим применением CDDP вызывает эффективное подавление 

выживаемости в обоих типах клеток рака яичников. 
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Рис. 13. Влияние прединкубации с QU на эффективность действия CDDP. 

Клетки SKOV-3/CDDP обрабатывали с QU (60 мкМ) в течение 48 ч с 

последующей заменой на свежую среду в течение 72 ч или/и с CDDP (5, 10, 17 и 

34 мкМ) в течение 72 ч. Жизнеспособность клеток оценивали с помощью МТТ-

анализа. 

 

3.2.2. Влияние кверцетина на клеточный цикл клеток SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP 

 Поскольку цитотоксичность часто сопровождается остановкой клеточного 

цикла, влияние QU или CDDP в отдельности и в случпае прединкубации с QU на 

SKOV-3 и SKOV-3/CDDP клетки оценивали по содержанию клеточной ДНК с 

использованием PI-окрашивания для проточной цитометрии (рис. 14 и 15). 

Влияние QU (15 мкМ и 100 мкМ) на клеточный цикл оценено после инкубации в 

течение 24 ч с. Установлено, что при 15 мкМ кверцетин практически не влиял на 

распределение фаз цикла клеток SKOV-3, однако повышал долю SKOV-3/CDDP 

клеток в S фазе (рис. 14 а, б). Повышение концентрации кверцетина до 100 мкМ 

приводило к более выраженным изменениям в обеих сублиниях: росту доли 

гибнущих клеток SKOV-3 (>25% клеток с фрагментированной ДНК; subG1) и 
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значительному накоплению клеток SKOV-3/CDDP в фазах G1 и S (рис 14 в, г).  

При длительном инкубационном периоде (преимущественно 48 ч) QU 

существенно задерживал клеточный цикл в фазе G1/S и при этом не оказывал 

токсического действия даже после 72 ч инкубации (рис. 15). 

 

Рис. 14. Распределение фаз цикла клеток SKOV-3 (а, в) и SKOV-3/CDDP (б, г) 

при действии QU (15 и 100 мкМ, 24 ч), анализируются результаты трёх 

независимых экспериментов. *p<0.05 по сравнению с соответствующим 

контролем. 
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Рис. 15. Репрезентативные точечные диаграммы проточной цитометрии 

клеточного цикла опухолевых клеток (a) SKOV-3 и (б) SKOV-3/CDDP, 

обработанных QU (60 мкМ) в течение 24, 48 и 72 ч. 

  

Таким образом, нарушения клеточного цикла в обеих линиях в ответ на 

QU различны; эти эффекты зависят от концентрации и выражены как гибель или 

задержка в той или иной фазе.   

Анализ клеточного цикла позволил установить, что при действие CDDP 

при концентрации 5 мкМ (1/2 IC50 SKOV-3) вызывает арест клеток SKOV-3 в S-

фазе (рис. 16а), тогда как при более высокой концентрации 17 мкМ (1/2 IC50 

SKOV-3/CDDP) наблюдается задержка клеток SKOV-3/CDDP в S и G2/M фазах 

и их небольшое накопление в суб-G1 в зависимости от времени инкубации (рис. 

16б). По сравнению с контрольными группами инкубация клеток SKOV-3 и 

SKOV-3/CDDP только с QU приводит к их накоплению в суб-G1 и G2/M фазе 

зависимым от времени образом (рис. 16). Таким образом, влияние CDDP на 

распределение клеточного цикла в клетках, предварительно обработанных QU, 

заключалось в индукции накопления в суб-G1, что указывает на деградацию 

хроматина, связанную с апоптозом, и остановке клеточного цикла в G2/M или S 

фазах.  
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Рис. 16. Прогрессирование клеточного цикла клеток аденокарциномы яичника 

SKOV-3 и SKOV-3/CDDP, обработанных QU и/или CDDP. Клетки инкубировали 

с QU (60 мкМ) в течение 48 ч, а затем добавляли свежую среду и/или CDDP (5 

мкМ для SKOV-3 и 17 мкМ для SKOV-3/CDDP) для дальнейшей инкубации в 

течение 24, 48 и 72 ч. Последующий анализ содержания клеточной ДНК 

проводили методом проточной цитометрии с окрашиванием PI. Типичные 

точечные диаграммы проточной цитометрии: SKOV-3 (а) и SKOV-3/CDDP (б). 

Репрезентативные гистограммы проточной цитометрии: SKOV-3 (в) и SKOV-

3/CDDP (г).  
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Для клеток SKOV-3 предварительная обработка QU приводит к 

значительному повышению их содержания в суб-G1, которое возрастало с 61 ± 

1% через 24 ч до 72,4 ± 2% через 48 ч (рис. 16 в). Тогда как процент клеток 

SKOV-3/CDDP в суб-G1 фазе через 72 ч составил только 53,5 ± 0,7% (рис. 16 г). 

В дополнение к стратегии прединкубации, мы изучили синергетический 

подход, добавляя QU и CDDP одновременно в течение 24, 48 и 72 ч, и 

проанализировали влияние такой комбинации на клеточный цикл. Неожиданно 

результаты оценки клеточного цикла показали, что синергетический подход в 

SKOV-3/CDDP приводит к остановке клеточного цикла в фазах G2/M или S без 

значительного увеличения фазы суб-G1 даже после длительной инкубации 

(рис.17). С другой стороны, предварительная обработка QU значительно 

повышала процент клеток в фазе суб-G1 и чувствительность устойчивых к 

CDDP клеток SKOV-3/CDDP к CDDP даже после замены QU на свежую среду в 

течение длительного периода - 24, 48 и 72 ч. 

 

Рис. 17. Репрезентативные точечные диаграммы проточной цитометрии 

клеточного цикла опухолевых клеток SKOV-3 (a) и SKOV-3/CDDP (б), 

обработанных только QU (60 мкМ) или CDDP (5 мкМ для SKOV-3 и 17 мкМ для 

SKOV-3/CDDP) и их комбинацией в течение 48 ч.  
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3.2.3. Влияние кверцетина на генерацию АФК при действии CDDP на 

клетки SKOV3/CDDP 

Чтобы выяснить, было ли вызвано накопление опухолевых клеток обоих 

типов в суб-G1 фазе при прединкубации с QU индукцией окислительного 

стресса, внутриклеточный уровень АФК оценивали с использованием 

флуоресцентного красителя CellROX Deep Red (рис. 18). 

 

 

Рис. 18. Оценка АФК методом проточной цитометрии в клетках SKOV-3 и 

SKOV- 3/CDDP при действии QU и CDDP. (а) Внутриклеточный уровень АФК 

при инкубации клеток только с QU или CDDP и при прединкубации с QU. (б) 

Количественный анализ CellROX Deep Red-позитивных клеток. Оба типа клеток 

инкубировали либо с QU (60 мкМ, 48 ч), либо с CDDP (5 или 17 мкМ, 24 ч), 

либо при сочетании прединкубации с QU (60 мкМ, 48 ч) с последующим 

действием CDDP (5 или 17 мкМ для SKOV-3 и SKOV-3/CDDP, соответственно, 

24 ч). Оценка АФК проведена с использованием флуорецентного красителя 

CellROX Deep Red.  
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В ходе исследования нами было предположено, что прединкубация с QU 

может вызвать более раннюю генерацию АФК. Поэтому мы исследовали 

изменение уровня АФК в предварительно обработанных опухолевых клетках. 

Установлено, что инкубация только с QU в течение 24 и 48 ч приводит к 

снижению уровня АФК по сравнению с контролем в обоих типах клеток (рис. 

18). После действия CDDP в течение 4 ч не наблюдалось повышения уровня 

АФК как в клетках SKOV-3, так и в клетках SKOV-3/CDDP (рис. 18). Через 24 ч 

инкубации CDDP (рис. 18 б) вызывал значительное повышение генерации АФК: 

в 4 раза (17 ± 2,9% против 4 ± 0,3% в контроле) в клетках SKOV-3, тогда как в 

клетках SKOV3/CDDP — лишь в 3 раза, что может объясняться высоким 

уровнем антиоксидантной системы в резистентных клетках [89]. 

 Прединкубация с QU снижала эффект CDDP за счет снижения 

внутриклеточного уровня АФК до контрольного в клетках SKOV-3 (рис. 18 б). В 

клетках SKOV-3/CDDP доля флуоресцентно окрашенных клеток составляла 5 ± 

1% и 9 ± 1% в необработанных клетках и при действии CDDP, соответственно. 

Тогда как прединкубация с QU приводила к значительному повышению сигнала 

(23 ± 1% флуоресцентных клеток) (рис. 18 б).       

 Полученные результаты демонстрируют усиление прооксидантного 

эффекта CDDP при прединкубации с QU в клетках SKOV-3/CDDP. Интересно, 

что это полифенольное соединение оказывает антиоксидантное действие через 

24 и 48 ч инкубации и прооксидантное действие только в группе с 

прединкубацией QU. Эти результаты подтверждают предположение о том, что 

предварительная обработка QU повышает чувствительность резистентных 

клеток SKOV-3/CDDP к CDDP, индуцируя генерацию АФК, что способствует 

накоплению клеток SKOV-3/CDDP в суб-G1 фазе. 
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3.2.4. Влияние кверцетина на экспресию генов Trx/TrxR системы, 

ключевых антиоксидантных ферментов и киназ сигнального пути 

PI3K/Akt/mTOR 

 Для оценки действия QU были выбраны две концентрации: низкая - 15 

мкM и высокая - 100 мкM (IC50/24 ч для клеток SKOV-3/CDDP).  

Действие кверцетина (15 и 100 мкM) в течение 24 часов вызывает также 

диаметрально противоположное изменение экспрессии генов изоформ Trx и 

TrxR в чувствительных и резистентных клетках (рис.19). В чувствительных 

клетках SKOV-3 наблюдается увеличение экспрессии генов TRX1, TRXRD1 и 

TRXRD2 - в 4, 3,5 и 7 раз при 100 мкM (рис. 19). Напротив, в резистентных 

клетках наблюдается резкое снижение экспрессии генов: TRX1, TRX2 -TRXRD1 

и TRXRD2 в 1,8, 18,5, 10 и 16 раз при 100 мкM (рис. 19). 

 

Рис. 19.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Trx (TRX1, TRX2) и TrxR 

(TRXRD1, TRXRD2) в чувствительных SKOV-3 и резистентных к цисплатину 

SKOV-3/CDDP клетках после действия кверцетина (100 мкМ) в течение 24 

часов.  

*значения считаются статистически достоверными по отношению к контролю – 

клеткам SKOV-3 или SKOV-3/CDDP, p<0,05. 

 

 Действие кверцетина вызывало аналогичное изменение профиля 

экспрессии генов изоформ Prx (PRDX2, PRDX3), активность которых сопряжена 

с функциональной активностью Trx-зависимой системы. Максимальное 

увеличение экспрессии в клетках SKOV-3 в 14 раз и максимальное ее снижение 
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в клетках SKOV-3/CDDP в 7,5 раза обнаружено у гена PRDX2 под действием 

100 мкМ (рис. 20). 

 

Рис. 20.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Prx (PRDX1, PRDX2, PRDX3, 

PRDX6) в чувствительных (SKOV-3) и резистентных к цисплатину (SKOV-

3/CDDP) клетках после действия кверцетина (100 мкМ) в течение 24 часов.  

*значения считаются статистически достоверными по отношению к контролю – 

клеткам SKOV-3 или SKOV-3/CDDP, p<0,05. 

 

 Действие QU приводит к повышению экспрессии генов киназ сигнального 

пути PI3K/Akt/mTOR в чувствительных клетках и, наоборот, снижает их 

экспрессию в резистентных клетках (рис. 21 а). В клетках SKOV-3 экспрессия 

генов PI3K, AKT, MTOR повышалась в 2, 6,5 и 2 раза при 100 мкМ (рис. 21 а), 

соответственно. В клетках SKOV-3/CDDP, напротив, наблюдается достоверное 

снижение экспрессии этих генов. 

При действии QU в высокой концентрации (100 мкМ) на чувствительные 

клетки не наблюдалось достоверного изменения экспрессии генов ключевых 

антиоксидантных ферментов и транскрипционного фактора Nrf2, за 

исключением повышения экспрессии гена CAT - в 3,5 раза (рис. 21 б). В 

резистентных клетках при действии QU (100 мкМ экспрессия всех генов 

значительно снижалась (рис. 21 б). 
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Рис. 21. Влияние кверцетина (100 мкМ, 24 ч) на экспрессию генов киназ 

сигнального пути PI3K/Akt/mTOR (а), антиоксидантных ферментов (SOD1, 

SOD2, CAT, GPX1, HO-1) и транскрипционного фактора Nrf2 (б) в клетках 

SKOV3 и SKOV3/CDDP. *p<0.05 по сравнению со значениями без кверцетина 

(n=4). 

  

3.2.5. Влияние кверцетина на внутриклеточный уровень белков 

антиоксидантной системы Trx/TrxR и сигнального пути mTOR/STAT3 в 

клетках SKVO3/CDDP 

 Для дальнейшего выяснения опосредован ли рост накопления клеток 

SKOV-3/CDDP в суб-G1 и индукция генерации АФК при прединкубации с QU 

посредством модуляции антиоксидантной системы и сигнального пути, было 

исследовано изменение уровня белков, связанных с контролем чувствительности 

к CDDP, с помощью вестерн-блоттинг анализа. Установлено, что уровень 

важной антиоксидантной системы Trx/TrxR, а также сигнального пути 

mTOR/STAT3 был значительно выше в клетках устойчивой сублинии SKOV-

3/CDDP по сравнению с родительскими клетках SKOV-3 (рис. 20, а-в). Это 

позволяет предположить, что гиперэкспрессия таких белков вносит 

существенный вклад в развитие устойчивости клеток SKOV-3/CDDP CDDP. 

 Ранее на клетках SKOV-3 и резистентной сублинии SKOV-3/CDDP нами 

был проведен анализ действия двух концентраций QU (15 мкМ и 100 мкМ) на 

модуляцию экспрессии генов антиоксидантных ферментов (SOD-1, SOD-2, Gpx-

1, CAT и HO-1), транскрипционного фактора Nrf2 и киназ сигнального путии 

(PI3K/Akt/mTOR) [89] .       

мРНК гена/мРНК GAPDH мРНК гена/мРНК GAPDH 
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Далее мы проанализировали эффект влияния наиболее эффективной 

концентрации QU (60 мкМ) с последующим действием CDDP на модуляцию 

внутриклеточного уровня белков антиоксидантной системы и сигнального пути 

mTOR/STAT3. 

  По сравнению с индивидуальным действием QU CDDP, наибольший 

ингибирующий эффект на клетки сублинии SKOV-3/CDDP, приводящее к 

повышению их чувствительности к CDDP, сопровождался изменением во 

внутриклеточном уровне белков, которое наблюдалось после прединкубации с 

QU (60 мкМ, 48 ч) с последующим действием CDDP на клетки SKOV-3/CDDP 

(17 мкМ, 48 ч) в сравнении клетками SKOV-3 (5 мкМ, 24 ч) (рис. 22 а, б, г, д). 

Внутриклеточные уровни цитозольной и митохондриальной системы Trx/TrxR и 

активных фосфорилированных форм белков сигнального пути mTOR/STAT3 в 

клетках сублинии SKOV-3/CDDP эффективно снижались при предварительной 

обработке с QU. 
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Рис. 22. Вестерн-блоттинг анализ влияния преинкубации с QU на 

внутриклеточный уровень белков системы Trx/TrxR и сигнального пути 

mTOR/STAT3 в клетках SKOV-3 и SKOV-3/CDDP. Внутриклеточный уровень 

белков (а) системы Trx/TrxR (б) сигнального пути mTOR/STAT3 в клетках 

SKOV-3/CDDP по сравнению с клетками SKOV-3 (в – д). Результаты 

денситометрии: (в) контроль - SKOV-3 и SKOV-3/CDDP; (d) cистема Trx/TrxR; 

(e) сигнальный путь mTOR/STAT3. Клетки обрабатывали: QU (60 мкМ, 48 ч), 

CDDP (5 мкМ, 24 ч или 17 мкМ, 48 ч) или прединкубация QU (60 мкМ) с 

последующим действием CDDP (5 мкМ, 24 ч или 17 мкМ, 48 ч) для клеток 

SKOV-3 и SKOV-3/CDDP, соответственно. GAPDH использовали в качестве 

контроля нагрузки. Значения представлены в виде M ± SD (n = 3). 
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3.2.6. Влияние кверцетина на митохондриальный путь апоптоза в 

клеточных линиях SKOV3 и SKVO3/CDDP 

Для выяснения вызвано ли ингибирование роста и накопление опухолевых 

клеток обоих типов в суб-G1 при прединкубации с QU индукцией апоптоза 

проведена оценка апоптотической гибели клеток с помощью проточной 

цитометрии с использованием двойного окрашивания аннексин-V/PI. В отличие 

от контрольной группы, действие одного CDDP в течение 24 и 48 часов слабо 

индуцировало апоптоз: 0,9 ± 0,1 и 4 ± 0,6% в клетках SKOV-3 и 2,5 ± 0,4 и 2 ± 

0,1% в клетках SKOV-3/CDDP, соответственно. Инкубация только с QU слегка 

снижало количество живых клеток и незначительно повышало апоптоз - в 

среднем до ~3 ± 0,4% и ~1,5 ± 0,4% у клеток SKOV-3 и SKOV-3/CDDP, 

соответственно, по сравнению с необработанными клетками (рис. 23 а, б). 

Прединкубация с QU с последующим действием CDDP вызывала 

индукцию апоптоза с зависимым от времени ростом гибели клеток (рис. 23 а, б). 

По мере увеличения времени инкубации значения соотношений аннексинV+/PI- 

(ранняя стадия апоптоза) и аннексинV+/PI+ (поздняя стадия апоптоза) в 

опухолевых клетках, предварительно обработанных QU, были значительно 

выше, чем в случае инкубации только с CDDP или QU (рис. 23 а,б). Так, 

индукция апоптоза составляла примерно 20,3 ± 3% в клетках SKOV-3, 

предварительно обработанных QU в течение 48 ч, по сравнению с действием 

только CDDP (рис. 23a). Тогда как сенсибилизация клеток SKOV-3/CDDP с 

помощью QU до введения в среду CDDP существенно повышала процент 

апоптоза в клетках SKOV-3/CDDP (~ 41,5 ± 2%) по сравнению с действием 

только CDDP (2 ± 0,1%) через 48 ч (рис. 23 б). 
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Рис. 23. Апоптоз, индуцированный QU-прединкубацией, в клетках рака 

яичников. Процент апоптотических клеток SKOV-3 (а) и SKOV-3/CDDP (б) 

после действия QU, CDDP и прединкубации с QU в течение 24 и 48 часов. (в) 

Репрезентативный вестерн-блоттинг анализ расщепленных каспаз-9,7,3 и C-

PARP в клетках рака яичников, обработанных QU и/или CDDP. В качестве 

контроля загрузки использован гистон. Значения представлены в виде M ± SD (n 

= 3).  

 

Для дальнейшего выявления механизмов апоптотического процесса, 

вызванного действием QU, CDDP или прединкубации с QU, мы оценили 

внутриклеточный уровень специфических белков-маркеров апоптоза 

(расщепленная каспаза-9,7,3 и расщепленный PARP) с помощью вестерн-

блоттинга в обоих типах клеток. По сравнению с гистоновым белком, 

контролирующим загрузку, уровни расщепленных каспаз-9, -7 и -3 в обоих 

типах клеток наблюдались только в случае прединкубации с QU, которая также 

вызывала высокий уровень расщепленного PARP в обеих клеточных линиях по 
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сравнению с монообработкой (рис. 23в). Полученные результаты 

демонстрируют, что предварительная обработка клеток с QU вызывает 

эффективное подавление клеточного роста за счет активации апоптоза. Гибель 

клеток опосредована ингибированием пути mTOR/STAT3 и стимуляцией АФК-

опосредованной активации каспаз-3, -7 и -9. 

3.3. Оценка влияния куркумина на Trx/TrxR систему и лекарственную 

устойчивость опухолевых клеток к цисплатину 

3.3.1. Влияние куркумина на выживаемость клеток SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP 

           Следующий этап работы был связан с исследованием действия на редокс-

зависимые механизмы лекарственной устойчивости другого ингибитора TrxR – 

куркумина (рис. 24 а).  

 

Рис. 24. Влияние куркумина (а) на пролиферацию чувствительных (б) и 

резистентных (в) к цисплатину клеток SKOV-3 в зависимости от концентрации и 

времени инкубации (3, 6, 24 и 48 ч). 

 

          Обнаружено, что диарилгептаноид куркумин (диферулоилметан, основной 

компонент куркумы) может способствовать обращению фенотипа 

множественной лекарственной устойчивости, как предполагают, в результате 

подавления экспрессии гена P-гликопротеина MDR1 [47]. Куркумин может 
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повышать чувствительность клеток к гибели, вызванной цисплатином, 

посредством модуляции экспрессии генов белков, участвующих в 

формировании множественной лекарственной устойчивостью, таких как MRP1 и 

MDR1  [220]. Помимо подавления ряда сигнальных путей, связанных с инвазией 

и метастазированием рака [140], куркумин может необратимо ингибировать 

TrxR. 

Нами установлено, что действие куркумина (рис. 24 а) вызывает зависимое 

от концентрации и времени инкубации снижение жизнеспособности как 

родительских, так и устойчивых к CDDP клеток SKOV-3 (рис. 24 б,в; таблица 6).  

 

Таблица 6. Оценка цитотоксичности (IC50, мкМ) куркумина, цисплатина и их 

комбинации в отношении чувствительных и резистентных клеток SKOV3  

Условия инкубации SKOV-3 SKOV-3/CDDP 

CDDP, 72 ч  10 ± 0.8 34 ± 0.6 

Куркумин, 3 ч >50  >50  

Куркумин, 6 ч >50  >50  

Куркумин, 24 ч  17 ± 0.7 47 ± 0.7 

17 мкМ куркумин, 3 ч + CDDP, 72 ч 4.9 ± 0.6 16.5 ± 0.4 

 

3.3.2. Влияние куркумина на клеточный цикл клеток SKOV-3 и SKOV-

3/CDDP 

При концентрации 17 мкМ (значение IC50 для клеток SKOV-3) в течение 

24 ч куркумин нарушает распределение фаз цикла: достоверно увеличивается 

доля клеток в G2/M по сравнению с необработанными клетками (рис. 25). 

Однако этот эффект по-разному реализуется: для SKOV-3 доля гибнущих клеток 

(subG1) нарастает, тогда как у SKOV-3/CDDP вызванная куркумином задержка в 

G2/M не сопровождается повышением доли клеток в subG1.  
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Рис. 25. Распределение фаз цикла клеток SCOV-3 и SCOV-3/CDDP при действии 

куркумина (17 мкМ, 24 ч). а — гистограммы интенсивности флюоресценции 

йоди да пропидия (PI); представлены результаты одного из трёх независимых 

экспериментов со схожими результатами. б — доля клеток в каждой фазе; 

анализируются результаты трёх независимых экспе- риментов. *p<0.05 по 

сравнению с соответствующим контролем. 

 

А 

Б 
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3.3.3. Влияние куркумина на экспресию генов Trx/TrxR системы, ключевых 

антиоксидантных ферментов и киназ сигнального пути PI3K/Akt/mTOR   

 С целью исследования влияния куркумина на редокс-зависимые пути 

лекарственной устойчивости к цисплатину клеток SKOV-3, следующий этап 

работы включал оценку влияния куркумина на экспрессию генов Trx/TrxR 

системы. Для оценки действия куркумина были выбраны две концентрации 6 

мкМ и 17 мкМ (IC50/24 ч для клеток SKOV-3) и время инкубации 24 ч. 

При высокой концентрации 17 мкМ в резистентных клетках происходит резкое 

снижение их экспрессии: TRX2 - в 7.5 раз, TRXRD1, TRXRD2 – в 8 и 11 раза, 

соответственно (рис. 26). 

 

Рис. 26.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Trx (TRX1, TRX2) и TrxR 

(TRXRD1, TRXRD2) в SKOV-3 и SKOV-3/CDDP клетках после действия 

куркумина (17 мкМ) в течение 24 ч.  

*значения считаются статистически достоверными по отношению к контролю – 

клеткам SKOV-3 или SKOV-3/CDDP, p<0,05. 
 

Действие куркумина вызывало аналогичные изменения профиля 

экспрессии генов изоформ Prx (PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX6), которые 

также наблюдались при действии кверцетина. При этом максимальный 

повышение экспрессии в клетках SKOV-3 и максимальное её снижение в 

клетках SKOV-3/CDDP обнаружены у гена PRDX2 под действием 17мкM 

(рис.27). 
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Рис. 27.   Real-time RT-PCR анализ мРНК изоформ Prx (PRDX1, PRDX2, PRDX3, 

PRDX6) в SKOV-3 и SKOV-3/CDDP клетках после действия куркумина (17 

мкМ) в течение 24 ч.  

*значения считаются статистически достоверными по отношению к контролю – 

клеткам SKOV-3 или SKOV-3/CDDP, p<0,05. 

 

 В клетках SKOV-3 установлен рост экспрессии генов PI3K, в 2 раза под 

действием 17мкM, тогда как экспрессия гена AKT практически не менялась под 

действием 17 мкM (рис.28), экспрессия гена MTOR оставалась без изменений. В 

клетках SKOV-3/CDDP наблюдается, напротив, значительное снижение 

экспрессии генов PI3K, AKT, MTOR: в 3, 5 и 6.5 раз при действии 17мкM 

(рис.28 а). 

При окислительном стрессе ядерная транслокация Trx1 активирует фактор 

транскрипции Nrf2, связанный с выживанием и пролиферацией клеток и 

контролирующий при окислительном стрессе как ферментативные, так и 

неферментативные (синтез GSH) антиоксидантные системы [23, 223].  

При 17 мкМ не обнаружено достоверного изменения экспрессии этих 

генов, за исключением небольшого снижения экспрессии гена SOD2 (рис. 28 б).  
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Рис. 28. Влияние куркумина (17 мкМ, 24 ч) на экспрессию генов киназ 

сигнального пути PI3K/Akt/mTOR (а) и ключевых антиоксидантных ферментов 

(SOD1, SOD2, CAT, GPX1, HO-1), транскрипционного фактора Nrf2 (б) в 

чувствительных SKOV3 и резистентных SKOV3/CDDP клетках. *p<0.05 по 

сравнению с соответствующими значениями без добавления куркумина (n=4). 

 

 В отличие от родительских клеток у резистентной сублинии при обеих 

концентрациях куркумин снижал уровень мРНК как ключевых антиоксидантных 

ферментов SOD1, SOD2, GPX1, HO1, CAT, так и транскрипционного фактора 

Nrf2. Таким образом, действие куркумина вызывает снижение антиоксидантной 

защиты в резистентных опухолевых клетках и подавление сигнального пути 

PI3K/AKT/mTOR (рис. 28 а, б). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



96 

 

ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

 Рак яичников является постоянной проблемой здравоохранения, на 

которую приходится значительная часть смертности среди женщин во всем мире 

[179, 272]. В современной клинической практике хирургическое вмешательство 

в сочетании с химиотерапией на основе соединений платины считается 

стандартной стратегией лечения рака яичников [54]. CDDP — один из наиболее 

эффективных химиотерапевтических средств при раке яичников, однако 

резистентность к этому химиотерапевтическому препарату является основным 

препятствием для радикальной терапии рака. Развитие лекарственной 

устойчивости в опухолевых клетках яичника происходит посредством 

различных механизмов, включая репарацию ДНК, клеточный метаболизм, 

окислительный стресс, регуляцию клеточного цикла, пути апоптоза и 

аномальные сигнальные пути [302].  

Благодаря своей способности проявлять антиоксидантные, 

противовоспалительные, антипролиферативные, антиангиогенные, 

антиметастатические и проапоптотические свойства полифенолы являются 

потенциальными кандидатами в терапевтические средства при злокачественных 

новообразованиях в сочетании с классическими противоопухолевыми 

препаратами, такими как цисплатин [275]. Исследование механизмов действия 

полифенолов, позволяющих снижать резистентность к CDDP, является важным 

направлением в поиске путей повышения эффективности химиотерапии рака. 

Однако роль полифенолов в преодолении устойчивости клеток аденокациномы 

яичника SKOV-3 к CDDP все еще остается малопонятной. 

 В нашей работе мы сосредоточили внимание на влиянии куркумина [115] 

и QU [89] на клеточную линию аденокарциномы яичника SKOV-3 и ее 

устойчивую сублинию SKOV-3/CDDP, что позволило первоначально установить 

базовый уровень оценки их влияния по отношению к нашему более позднему 

исследованию. Нами было предположено, что предварительное воздействие 

полифенольных соединений (CUR или QU) может снизить резистентность к 
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CDDP клеток SKOV-3/CDDP. Оптимальные используемые концентрации для 

QU, CUR и CDDP были определены после оценки значений IC50 на основе 

наших ранее опубликованных данных  [89, 115].  Прединкубация с QU в низкой 

(15 мкМ) и высокой (100 мкМ) концентрациях в течение 24 ч с последующим 

использованием CDDP показала антипролиферативный эффект как в клетках 

дикого типа SKOV-3, так и в резистентных клетках SKOV-3/CDDP, что 

указывает на сенсибилизацию резистентной сублинии к цитотоксическому 

действию CDDP (рис. 12). Более длительная инкубация (48 ч) вызывала 

максимальный антипролиферативный эффект (рис. 11b). Прединкубация с 

куркумином (17 мкМ) в течение 24 ч с последующим внесением в 

инкубционную среду CDDP аналогично приводила к антипролиферативному 

эффекту в клетках SKOV-3 и SKOV-3/CDDP, что также свидетельствует о 

повышении чувствительности резистентной сублинии к CDDP (таблица 6).  

Ранее установлено, что прединкубация клеток лейомиосаркомы с 

эпигаллокатехин-3-галлатом, полифенольным соединением, в течение 24 ч не 

оказывает влияние на индуцированный действием CDDP арест клеточного цикла 

в S-фазе и эффект CDDP на функциональную активность митохондрий [61]. 

Однако недавно обнаружена высокая эффективность длительного 

предварительного действия пеметрекседа на клетки злокачественной 

мезотелиомы плевры в течение 48 ч, которое вызывало арест клеточного цикла в 

фазе G2/M, накопление стойких повреждений ДНК и индукцию фенотипа 

старения, тем самым повышая чувствительность опухолевых клеток к 

последующему действию CDDP [117].  

На последующем этапе нашей работе установлено, что действие на клетки 

рака яичников QU (60 мкМ) в течение 24 ч приводит к небольшому повышению 

доли клеток в S-фазе клеточного цикла, тогда как более длительная инкубация 

(48 ч) существенно усиливает арест клеточного цикла в G1/S фазе (рис. 15). 

Длительное действие QU (48 ч) значительно усиливало накопление клеток в суб-

G1 фазе после обработки с CDDP и вызывало сенсибилизацию сублинии SKOV-
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3/CDDP к последующему действию CDDP (рис. 16 б, г). Ранее показано, что 

сенсибилизация клеток яичников к CDDP может наблюдаться, когда 

полифенолы, куркумин или QU, внесены в среду одновременно с CDDP, а также 

когда они добавлялись за 24 ч до начала действия CDDP [43]. В нашем 

исследовании были разработаны две стратегии (синергетическое действие и 

эффект прединкубации). Полученные результаты показали, что клетки SKOV-

3/CDDP не могли войти в фазу суб-G1 даже после длительной инкубации с 

использованием синергетического подхода, в то время как клетки эффективно 

накапливались в суб-G1 при использовании стратегии прединкубации с QU (рис. 

17).                                 

 Наша стратегия позволила перевести обработанные с QU клетки в S-фазу, 

при этом последующее действие CDDP после удаления QU из культуральной 

среды было достаточным для увеличения продолжительности S-фазы, что в 

свою очередь, привело к дальнейшему повреждению клеток. Оценка такой 

прединкубации с QU на CDDP-резистентных клетках демонстрирует более 

эффективное цитотоксическое действие CDDP.  

Показано, что CUR может снижать пролиферацию устойчивых к CDDP и 

чувствительных клеток рака яичников человека, вызывая остановку клеточного 

цикла G2/M [287]. В нашей работе установлено, что максимальный эффект CUR 

наблюдается после 24-часовой инкубации, вызывая остановку клеточного цикла 

в G2/M фазе, что приводит к накоплению клеток в суб-G1 и активации апоптоза 

при последующем действии CDDP в клетках SKOV-3 и SKOV-3/CDDP. 

Антиоксидантные или прооксидантные свойства полифенольных 

соединений в значительной степени зависят от количества и положения 

заместителей - гидроксильных групп, а также от их окислительно-

восстановительной способности к хелатированию металлов (Cu, Fe). Так, 

большее количество гидроксильных групп, включая 3-ОН-группу С-кольца 

полифенолов, в присутствии ионов Cu(II) действуют как потенциальные 

противоопухолевые агенты с умеренной прооксидантной активностью, вызывая 



99 

 

повреждение ДНК за счет активации реакции Фентона. В противном случае 

небольшая прооксидантная активность полифенолов может действовать как 

профилактическое противоопухолевое средство, индуцируя клеточные 

антиоксидантные системы, включая антиоксидантные ферменты, и синтез 

низкомолекулярных антиоксидантов, таких как GSH [110].  

В нашей работе QU не мог эффективно индуцировать генерацию АФК, 

тогда как действие одного CDDP слегка повышало уровень АФК в клетках 

SKOV/CDDP. Однако прединкубация с QU эффективно запускала генерацию 

АФК в резистентных клетках при последующем действии CDDP. Эти данные 

указывают на то, что усиление окислительного стресса, вызванное 

предварительной обработкой с QU, могло активировать апоптотический каскад 

в клетках SKOV-3/CDDP (рис. 18) и подавлять внутриклеточный уровень белков 

системы Trx/TrxR и сигнального пути mTOR/STAT3 (рис. 20 a,b,d,е). Напротив, 

предварительная обработка SKOV-3 клеток с QU действует как антиоксидант, 

уменьшая образование АФК и повышая уровень Trx/TrxR (рис. 22 a, г) и 

сигнального пути mTOR/STAT3 (рис. 22 б, д). В клетках SKOV-3/CDDP 

окислительный стресс также контролировали путем оценки внутриклеточного 

уровня белков антиоксидантной системы и сигнального пути.  

Помимо изменения пролиферации, клеточного цикла, окислительного 

стресса, клеточного метаболизма, повышенной способности восстанавливать 

повреждения ДНК и снижения восприимчивости к апоптозу, клетки рака 

яичников развивают устойчивость к противоопухолевым препаратам 

посредством других механизмов, включая изменение внутриклеточного уровня 

и активности сигнальных путей [302]. Кроме уровня генерации АФК, мы также 

отслеживали изменения в уровне белков, контролирующих развитие 

окислительного стресса. В этой связи были оценены изменения в маркерных 

белках, тесно коррелирующих с клеточной чувствительностью к CDDP. Следует 

отметить, что ранее нами [89, 115] были предоставлены молекулярные 

доказательства того факта, что антиоксидантные ферменты (SOD-1, SOD-2, Gpx-
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1, CAT и HO-1), транскрипционный фактор Nrf2 и cигнальный путь 

PI3K/Akt/mTOR значительно активируются в клетках устойчивой сублинии 

SKOV-3/CDDP по сравнению с чувствительными клетками SKOV-3 и 

экспрессия генов таких белков связана с толерантностью к CDDP (рис. 8,9). 

Действие только QU или CUR вызывало заметное снижение экспрессии этих 

генов (рис. 21, 28 соответственно). Полученные данные убедительно 

демонстрируют, что прединкубация с QU и CUR потенциально может повысить 

чувствительность к CDDP в клетках сублинии SKOV-3/CDDP за счет регуляции 

развития окислительного стресса (генерации АФК) и клеточного апоптоза путем 

изменения антиоксидантной системы. 

Нами был оценен прооксидантный (потенциально терапевтический) 

эффект прединкубации с QU на антиоксидантную систему. Система Trx/TrxR 

необходима для поддержания клеточного редокс-зависимого гомеостаза в 

живых организмах посредством детоксикации АФК; однако гиперэкспрессия 

этой системы также может способствовать интенсификации процесса 

онкогенеза, например, за счет усиления опухолевого роста, ангиогенеза и 

устойчивости к терапии посредством модуляции как экспрессии генов, так и 

клеточных сигнальных путей, которые приводят к регуляции путей апоптоза в 

опухолевых клетках [106]. Благодаря тиоловым группам остатков Cys в 

активном центре Trx участвует в восстановлении окисленных белков-мишеней, 

в частности, пероксиредоксинов (Prxs) [260], классификация которых включает 

три подтипа - типичный, атипичный, содержащие 2 остатка Cys, и Prxs с 

1остатком Cys в активном центре [190]. Восстановленные Prx разлагают H2O2 до 

воды и кислорода [190, 260]. В нормальных клетках Prxs оказывают 

значительное влияние на различные физиологические процессы, включая рост 

клеток, дифференцировку, апоптоз, клеточный гомеостаз и редокс-зависимый 

сигналинг. Появление большого количества данных позволяет предположить, 

что гиперэкспрессия изоформ Prx ответственна за развитие устойчивости к 

противоопухолевым препаратам и оказывает в этом случае заметное влияние на 
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опухолевый рост [190]. Так, гиперэкспрессия гена PRX2 способствует 

химиорезистентности за счет ингибирования индуцированного цисплатином 

апоптоза в клетках SNU638 [49]. Высокий уровень экспрессии гена PRX6 связан 

с повышением устойчивости к цисплатину за счет усиления стволоподобных 

свойств клеток рака легких [294].  

В нашей работе получены данные, подтверждающие тот факт, что клетки 

сублинии SKOV-3/CDDP обладают гиперэкспрессией генов изоформ Prx 

(Prx1,2,3,5 и 6) по сравнению с клетками дикого типа SKOV-3 (рис. 7). 

Экспрессия этих генов значительно снижается в случае инкубации с CUR или 

QU. 

 Нормальные клетки демонстрируют низкую экспрессию гена Nrf2 для 

поддержания защиты от окислительного стресса [130], тогда как низкий уровень 

белка Nrf2 поддерживается с помощью Kelch-подобного ECH-ассоциированного 

белка 1 (Keap1), связанного с системой убиквитинирования и протеасомной 

деградации [282]. Наблюдаемый высокий уровень Nrf2 в опухолевых клетках 

связан с прогрессированием рака, метастазированием, ангиогенезом и развитием 

лекарственной устойчивости к противоопухолевым препаратам [130, 218], 

включая CDDP, доксорубицин и этопозид [282]. После действия стресса, 

вызывающего усиление генерации АФК, нарушение регуляции электрофилов и 

аутофагии, уровень белка Nrf2 повышается с последующей транслокацией в 

ядро, где он гетеродимеризуется с белками sMAF и связывается с ARE-

элементом в промоторной области генов-мишеней, стимулируя их экспрессию, 

включая гены выживания, пролиферации и антиоксидантной защиты [218]. 

 Нами показано, что усиление Nrf2-опосредованного пути выживания 

связано с формированием устойчивости клеток сублинии SKOV-3/CDDP к 

CDDP и приводит к усилению антиоксидантной защиты путем повышения 

экспрессии генов ключевых антиоксидантных ферментов (SOD1, SOD2, GPX1, 

CAT и HO-1). Действие куркумина или QU связано со снижением экспрессии 
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гена NFE2L2 (рис. 21, 28), что, в свою очередь, вызывает подавление экспрессии 

данных антиоксидантных ферментов (рис. 21, 28). 

В клетках устойчивой сублинии SKOV-3/CDDP нами обнаружена 

гиперэкспрессия генов киназ сигнального пути PI3K/AKT/mTOR, которая 

снижалась после действия куркумина или QU.  Проведенные ранее 

исследования демонстрируют существование сильной корреляции между 

гиперэкспрессией генов киназ PI3K/AKT, связанных с лекарственной 

устойчивостью злокачественного новообразования, и опухолевым ростом [62]. 

Сигнальный путь PI3K/AKT способствует пролиферации опухоли и подавляет 

апоптоз, регулируя активность mTOR, GSK-3β и NF-κB и запуская XIAP, 

который подавляет активность каспазы-3 [149].  

По сравнению с клетками SKOV-3 клетки сублинии SKOV-3/CDDP 

демонстрируют значительное повышение уровней белка как цитозольной 

(TrxR1), так и митохондриальной (Trx2) изоформ Trx, которые напрямую 

связаны с резистентностью к CDDP (рис. 22). Ряд данных свидетельствуют о 

модуляции активности Trx-зависимой системы природными полифенольными 

соединениями, которые действуют как её ингибиторы [106]. Ингибирующий 

эффект QU зависит от многих факторов, включая концентрацию НАДФН(H+), 

время действия и влияние на С-концевую последовательность активного центра 

-Gly-Cys-Sec-Gly TrxR. Ингибирование активности TrxR приводит к 

накоплению окисленной формы Trx в клетках [158]. Как и ожидалось, нами 

было установлено, что прединкубация с QU эффективно снижает уровни белков 

тиоредоксин-зависимой системы (Trx1, TrxR1 и Trx2) в клетках SKOV-3/CDDP 

(рис. 22 a, г). 

Кроме того, нами обнаружено, что внутриклеточный уровень белка STAT3 

и его двух фосфорилированных форм (по Ser727 и Tyr705) снижается в клетках 

сублинии SKOV-3/CDDP при предварительной обработке QU (рис. 5 б,д). 

Известно, что некоторые ингибиторы TrxR1 также блокируют активность 

транскрипционного фактора STAT3 посредством накопления окисленного 
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STAT3, что блокирует STAT3-зависимую транскрипцию генов [37, 48] и 

активирует гибель опухолевых клеток [37]. Благодаря тиоловым группам 

остатков Cys в активном центре восстановленный Trx катализирует 

восстановление дисульфидных связей окисленных белков-мишеней [48, 307] , в 

том числе STAT3 [48]. 

Ранее нами показано, что клетки сублинии SKOV-3/CDDP 

гиперэкспрессируют ген mTOR, экспрессия которого снижается при действии 

QU [89]. В опубликованной недавно работе установлена корреляция между 

гиперэкспрессией генов STAT3 и mTOR, которая лежит в основе лекарственной 

устойчивости и опухолевой прогрессии. Более того, фосфорилирование STAT3 

по Ser727 регулируется mTOR  [181]. Наши результаты подтверждают эти 

данные. В частности, нами установлено значительное повышение 

внутриклеточного уровня как STAT3, так и mTOR в клетках SKOV-3/CDDP по 

сравнению с SKOV-3, тогда как прединкубация с QU приводит к снижению 

уровня фосфорилированных изоформ STAT3 по Ser727 и Tyr705, а также фосфо- 

mTOR по Ser2448 в резистентных клетках. Данный эффект свидетельствует об 

инактивации пути mTOR/STAT3, что в итоге приводит к подавлению 

пролиферации и индуции каспазо-зависимого апоптоза в клетках SKOV-

3/CDDP. 

Апоптотическая гибель клеток может быть вызвана подавлением 

сигнального пути mTOR/STAT3, который тесно связан с прогрессией опухоли. 

Кроме того, индукция ареста клеточного цикла путем повышения 

фосфорилирования р53 и активация апоптоза после действия QU в ВПЧ-

позитивных клетках рака шейки матки рассматриваются как один из ключевых 

механизмов, лежащих в основе подавления пролиферации опухолевых клеток 

[51].  
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Рис. 29. Предлагаемые антипролиферативные и сенсибилизирующие механизмы 

прединкубации с QU. Прединкубация клеток с QU влияет на различные мишени, 

включая антиоксидантную систему Trx/TrxR и сигнальные пути, участвующие в 

развитии и прогрессии опухоли. Восстановленный Trx, уровень которого 

поддерживается TrxR, катализирует восстановление дисульфидов в окисленных 

клеточных белках, включая транскрипционный фактор STAT3. Ингибирование 

TrxR при прединкубации с QU приводит к накоплению окисленного STAT3 и 

подавляет STAT3-зависимую транскрипцию генов. Мишенью действия QU 

также является mTOR. Ингибирование mTOR связано со снижением 

фосфорилирования STAT3 как по Ser727, так и по Tyr705, что приводит к 

подавлению жизнеспособности и пролиферации резистентных клеток SKOV-

3/CDDP.  

 

Полученные нами данные по окрашиванию аннексиномV/PI, которое 

показывает распределение ранних и поздних апоптотических клеток, 

демонстрирует активацию апоптоза после прединкубации клеток с QU и 
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последующего действия CDDP (рис. 23 а, б). Результаты нашей работы также 

позволили установить, что прединкубация с QU индуцирует гибель клеток 

SKOV-3 и SKOV-3/CDDP посредством митохондриально-зависимого пути 

апоптоза, при котором митохондриальная дисфункция, усиление расщепления  

PARP и активация каспаз-9,-7, -3 являются критическими событиями для 

развития апоптоза (рис. 23 c). Действие QU может вызывать индукцию как 

некроза, так и апоптотической гибели клеток в различных опухолевых клетках, 

включая клетки рака полости рта SCC-9 [82] и рака простаты [283]. Нами 

установлен зависимый от времени прединкубации с QU характер активации 

апоптоза и гибели опухолевых клеток (рис. 23 а, б). Предлагаемые 

антипролиферативные и сенсибилизирующие механизмы прединкубации с QU 

представлены на рис. 29. 
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Заключение 

 

Высокий уровень экспрессии генов антиоксидантной защиты 

характеризует становление устойчивости клеток SKOV-3 к CDDP – соединению 

с прооксидантной активностью [210]. Рост экспрессии генов TRX1, TRX2, 

TRXRD1, TRXRD2, контролирующих состояние Trx-зависимой системы, в 

резистентных к CDDP опухолевых клетках в значительной степени можно 

рассматривать как результат редокс-зависимой регуляции, вызываемый 

прооксидантным действием цисплатина в процессе формирования 

лекарственной резистентности. На то, что этот эффект является важной 

составной частью в редокс-зависимых механизмах выживания опухолевых 

клеток в ответ на действие противопухолевых препаратов, указывает 

однонаправленный характер изменения экспрессии генов Trx-зависимой 

системы и изоформ Prx, сопряженная функциональная активность которых 

регулирует внутриклеточный уровень Н2О2, а также совпадение роста 

экспрессии генов Trx-зависимой системы  со скоординированным повышением 

экспрессии генов ключевых антиоксидантных ферментов и киназ сигнального 

пути PI3K/AKT/mTOR, активность которого зависит от уровня АФК, и который 

является ключевым сигнальным путем, определяющим рост, пролиферацию и 

выживание клеток. 

Оценка вклада Trx-зависимой системы редокс-зависимые процессы 

лекарственной устойчивости опухолевых клеток продемонстрирована в данной 

работе с использованием куркумина и кверцетина, оказывающих ингибирующее 

действие на TrxR. Действие куркумина и кверцетина вызывает резкое снижение 

экспрессии генов TRX1, TRX2, TRXRD1, TRXRD2, сопряженное с подавлением 

экспрессии генов изоформ Prx и генов ключевых антиоксидантных ферментов. 

Наблюдаемая депрессия антиоксидантной системы в значительной степени 

может объясняться снижением экспрессии гена транскрипционного фактора 

Nrf2, контролирующего экспрессию генов большинства антиоксидантных 
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ферментов и экспрессия которого может регулироваться Trx-зависимой 

системой [41, 102]. В свою очередь, вызываемый куркумином и кверцетином 

сдвиг редокс-статуса, вероятно, может быть причиной снижения экспрессии 

генов сигнального пути PI3K/Akt/mTOR, контролирующего пролиферацию 

опухолевых клеток. Данные о регулирующем действии АФК на PI3K/Akt/mTOR 

свидетельствуют в пользу такого предположения [127, 210]. 

Полученные результаты демонстрируют, что цитотоксическое действие 

куркумина и кверцетина на резистентные SKOV-3/CDDP клетки связано с 

подавлением Trx/TrxR системы, играющей важную роль в контроле 

антиоксидантных механизмов, играющих значительную роль в становлении 

устойчивости клеток SKOV-3 к CDDP. 

Прединкубация с QU оказывает прооксидантный эффект, который 

усиливает генерацию АФК путем ингибирования антиоксидантной системы 

Trx/TrxR. Более того, прединкубация клеток SKOV-3/CDDP с QU, ингибируя 

систему Trx/TrxR, вызывает подавление сигнального пути mTOR/STAT3, что 

приводит к активации митохондриального апоптотического пути (расщепленные 

каспазы 9, 7 и 3 и расщепленный PARP). Это направление работы предоставляет 

дополнительные новые данные о механизме, с помощью которого 

прединкубация с QU «возвращает» чувствительность резистентных клеток 

SKOV-3/CDDP к CDDP. Оценка цитотоксичности с помощью МТТ-теста также 

демонстрирует, что преинкубация с CUR повышает чувствительность 

резистентных клеток SKOV-3/CDDP к CDDP. 

Таким образом, Trx-зависимая система, играющая существенную роль в 

системе антиоксидантной защиты и в передаче редокс-зависимого сигнала, 

является важной составной частью в редокс-зависимых механизмах выживания 

и формирования устойчивости опухолевых клеток к цисплатину.  
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Выводы 

На основании полученных результатов можно сделать следующие выводы: 

1. Формирование устойчивости к цисплатину у клеток аденокарциномы 

яичника SKOV-3 сопровождается повышением экспрессии генов 

ферментов системы Trx/TrxR/Prx, ключевых антиоксидантных ферментов 

и киназ сигнальных путей PI3K/AkT/mTOR.  

2. В резистентных клетках действие необратимых ингибиторов TrxR - 

куркумина и кверцетина, вызывает значительное снижение экспрессии 

генов ферментов системы Trx/TrxR/Prx, ключевых антиоксидантных 

ферментов, киназ сигнального пути PI3K/AkT/mTOR и 

транскрипционного фактора Nrf2.   

3. Кверцетин и куркумин повышают чувствительность резистентных клеток 

к цисплатину.   

4. Прединкубация резистентных клеток с кверцетином, с последующей 

обработкой цисплатином снижает уровень белков ферментов системы 

Trx/TrxR, усиливает генерацию активных форм кислорода при действии 

цисплатина.  

5. Прединкубация клеток с кверцетином, с последующей обработкой 

цисплатином вызывает накопление резистентных клетках SKOV-3/CDDP 

в sub-G1 фазе клеточного цикла, инициируя митохондриальный апоптоз 

путем активации расщепления каспаз 9, 7, 3 и PARP и подавления 

фосфорилирования белков сигнального пути mTOR/STAT3.  
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