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การศกึษาครัง้น้ีเพื่อพสิจูน์บทบาทของ NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) ใน

การออกฤทธิข์องยาเคมบีาํบดั โดยใชเ้ทคนิค NQO1 siRNA ยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 พบว่าสามารถ

เพิม่การตายของเซลลแ์บบ apoptosis และเพิม่ความไวต่อยาเคมบีําบดั (5-fluorouracil (5-FU), 

gemcitabine (Gem) และ doxorubicin (Doxo)) ในขณะทีก่ารเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของ

เอนไซม ์NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์พบว่าสามารถลดการตายของ

เซลลจ์ากยาเคมบีาํบดั ผลการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัทีเ่พิม่ขึน้ของเซลลท์ีถู่กยบัยัง้การแสดงออก

ของเอนไซม ์ NQO1 นัน้ มคีวามสมัพนัธก์บัการทาํงานของ p53 และ p21 การยบัยัง้ p53 ดว้ย 

siRNA ทาํใหส้ญูเสยีความสามารถในการเพิม่การตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัดว้ยการยบัยัง้ NQO1 

ผลการศกึษาแสดงว่าการยบัยัง้ NQO1 ทาํใหเ้พิม่ความไวต่อยาเคมบีําบดัในเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดผี่าน

การกระตุน้ p53  

การศกึษาความสมัพนัธก์ารทาํงานระหว่าง NQO1 และ p53 การศกึษาในหลอดทดลองและ

ในสตัวท์ดลอง พบว่าการใหย้าเคมบีาํบดั 5-FU และ Doxo ส่งผลเพิม่การแสดงออกของโปรตนี p53 

ในขณะทีม่กีารยบัยัง้การทาํงานของเอนไซม ์ NQO1 แต่ไมเ่กีย่วขอ้งกบัปรมิาณโปรตนี การศกึษา

โดยวธิ ี immunoprecipitation แสดงว่ามกีารจบักนัระหว่างโปรตนี NQO1 และโปรตนี p53 โดยการ

จบักนัระหว่างโปรตนีทัง้สองส่งผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม ์NQO1 ทัง้น้ี ความสมัพนัธด์งักล่าว

จะพบในเซลลม์ะเรง็ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี p53 เท่านัน้ ดงันัน้กลไกการตายของเซลลจ์ากการ

ใชย้าเคมบีาํบดั ส่วนหน่ึงอาจเกดิจากการทํางานของโปรตนี p53 ทีไ่ปยบัยัง้การทํางานของเอนไซม ์

NQO1  

โดยสรุป NQO1 มบีทบาทสาํคญัต่อการปกป้องตนเองของมะเรง็ท่อน้ําดเีมือ่ไดร้บัยาเคมี

บาํบดั การเพิม่การแสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 ทาํใหเ้ซลลด์ือ้ต่อยาเคมบีาํบดั ขณะทีก่ารยบัยัง้ 

NQO1 จะชกันําใหเ้ซลลเ์พิม่ความไวต่อยาเคมบีําบดัผ่าน p53 การเสรมิการรกัษาดว้ยยาเคมบีาํบดั

โดยมุง่เป้าหมายยบัยัง้ NQO1 จงึเป็นกลยทุธใ์นการแกไ้ขปญัหามะเรง็ท่อน้ําดดีือ้ยาเคมบีาํบดั และ

มะเรง็ชนิดอื่นทีม่กีารทาํงานของเอนไซม ์NQO1 
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The present study was to verify the role of NQO1 on chemotherapeutic response. 

By suppression of NQO1 using the NQO1 siRNA, it was shown that suppression of NQO1 

induced apoptosis and enhanced chemotherapeutic agents (5-fluorouracil (5-FU), 

gemcitabine (Gem) and doxorubicin (Doxo)) -induced cytotoxicity. In contrast, induction of 

NQO1 protein expression by NQO1 overexpression vector decreased the drug sensitivity. 

Nevertheless, the modulatory effects of NQO1 siRNA required the human tumor suppressor 

gene p53 were associated the increase of p53 and p21 expression. Inhibition of p53 

expression by siRNA diminished the chemosensitizing effect of NQO1 siRNA. The result 

suggested that the chemosensitizing effect was mediated via p53 activation. The 

association of NQO1 and p53 on chemosensitivity was explored. The present study showed 

that the treatment of 5-FU and Doxo increased p53 protein while the NQO1 enzyme activity 

but not the protein was depressed in vitro and in vivo. By the immunoprecipitation assay, 

NQO1 was found to physically interact with p53, suggesting a protein-protein interaction 

between p53 and NQO1 leading to suppressed NQO1 activity. The NQO1 inhibition 

enhanced p53-mediated cell death was decreased only in p53-expressing cancer cells. It 

was, therefore, suppression of NQO1 activity by drug’s-induced p53 may be partly 

responsible for chemosensitivity effect. 

In summary, NQO1 plays a critical role in cytoprotection against chemotherapeutic 

agents in CCA cells. NQO1 overexpression decreased the drug sensitivity, while inhibition 

of NQO1 confers the chemosensitizing via p53. Enhanced chemosensitivity by targeting at 

NQO1 may be a novel treatment strategy to overcome drug resistance in bile duct cancer 

and other cancers with high NQO1 activity. 
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การส่งเสริมความไวต่อเคมีบาํบดัของมะเรง็ท่อน้ําดี 

โดยมุ่งเป้าหมายท่ีเอนไซม ์NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 

 

1. บทนํา 

 มะเรง็ท่อน้ําด ี (cholangiocarcinoma, CCA) มอุีบตักิารณ์การเกดิโรคตํ่ามากใน

ประชากรยโุรป ประเทศแถบตะวนัตกและเอเชยีส่วนใหญ่ ขณะทีอุ่บตักิารณ์ของโรคมะเรง็ชนิด

น้ีสงูมากในประชากรไทยภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและพืน้ทีจ่งัหวดัขอนแก่น การรกัษาผูป้ว่ย

มะเรง็ท่อน้ําดทีีไ่ดผ้ลดทีีสุ่ดในปจัจบุนั คอืการผ่าตดั ซึง่จะใหป้ระสทิธภิาพสงูสุดในผูป้ว่ยมะเรง็

ท่อน้ําดรีะยะแรก อย่างไรกต็าม การผ่าตดัสามารถทําไดก้บัผูป้ว่ยจาํนวนน้อยมาก เน่ืองจาก

ผูป้ว่ยมาพบแพทยใ์นระยะทีโ่รคลุกลามแลว้ จงึไมส่ามารถเขา้รบัการผ่าตดัแบบหายขาดได ้

(curative resection) ความลม้เหลวในการรกัษาและการพยากรณ์โรคทีไ่ม่ดใีนมะเรง็ท่อน้ําด ีทาํ

ใหผู้ป้ว่ยส่วนใหญ่เสยีชวีติในระยะเวลาสัน้ จดุดอ้ยสําคญัประการหน่ึงคอืโรคน้ียงัไมม่แีผนการ

รกัษาดว้ยยาเคมบีาํบดัทีเ่ป็นมาตรฐานสากล อาจเน่ืองจากมะเรง็ชนิดน้ีตอบสนองต่อยาเคมี

บาํบดัในอตัราทีต่ํ่า (จดัเป็นมะเรง็ดือ้ต่อยาเคมบีําบดั(Tepsiri et al., 2005)) และโรคสามรถ

กลบัมาเป็นซํ้าใหมไ่ด ้ ขอ้มลูทีผ่่านมา การรกัษาดว้ยยาเคมบีําบดัมกัก่อผลขา้งเคยีงและทาํให้

ผูป้ว่ยมคีุณภาพชวีติทีล่ดลง ดงันัน้ การศกึษาหากลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัความไว/การตอบสนองต่อ

ยาเคมบีาํบดั จงึเป็นงานวจิยัทีม่คีวามเร่งด่วน เพื่อแสวงหาแนวทางใหมใ่นการเสรมิรกัษา และ/

หรอื เพิม่ประสทิธภิาพในการรกัษาและพฒันาคุณภาพชวีติของผูป้ว่ยมะเรง็ท่อน้ําด ี

 มะเรง็ท่อน้ําดอีาจดือ้ต่อยาเคมบีาํบดัดว้ยกลไกทีห่ลากหลาย ไมว่่าจะเป็นการเพิม่กลไก

การปกป้องตวัเองและการเพิม่สารตา้นอนุมลูอสิระภายในเซลลม์ะเรง็ เอนไซม ์ NAD(P)H: 

quinone oxidoreductase 1 (NQO1, EC 1.6.99.2) เป็นเอนไซมท์ีท่ําหน้าทีก่ําจดัสารภายนอก

รา่งกายและช่วยตา้นอนุมลูอสิระ มบีทบาทสาํคญัในการปกป้องเซลลจ์ากสารจาํพวก quinines, 

quinonoids และสารก่อมะเรง็หรอืยาทีเ่หน่ียวนําใหเ้กดิภาวะเครยีดออกซเิดชนั ทาํหน้าที่

ป้องกนัการเกดิสารอนุมลูอสิระออกซเิจนและเรง่ปฏกิริยิารดีกัชนัของสารต่างๆ เอนไซม ์NQO1 

มหีน้าทีร่ดีวิซโ์ดยการส่งอเิลค็ตรอน-พรอ้มกนัจาํนวน 2 ตวั แก่ซบัเสตรทพวกสารประกอบ 

quinone nitro หรอื azo compounds ทาํใหก้ลายเป็นเมแทบอไลทท์ีห่มดฤทธิ ์ นอกจากน้ี 

NQO1 ยงัมบีทบาทสําคญัในการนําวติามนิอแีละ coenzyme Q กลบัมาใชง้านใหม่ 

(regenerate) และมบีทบาทในการป้องกนัไมใ่ห ้ tumor suppressor p53 ถูกสลายโดยงา่ยดว้ย 

proteasome 

 มรีายงานการศกึษาก่อนหน้าว่ามะเรง็หลายชนิดมกีารทํางานของ NQO1 เพิม่สงูขึน้ 

เช่น มะเรง็ตบัอ่อน มะเรง็ลําไส ้ มะเรง็เตา้นม และมะเรง็ปอด(Belinsky and Jaiswal, 1993, 

Awadallah et al., 2008) ซึง่สนบัสนุนว่าเอนไซม ์ NQO1 น่าจะมบีทบาทในการป้องกนัตวัเอง

ของเซลลม์ะเรง็ ช่วยใหเ้ซลลม์ะเรง็อยู่รอดไดด้ขีึน้ และมคีวามเป็นไปไดส้งูทีม่ะเรง็เหล่าน้ีอาจใช้
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ประโยชน์จากการทํางานของเอนไซมน้ี์เพื่อป้องกนัตนเองจากยาเคมบีาํบดั สาํหรบัมะเรง็ท่อ

น้ําดนีัน้ มขีอ้มลูว่าการทํางานของ NQO1 เพิม่สงูขึน้ในเน้ือเยือ่มะเรง็ท่อน้ําด ี และสมัพนัธก์บั

ระยะเวลารอดชพีของผูป้ว่ยมะเรง็ท่อน้ําด ีรวมทัง้เป็นปจัจยัการพยากรณ์โรคทีไ่มด่ ีและมคีวาม

เป็นไปไดว้่าการยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 จะเป็นแนวทางใหม่ทีช่่วยส่งเสรมิการตายของ

เซลลม์ะเรง็แบบ apoptosis ส่งผลใหม้กีารตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัเพิม่ขึน้ อยา่งไรกต็าม 

บทบาทของ NQO1 ในมะเรง็ท่อน้ําดยีงัมขีอ้มลูจาํกดั และบทบาทของ NQO1 ต่อการออกฤทธิ ์

ของยาเคมบีาํบดันัน้ ยงัตอ้งพสิจูน์ใหแ้น่ชดั  

 ดงันัน้การศกึษาวจิยัครัง้น้ี จงึมุง่ศกึษาเพื่อพสิูจน์บทบาทของ NQO1 ในเซลลม์ะเรง็ 

และศกึษาความเป็นไปไดใ้นการใช ้ NQO1 เป็นเป้าหมายในการรว่มรกัษา/ส่งเสรมิความไวต่อ

เคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ี รวมถงึศกึษากลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยบัยัง้ NQO1 เมือ่ให้

รว่มกบัยาเคมบีาํบดั  

 

 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1) พสิจูน์ความสาํคญัของ NQO1 ต่อการเพิม่จาํนวนของเซลล ์การอยูร่อดและการตาย

ของเซลล ์และการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ี 

1.1 ศกึษาการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดทีีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์

NQO1 โดยใชเ้ทคนิค NQO1 siRNA เปรยีบเทยีบกบัเซลลม์ะเรง็ตน้ฉบบั 

1.2 ศกึษาการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดทีีเ่พิม่การแสดงออก

ของเอนไซม ์NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์เปรยีบเทยีบกบั

เซลลม์ะเรง็ต้นฉบบั 

2) ศกึษากลไกการตายทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการทาํงานของเอนไซม ์NQO1 และการ

ตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดั  

2.1 ศกึษาการเปลีย่นแปลงของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตายของเซลล ์โดยเฉพาะวถิี

โปรตนี p53 เมือ่ใหย้าเคมบีําบดัแก่เซลลม์ะเรง็ทีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 โดยใชเ้ทคนิค 

NQO1 siRNA เปรยีบเทยีบกบัเซลลม์ะเรง็ตน้ฉบบั 

2.1 ศกึษาการเปลีย่นแปลงของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตายของเซลล ์โดยเฉพาะวถิี

โปรตนี p53 เมือ่ใหย้าเคมบีําบดัแก่เซลลม์ะเรง็ทีเ่พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 โดยใส่ 

NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์เปรยีบเทยีบกบัเซลลม์ะเรง็ตน้ฉบบั 

3) พสิจูน์ความสาํคญัของวถิโีปรตนี p53 ในการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัของ

เซลลม์ะเรง็ทีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 โดยใชเ้ทคนิค NQO1 siRNA เปรยีบเทยีบกบั

เซลลม์ะเรง็ต้นฉบบั 

4) พสิจูน์ยนืยนัความสาํคญัของ NQO1 ต่อการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัใน

เซลลม์ะเรง็ชนิดอื่น ไดแ้ก่ เซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ HCT116 (p53 +/+) และ เซลลม์ะเรง็ต่อม
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ลกูหมาก PC3 (p53 -/-) โดยใชเ้ทคนิค NQO1 siRNA และการใช ้dicoumarol (potent NQO1 

inhibitor)  

 

 

3. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

1) บทบาทหน้าท่ีของเอนไซม ์NQO1 

เอนไซม ์ NQO1 ทาํหน้าทีก่ําจดัสารภายนอกร่างกายและช่วยตา้นอนุมลูอสิระ พบใน

ส่วน cytosol ของเซลล ์ทาํหน้าที่กําจดัพษิโดยการรดีวิซ์ สารกลุ่มอนุพนัธ์ของ quinones ให้

กลายเป็น hydroquinones ที่มพีษิลดลง เอนไซม ์ NQO1 ยงัสามารถรดีวิซ ์ coenzyme Q 

และ α-tocopherol ให้กลบัอยู่ในรูปรดีวิซเ์พื่อใช้งานใหม่ เน่ืองจาก coenzyme Q และ α-

tocopherol ทาํหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอสิระในชัน้ลปิิดเมมเบรน ดงันัน้ NQO1 จงึมี

บทบาทช่วยเพิม่การทาํงานของสารต้านอนุมูลอสิระเหล่าน้ีโดยตรงให้มปีระสทิธภิาพมาก

ยิง่ขึน้ นอกจากน้ี NQO1 ยงัสามารถจบักบั 20S proteasome ป้องกนัการย่อยสลายของ

โปรตนีที่ม ี half-life สัน้ๆ เช่น tumor suppressor p53 และ p73 ซึ่งจะถูก ubiquitination 

ก่อนถูกสลายด้วยเอนไซม(์Ross et al., 2000, Ross and Siegel, 2004) 

ยนี NQO1 อยู่บนโครโมโซมที่ 16 ประกอบด้วย 6 exon และ 5 intron ที่บรเิวณ 

promoter region ประกอบด้วย consensus sequence ที่เรยีกว่า antioxidant response 

element (ARE) หรอื electrophile response element (EpRE) การกระตุ้น ARE จะมผีล

ชกันําให้เพิม่การแสดงออกของยนี NQO1 โดย transcription factor nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) สามารถจบักบั ARE และชกันําการแสดงออกของยนีที่

เป็น down-stream ของ ARE (ได้แก่ NQO1, HO-1, glutathione S-transferase และ g-

glutamylcysteine ligase เป็นต้น) โดยการทาํงานของ Nrf2 ถูกกระตุ้นได้ด้วยภาวะ 

oxidative stress จากสิง่กระตุ้นต่างๆ เช่น H2O2, endotoxin, UV และ proinflammatory 

cytokines รวมทัง้ สารเคม ีเช่น curcumin, isothiocyanates และ BHT เป็นต้น  

2) เอนไซม ์NQO1 กบัมะเรง็ชนิดต่างๆ 

การแสดงออกและการทํางานของ NQO1 นัน้ ถูกควบคุมทัง้จากลกัษณะทางพนัธุกรรม

ที่มคีวามหลากหลาย (polymorphism) และปจัจยัสิง่แวดลอ้ม (enzyme inducer/inhibitor) 

ปฏกิริยิาต่อกนัระหว่าง 2 ปจัจยัน้ี มผีลต่อบทบาทและการทาํงานของ NQO1 ทัง้ในเซลลป์กติ

และเซลลม์ะเรง็ แมจ้ะทราบดวี่าการเพิม่การทาํงานของ NQO1 จะป้องกนัเซลลบ์าดเจบ็และ

อาจส่งผลป้องกนัการเกดิโรคมะเรง็ แต่การศกึษาในมะเรง็หลายชนิด กลบัพบว่าเน้ือเยือ่มะเรง็มี

การทํางานของ NQO1 เพิม่มากผดิปกต ิเช่น มะเรง็ตบัอ่อน มะเรง็ปอด มะเรง็ลาํไส ้และมะเรง็

เตา้นม(Belinsky and Jaiswal, 1993, Awadallah et al., 2008) และมกีารศกึษาทีแ่สดงถงึ

บทบาทของ NQO1 ต่อการก่อโรคมะเรง็และพฒันาการของโรคมะเรง็ มขีอ้มลูว่าเอนไซม ์

NQO1 เกีย่วขอ้งกบัการรกัษาดว้ยยาเคมบีําบดั โดยพบว่าการยบัยัง้การทํางานของ NQO1 
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ดว้ยการให ้ dicoumarol (สารยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1, NOQ1 inhibitor) หรอืการยบัยัง้การ

แสดงออกของ NQO1 mRNA สามารถชกันําใหเ้ซลลม์ะเรง็ไวต่อฤทธิข์องสารเคมแีละยาเคมี

บาํบดั เช่น arsenic หรอื cisplatin โดยเพิม่การชดันําใหเ้กดิ apoptosis มากยิง่ขึน้(Cullen et 

al., 2003) จงึเกดิขอ้สนันิษฐานว่าเอนไซม ์ NQO1 มผีลป้องกนัเซลลม์ะเรง็ และการยบัยัง้การ

ทาํงาน NQO1 อาจเป็นแนวทางเสรมิการรกัษามะเรง็ดว้ยยาเคมบีาํบดัใหไ้ดผ้ลดยีิง่ขึน้ 

ขอ้เสนอถงึ NQO1 ในแงเ่ป็นเป้าหมายในการเพิม่ความไวต่อยาเคมบีาํบดัไดร้บัการยนืยนัใน

เซลลม์ะเรง็อกีหลายชนิด ตวัอยา่งเช่น dicumarol ช่วยเพิม่ความไวหรอืฤทธิข์อง doxorubicin 

ในการฆา่เซลลม์ะเรง็ urothelial cancer cells (Matsui et al., 2009)  

3) เอนไซม ์NQO1 กบัมะเรง็ท่อน้ําดี 

รายงานก่อนหน้าของคณะผูว้จิยัไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าการทาํงานของ NQO1 ในเซลลม์ะเรง็

ท่อน้ําดเีพาะเลีย้งถูกยบัยัง้ในสภาวะอกัเสบเลยีนแบบ (inflammatory cytokine combination) 

และอาจส่งผลปรบัเปลีย่นการตอบสนองของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดต่ีอสารต่างๆ (Prawan et al., 

2009) นอกจากน้ี ยงัพบว่าเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดมีกีารทํางาน NQO1 สูงกว่า HeLa Chang cells 

(เซลล์ตบัปกต)ิ ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหน้า (Strassburg et al., 2002) ทีน่่าสนใจคอื

การศกึษาล่าสุดของคณะผู้วจิยั พบว่าในเน้ือเยื่อมะเรง็ของผูป้่วยมะเรง็ท่อน้ําดมีกีารแสดงออก

และการทํางานของ NQO1 สูงกว่าเน้ือเยื่อปกตทิีอ่ยู่ขา้งเคยีง และสมัพนัธก์บัระยะเวลารอดชพี

ของผูป้ว่ยมะเรง็ท่อน้ําด ีรวมทัง้ การทาํงานของ NQO1 ทีเ่พิม่ขึน้ยงัเป็นปจัจยัการพยากรณ์โรค

ทีไ่มด่ ีขอ้มลูน้ีบ่งชีว้่า NQO1 น่าจะมคีวามสําคญัต่อการเจรญิและอยู่รอดของเซลลม์ะเรง็ เป็นที่

น่าสนใจว่าการยบัยัง้ NQO1 น่าจะเหน่ียวนําใหเ้กดิการตายหรอืส่งเสรมิความไวของเซลลม์ะเรง็

ท่อน้ําดใีหไ้ด้ขึน้ ที่สําคญัคอืคณะผู้วจิยัได้รายงานผลของการให้ dicumarol (ขนาดยาตํ่าทีไ่ม่มี

พษิต่อเซลล)์ รว่มกบัยาเคมบีาํบดัพบว่าสามารถส่งเสรมิความไวต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็

ท่อน้ําดไีด ้อยา่งไรกต็าม ยงัจาํเป็นตอ้งพสิจูน์เพิม่เตมิถงึบทบาทของ NQO1 ต่อการอยู่รอดของ

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ีโดยการยบัยัง้การแสดงออกของ NQO1 mRNA อย่างจาํเพาะ รวมถงึการ

พสิูจน์บทบาทของ NQO1 ต่อการเกิด chemoresistance โดยการเหน่ียวนําให้เพิม่การ

แสดงออกของเอนไซม์ NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เข้าในเซลล์ และ

การศกึษาความเป็นไปไดท้ีจ่ะทําการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 เพื่อเป็นแนวทางใหม่ทีช่่วยส่งเสรมิ

การตายของเซลลม์ะเรง็แบบ apoptosis ส่งผลใหม้กีารตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัเพิม่ขึน้ 
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4. วิธีการดาํเนินงานวิจยั 

การศกึษาครัง้น้ี ใชร้ปูแบบการทดลอง ประกอบดว้ยการศกึษาทีใ่ชเ้ซลลม์นุษย์

เพาะเลีย้งเป็นแบบจาํลอง (in vitro experiment) และการศกึษาทีใ่ชส้ตัวท์ดลองเป็นแบบจาํลอง 

(in vivo experiment) 

4.1 ขอบเขตการวิจยั 

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดทีีใ่ชใ้นการศกึษา “Suppression of NAD(P)H-quinone 

oxidoreductase 1 enhanced the susceptibility of cholangiocarcinoma cells to 

chemotherapeutic agents” คอื เซลล ์ KKU-100 (เซลลม์นุษยเ์พาะเลีย้งทีม่แีหล่งกําเนิดจาก 

intrahepatic bile duct มลีกัษณะเป็น poorly differentiated cell) และ เซลล ์KKU-M214 (เซลล์

มนุษยเ์พาะเลีย้งทีม่แีหล่งกําเนิดจาก intrahepatic bile duct มลีกัษณะเป็น well differentiated 

cell) โดยเซลลป์กตทิีใ่ชเ้ปรยีบเทยีบกบัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ี คอื เซลล ์ Liver Chang cell และ 

เซลล ์MMNK1 cell (normal bile duct epithelial cell) 

เซลลม์ะเรง็ทีใ่ชใ้นการศกึษา “Chemosensitization by targeting NQO1 is p53-

medaited mechanism” คอื เซลลม์ะเรง็ลาํไสใ้หญ่ human colon carcinoma HCT116 ซึง่มี

การแสดงออกของ p53 แบบปกต ิ (wild-type p53 (p53 +/+) และ เซลลม์ะเรง็ต่อมลกูหมาก 

human prostate cancer cell PC3 ซึง่ไมม่กีารแสดงออกของ p53 (null p53 (p53 -/-) 

สตัวท์ดลองทีใ่ชใ้นการศกึษา คอืหนูเมาสเ์พศผูส้ายพนัธุ ์C57BL/6 ซึง่มกีารแสดงออกของ p53 

แบบปกต ิ(wild-type p53 mice) สถาบนัผูผ้ลติสตัวท์ดลอง คอื Center for Cancer Research 

and Department of Biology, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, 

Massachusetts, USA ทัง้น้ี การศกึษาในสตัวท์ดลองไดร้บัความเหน็ชอบของ the Institutional 

Animal Care and Use Committee of the University of Kentucky, Texas, USA  

การพสิูจน์ความสาํคญัของ NQO1 ต่อการเพิม่จาํนวน การอยู่รอดและการตาย และการ

ตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ แบ่งเป็น 2 ลกัษณะ คอืทาํการเพิม่การทาํงานของ 

NQO1 ซึง่อาศยัการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยใส่ NQO1 

overexpression vector เขา้ในเซลล ์ ขณะทีก่ารยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 อาศยัเทคนิคการใส่ 

NQO1 siRNA เขา้ในเซลล ์ แลว้ทาํการเปรยีบเทยีบการตอบสนองของเซลลท์ีถู่กปรบัเปลีย่น

การทํางานของ NQO1 กบัเซลลม์ะเรง็ต้นฉบบั 

ยาเคมบีาํบดัทีใ่ชใ้นการศกึษา ไดแ้ก่ 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (Doxo) และ 

gemcitabine (Gem) ซึง่เป็นยาเคมบีาํบดัหลกัทีใ่ชบ่้อยในการรกัษามะเรง็ท่อน้ําด ี มะเรง็

ทางเดนิอาหาร และมะเรง็ชนิด solid tumor 
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กรอบแนวความคิดของเร่ือง ความสาํคญัของ NQO1 ต่อการเพิม่จาํนวนของเซลล ์การอยูร่อดและการตายของเซลล ์ 

และการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ 
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4.2 วิธีการศึกษาวิจยั 

1) การยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ด้วยเทคนิค NQO1 siRNA  

NQO1 siRNA (siGENOME SMARTpool siRNA #M-005133-02-0020), p53 siRNA 

(siGENOME SMARTpool siRNA #M-003329-03-0005) และ control siRNA (siGENOME non-

targeting siRNA #D-001210-02-20) ทีใ่ชเ้ป็นชนิด pooled of pre-designed siRNAs ซึง่จะ

ประกอบดว้ย different sequences of siRNA จาํนวน 4 สาย ทีอ่อกแบบใหจ้าํเพาะต่อยนีทีส่นใจ

ศกึษา การนํา siRNA เขา้เซลล ์ จะใชส้าร Lipofectamine
TM

 2000 (Invitrogen) เป็น transfection 

reagent และใชร้ะยะเวลา transfection เท่ากบั 24-48 ชัว่โมง จากนัน้ทาํการประเมนิผลยบัยัง้

เอนไซม ์ NQO1 โดยวดัการทาํงานของเอนไซม ์ NQO1, การแสดงออกของ NQO1 mRNA และ 

NQO1 protein 

2) การเพิม่การทาํงานของ NQO1 ด้วยการเหนีย่วนําให้เพิม่การแสดงออกของ

เอนไซม ์NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เข้าในเซลล ์

NQO1 overexpression vector (Origene Technologies #SC119599) ทีใ่ชเ้ป็นชนิด 

pCMV6-XL5 plasmid (ขนาด 4,707 bp) ซึง่จะม ี NQO1 cDNA (ขนาด 1,120 bp) ทีเ่ป็น 

complete wild-type NQO1 coding sequence (NM_000903.2) อยูภ่ายใน และใช ้pCMV6-XL5 ที่

ไมม่ยีนี NQO1 เป็น negative control vector การนํา NQO1 overexpression vector เขา้เซลล ์จะ

ใชส้าร transfection reagent คอื Lipofectamine
TM

 LTX and Plus™ reagent (Invitrogen) และใช้

ระยะเวลา transfection เท่ากบั 24 ชัว่โมง จากนัน้ทาํการประเมนิผลการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การ

แสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยวดัการทาํงานของเอนไซม ์ NQO1, การแสดงออกของ NQO1 

mRNA และ NQO1 protein 

3) การวดัการทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ด้วยเทคนิค NQO1 enzyme activity 

assay 

ทาํการวดัการทํางานของเอนไซม ์NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 enzyme activity assay ดงั

ปรากฏในรายงานก่อนหน้าของเบญจพร บุราณรตัน์และคณะ (Buranrat et al., 2010) โดย

ความสามารถในการทํางานของเอนไซม ์ NQO1 จะถูกตรวจวดัดว้ยวธิ ี dicoumarol-suppressible 

rate-kinetic assay โดยเอนไซม ์ NQO1 จะทําหน้าทีเ่ปลีย่นแปลงสบัสเตรท menadione ใหเ้ป็น 

blue formazan metabolite ดว้ยปฏกิริยิา reduction จากนัน้ทาํการวเิคราะหป์รมิาณ metabolite ที่

เกดิขึน้ โดยวดัอตัราการดูดกลนืแสงของสาร metabolite ทีค่วามยาวคลื่น 620 nm ดว้ยเครือ่ง 

spectrophotometer ค่าทีไ่ดจ้ะถูกนําไปคํานวณเป็นอตัราความสามารถในการทํางานของเอนไซม ์

NQO1 มหีน่วยการทํางานของเอนไซม ์คอื nmol/min/mg protein 

4) การวดัการตายของเซลล ์(cytotoxicity) ด้วยเทคนิค SRB assay 

ทาํการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดใีน 96-well culture plate จากนัน้เตมิยาเคมบีาํบดัที่

ความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้เลีย้งเซลลต่์อไปอกี 24-48 ชัว่โมง จากนัน้จงึเตมิสารละลาย trichloroacetic 

acid เพือ่ fixed เซลล ์ ก่อนทีจ่ะเตมิสารละลาย sulforhodamine B (SRB) และทาํการเตมิ Tris 
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base buffer เพื่อละลายสาร SRB เกดิเป็นสารละลายสมีว่ง ซึง่สามารถวดัสญัญาณหรอืค่าการ

ดดูกลนืแสงของสารละลาย SRB ดว้ยเครือ่ง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 540 nm จากนัน้

ค่าทีไ่ดจ้ะถูกนําไปคาํนวณเป็นอตัราการตายของเซลล ์ เทยีบกบัเซลลท์ีไ่มไ่ดร้บัยาเคมบีาํบดั ซึง่จะ

มคี่าการตายของเซลล ์(cytotoxicity) เท่ากบั 0% 

5) การวดัแสดงออกของ NQO1 mRNA ด้วยเทคนิค real-time polymerase chain 

reaction (real-time PCR or qPCR) 

ทาํการวดัระดบัการแสดงออกของ NQO1 mRNA ดว้ยเทคนิค reverse transcription และ 

real time-polymerase chain reaction โดย total RNA ทีส่กดัไดจ้ากเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดจีะถูก

เปลีย่นดว้ยปฏกิริยิา reverse transcription ใหเ้ป็น cDNA template จากนัน้ทําการตรวจหาปรมิาณ

การแสดงออกของ NQO1 ดว้ยปฏกิริยิา real time-PCR โดยใช ้SYBR Green staining dye เป็น 

detection probe และม ีβ-actin เป็นยนีอา้งองิ 

6) การวดัการแสดงออกของโปรตีน ด้วยเทคนิค Western blot analysis 

ทาํการแตกเซลลเ์พื่อใหไ้ดโ้ปรตนี โดยใช ้ lysis buffer นําตวัอยา่งไปป ัน่เหวีย่งดว้ยเครือ่ง

ป ัน่เหวีย่ง เพื่อแยกเกบ็ส่วน soluble protein จากนัน้นําโปรตนีทีส่กดัไดไ้ปแยกดว้ยกระแสไฟฟ้า

บน 10% SDS-polyacrylamide gel ซึง่จะแยกโปรตนีออกจากกนัตามขนาดโมเลกุล จากนัน้ทาํการ

เคลื่อนยา้ยโปรตนีทีแ่ยกไดจ้าก SDS-polyacrylamide gel ไปยงั PVDF membrane นําเมมเบรน

ไป incubate ใน specific primary antibody นาน 12 ชัว่โมง แลว้จงึนําเมมเบรนไป incubate ใน 

secondary antibody ทีเ่หมาะสม นาน 2-4 ชัว่โมง ในขัน้ตอนสุดทา้ย ทาํการเตมิ ECL substrate 

solution ลงบนเมมเบรนและวดัระดบัการแสดงออกของโปรตนีโดยการถ่ายภาพดว้ยเครือ่ง 

ImageQuant™ LAS4000 (GE Healthcare)  

7) การวดัการจบักนัระหว่างโปรตีน ด้วยเทคนิค immunoprecipitation 

ทาํการแตกเซลลเ์พื่อใหไ้ดโ้ปรตนี โดยใช ้ lysis buffer นําตวัอยา่งไปป ัน่เหวีย่งดว้ยเครือ่ง 

ป ัน่เหวีย่ง เพื่อแยกเกบ็ส่วน soluble protein จากนัน้นําโปรตนีทีส่กดัไดไ้ป incubate ใน specific 

primary antibody นาน 12 ชัว่โมง แลว้จงึเตมิ protein A/G (Santa Cruz Biotechnology) ลงไปใน 

cellular protein and primary antibody mixture นําตวัอยา่งไปป ัน่เหวีย่งดว้ยเครือ่งป ัน่เหวีย่ง เพื่อ

แยกเกบ็ส่วน immunoprecipitates ซึง่จะถูกนําไป run บน 10% SDS-polyacrylamide gel และ

ตรวจวดัการจบักนัระหว่างโปรตนี ดว้ยเทคนิค Western blot analysis ต่อไป 

8) การศึกษาผลของ doxorubicin ต่อการแสดงออกของ NQO1 mRNA และการ

ทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ในเน้ือเยือ่ตบัและลาํไส้ใหญ่ 

ทาํการใหย้า doxorubicin ดว้ยการฉีดเขา้ช่องทอ้ง (intraperitoneal injection) ขนาด 20 

mg/kg ครัง้เดยีว แก่หนูเมาสเ์พศผูส้ายพนัธุ ์C57BL/6 ซึง่มกีารแสดงออกของ p53 แบบปกต ิ(wild-

type p53 mice) สามวนัหลงัใหย้า doxorubicin หนูเมาสถ์ูกทําใหต้ายโดยการใหย้าสลบขนาดสูง 

(Nembutal\sodium solution ขนาด 65 mg/kg body weight) และทาํการผ่าตดัเพื่อเกบ็เน้ือเยือ่ตบั

และลาํไส ้เพื่อศกึษาผลของ doxorubicin ต่อการแสดงออกของ NQO1 protein และการทํางานของ
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เอนไซม ์ NQO1 ทัง้น้ี การศกึษาในสตัวท์ดลองไดร้บัความเหน็ชอบของ the Institutional Animal 

Care and Use Committee of the University of Kentucky, Texas, USA  

9) การวิเคราะหท์างสถิติ 

ผลการวเิคราะหท์ัง้หมดนําเสนอเป็นค่า mean + SEM จาก triplicate assays ของการ

ทดลองจาํนวน 3 ครัง้ และทาํการวเิคราะหท์างสถติเิพื่อหาความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและ

กลุ่มทดสอบโดยใชส้ถติ ิ An analysis of variance with repeated measurement ทัง้น้ี ความ

แตกต่างอยา่งมนียัสําคญัทางสถติไิดก้ําหนดค่าที ่p<0.05 

4.3 สถานท่ีทาํการวิจยั  

หอ้งปฏบิตักิารวจิยั ภาควชิาเภสชัวทิยา คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น และ 

หอ้งปฏบิตักิารวจิยั Department of Toxicology, Graduates School of Medicine, University of 

Kentucky, Texas, USA 

 

 

5. ผลการศึกษา 

5.1 การแสดงออกของ NQO1 mRNA, NQO1 protein และการทาํงานของเอนไซม ์

NQO1 ในเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดีเพาะเล้ียงและเซลลเ์พาะเล้ียงปกติ 

เมือ่ศกึษาเปรยีบเทยีบการแสดงออกของ NQO1 mRNA, NQO1 protein และการทํางานของ

เอนไซม ์ NQO1 ในเซลลเ์พาะเลีย้งชนิดต่างๆ พบว่าเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดทีีใ่ชใ้นการศกึษา คอื 

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-100 มกีารแสดงออกของ NQO1 mRNA, NQO1 protein และการ

ทาํงานของเอนไซม ์ NQO1 สงูทีสุ่ด โดยสงูกว่าทัง้เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-M214 และเซลล์

ปกตทิีใ่ชเ้ปรยีบเทยีบในการศกึษาน้ี คอื เซลล ์Liver Chang cell และ เซลล ์MMNK1 cell (normal 

bile duct epithelial cell) (ดงัปรากฏในรปูที ่ 1 ภาคผนวก ก.) ดงันัน้ ในการศกึษาลําดบัต่อไป 

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-100 จงึใชเ้ป็นแบบจาํลองศกึษาผลการยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ย

เทคนิค NQO1 siRNA ต่อการเพิม่จาํนวนของเซลล ์ การอยูร่อดและการตายของเซลล ์ และการ

ตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ ขณะที ่ เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-M214 จะใชเ้ป็น

แบบจาํลองเพื่อศกึษาผลการการเพิม่การทํางานของ NQO1 ดว้ยการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การ

แสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์ ต่อการเพิม่

จาํนวนของเซลล ์ การอยูร่อดและการตายของเซลล ์ และการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัของ

เซลลม์ะเรง็ 

 

5.2 ผลการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ด้วยเทคนิค NQO1 siRNA ต่อการเพ่ิมจาํนวนของ

เซลล ์การอยู่รอดและการตายของเซลล ์และการตอบสนองต่อยาเคมีบาํบดัของเซลลม์ะเรง็ 

เมือ่ทาํการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA ในเซลล ์KKU-100 เป็นเวลา 

24-48 ชัว่โมง สามารถลดการแสดงออกของ NQO1 mRNA, NQO1 protein และการทํางานของ
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เอนไซม ์NQO1 อยา่งมนียัสําคญั โดยทีเ่วลา 48 ชัว่โมง NQO1 siRNA สามารถลดการแสดงออกของ 

NQO1 mRNA, NQO1 protein และการทํางานของเอนไซม ์ NQO1 ไดม้ากกว่า 85% เมือ่เทยีบกบั

เซลลต์น้ฉบบั (ดงัปรากฏในรปูที ่2 ภาคผนวก ก.) ดงันัน้ ในการศกึษาลําดบัต่อไป เซลล ์KKU-100 จะ

ถูกยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนไดร้บัยาเคมบีําบดั 

เพื่อศกึษาการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็และศกึษากลไกการตายทีเ่กี่ยวขอ้ง 

เมือ่ศกึษาผลการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA ต่อการเพิม่จาํนวนของ

เซลล ์ การอยูร่อดและการตายของเซลล ์ และการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็ พบว่า

การยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA มผีลชะลอการเพิม่จาํนวนของเซลล ์ ในการ

ทดสอบ cell proliferation ดว้ยเทคนิค clonogenic assay (unpublished data, อยูร่ะหว่าง

การศกึษาและรวบรวมขอ้มลูเพื่อตพีมิพ)์ มผีลชะลอการเคลื่อนทีข่องเซลล ์ ในการทดสอบ cell 

migration ดว้ยเทคนิค wound-healing assay (unpublished data, การศกึษาและรวบรวมขอ้มลู

เพื่อตพีมิพ)์ และยบัยัง้วฎัจกัรของเซลล ์ ในการทดสอบ cell cycle regulation ดว้ยเทคนิค FACs 

analysis (unpublished data, การศกึษาและรวบรวมขอ้มลูเพื่อตพีมิพ)์ เมือ่เทยีบกบัเซลลต์น้ฉบบั 

แมว้่าการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 เพยีงอยา่งเดยีว จะไม่มผีลเปลีย่นแปลงการอยู่รอดและการ

ตายของเซลล ์ เมือ่เทยีบกบัเซลลต์น้ฉบบั ในการทดสอบ cytotoxicity ดว้ยเทคนิค SRB assay แต่

พบว่าเซลล ์KKU-100 ทีไ่ดร้บั NQO1 siRNA รว่มกบัยาเคมบีาํบดั (ไดแ้ก่ 5-fluorouracil (5-FU), 

doxorubicin (Doxo) และ gemcitabine (Gem)) จะมคีวามไวต่อการออกฤทธิข์องยาเคมบีําบดัดี

ยิง่ขึน้ ไมว่่าจะทดสอบการใหN้QO1 siRNA รว่มกบัดว้ยยาเคมบีําบดัชนิดใดกต็าม (ดงัปรากฏในรปู

ที ่2 ภาคผนวก ก.) 

 

5.3 ผลการเพ่ิมการทาํงานของ NQO1 ด้วยการเหน่ียวนําให้เพ่ิมการแสดงออกของ

เอนไซม ์NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เข้าในเซลล ์ต่อการเพ่ิมจาํนวนของ

เซลล ์การอยู่รอดและการตายของเซลล ์และการตอบสนองต่อยาเคมีบาํบดัของเซลลม์ะเรง็ 

เมือ่ทําการเพิม่การทาํงานของ NQO1 ดว้ยการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์

NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์KKU-M214 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถ

เพิม่การแสดงออกของโปรตนี NQO1 และการทํางานของเอนไซม ์ NQO1 อยา่งมนีัยสําคญั โดยเพิม่

การแสดงออกของโปรตนี NQO1 และการทํางานของเอนไซม ์NQO1 ไดม้ากกว่า 2.5 เท่า เมือ่เทยีบ

กบัเซลลต์น้ฉบบั (ดงัปรากฏในรปูที ่ 4 ภาคผนวก ก.) ดงันัน้ ในการศกึษาลําดบัต่อไป เซลล ์ KKU-

M214 จะถูกเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression 

vector เขา้ในเซลล ์KKU-M214 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนไดร้บัยาเคมบีําบดั เพื่อศกึษาการตอบสนอง

ต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็และศกึษากลไกการตายทีเ่กีย่วขอ้ง 

เมือ่ศกึษาผลการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยใส่ NQO1 

overexpression vector เขา้ในเซลล ์ KKU-M214 พบว่าการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของ

เอนไซม ์ NQO1 เพยีงอยา่งเดยีวอาจไมเ่ปลีย่นแปลงการอยู่รอดและการตายของเซลล ์ ในการ
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ทดสอบ cytotoxicity ดว้ยเทคนิค SRB assay ในทางตรงขา้ม เซลล ์KKU-M214 ทีถู่กเหน่ียวนําให้

เพิม่การแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์เมือ่เซลลน้ี์

ไดร้บัยาเคมบีําบดั (ไดแ้ก่ 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (Doxo) และ gemcitabine (Gem)) 

จะมคีวามไวต่อการออกฤทธิข์องยาเคมบีําบดัทุกชนิดลดลง (ดงัปรากฏในรปูที ่4 ภาคผนวก ก.)  

 

5.4 ผลการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ด้วยเทคนิค NQO1 siRNA และผลการเพ่ิมการ

ทาํงานของ NQO1 ด้วยการเหน่ียวนําให้เพ่ิมการแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 โดยใส่ 

NQO1 overexpression vector เข้าในเซลล ์ต่อกลไกการตายท่ีเก่ียวข้องกบัการตอบสนอง

ต่อยาเคมีบาํบดัของเซลลม์ะเรง็ 

จากผลการศกึษาทีพ่บว่าเซลล ์KKU-100 ทีไ่ดร้บั NQO1 siRNA รว่มกบัยาเคมบีําบดัมคีวาม

ไวต่อการออกฤทธิข์องยาเคมบีําบดัดขีึน้ ดงันัน้ การศกึษาลําดบัต่อไป จงึทําการศกึษากลไกการตายที่

เกีย่วขอ้งกบัการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัของเซลลม์ะเรง็ โดยศกึษาการแสดงออกของโปรตนีที่

เกีย่วขอ้งกบัควบคุมการตายและการเจรญิของเซลล ์ ไดแ้ก่ โปรตนี p53, p21, cyclin D1 และ Bax 

ดว้ยเทคนิค Western blot analysis 

ผลการศกึษาทีไ่ด ้ พบว่ายาเคมบีําบดัมผีลเพิม่การแสดงออกของโปรตนี p53, p21 และ Bax 

ในเซลล ์KKU-100 ขณะทีเ่ซลล ์KKU-100 ทีไ่ดร้บั NQO1 siRNA รว่มกบัยาเคมบีําบดั จะยิง่เพิม่การ

แสดงออกของโปรตนีเหล่านัน้มากยิง่ขึน้ (ดงัปรากฏในรปูที ่3 ภาคผนวก ก.) ในทางตรงกนัขา้ม เมือ่

ทาํการเพิม่การทํางานของ NQO1 ดว้ยการเหน่ียวนําใหเ้พิม่การแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 โดยใส่ 

NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์KKU-M214 กลบัพบว่าการเพิม่การแสดงออกของเอนไซม ์

NQO1 ในเซลล ์ KKU-M214 ทาํใหเ้ซลลน์ัน้มกีารตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัทีล่ดลง โดยสมัพนัธก์บั

การลดลงของการแสดงออกของโปรตนี p53, p21 และ Bax เมือ่เทยีบกบัเซลล ์KKU-M214 ทีไ่ดร้บัยา

เคมบีําบดัเพยีงอย่างเดยีว (ดงัปรากฏในรปูที ่ 5 ภาคผนวก ก.) ดงันัน้ ผลการศกึษาน้ี ทาํให้

คาดการณ์ไดว้่าการตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัทีเ่พิม่ขึน้ในเซลลท์ีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ย

เทคนิค NQO1 siRNA น่าจะเกีย่วขอ้งกบัวถิกีารทาํงานของโปรตนี p53 ซึง่จะทาํการพสิจูน์ในลาํดบั

ต่อไป 

 

5.5 ผลการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 และโปรตีน p53 ด้วยเทคนิค NQO1 siRNA และ 

p53 siRNA ต่อการตอบสนองต่อยาเคมีบาํบดัของเซลลม์ะเรง็ 

เพื่อพสิจูน์ความเกี่ยวขอ้งของวถิกีารทาํงานของโปรตนี p53 กบัการตอบสนองต่อยาเคมี

บาํบดัของเซลลท์ีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA จงึทาํการศกึษาการยบัยัง้

โปรตนี p53 ดว้ยเทคนิค p53 siRNA ในเซลล ์ KKU-100 ผลการศกึษาพบว่า ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง 

p53 siRNA สามารถลดการแสดงออกของ p53 mRNA และ p53 protein อยา่งมนียัสาํคญั และการ

ยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 และโปรตนี p53 พรอ้มกนัดว้ยเทคนิค co-transfection เพื่อนํา NQO1 siRNA 

และ p53 siRNA เขา้เซลลพ์รอ้มกนั พบว่า การทํา co-transfection เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถลด
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การแสดงออกของ p53 mRNA และ NQO1 mRNA ไดม้ากกว่า 85% เมือ่เทยีบกบัเซลลต์น้แบบ (ดงั

ปรากฏในรปูที ่5 ภาคผนวก ก.) ดงันัน้ ในการศกึษาลาํดบัต่อไป เซลล ์KKU-100 จะถูกยบัยัง้เอนไซม ์

NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA หรอื ถูกยบัยัง้โปรตนี p53 ดว้ยเทคนิค p53 siRNA หรอืจะถูก

ยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 และโปรตนี p53 พรอ้มกนัดว้ยเทคนิค co-transfection เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ก่อนไดร้บัยาเคมบีําบดั (ดงัปรากฏในรปูที ่6 ภาคผนวก ก.) เพื่อศกึษาการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดั

ของเซลลม์ะเรง็ 

ผลการศกึษาทีไ่ด ้ พบว่าเซลลท์ีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 และโปรตนี p53 พรอ้มกนัดว้ย

เทคนิค co-transfection จะมกีารตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดั เมือ่ทดสอบ cytotoxicity ดว้ยเทคนิค 

SRB assay น้อยกว่าเซลลท์ีถู่กยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 เพยีงอย่างเดยีว และน้อยกว่าเซลลท์ีถู่กยบัยัง้

โปรตนี p53 เพยีงอย่างเดยีว โดยรปูแบบการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัทีพ่บจะคลา้ยคลงึกนั ไมว่่า

เซลลจ์ะไดร้บัยาเคมบีําบดัชนิดใดกต็าม (ดงัปรากฏในรปูที ่6 ภาคผนวก ก.) 

 

5.6 การศึกษาผลของยาเคมีบาํบดัต่อการแสดงออกของ NQO1 mRNA และการ

ทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ในเซลลม์ะเรง็ และเน้ือเย่ือตบัและลาํไส้ใหญ่ของหนูท่ีได้รบัยา

เคมีบาํบดั 

เน่ืองจากยาเคมบีาํบดัส่วนใหญ่มกัทาํใหเ้ซลลเ์กดิภาวะเครยีดออกซเิดชัน่ ขณะทีย่าเคมี

บาํบดัหลายชนิดใชก้ลไกกระตุน้การสรา้งอนุมลูอสิระในการฆ่าเซลลเ์ป็นกลไกหลกั จงึน่าสนใจว่า 

คอืภาวะเครยีดออกซเิดชัน่จากยาเคมบีําบดัจะมผีลทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ตอบสนองโดยเพิม่การ

แสดงออกของเอนไซมต์า้นออกซเิดชัน่ไดห้รอืไม ่ ดงันัน้ จงึทําการศกึษาผลของยาเคมบีําบดัต่อการ

แสดงออกของ NQO1 mRNA และการทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ในเซลลม์ะเรง็ ซึง่ผลการศกึษา

พบว่าการไดร้บั gemcitabine และ doxorubicin ทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ี KKU-100 เพิม่การ

แสดงออกของโปรตนี NQO1 (ดงัปรากฏในรปูที ่1 ภาคผนวก ก.) ขณะทีก่ารไดร้บั doxorubicin และ

5-fluorouracil ทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ลาํไสใ้หญ่ HCT116 ซึง่มกีารแสดงออกของ p53 แบบปกต ิเพิม่การ

แสดงออกของโปรตนี NQO1 และการทาํงานของเอนไซม ์ NQO1 (ดงัปรากฏในรปูที ่ 1 ภาคผนวก 

ข.) อยา่งไรกต็าม ผลการเหน่ียวนําการแสดงออกของ NQO1 mRNA และการทํางานของเอนไซม ์

NQO1 ของ doxorubicin จะพบเฉพาะในเซลลม์ะเรง็ทีม่กีารแสดงออกของ p53 แบบปกต ิ (wild-

type p53; p53 +/+) แต่ไมพ่บผลดงักล่าวเมือ่ใหย้า doxorubicin แก่เซลลม์ะเรง็ต่อมลกูหมาก PC3 

ซึง่ไม่มกีารแสดงออกของ p53 (null p53; p53 -/-) (ดงัปรากฏในรปูที ่3 ภาคผนวก ข.) 

ทีน่่าสนใจ คอื ผลการศกึษาทีพ่บในเซลลม์คีวามสอดคลอ้งกบัผลการทดสอบโดยใช้

สตัวท์ดลองเป็นแบบจาํลอง ซึง่พบว่าการใหย้า doxorubicin โดยการฉีดเขา้ช่องทอ้งแก่หนูเมาสเ์พศผู้

สายพนัธุ ์C57BL/6 ทีม่กีารแสดงออกของ p53 แบบปกต ิ(wild-type p53 mice) ทาํใหห้นูทีไ่ดร้บัยา 

doxorubicin มกีารแสดงออกของโปรตนี NQO1 และการทํางานของเอนไซม ์ NQO1 เพิม่ขึน้ทัง้ใน

เน้ือเยือ่ตบัและลาํไสใ้หญ่ (ดงัปรากฏในรปูที ่2 ภาคผนวก ข.)  
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5.7 การศึกษาความสมัพนัธแ์ละบทบาทของโปรตีน p53 ต่อการทาํงานของเอนไซม ์

NQO1  

เพื่อพสิจูน์ความเกี่ยวขอ้งของวถิกีารทาํงานของโปรตนี p53 และการทาํงานของเอนไซม ์

NQO1 ว่ามคีวามสมัพนัธก์นัหรอืไม ่ จงึทาํการเหน่ียวนําใหเ้ซลลม์กีารแสดงออกของโปรตนี p53 

โดยใส่ p53 overexpression vector เขา้ในเซลล ์ PC3 ซึง่เดมิเป็นเซลลท์ีไ่ม่มกีารแสดงออกของ 

p53 (null p53; p53 -/-) แลว้วดัการทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ในเซลล ์ PC3 ทีถู่กเหน่ียวนําใหม้ี

การแสดงออกของโปรตนี p53 เทยีบกบัเซลลใ์นภาวะปกต ิ ผลการศกึษาพบว่าเซลล ์ PC3 ทีถู่ก

เหน่ียวนําใหม้กีารแสดงออกของโปรตนี p53 จะมกีารทาํงานของเอนไซม ์ NQO1 ทีล่ดลง ใน

ลกัษณะแปรผกผนักบัปรมิาณโปรตนี p53 ทีเ่หน่ียวนําใหเ้พิม่มากขึน้ นอกจากน้ี ยงัพบว่าเซลล ์

PC3 ทีถู่กเหน่ียวนําการแสดงออกของโปรตนี p53 เมือ่ไดร้บัยา doxorubicin จะมกีารทํางานของ

เอนไซม ์NQO1 ทีล่ดลงตามขนาดของยา doxorubicin (ดงัปรากฏในรปูที ่3 ภาคผนวก ข.) 

เพื่อพสิจูน์ว่าโปรตนี p53 และ NQO1 มสีมัพนัธก์นัอยา่งไร จงึทาํการศกึษาการจบักนั

ระหว่างของโปรตนี (protein binding) ระหว่าง p53 และ NQO1 ดว้ยเทคนิค immunoprecipitation 

พบว่าเซลล ์ HCT116 ทีไ่ดร้บัยา doxorubicin เพื่อเหน่ียวนําการแสดงออกของโปรตนี p53 และ 

NQO1 จะพบการจบักนัระหว่างโปรตนี p53 และ NQO1 ซึง่การจบักนัของโปรตนีทัง้สองจะเพิม่ขึน้

ตามปรมิาณการแสดงออกของโปรตนี นอกจากน้ี ยงัพบการจบักนัระหว่างโปรตนี p53 และ MDM2 

ในลกัษณะ inverse interaction แต่ไมพ่บว่ามกีารจบักนัระหว่างโปรตนี MDM2 และ NQO1 (ดงั

ปรากฏในรปูที ่4 ภาคผนวก ข.) 

 

5.8 การศึกษายืนยนัการยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 สามารถส่งเสริมการตอบสนองต่อยา

เคมีบาํบดัในเซลลม์ะเรง็ได้ โดยเซลลจ์ะถกูยบัยัง้เอนไซม ์NQO1 ด้วยเทคนิค NQO1 siRNA 

และการใช้ dicoumarol (NQO1 inhibitor) 

เพื่อพสิจูน์ยนืยนัว่า NQO1 สามารถเป็นเป้าหมายเพื่อส่งเสรมิความไวต่อยาเคมบีาํบดัได ้

และผลดงักล่าวน่าจะเกดิขึน้ผ่านวถิกีารทาํงานของโปรตนี p53 จงึไดท้ดสอบยนืยนัแนวคดิดงักล่าว 

โดยทําการยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA และการใช ้ dicoumarol รว่มกบัยา 

doxorubicin ซึง่พบว่าการยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค NQO1 siRNA และการใช ้

dicoumarol สามารถส่งเสรมิความไวต่อยา doxorubicin ของเซลล ์ HCT116 ในการทดสอบ cell 

survival ดว้ยเทคนิค clonogenic assay และการทดสอบ cell viability ดว้ยเทคนิค trypan blue 

dye exclusion assay ซึง่ผลการศกึษาทีพ่บในเซลล ์ HCT116 จะคลา้ยคลงึกบัผลการศกึษาใน

เซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-100 ขอ้มลูทีน่่าสนใจ คอื การยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ดว้ยเทคนิค 

NQO1 siRNA และการใช ้dicoumarol ทีช่่วยส่งเสรมิความไวต่อยาเคมบีาํบดั จะพบเฉพาะในเซลล ์

HCT116 ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี p53 (p53 +/+) แต่กลบัไมพ่บผลส่งเสรมิความไวต่อยาเคมี

บาํบดัในเซลล ์PC3 ซึง่เป็นเซลลท์ีไ่มม่กีารแสดงออกของโปรตนี p53 (p53 -/-) (ดงัปรากฏในรปูที ่5 

ภาคผนวก ข.) 



RMU5380027 

รายงานวิจยัฉบบัสมบรูณ์ การส่งเสริมความไวต่อเคมีบาํบดัของมะเรง็ท่อน้ําดี ฯ หน้า 14 

6. บทสรปุและวิจารณ์ผลการศึกษา 

การดือ้ต่อยาเคมบีาํบดัเป็นสาเหตุสาํคญัของความลม้เหลวในการรกัษาและการพยากรณ์

โรคทีไ่ม่ดใีนมะเรง็ท่อน้ําด ี ทัง้น้ี มะเรง็ท่อน้ําดอีาจดือ้ต่อยาเคมบีําบดัดว้ยกลไกทีห่ลากหลาย ไมว่่า

จะเป็นการเพิม่กลไกการปกป้องตวัเองและการเพิม่สารตา้นอนุมลูอสิระภายในเซลลม์ะเรง็ เน่ืองจาก

เอนไซม ์ NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1, EC 1.6.99.2) เป็นเอนไซมท์ีท่ําหน้าที่

กําจดัสารภายนอกร่างกายและช่วยตา้นอนุมลูอสิระ และมบีทบาทสาํคญัในการปกป้องเซลลจ์ากสาร

จาํพวก quinines, quinonoids และสารก่อมะเรง็หรอืยาทีเ่หน่ียวนําใหเ้กดิภาวะเครยีดออกซเิดชนั 

โดยทําหน้าทีป้่องกนัการเกดิสารอนุมลูอสิระออกซเิจนและเรง่ปฏกิริยิารดีกัชนัของสารต่างๆ การที่

มะเรง็ท่อน้ําดเีพิม่การทาํงานของเอนไซม ์NQO1 อาจเกีย่วขอ้งกบับทบาทในการปกป้องเซลลม์ะเรง็ 

และเป็นสาเหตุใหเ้กดิการดือ้ต่อยาเคมบีาํบดั จงึเป็นไปไดว้่าการยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 จะเป็น

แนวทางใหมท่ีช่่วยส่งเสรมิการตายของเซลลม์ะเรง็แบบ apoptosis ส่งผลใหม้กีารตอบสนองต่อยา

เคมบีาํบดัเพิม่ขึน้   

การศกึษาครัง้น้ีเพื่อพสิจูน์บทบาทของ NQO1 ในการออกฤทธิข์องยาเคมบีําบดั โดยใช้

เทคนิค NQO1 siRNA ยบัยัง้เอนไซม ์ NQO1 ซึง่พบว่าสามารถเพิม่การตายของเซลลแ์บบ 

apoptosis และเพิม่ความไวต่อยาเคมบีาํบดั (chemosensitivity) ขณะทีก่ารเหน่ียวนําใหเ้พิม่การ

แสดงออกของเอนไซม ์ NQO1 โดยใส่ NQO1 overexpression vector เขา้ในเซลล ์พบว่าสามารถ

ลดการตายของเซลลจ์ากยาเคมบีาํบดั ซึง่สื่อถงึบทบาทของ NQO1 ในการปกป้องเซลลม์ะเรง็จาก

ยาเคมบีาํบดั (chemoresistance) ผลการตอบสนองต่อยาเคมบีําบดัทีเ่พิม่ขึน้ของเซลลท์ีถู่กยบัยัง้

การแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 นัน้ พบว่ามคีวามสมัพนัธก์บัวถิกีารทํางานของโปรตนี p53 และ 

p21 เน่ืองจากเซลลท์ีถู่กยบัยัง้ p53 ดว้ย siRNA จะทําใหส้ญูเสยีความสามารถในการเพิม่การ

ตอบสนองต่อยาเคมบีาํบดัดว้ยการยบัยัง้ NQO1 ผลการศกึษาโดยสรุปแสดงว่าการยบัยัง้ NQO1 

ทาํใหเ้พิม่ความไวต่อยาเคมบีาํบดัในเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดผี่านการกระตุน้ p53  

การศกึษาความสมัพนัธก์ารทาํงานระหว่าง NQO1 และ p53 การศกึษาในหลอดทดลองและ

ในสตัวท์ดลอง พบว่าการใหย้าเคมบีาํบดั 5-FU และ Doxo ส่งผลเพิม่การแสดงออกของโปรตนี p53 

ในขณะทีพ่บว่ามกีารยบัยัง้การทํางานของเอนไซม ์ NQO1 โดยไมเ่กีย่วขอ้งกบัปรมิาณโปรตนี 

NQO1 การศกึษาโดยวธิ ี immunoprecipitation แสดงว่ามกีารจบักนัระหว่างโปรตนี NQO1 และ

โปรตนี p53 โดยการจบักนัระหว่างโปรตนีทัง้สองส่งผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม ์ NQO1 ทัง้น้ี 

ความสมัพนัธด์งักล่าวจะพบในเซลลม์ะเรง็ทีม่กีารแสดงออกของโปรตนี p53 เท่านัน้ ดงันัน้กลไกการ

ตายของเซลลจ์ากการใชย้าเคมบีาํบดั ส่วนหน่ึงอาจเกดิจากการทํางานของโปรตนี p53 ทีไ่ปยบัยัง้

การทํางานของเอนไซม ์NQO1  

โดยสรุป NQO1 มบีทบาทสาํคญัต่อการปกป้องตนเองของมะเรง็ท่อน้ําด ีการยบัยัง้ NQO1 

จะชกันําใหเ้ซลลเ์พิม่ความไวต่อยาเคมบีาํบดัผ่าน p53 ดงันัน้ การเสรมิการรกัษาดว้ยยาเคมบีาํบดั

โดยมุง่เป้าหมายยบัยัง้ NQO1 จงึเป็นกลยทุธห์น่ึงในการแกไ้ขปญัหามะเรง็ท่อน้ําดดีือ้ยาเคมบีาํบดั 

รวมทัง้ อาจประยกุตใ์ชแ้นวคดิน้ี ในมะเรง็ชนิดอื่นทีม่กีารทาํงานของเอนไซม ์NQO1 ได ้
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7. ข้อเสนอแนะสาํหรบังานวิจยัในอนาคต 

การศกึษาครัง้น้ี ไดแ้สดงบทบาทของเอนไซม ์ NQO1 ต่อการปกป้องตนเองของมะเรง็ท่อ

น้ําด ีซึง่พบว่าการเพิม่การแสดงออกของเอนไซม ์NQO1 ทาํใหเ้ซลลด์ือ้ต่อยาเคมบีําบดั ขณะทีก่าร

ยบัยัง้ NQO1 จะชกันําใหเ้ซลลเ์พิม่ความไวต่อยาเคมบีาํบดัผ่าน p53  ดงันัน้ ผลการศกึษาทีไ่ด้

จดัเป็นขอ้มลูพืน้ฐานทางโมเลกุลในการพฒันาวธิกีารเสรมิเพื่อใหเ้ซลลม์ะเรง็มคีวามไวต่อยาเคมี

บาํบดัทีด่ขี ึน้ โดยกลยทุธท์ีมุ่ง่เป้าหมายทีเ่อนไซม ์ NQO1 อาจเป็นวถิทีางหน่ึงในการแกไ้ขปญัหา

ของมะเรง็ท่อน้ําดทีีด่ ือ้ยาเคมบีาํบดั ซึง่การยบัยัง้ NQO1 เพื่อเสรมิการรกัษาดว้ยยาเคมบีําบดัน่าจะ

ไดป้ระโยชน์สาํหรบัมะเรง็ชนิดอื่นทีม่กีารทํางานของเอนไซม ์ NQO1 มาก สาํหรบังานวจิยัทีจ่าํเป็น

ในอนาคต คอืการศกึษาผลของการยบัยัง้ NQO1 รว่มกบัยาเคมบีาํบดั ดว้ยแบบจาํลองสตัวท์ดลอง 

เพื่อพสิจูน์ยนืยนัผลการศกึษา ก่อนทีท่าํการศกึษาวจิยัในมนุษยต่์อไป 
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10 Abstract

11 Background: Cholangiocarcinoma (CCA) is highly resistant to most of the known chemotherapeutic treatments.
12 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1) is an antioxidant/detoxifying enzyme recently recognized as an
13 important contributor to chemoresistance in some human cancers. However, the contribution of NQO1 to
14 chemotherapy resistance in CCA is unknown.

15 Methods: Two CCA cell lines, KKU-100 and KKU-M214, with high and low NQO1 expression levels, respectively,
16 were used to evaluate the sensitivity to chemotherapeutic agents; 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (Doxo), and
17 gemcitabine (Gem). NQO1 and/or p53 expression in KKU-100 cells were knocked down by siRNA. NQO1 was
18 over-expressed in KKU-M214 cells by transfection with pCMV6-XL5-NQO1 expression vector. CCA cells with
19 modulated NQO1 and/or p53 expression were treated with chemotherapeutic agents, and the cytotoxicity was
20 assessed by SRB assay. The mechanism of enhanced chemosensitivity was evaluated by Western blot analysis.

21 Results: When NQO1 was knocked down, KKU-100 cells became more susceptible to all chemotherapeutic agents.
22 Conversely, with over-expression of NQO1 made KKU-M214 cells more resistant to chemotherapeutic agents. Western
23 blot analysis suggested that enhanced chemosensitivity was probably due to the activation of p53-mediated cell death.
24 Enhanced susceptibility to chemotherapeutic agents by NQO1 silencing was abolished by knockdown of p53.

25 Conclusions: These results suggest that inhibition of NQO1 could enhance the susceptibility of CCA to an array of
26 chemotherapeutic agents.

27 Keywords: NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1), Cholangiocarcinoma (CCA), 5-fluorouracil (5-FU), Doxorubicin

28
(Doxo), Gemcitabine (Gem), p53

29 Background
30 Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignant cancer arising
31 from neoplastic transformation of cholangiocytes, the
32 epithelial cells lining of intrahepatic and extrahepatic
33 bile duct [1,2]. The incidence of CCA is extremely high
34 in northeastern Thailand [3,4]. The most important risk
35 factor is the liver fluke (Opisthorchis viverrini) infection
36 [5,6]. Several lines of studies have shown that the

37incidence and mortality rates of intrahepatic CCA are
38increasing worldwide [2,7]. The prognosis is generally
39poor because most patients present at advanced disease
40and early diagnosis is difficult [7]. Curative surgical re-
41section is considered the most effective treatment, but
42most cases are inoperable at the time of diagnosis [7].
43Unfortunately, chemotherapeutic agents are modestly ef-
44fective on CCA and drug resistance is the major obstacle
45in the treatment. Multiple mechanisms are assumed to
46be involved in drug resistance; e.g., alteration of drug
47metabolizing enzymes, efflux transporters, cytoprotective
48enzymes or derangement of intracellular signaling sys-
49tem [8]. It is an urgent need to search for novel treat-
50ments for CCA.
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51 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1 or DT-
52 diaphorase, EC 1.6.99.2) is a drug metabolizing enzyme.
53 Its over-expression has been observed in many cancers of
54 the liver, thyroid, breast, colon, and pancreas [9,10].
55 NQO1 is a flavoprotein mainly expressed in cytosol, cata-
56 lyzing an obligate two-electron reduction of a broad range
57 of substrates, particularly quinines, quinone-imines, nitro
58 and azo compounds as the most efficient substrates
59 [11-15]. NQO1 has several functions including xenobiotic
60 detoxification, superoxide scavenging, and modulation of
61 p53 proteasomal degradation [12]. Chronic inflammation
62 suppresses NQO1 expression [16] and may increase sus-
63 ceptibility to cell injury. Increasing number of evidences
64 suggest that up-regulation of NQO1 at the early process
65 of carcinogenesis may provide cancer cells a growth
66 advantage [17,18]. Since NQO1 is also an antioxidant en-
67 zyme, it may protect cancer cells by removing free radicals
68 and making cells more resistant to anticancer agents, par-
69 ticularly to oxidative stress inducers.
70 Recently, a role of NQO1 in cancer chemotherapy has
71 been demonstrated by several groups. Inhibition of
72 NQO1 by a pharmacological inhibitor, dicoumarol, sup-
73 pressed urogenital and pancreatic cancer cell growth
74 and also potentiated cytotoxicity of cisplatin and doxo-
75 rubicin [19,20]. Significant association was observed be-
76 tween high NQO1 expression in CCA tissue and short
77 survival [21]. We have recently demonstrated that dicou-
78 marol potentiated gemcitabine-induced cytotoxicity on
79 CCA cells with high NQO1 activity [22]. The chemosen-
80 sitizing effect was associated with oxidative stress and
81 induction of p53 protein [20]. However, dicoumarol could
82 exert several effects apart from inhibition of NQO1, such
83 as suppression of JNK and NF-κB pathways, and potenti-
84 ation of apoptosis induced by TNF-α in HeLa cells [23].
85 The exact mechanism of the chemosensitizing effect con-
86 ferred by suppression of NQO1 still remains unclear. The
87 importance of NQO1 on modulation of p53 is also con-
88 flicting [22,24].
89 In the present study, we validate the role of NQO1 in
90 cytoprotection, and then demonstrate that suppression
91 of NQO1 potentiates antitumor activity of chemothera-
92 peutic agents. These results suggest the crucial role of
93 NQO1 in cancer cells. NQO1 may be a potential target
94 molecule to enhance the susceptibility of tumor cells to
95 chemotherapeutic agents.

96 Methods
97 Human cell line cultures and chemotherapeutic agents
98 Two human CCA cell lines, KKU-100 and KKU-M214,
99 were developed from tumor tissues of CCA patients at
100 the Srinagarind Hospital, Faculty of Medicine, Khon
101 Kaen University. Liver Chang cells and normal bile duct
102 epithelial cells, MMNK1, were also used in this study.
103 CCA cells and normal cells were routinely cultured

104in Ham’s F12 media, supplemented with 4 mmol/L L-
105glutamine, 12.5 mmol/L N-2-hydroxyethylpiperazine-
106N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES), at pH 7.4, 100 U/mL
107penicillin, 100 μg/mL streptomycin sulfate, and 10%
108fetal bovine serum (FBS) in a humidified atmosphere
109containing 5% CO2 at 37°C. The media was renewed
110every 2–3 days. After the cells became confluent, cells
111were trypsinized with 0.25% trypsin-EDTA and subcul-
112tured in the same media. Some aliquots of cells were
113transferred to freezing medium containing 10% DMSO
114and stored at −80°C for subsequent use.
115Chemotherapeutic agents were selected on the basis
116of the frequent usage for CCA, gastrointestinal tract
117cancers and solid tumors. These included 5-fluorouracil
118(5-FU) dissolved in DMSO (100 mM), doxorubicin HCl
119(Boryung Pharm, Seoul, South Korea: Doxo) dissolved in
120DMSO (100 mM), and gemcitabine (Gemzar, Eli Lilly, IN,
121USA: Gem) dissolved in phosphate-buffered saline (PBS:
122137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM
123KH2PO4, pH 7.4). They were added to the culture media
124without FBS to make final concentrations indicated in the
125“Results” section and incubated for a designated period of
126time.

127Transient transfection of NQO1 and/or p53 small
128interfering RNA (NQO1 and/or p53 siRNA)
129Pre-designed NQO1 siRNA (siGENOME SMARTpool
130siRNA #M-005133-02-0020), p53 siRNA (siGENOME
131SMARTpool siRNA #M-003329-03-0005), and control
132siRNA (siGENOME non-targeting siRNA #D-001210-
13302-20) were purchased from Thermo Scientific. In this
134study, NQO1 siRNA and p53 siRNA were the pooled
135siRNAs, each is composed of four different sequences of
136siRNA, targeting for NQO1 and p53, respectively. For
137transfection of the siRNA, 1.5×105 KKU-100 cells were
138plated in 6-well plates and grown in Ham’s F12 medium
139supplemented with FBS, without antibiotics. The cells
140were transfected with 50 or 100 pmole of the siRNA for
1416 hr using 0.4 or 2 μL of Lipofectamine™ 2000 reagent
142(Invitrogen, Calsbad, CA, USA) in 500 μL of Ham’s F12
143medium without FBS and antibiotics. After transfection,
144the cells were added with 1.5 mL of Ham’s F12 medium
145supplemented with FBS, without antibiotics, and incu-
146bated further for 24-48 hr. The efficiency of the NQO1
147knockdown by transient transfection was determined by
148gene expression with reverse transcription real-time poly-
149merase chain reaction (RT-qPCR) using specific primers,
150NQO1 activity assay, and Western blotting analysis.
151For cytotoxicity assay, CCA cells were seeded onto 96-
152well cultured plates with FBS, without antibiotics at a
153density of 5 × 103 cells/well for an overnight. The cells
154were transfected with 3 pmole of the siRNA for 6 hr
155using 0.06 μL of Lipofectamine™ 2000 reagent in 100 μL
156of Ham’s F12 medium without FBS and antibiotics. After
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157 6 hr, the cells were added 100 μL of Ham’s F12 medium
158 supplemented with FBS, without antibiotics, and incu-
159 bated for 48 hr. The cells were then incubated with che-
160 motherapeutic agents in serum free medium for additional
161 24 hr.

162 Transfection of NQO1 vector into CCA cells
163 A plasmid encoding human wild-type NQO1 in pCMV6-
164 XL5 (4,707 bp) was purchased from Origene Technologies
165 (#SC119599; Rockville, MD). The insert cDNA (1,120 bp)
166 contained the complete NQO1 coding sequence (NM_
167 000903.2). For transfection of the pCMV6-XL5-NQO1 or
168 pCMV6-XL5, as a negative control vector, KKU-M214
169 at a density of 5×105 cells were plated in 6-well plates and
170 grown overnight. At 70-80% confluent condition, cells
171 were transfected with 2.5 μg of pCMV6-XL5-NQO1 or
172 pCMV6-XL5 for 24 hr using Lipofectamine® LTX and
173 Plus™ reagent (Invitrogen) protocol as directed by the ma-
174 nufacturer in 2 mL of Ham’s F12 medium without FBS
175 and antibiotics. Then the cells were collected for Western
176 blot analysis and enzymatic assay. The empty vector con-
177 trol was prepared by cutting the NQO1 insert site from
178 pCMV6-XL5-NQO1 plasmid at the EcoRI and XbalI site.
179 The bearing vector was ligated with oligonuclotide (non-
180 coding sequence) and cloned into E. coli (JM109). The
181 empty vector control was purified and the presence of
182 vector was confirmed by restriction digestion and run it
183 on 2% agarose gel.
184 For cytotoxicity assay, KKU-M214 cells were seeded
185 onto 96-well cultured plates at a density of 7.5 × 103 cells/
186 well for an overnight, the cells were transfected with
187 100 ng of pCMV6-XL5-NQO1 or pCMV6-XL5 using
188 Lipofectamine® LTX and Plus™ reagent for 24 hr. The cells
189 were then incubated with chemotherapeutic agents in
190 serum free medium for additional 24 hr (Doxo) or 48 hr
191 (5-FU and Gem), since it was the optimal incubation time
192 for each drug.

193 NQO1 enzyme activity assay
194 NQO1 assay was performed according to the method
195 described previously [20]. Cells were seeded at 7.5 × 103

196 cells/well in flat-bottomed 96-well cultured plates over-
197 night. After cells were cultured for the designated time,
198 cells were lysed with 50 μL solution containing 0.8% dig-
199 itonin and agitated on a shaker at room temperature for
200 10 min. Twenty-five microliter of 0.55% dicoumarol was
201 added into culture wells designated as baseline activity,
202 while the corresponding paired wells were added with
203 distilled water (DW) designated as the test activity wells.
204 After that, all wells were added with 200 μL of reaction
205 mixture (the following stock solution was prepared for
206 each set of assay: 7.5 mL of 0.5 M Tris–HCl (pH 7.4),
207 100 mg of bovine serum albumin (BSA), 1 mL of 1.5%
208 Tween-20 solution, 0.1 mL of 7.5 mM FAD, 1 mL of

209150 mM glucose-6-phosphate, 100 μL of 50 mM β-
210NADP, 275 unit of yeast glucose-6-phosphate dehydro-
211genase, 45 mg of MTT, and DW to a final volume of
212150 mL and menadione (1 μL of 50 mM menadione dis-
213solved in acetonitrile per milliliter of reaction mixture)
214was added just before the mixture is dispensed into the
215microtiter plates. A blue color developed and the plates
216were placed into a microplate reader with filter wave-
217length of 620 nm and readings were made at 0.5 min
218interval for about 10 min. The rate of increase of the
219optical readings with times represents the activity of the
220reaction. Using the extinction coefficient of MTT forma-
221zan of 11,300 M-1 cm-1 at 610 nm and correction for the
222light path of the microplate, NQO1 activity was expressed
223as nmol/min/mg protein.

224Cytotoxicity or SRB assay
225Cytotoxicity testing is used to evaluate the effects of che-
226motherapeutic agents. In brief, CCA cells were seeded
227onto 96-well cultured plates at a density of 7.5 × 103

228cells/well overnight, then media was renewed with fresh
229media containing test compound and further incubated
230for the indicated times. Assay was performed at the end-
231point of treatment to determine amount of protein
232remaining in each well. Media was discarded and re-
233placed with 100 μL of ice-cold 10% trichloroacetic acid
234(TCA) and placed in 4°C for at least 1 hr. Then TCA
235was removed and wells were carefully rinsed with deion-
236ized (DI) water for 5 times. After 10 min of air drying,
23750 μL of 0.4% sulforhodamine B (SRB) in 1% acetic acid
238was added for 30 min. Cells were rinsed 3–4 times with
2391% acetic acid and air dried for 1 hr at room temperature.
240Finally, adhered cells were solubilized with 200 μL of
24110 mM Tris base and plates were shaken for 20 min be-
242fore absorbance reading with a microplate reader with
243filter wavelength of 540 nm.

244Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR or
245qPCR)
246CCA cells were seeded in 6-well plates at the density of
2471.5×105 cells/well. Total RNA was extracted from CCA
248cell lines using TRIzol® reagent following the manufac-
249turer’s instructions (Invitrogen). Total RNA was isolated
250using a previously described method [20]. Total RNA
251(1 μg) was reverse transcribed in a 20 μL reaction mix-
252ture, containing 0.5 μg of oligo(dT)15 primer, 20 U of
253RNasin® ribonuclease inhibitor, and 200 U of ImProm-
254II™ reverse transcriptase in 1× PCR buffer, 3 mmol/L
255MgCl2, and 1 mmol/L dNTPs. The first-strand cDNA
256was synthesized at conditions of 42°C for 60 min. The
257reverse transcription products served as templates for
258real-time PCR. PCR amplification was performed using
259specific primers for the NQO1, wild type p53 and the in-
260ternal control using β-actin. The primer sequences were
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261 as follows: 1) NQO1 (NM_000903.2): forward primer
262 5’-GGCAGAAGAGCACTGATCGTA-3’ and reverse pri-
263 mer 5’-TGATGGGATTGAAGTTCATGGC-3’; 2) wild
264 type p53 (NM_005256778.1) [25]: forward primer 5’-ATG-
265 GAGGAGCCGCAGTCAGATCC-3’ and reverse primer
266 5’-TTCTGTCTTCCCGGACTGAGTCTGACT-3’; 3) β-
267 actin: forward primer 5’-TGCCATCCTAAAAGCCAC-3’
268 and reverse primer 5’-TCAACTGGTCTCAAGTCAGTG-
269 3’. The real-time fluorescence PCR, based on EvaGreen®
270 dye, was carried out in a final volume of 20 μL containing
271 1x SsoFast™ EvaGreen® supermix (#172-5200; Bio-Rad,
272 CA, USA), 0.5 μmol/L of each NQO1 or wild type p53,
273 and 0.25 μmol/L of β-actin primer. Thermal cycling was
274 performed for each gene in duplicate on cDNA samples in
275 96-well reaction plates using the ABI 7500 Sequence De-
276 tection system (Applied Biosystems). A negative control
277 was also included in the experimental runs. The negative
278 control was set up by substituting the template with DI
279 water. Real-time PCR was conducted with the following
280 cycling conditions: 95°C for 3 min, followed by 40 cycles
281 of 95°C for 15 s and 60°C for 31 s. To verify the purity of
282 the products, a melting curve analysis was performed after
283 each run. Upon completion of 40 PCR amplification cy-
284 cles, there was a dissociation step of ramping temperature
285 from 60°C to 95°C steadily for 20 min, while the fluores-
286 cence signal was continually monitored for melting curve
287 analysis. The concentration of PCR product was calculated
288 on the basis of established standard curve derived from
289 serial dilutions of the positive control for NQO1, wild type
290 p53 and β-actin in the CCA cell lines.

291 Western blot analysis
292 After treatment with chemotherapeutic agents, CCA
293 cells were washed with PBS, collected, and lysed at 4°C
294 with 1x cell lysis buffer with 1 mmol/L dithiothreitol
295 and 0.1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
296 with vigorous shaking. After centrifugation at 12,000 g
297 for 30 min, supernatant was collected and stored at −80°C
298 until use. Thirty microgram of the protein samples were
299 mixed with 5x loading-dye buffer, heated at 90°C for
300 10 min, and proteins were then separated by electrophor-
301 esis in 10% SDS-polyacrylamide gel. Proteins were trans-
302 ferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes at

303180 mA for 1 hr. The PVDF membranes were blocked for
3041 hr at room temperature with 5% (w/v) skim milk powder
305in PBS with 0.1% Tween-20. PVDF membrane was incu-
306bated overnight at 4°C with primary antibodies diluted
307with PBS/Tween-20. The antibodies purchased from
308Santa Cruz BioTechnology, Inc. (California, USA) were:
309rabbit polyclonal IgG Bax (1:2500) (#sc-493), rabbit po-
310lyclonal IgG cyclin D1 (1:1000) (#sc-718), rabbit poly-
311clonal IgG p21 (1:500) (#sc-56335), mouse polyclonal
312IgG p53 (1:500) (#sc-98), and mouse monoclonal IgG β-
313actin (1:2500) (#sc-1616). The rabbit polyclonal IgG
314NQO1 (1:2500) (#ab34173) was purchased from Abcam
315(Cambridge, MA, USA). The primary antibody was then
316removed and the blots were extensively washed with
317PBS/Tween-20. Blots were then incubated for 2 hr at
318room temperature with the secondary antibody horse-
319radish peroxidase-labeled goat anti-mouse IgG (#sc-
3202005) or goat anti-rabbit IgG (#sc-2004) at 1:5000 dilu-
321tions in PBS. After removal of the secondary antibody
322and extensive washing in PBS/Tween-20, the blots were
323incubated in the ECL substrate solution (Amersham™
324ECL™ prime Western Blotting detection reagent; GE
325Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Densities of the spe-
326cific bands of Bax, cyclin D1, p21, p53, NQO1 and β-
327actin were visualized and captured by ImageQuant™
328LAS4000 (GE Healthcare).

329Statistical analysis
330Data were expressed as mean ± SEM of triplicate assays
331from three independent experiments. An analysis of
332variance with repeated measurement was used to deter-
333mine significant differences between each experimental
334group. The level of significance was set at p < 0.05.

335Results
336NQO1 expression in CCA cells is constitutively high and
337increased further by chemotherapeutic agents
338We first examined the NQO1 expression in two CCA
339cell lines, KKU-100 and KKU-M214, and two other cell
340lines (liver Chang cells and bile duct epithelial MMNK1
341cells). KKU-100 cells showed the highest expression in
342NQO1 mRNA, protein and enzymatic activity (Figure F11A-
343C). Chang and MMNK1 cell lines showed relatively low

(See figure on previous page.)
Figure 1 Basal level of NQO1 mRNA, protein expression, and enzyme activity of CCA cells and NQO1 protein induction by
chemotherapeutic agents (5-FU, Doxo, and Gem). (A) Basal NQO1 mRNA expression in CCA cell lines (KKU-100 and KKU-M214) and two other
cell lines (Chang and MMNK1 cells) analyzed by qPCR. The bars represent relative mRNA expression of NQO1 normalized with β-actin as internal
control. *p < 0.05 vs KKU-100 cells. (B) Basal NQO1 enzyme activity analyzed by enzymatic methods. *p < 0.05 vs KKU-100 cells. (C) Basal NQO1
protein expression analyzed by Western Blot analysis using β-actin as internal control. Representative images of NQO1 and β-actin are shown in
the top panel of the figure. *p < 0.05 vs KKU-100 cells. (D) Effect of chemotherapeutic agents on NQO1 protein expression in KKU-100 cells. Cells
were exposed to 5-FU (3 μM), Doxo (0.1 μM), and Gem (0.1 μM) for 24 hr. Data represent mean ± SEM, each from three separated experiments.
*p < 0.05 vs the untreated control.
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344 enzymatic activity. KKU-100 and KKU-M214 cells were
345 used in the subsequent study as the representative of the
346 high and low NQO1 expressing cells, respectively. To
347 examine whether chemotherapeutic agents could induce
348 the antioxidative stress response by induction of NQO1,
349 KKU-100 was treated with 3 μM of 5-FU, 0.1 μM of Doxo,
350 and 0.1 μM of Gem for 24 hr. The results showed that

351NQO1 protein expression was increased after treatment
352with Doxo and Gem, but not 5-FU (Figure 1D).

353NQO1 gene silencing sensitizes CCA cells to
354chemotherapeutic agents
355To verify the possibility that NQO1 can modulate the
356susceptibility of CCA cells to chemotherapeutic agents,

Figure 2 Knockdown of NQO1 by siRNA sensitized KKU-100 cells to chemotherapeutic agents. (A-B) Effect of NQO1 siRNA on mRNA and
protein levels of NQO1 in KKU-100 cells. Cells were transfected with the pooled siRNA against NQO1 gene for 24 hr and 48 hr. Data represent
mean ± SEM, each from three separated experiments. *p < 0.05 vs the non-targeting siRNA transfected cells. (C-E) Cytotoxicity of chemotherapeutic
agents on NQO1 siRNA transfected KKU-100 cells. Forty-eight hour after transfection, cells were treated with varied concentration of chemotherapeutic
agents; 5-FU, Doxo, and Gem for another 24 hr as described in the “Methods” section. The cytotoxicity was evaluated by SRB assay. Data represent
mean ± SEM, each from three separated experiments. *p < 0.05 vs the non-targeting siRNA transfected cells.
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357 NQO1 expression was knocked down by using a siRNA
358 method. KKU-100 cells were used in the study, because the
359 recent study has shown that the high NQO1 expressing
360 cells, KKU-100 cells, are sensitized by dicoumarol to the
361 cytotoxicity of chemotherapeutic agents, while the low ex-
362 pressing cells are not [22]. The results showed that NQO1
363 mRNA expression was suppressed by siRNA more than
364 80% at 24 hr (FigureF2 2A). The protein expression levels
365 (Figure 2B) and enzymatic activity (data not shown) were
366 also suppressed moderately at 24 hr (data not shown) and
367 about 80% at 48 hr after the siRNA transfection. The fur-
368 ther experiment was performed after transfection for 48 hr.
369 Then, we examined the susceptibility of NQO1-
370 knockdown-KKU-100 cells to various chemotherapeutic
371 agents. NQO1 siRNA treatment alone did not alter

372significantly the cell viability compared with that of KKU-
373100 cells treated with non-target siRNA. By NQO1-
374knockdown, KKU-100 cells became more sensitive to the
375cytotoxic effect of 5-FU, Doxo, and Gem (Figure 2C-E).
376The chemosensitizing effect was remarkable especially at
377the low concentrations of the chemotherapeutic agents.

378NQO1-knockdown and chemotherapeutic agent
379treatment induce p53 and altered expression of cell
380death pathway proteins
381To explore the possible mechanisms of chemosensitizing
382effect of NQO1-knockdown, we examined the expression
383levels of cell death-related proteins in NQO1-knockdown-
384KKU-100 cells. Western blot analyses revealed that Doxo
385and Gem treatment alone increased p53 levels (Figure F33A).

Figure 3 Altered expressions of proteins related to cell proliferation and apoptosis pathways. A-D, Expressions of proteins related to cell
proliferation and apoptosis pathways. KKU-100 with NQO1 knocked down cells were exposed to chemotherapeutic agents; 5-FU (3 μM), Doxo
(0.1 μM), and Gem (0.1 μM) for 24 hr. Whole cell lysates were prepared after indicated treatment and Western blot analysis was conducted using
anti-p53 (A), -p21 (B), -cyclin D1 (C), -Bax (D) and -β-actin antibodies. The relative bars that were normalized with β-actin as a loading control of
each band is shown below the Western blot images. Data represent mean ± SEM, each from three separated experiments. *p < 0.05 vs the treated
non-targeting knocked down cells. **p < 0.05 vs the untreated non-targeting knocked down cells.
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Figure 4 (See legend on next page.)
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386 When NQO1-knockdown-KKU-100 cells were treated
387 with chemotherapeutic agents, p53 level was enhanced
388 further by all 3 agents (Figure 3A). Then, we examined
389 the expression levels of some p53 downstream proteins,
390 i.e. p21, cyclin D1, and Bax protein. Similar to p53, p21
391 and Bax were over-expressed by the drug treatments
392 (Figure 3B, 3D). In contrast, in the NQO1 knockdown
393 cells, treatment with chemotherapeutic agents strongly
394 suppressed the cyclin D1 level (Figure 3C). In the non-
395 target siRNA transfected KKU-100 cells, Doxo and
396 Gem, but not 5-FU, treatments increased cyclin D1
397 expression (Figure 3C).

398 Over-expression of NQO1 in CCA cells induces drug
399 resistance against chemotherapeutic agents
400 Since KKU-M214 cells naturally express relatively low level
401 of NQO1, effects of NQO1 over-expression by transient
402 transfection with NQO1 expression vector on the suscepti-
403 bility of cells to chemotherapeutic agents was evaluated.
404 After transfection, the NQO1 enzyme activity in the
405 transfected cells was elevated approximately 2.5-fold
406 and the NQO1 protein level was 2.25-fold higher than
407 the control vector (FigureF4 4A-B), indicating that NQO1
408 construct was efficiently expressed in KKU-M214 cells.
409 Then, NQO1-over-expressed KKU-M214 cells were
410 exposed to 5-FU and Gem for 48 hr, and to Doxo for
411 24 hr. The results showed that the cytotoxicity of 5-FU,
412 Doxo, and Gem were markedly decreased for NQO1-
413 over-expressed KKU-M214 cells (Figure 4C-E), indicat-
414 ing the protective effect of NQO1.

415 Over-expression of NQO1 suppresses chemotherapeutic
416 agents-induced p53 and protein expression in the cell
417 death pathway
418 Previous experiment showed that NQO1-knockdown
419 increased p53 and apoptogenic protein expression. The
420 results of this experiment showed that over-expression
421 of NQO1 in KKU-M214 cells strongly suppressed the
422 chemotherapeutic agents-induced increased expression
423 of p53, p21, and Bax (FigureF5 5A-B & D). On the other
424 hand, over-expression of NQO1 enhanced Doxo- and
425 Gem-induced cyclin D1 expression (Figure 5C).
426 Knockdown of p53 abolishes the chemosensitizing
427 effect of NQO1 silencing Since the results given above
428 showed that the knockdown and over-expression of

429NQO1 enhanced and suppressed, respectively, the che-
430motherapeutic agent-mediated cytotoxicity in association
431with the altered expression of p53, p53 apparently play a
432role in the expression of the cytotoxic effect of those
433anti-cancer agents. To validate the role of p53, we pre-
434pared the double knockdown of NQO1 and p53 in
435KKU-100 cells. The efficiency of NQO1 and p53 knock-
436down was more than 80% (Figure F66A). As is shown
437above, NQO1-knockdown increased the susceptibility
438of KKU-100 cells to chemotherapeutic agents. Con-
439versely, p53-knockdown markedly reduced cytotoxic
440effect of all tested chemotherapeutic agents compared
441with chemotherapeutic agents alone (Figure 6B-D). In-
442terestingly, in the double knockdown experiment, the
443cytotoxic potentiation effect of NQO1 gene silencing
444was totally diminished by the simultaneous knockdown
445of p53. The cytotoxic effects of chemotherapeutic agents
446on double knockdown cells were similar to those on p53
447knockdown cells. These results strongly suggest that the
448cytotoxic effects of all 3 chemotherapeutic agents on CCA
449cells were dependent on p53 expression and NQO1 is
450probably the upstream modulator of p53.

451Discussion
452We previously showed that the survival time of CCA pa-
453tients with high NQO1 mRNA expression was shorter
454than patients having CCA with low NQO1 expression
455[21], suggesting the possible role of NQO1 in CCA pro-
456gression. We also demonstrated that inhibition of NQO1
457in high NQO1 expressing cell line, KKU-100, enhanced
458the cytotoxic effect of chemotherapeutic agents, but not in
459the low NQO1 expressing cells, i.e. KKU-M214 [22]. In the
460present study, the role of NQO1 was validated by knock-
461down of NQO1 expression in KKU-100 cells and over-
462expression of NQO1 in KKU-M214 cells. Knockdown of
463NQO1 enhanced the cytotoxic effect of 5-FU, Doxo and
464Gem, whereas over-expression of NQO1 protected the
465cells from chemotherapeutic agents. The suppression
466of NQO1 expression was associated with up-regulation
467of p53, p21, and Bax proteins, while over-expression
468was associated with down-regulation of those proteins.
469The role of NQO1 in cell viability became significant
470when NQO1 knockdown KKU-100 cells exposed to che-
471motherapeutic agents. It should be noted that NQO1 plays
472an important role in cell viability especially at severe stress

(See figure on previous page.)
Figure 4 Effects of NQO1 over-expression on the susceptibility of KKU-M214 cells to chemotherapeutic agents (5-FU, Doxo, and Gem).
A-B, Effect of NQO1 over-expression on mRNA and protein levels of NQO1 in KKU-M214 cells. The pCMV6-XL5-NQO1 (wild type NQO1) or
pCMV6-XL5 (control vector) was transfected to KKU-M214 for 24 hr. The whole cells were collected for NQO1 enzyme activity assay (A) and Western
blot analysis (B). The data represent mean ± SEM, each from three experiments. *p < 0.05 vs the control vector transfected cells. (C-E) Cytotoxicity of
chemotherapeutic agents on NQO1 over-expressed KKU-M214 cells. Twenty-four hour after transfection, cells were incubated with chemotherapeutic
agents for additional 24 hr (Doxo) and 48 hr (5-FU and Gem). The cytotoxicity was evaluated by SRB assay. Data represent mean ± SEM, each from
three separated experiments. *p < 0.05 vs the control vector transfected cells.
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473 condition in CCA cells. The role of p53 was verified by
474 p53 and NQO1 gene silencing with siRNA. The potenti-
475 ation effect of NQO1 gene silencing on the cytotoxicity of
476 chemotherapeutic agents was inhibited by p53 knock-
477 down. Thus, the sensitizing effect of NQO1 is likely to be
478 mediated via p53.

479Inhibition of NQO1 by dicoumarol suppressed cancer
480cell growth and potentiated the cytotoxicity of chemother-
481apeutic agents [19,20]. Chemotherapeutic agents such as
482Doxo and Gem induced over-expression of NQO1 in
483CCA cells. This may be a cellular adaptive response to oxi-
484dative stress and cytotoxicity [13] and may confer the

Figure 5 NQO1 over-expression attenuates the p53 pathway in KKU-M214 cells. A-D, Western blots of p53 (A), p21 (B), cyclin D1 (C), and
Bax (D) protein in KKU-M214-NQO1 over-expressed cells after treatment with 5-FU 3 μM (48 hr), Doxo 0.1 μM (24 hr), and Gem 0.1 μM (48 hr).
The relative bars that were normalized with β-actin of each band are shown below the Western blot images. *p < 0.05 vs the treated control vector
transfected cells. **p < 0.05 vs the untreated control vector transfected cells.
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Figure 6 Double knockdown of NQO1 and p53 by siRNA altered KKU-100 cells to chemotherapeutic agents. (A) Effect of co-transfected
NQO1 and p53 siRNA in KKU-100 cells. Cells were transfected with the pooled siRNA against NQO1 and p53 for 24 hr. The bars represent relative
expression of NQO1 and p53 normalized with β-actin as internal control. (B-D) After co-transfection, cells were treated with varied concentrations
of chemotherapeutic agents; 5-FU, Doxo, and Gem for another 24 hr as described in the “Methods” section. The cytotoxicity was evaluated by
SRB assay. Data represent mean ± SEM, each from three separated experiments. *p < 0.05 vs the non-targeting knocked down cells and #p < 0.05
vs NQO1 knocked down cells.
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485 cytoprotective effect to the cells. The biological role of
486 NQO1 in CCA was validated in this study and found to
487 be consistent with our recent report in that suppression
488 of NQO1 enhances the cytotoxic effect of many chemo-
489 therapeutic agents and the activation of mitochondrial
490 death pathway [22]. On the other hand, over-expression
491 of NQO1 in KKU-M214 cells suppressed the cytotoxic
492 effect of chemotherapeutic agents. The results indicated
493 the protective effect of NQO1 from chemotherapy in
494 CCA. Taken together, this may provide a possibility to
495 combine NQO1 inhibitor together with chemotherapy
496 as a novel treatment strategy for CCA. However, to
497 apply this information to CCA patients, several critical
498 studies are requested to confirm the in vivo relevance
499 of these findings. For example, the synergistic role of
500 NQO1 inhibition in chemotherapy of CCA should be
501 further validated in animal models. This could be car-
502 ried out in our future study.
503 The mechanism of NQO1-mediated chemosensitiza-
504 tion was further explored. Previous reports suggested
505 that NQO1 modulates p53 expression by interfering
506 with 20S proteasome-mediated degradation of p53 [24].
507 Inhibition of NQO1 by dicoumarol suppressed p53 pro-
508 tein levels and induced cell death [24]. In contrast, di-
509 coumarol at non-cytotoxic concentrations, but sufficient
510 to inhibit NQO1 enzyme activity, enhanced p53 protein
511 levels [22]. Present results show that the suppression of
512 NQO1 increased p53 expression.
513 Tumor protein p53 and Bcl family proteins regulate
514 mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP)
515 [26]. Our results showed that the increase of p53 was asso-
516 ciated with increased p21 and Bax levels. Both p21 and
517 Bax are p53-dependent downstream gene products. The
518 p21 is a potent cyclin-dependent kinase inhibitor and its
519 expression is associated with the strong antiproliferative ef-
520 fect as was seen in the present study. Bax is a multidomain
521 proapoptotic Bcl2 family. It translocates into the mitochon-
522 drial outer membrane and forms Bax pores leading to the
523 release of proapoptotic proteins and ensuing cell death
524 [27]. p53 is a tumor suppressor gene that responded to
525 DNA damage or oxidative stress by inducing growth arrest
526 or apoptotic cell death [28,29]. Our results showed that
527 knockdown of p53 inhibited the chemosensitizing effect,
528 which was induced by knockdown of NQO1 in KKU-100
529 cells. This indicates that the sensitizing effect of NQO1
530 knockdown is mediated via p53 pathway. It is also noted
531 that KKU-100 cells expressed both the wild type full length
532 p53 as well as the splicing variant of truncated p53 protein
533 [30]. Interestingly, our results showed that the potentiation
534 effect of NQO1 gene silencing on the cytotoxicity of che-
535 motherapeutic agents can occur even in cancer cells with
536 high expression ratio of mutant p53/wild type p53. It is yet
537 to determine the chemosensitizing effect of NQO1 sup-
538 pression on cells expressing the other mutated p53. As

539some CCA patients express high NQO1 [20], targeting the
540NQO1 by suppressing the activity or expression could be a
541strategy to overcome drug resistance of cancer and enhan-
542cing the efficacy of chemotherapeutic agents.

543Conclusions
544In summary, NQO1 plays an important role in cytopro-
545tection of cancer cells and modulates the sensitivity of
546chemotherapeutic agents, particularly in the high NQO1
547expressing CCA cells. NQO1 is a potential molecular
548target for enhancing the antitumor activity of chemo-
549therapeutic agents.
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Abstract 

NQO1 (NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1) serves as a two electron 

reductase for detoxification of quinones and antioxidant activity. Inhibition of NQO1 

could sensitize cancer cells to anticancer agents. The sensitizing effect of NQO1 has 

been shown to be associated with p53. How anticancer agent and NQO1 interact with 

p53 is unclear. We demonstrated that the treatment of doxorubicin (Doxo) and 5-

flurourcil (5-FU) in HCT116 cells increased the NQO1 and p53 protein levels, but the 

NQO1 enzymatic activity was paradoxically suppressed. To understand the link 

between the increase of p53 and suppression of NQO1 activity, the 

immunoprecipitation was performed. The p53 proteins were found to physically 

interact with NQO1 which probably interferes with NQO1 activity. The role of p53 on 

NQO1 was explored further. Treatment of Doxo to p53-null PC3 cells did not alter 

NQO1 activity, whereas over-expression of p53 by transient transfection with p53 

expression vector suppressed NQO1 activity. Moreover, suppression of NQO1 by 

dicoumarol did not potentiate anticancer activity of Doxo in PC3 cells, while 

dicoumarol potentiated Doxo in p53 wild-type HCT116 cells. The effect of NQO1 

suppression by dicoumarol was further validated by NQO1 siRNA. Our study 

suggested that anticancer agents increased expression of p53 and NQO1, whilst p53 

may physically interfere with NQO1 activity. The inhibition of NQO1 activity by p53 

is whether contributed to chemosensitizing effect is not certain. However, an inhibitor 

of NQO1 activity, as well as the presence of p53 is required to exhibit 

chemosensitizing effect. Our study demonstrates an intricate relationship between the 

positive and negative control of p53 expression. 

 

Keywords: 

NQO1; p53; 5-fluorouracil; doxorubicin 
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Introduction 
NQO1 is a ubiquitous flavoprotein that functions as an antioxidant enzyme. 

Under normal physiologic condition, the enzyme catalyzes two electron reductions of 

quinones to hydroquinones, thus avoids an one electron reduction and associated 

redox cycling which generates ROS (Ross et al., 2000; Ross and Siegel, 2004; Siegel 

et al., 2004). It is conceivable that NQO1 plays an important role in protecting normal 

cells against oxidative injury and carcinogenesis. The expressions of NQO1 and 

antioxidant enzymes are recognized as an adaptive response to chemical stress (Wang 

et al., 2008). On the other hand, analysis of several solid tumors found an over-

expression of the NQO1 gene in cancers of the liver, thyroid, breast, colon, lung and 

pancreas (Danson et al., 2004). Recently, significant association was observed 

between high NQO1 expression in cholangiocarcinoma (CCA) tissue and short 

survival (Buranrat et al., 2012). Under these circumstances, NQO1 probably functions 

to protect cancer cells by eliminating oxidant species and making cells resistant to 

chemotherapeutic agents that induce oxidative injury. 

Recently, NQO1 is one of the attractive targets in development of 

chemotherapy. Inhibition of NQO1 activity with dicoumarol suppressed urogenital, 

pancreatic and cholangiocarcinoma (CCA) cell growth and potentiated cytotoxicity of 

cisplatin and doxorubicin (Buranrat et al., 2010; Matsui et al., 2010). Dicoumarol 

could exert several effects apart from inhibition of NQO1, such as suppression of JNK 

and NF-κB pathways, and potentiation of apoptosis induced by TNF-α in HeLa cells 

(Cross et al., 1999). The combination of dicoumarol with gemcitabine induced 

cytotoxicity on CCA cells with high NQO1 activity by enhanced p53 and decreased 

BcL-xl expression (Buranrat et al., 2010). The treatment of cancer based on targeting 

NQO1 has been shown to be a potential strategy to overcome the chemoresistance. 

P53 is a tumor suppressor protein that is active in response to genotoxic stress, 

anticancer drugs typically resulting in cell cycle arrest growth inhibition and 

apoptosis. Many studies have shown chemotherapy enhance p53 expression by 

modulating the expression of pro- and anti-apoptotic genes members of the Bcl-2 

protein such as Bax, Puma and p21 or directly by acting on the mitochondria and 

modulating mitochondrial intergrity (Chappell et al., 2012; Chee et al., 2012; Velez et 

al., 2011). Thereby, p53 prevents proliferation of genetically abnormal cells and thus 

cancer formation.  
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Although the effects of chemotherapy on p53 functions in cancer cells are well 

documented, the mechanism by which NQO1 inhibition modulates p53 is still 

uncertain. In the present study, we investigated the interplay of NQO1 and p53. The 

study revealed that anticancer agent treatment induced expression of NQO1 and p53, 

thereby, p53 physically interfered with NQO1 activity, however, inhibition of NQO1 

and presence of p53 were required for the chemosensitizing effect. 

 
Materials and methods 

Cell Culture 

The human colon carcinoma cell line p53 wild-type HCT116 (p53 +/+) 

and human prostate cancer cell line p53-null PC3 (p53 -/-) were purchased from 

American Type Culture Collection (Manassas, VA). HCT116 cells were grown in 

media consisting of modified Eagle’s medium supplemented with 10% (v/v) fetal 

bovine serum (FBS) (HyClone, Logan, UT), 200 μM L-glutamine (Invitrogen, Grand 

Island, NY), and 1% penicillin-streptomycin-neomycin (PSN) antibiotic (Invitrogen). 

PC3 cells were cultured in RPMI 1640 (Invitrogen) supplemented with 10% FBS, 1% 

penicillin and streptomycin mixture, 1 mmol/L sodium pyruvate, 10 mmol/L  HEPES, 

1% NEAA mixture (Cambrex Bio Science, Walkersville, MD), 1% MEM vitamin 

mixture (Mediatech-Cellgro, Herndon, VA), and 2 mmol/L of L-glutamine. All Cells 

were grown in a 5% CO2 atmosphere at 37°C.  

 

Anticancer agents 

Doxorubicin (Doxo) was purchased from Bedford Laboratories 

(Bedford, OH). Dicoumarol (Dic) and 5-fluorouracil (5-FU) were purchased from 

Sigma (St. Louis, MO). Cells were incubated with Doxo (0.1, 0.34, 1, and 5 μM for 

various times (1, 3, 6, 12, and 24 hr) or 5-FU (25, 50, and 100 μM) for 24 hr. In order 

to study the effect of Doxo on protein degradation by proteasome, cells were pre-

incubated with a proteasome inhibitor MG132 (0.1, 0.5, and 1 μM; Calbiochem, San 

Diego, CA) for 30 min before addition of Doxo.  

 

Reagents 

Unless otherwise stated, all antibodies were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Rabbit polyclonal NQO1 antibody was 
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purchased from Abcam (Cambridge, MA). Mouse monoclonal β-actin antibody was 

purchased from Sigma. Control siRNA was purchased from Santa Cruz 

Biotechnology. The NQO1 siRNA was purchased from Thermo scientific 

Dharmacon. (Chicago, IL, USA). The p53 expression vector (pcDNA/p53) was 

purchased from Invitrogen. 

 

Transient transfection 

To study effect of NQO1 gene silencing, HCT116 cells were 

transfected with NQO1 siRNA or control siRNA. The siRNA sequences targeting 

NQO1 gene (siGENOME SMARTpool siRNA #M-005133-02-0020) were 

as follows: strand 1, 5’-G - AAAGGACAUCACAGGUAA-3’; strand 2, 5’-

GAAGGACCCUGC-GAACUUU-3’; strand 3, 5’-GCAAGUCCAU-CCCAACUGA-

3’; and strand 4, 5’-CCGAGUCUGUU-CUGG-CUUA-3’. The control siRNA used 

in this study were pooled of three different non-targeted small RNA fragments 

(sc-37007, Santa Cruz BioTechnology).  

To study effect of p53 over-expression, PC3 cells were grown for 24 hr 

in RPMI 1640 medium supplemented with FBS, sodium pyruvate, HEPES, NEAA 

mixture, MEM vitamin mixture, and L-glutamine without antibiotics. Cells were 

transfected with p53 expression vector (0.1, 1, and 5 µg of p53 cDNA constructed in 

pcDNA plasmid) or control (-p53) pcDNA vector using Lipofectamine2000 

transfection protocol as directed by the manufacturer (Invitrogen). Twenty-four hours 

after transfection, the cells were washed twice with PBS and incubated in fresh 

medium for another 24 hr before Doxo treatment. One or twenty-four hours post-

treatment, the cells were washed with PBS and processed for Western blot analysis 

and NQO1 enzymatic activity assay.  

 

Western blot analysis 

Total cell extracts were prepared by collecting attached and floating 

cells in 1X cell lysis buffer with phosphatase inhibitor cocktail and protease inhibitor 

cocktail kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Protein concentration was 

determined by using the Bradford reagent kit (Bio-Rad) with bovine serum albumin 

(BSA) as standard. For Western blot analysis, 50 μg of protein was denatured by 

heating at 95°C for 5 min in 10% SDS sample buffer, loaded onto 10% SDS-
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polyacrylamide gels, and then electrically transferred to a nitrocellulose membrane. 

The transfer efficiency was assessed by incubation with 0.1% Ponceau solution. The 

membrane was washed with distilled water until the dye disappeared completely. The 

membrane was blocked in 5% w/v nonfat dried milk in TBS-T buffer (10 mM Tris-

HCl (pH 7.8), 150 mM NaCl, and 0.05% v/v Tween 20) for at least 1 hr at room 

temperature. After a short washing with TBS-T buffer, the membranes were incubated 

in the primary antibody for at least 2 hr at room temperature or overnight at 4°C. The 

primary antibodies were diluted in 5% w/v nonfat dried milk in TBS-T buffer at a 

dilution range of 1,000-5,000. The primary antibodies were: anti-MDM2, anti-p53, 

anti-GADPH and anti-β-actin (Santa Cruz Biotechnology), and anti-NQO1 (Abcam). 

The membranes were then washed three times with TBS-T buffer and then further 

incubated with the secondary antibody at a dilution range of 2,000-10,000 for 1-2 hr 

at room temperature. The membranes were washed twice with TBS-T buffer and once 

with PBS. Anti-β-actin antibody was used to show equal loading of the protein in the 

Western blot analyses. Protein bands were detected using the ECL system 

(Amersham Biosciences). The Quantity Image-Pro Plus analyzer software program 

was used for quantitative densitometric analysis. 

 

Immunoprecipitation 

Immunoprecipitation studies were performed on HCT116 cells with 

radioimmune precipitation buffer (9.1mM Na2HPO4, 1.7mM NaH2PO4, 150mM 

NaCl, pH 7.4, 1% v/v Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 10 

µg/mL phenylmethylsulfonylfluoride, and 1 µg/mL aprotinin). The antibodies used 

for immunoprecipitation were mouse anti-p53 (FL), rabbit anti-NQO1, and mouse 

anti-MDM2. One mg of cellular protein was incubated overnight at 4 °C with 2 µg of 

corresponding antibodies. Then, 20 µL of protein A/G (Santa Cruz Biotechnology) 

was added to the reaction mixture and the mixture was incubated and rotated for 

another 2 hr at 4 °C. Immunoprecipitates were collected by centrifugation at 2,500 x g 

for 5 min, followed by washing three times with radioimmune precipitation buffer. 

Following the final wash, supernatant was removed. The precipitated samples were 

then resuspended in the 1X Laemmli buffer, boiled, and subjected to 10% SDS 

polyacrylamide gel electrophoresis. After electrically transferred to a nitrocellulose 

membrane, the immunoprecipitated proteins were then detected by Western blotting. 
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NQO1 activity assay 

NQO1 enzymatic activity assay is performed essentially according to a 

previously described method (Buranrat et al., 2010). Cells were seeded at 7.5× 103 

cells per well in flat-bottomed 96-well cultured plates overnight. After cultured for the 

designated time, cells were lysed with 50 µL of 0.8% digitonin and agitated on shaker 

at room temperature for 10 min. 25 µL of 0.55% dicoumarol was added into culture 

wells designated as baseline activity wells while the corresponding paired wells were 

added with distilled water (DW). After that, all wells were added with 200 µL of 

reaction mixture (the following stock solution was prepared for each set of assay: 7.5 

mL of 0.5 M Tris-HCl (pH 7.4), 100 mg of BSA, 1 mL of 1.5% Tween-20 solution, 

0.1 mL of  7.5 mM FAD, 1 mL of 150 mM glucose-6-phosphate, 100 µL of 50 mM β-

NADP, 275 unit of yeast glucose-6-phosphate dehydrogenase, 45 mg MTT, and DW 

to a final volume of 150 mL) containing menadione (1 µL of 50 mM menadione 

dissolved in acetronitrite per 1 mL of reaction mixure) was added just before the 

addition of the reaction mixture into the microtiter plates. A blue color developed and 

the plates were placed into a microplate reader with filter wavelength of 620 nm and 

readings were made at 0.5 min interval for about 10 min. The slope of the optical 

readings with times represents the activity of the reaction. NQO1 activity is the 

activity of sample subtracted with activity of the corresponding baseline activity. 

Using the extinction coefficient of MTT formazan of 11,300 M-1 cm-1 at 610 nm and 

correction for the light path of the microplate, activity of NQO1 is expressed as 

µmol/min/mg protein.  

 

Cell survival assay 

To monitor the clonogenic survival of cells, the clonogenic assay or 

colony formation assay was used. Briefly, HCT116 cells were trypsinized and plated 

in triplicate into 6-well plates at density of 100–500 cells/well for overnight. Then, 

cells were treated with Dic or Doxo or combination for 24 hr. After remove the 

treatments, cells were further incubated for 15 days. On the last day, cells were 

washed and stained with crystal violet, and the colonies containing more than 50 cells 

were counted. Plating efficiency was calculated by dividing the average number of 

cell colonies per well by the amount of cells plated. Surviving fractions were 

calculated by normalization to the plating efficiency of appropriate control groups.  
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To monitor cell viability, trypan blue dye exclusion assay was used. 

PC3 cells were plated at a density of 105 per well in 96-well culture plate for 

overnight. Then, cells were treated with Dic or Doxo or combination for 24 hr. After 

treatment, the cells were cultured for another 5 days, stained with a 0.4% trypan blue 

dye and counted using a counting chamber. 

 

Animals 

p53 wild-type mice are in the C57BL/6 background and were initially 

generated in the laboratory of Dr.Tyler Jacks at the Center for Cancer Research and 

Department of Biology, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA. 

Male mice between 10 and 12 weeks old were used in this study. All animal 

experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use 

Committee of the University of Kentucky. 

 

Doxorubicin treatment and tissue collection 

Mice were treated with a single dose of 20 mg/kg of Doxorubicin-

Adriamycin (Bedford Laboratories, Inc., Bedford, OH) or saline via intraperitoneal 

injection (IP). Three days after treatment, mice were anesthetized using 

Nembutal\sodium solution (65 mg/kg) (Abbott Laboratories, North Chicago, IL). The 

colon and liver were excised and immediately frozen in liquid nitrogen. The Western 

blot analysis and NQO1 enzymatic activity were determined from the crude 

homogenates of colon and liver tissue. 
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Statistical analysis 

Data were expressed as mean ± SEM of three separated experiments. 

An analysis of variance was used to determine significant differences between each 

experimental group. The level of significance was set at p<0.05. 

 

Results 

Chemotherapeutic agents induced NQO1 and p53 protein levels with 

modulating NQO1 enzyme activity 

The treatments of chemotherapeutic agents (Doxo and 5-FU) were 

shown to induce expression of NQO1 and p53 levels in dose-dependent manner, 

while the MDM2, a negative regulator of p53 were correspondingly decreased.  The 

enzyme activity of NQO1 was increased along with the increase of NQO1 protein 

levels by Western blotting up to certain levels where the activity was paradoxically 

decreased. The decreasing activity of NQO1 was associated with the increase of p53 

levels.  The effect was observed as early as in the first hour and was still present up to 

24 h (Figure 1A-C) 

 

Anticancer agents induced p53 and inactivated NQO1 enzyme activity in 

vivo 

The effect of Doxo in induction of NQO1, p53 and modulating NQO1 

activity were supported by in vivo study. P53 wild-type mice were intraperitoneally 

injected with Doxo (20 mg/kg body weight). Three-days after the treatment, the liver 

and colon were collected for Western blot analysis and NQO1 activity assay. Doxo 

increased p53 and NQO1 protein levels, but decreased the specific activity of NQO1 

in both liver and colon tissues (Figure 2A-B). These results confirm that 

chemotherapeutic agent induced p53 and NQO1 protein expression but suppressed the 

NQO1 enzyme activity both in vitro and in vivo. 

 

p53 modulated NOO1 enzyme activity 

To determine the possible inhibitory effect of p53 on NQO1 enzyme 

activity, p53-null (p53 -/-) PC3 cells were treated with Doxo (0.01, 0.34, 1, and 5 µM) 

for 1 and 24 hr (Figure 3A). The result showed that NQO1 enzyme activity was not 

difference when compared with controls. The important role of p53 in the inhibition 
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of NQO1 activity was investigated by transduction of p53 expression vectors at 

variable doses (0.1, 1, and 5 µg) into PC3 cells. The protein expression of p53 and 

also NQO1 was examined by Western blot analysis. Expression of p53 cDNA in PC3 

cells induced inactivation of NQO1 enzyme activity and the activity was negatively 

correlated with the amount of p53 cDNA vector (Figure 3B-C). Furthermore, the 

NQO1 enzyme activity was further suppressed by the treatment with Doxo in PC3 

transduced with p53-vector (Figure 3D-E). These results demonstrated that p53 is 

important for the suppression of NQO1 activity.   

 

Immunoprecipitation of p53 with NQO1 

We previously showed that the presence of p53 is essential for 

suppression NQO1 activity. To investigate the mechanism underlying the inhibitory 

effects of p53 on NQO1 activity, the immunoprecipitation of proteins of interest were 

performed in HCT116 cells. Following the immunoprecipitation with NQO1 

antibody, there was no presence of MDM2, detected by Western blotting (Figure 

4A(a)). This is implied there is no direct physical interaction between MDM2 and 

NQO1. On the other hand, by using p53 antibody, there was NQO1 and MDM2 co-

precipitated with p53 protein (Figure 4A (b)). This suggests an inverse interaction of 

NQO1 and MDM2 with p53. However, the treatment with Doxo decreased MDM2 

co-precipitated with p53, while increased the levels of NQO1.  

Furthermore, we tested whether the NQO1 activity inactivation is 

mediated by p53 expression but not related to MDM2 function. For this purpose, 

HCT116 cells were pre-treated with MG132 for 30 min and then co-treated with 

Doxo. The results showed that treatment with MG132 alone increased MDM2 and 

p53 protein levels by Western blot analysis, however it did not alter NQO1 activity 

(Figure 4B). Combined MG132 and Doxo caused more increase of p53 protein levels 

without change of MDM2. At high concentration of MG132, the presence of Doxo 

suppressed NQO1 activity (Figure 4B). 

To further confirm the effect of MDM2 is not mediated NQO1 

inactivation, we used immunoprecipitation using antibody against MDM2 followed 

by Western blot analysis. The results show that MDM2 antibody is not able to 

immunoprecipitate NQO1 in both treatments; MG132 treated alone and co-treated 
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with Doxo 1 µM (Figure 4B (a)). These results suggest that the presence or absence of 

MDM2 does not contribute significantly to the suppression of NQO1 activity. 

 

Suppression of NQO1 activity required p53 for sensitizing cancer cells to 

anticancer agents 

To verify the role of suppression of NQO1 activity on p53-mediated 

cell death, cells with p53 wild-type HCT116 and p53-null PC3 cells were treated with 

combination of NQO1 inhibitor, dicoumarol (Dic; 0.01, 0.1, 1, and 10 µM) and Doxo 

(0.1 and 1 µM) for 24 hr. The NQO1 activity in both cell lines was inhibited by Dic in 

dose-dependent manner. The concentrations of Dic and Doxo in the study caused only 

a slightly cytotoxic effect. Combination of Doxo and Dic produced a markedly 

enhanced cytotoxic effect only in p53 wild-type cells by dose-dependent but not in 

p53-null cells (Figure 5A (a), 5B (a)).  

To further confirmed the essential function of p53 for NQO1-targeting 

chemosensitization, a NQO1 siRNA transfection was performed in HCT116 cells and 

PC3 cells. As shown in Figure 5A (b) and 5B (b), NQO1 siRNA suppressed NQO1 

protein and enzyme activity in both cell lines. Combination of NQO1 knockdown and 

Doxo enhanced cell death resulting in decrease of cell viability only in HCT 116 cells 

but not in PC3 cells (Figure 5A (c), 5B (c))  

 

Discussion 

NQO1 is an important survival factor essential for protecting the cells from 

cytotoxicity via its enzymatic activity. Many cancer cells exhibit high level of NQO1 

which protects the cells from apoptotic death. Inhibition of NQO1 results in 

potentiation of cytotxic effect of various anticancer agents (Buranrat et al., 2010; 

Madari et al., 2003; Matsui et al., 2010; Nolan et al., 2010). The chemosensitizing 

effect by inhibition of NQO1 has been suggested to be associated with increased p53 

expression (Buranrat et al., 2010). Our results suggest that anticancer agents induced 

NQO1 as well as p53 protein expression. The increasing p53 levels were inversely 

inhibited NQO1 activity. However, suppression of NQO1 by pharmacological 

inhibitor or by knockdown of NQO1 expression as well as the presence of p53 are 

required to obtain chemosensitizing effect.  
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Treatment with stressors such as anticancer agents, Doxo and 5-FU, induce 

NQO1 expression as a part of adaptive for survival response to cope with stress 

conditions (Han et al., 2008; Tew et al., 1998; Zhu et al., 2009). Expression of p53 is 

also well known as a response to DNA and cell damage (Asharani et al., 2010; Luo 

and Leverson, 2005; Sharpless and DePinho, 2002; Shen and White, 2001). However, 

the intrigue is while NQO1 protein levels detected by Western blotting were increased 

by dose of Doxo, the specific activity of NQO1 was paradoxically decreased. 

Moreover, the decreased NQO1 activity was associated with the increase of p53 

levels. This phenomenon is not unique to Doxo, as 5-FU could also induce the same 

effect. We did not examine whether the induced NQO1 protein has any structural 

change resulting in decrease of enzyme specific activity.   

MDM2 is a negative regulator of p53 by interacting with p53 and mediated 

p53 ubiquitination and proteasomal degradation (Bianco et al., 2005; Pei et al., 2012; 

Zhao et al., 2006; Zheleva et al., 2003). DNA damage induces phosphorylation of p53 

and MDM2, thereby preventing their interaction and stabilizing p53 (Colman et al., 

2000; Jabbur et al., 2000; Unger et al., 1999). Our finding is consistent with that 

MDM2 was decreased while p53 was increased. The association of p53 with NQO1 

activity was verified by transduction of p53 expression vector in p53-null PC3 cells. It 

is quite clear that the presence of p53 is causally related to suppression of NQO1 

activity, whereas the increasing amount of p53 is directly related to more suppression 

of NQO1 activity. 

The association of p53 and NQO1 was further examined by 

immunoprecipitation assay. It is apparent that NQO1 physically interacts with p53, 

where there was no direct interaction between NQO1 and MDM2. It is probable that 

the physical interaction of NQO1 and p53 resulting in suppression of NQO1 activity. 

In this context, it is apparent that DNA damage induces increased levels of NQO1 and 

p53 partly by mutual stabilizing each other by the physical interaction. Previous 

studies had shown that NQO1 plays important role to stabilize p53, as inhibition of 

NQO1 decreased p53 levels (Asher et al., 2001; Asher et al., 2002). However, our 

recent study using dicoumarol and current study using siRNA revealed that inhibition 

of NQO1 activity was associated with increased p53 levels. Importantly, the almost 

complete inhibition of NQO1 was carried out by Dic at subcytotoxic concentrations 

(Buranrat et al., 2010). Current study suggests that p53 and NQO1 could be co-existed 

by induction of anticancer agents. 
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Present study is clearly demonstrated that p53 is mandatory for the 

chemosensitizing effect by NQO1 inhibition, as there was no chemosensitizing effect 

in p53-null PC3 cells, no matter the inhibition of NQO1 was performed by Dic or by 

NQO1 knockdown using siRNA. The downstream effects of p53 activation leading to 

cell death are multifaceted (Bhushan et al., 2009; Kurata et al., 2008; Weller, 1998). 

P53 mediated via Bcl2 protein in mitochondria and in cytosol with induction of 

intrinsic and extrinsic cell death. Inhibition of cell cycle progression is also mediated 

by p53 via various proteins such as p21 (Bhushan et al., 2009; Jabbur et al., 2000). 

Moreover, the increased levels of p53 after treatment with cytotoxic agents which 

causes suppression of NQO1 activity may partly contribute to enhance the cytotoxic 

effect of anticancer agents, in that, p53 inhibits the adaptive for survival response of 

NQO1.  

In summary, the treatment of anticancer agents induces NQO1 and p53 protein 

expression. The increased p53 protein is physically interacted with NQO1 and 

probably inhibits NQO1 activity. Since NQO1 plays role in cytoprotective effect in 

the cells, the inhibited NQO1 activity by p53 may contribute to the enhanced 

cytotoxicity. Inhibition of NQO1 and presence of p53 were required for the 

chemosensitizing effect. 

 

Conclusions  

In summary, NQO1 plays an important role in cytoprotection of cancer cells and 

modulates the sensitivity of chemotherapeutic agents, particularly in the high NQO1 

expressing CCA cells. NQO1 is a potential molecular target for enhancing the 

antitumor activity of chemotherapeutic agents. 
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Figures 

 
Figure 1 Chemotherapeutic agents induced NQO1 and p53 protein levels 

and modulated NQO1 enzyme activity. A-B, Effect of Doxo (0.1, 0.34, 1, and 5 µM) 

on expression of NQO1, p53, and MDM2 protein in HCT116 cells for 1 (A) and 24 hr 

(B). Protein expression was determined by Western blot analysis using GAPDH as a 

loading control. C, Effect of 5-FU (25, 50, and 100 µM) on expression of NQO1, p53, 

MDM2, and β-actin (as a loading control) protein levels and NQO1 enzyme activity. 

at 24 hr . The NQO1 enzyme activity was analyzed by enzymatic methods. Data 

represent mean ± SEM, each from three experiments *p<0.05 vs. the untreated 

control. 
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Figure 2  In vivo effects of Doxo on NQO1, p53 protein expression and 

NQO1 enzyme activity. p53 wild-type mice were treated with a single dose of 20 

mg/kg of Doxo. Three-days after treatment, the liver (A) and colon (B) were 

collected. NQO1, p53, and β-actin protein levels were determined by Western blot 

analysis and NQO1 enzyme activity was analyzed by enzymatic method. Data 

represent mean ± SEM of three animals in each group. *p<0.05 vs. the untreated 

control. 
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Figure 3 A, Effect of Doxo on NQO1 enzyme activity in p53-null PC3 

cells. Cells were exposed to Doxo (0.1, 0.34, 1, and 5 µM) for 1 and 24 hr. The NQO1 

activity was evaluated by enzymatic assay. B-C, Effect of over-expression of p53 on 

NQO1 enzyme activity. p53 vector (0.1, 1, and 5 µg) or pcDNA as a control vector 

was transfected to PC3 cells for 24 hr using lipofectamine TM 2000. After transfection, 

the whole cells were collected for Western blot analysis and NQO1 enzyme activity. 
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D-E, Effect of Doxo on NQO1 enzyme activity in p53 transfected PC3 cells. After 

transfection, PC3 cells were treated with Doxo (0.1 or 1 µM) for 1 and 24 hr. Data 

represent mean ± SEM, each from three experiments. *p<0.05 vs. the untreated 

control; #p<0.05 vs. the corresponding treated control. 

 

 

 
 

Figure 4 A, There was no direct physical interaction between MDM2 

and NQO1 (a) while NQO1 and MDM2 were co-precipitated with p53 protein (b). 

HCT116 cells were treated with Doxo (1 and 5 µM) for 1 hr. Immunoprecipitation 

analysis was used to detect interaction of p53, MDM2 and NQO1 protein. 

Immunoprecipitation with IgG was shown as control. B, Effect of proteasome 

inhibitor (MG132) on p53, MDM2, and NQO1 protein and NQO1 enzyme activity. 
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HCT116 cells were pre-treated with MG132 (0.1, 0.5, and 1 µM) for 30 min and then 

co-treated with Doxo 1 µM. Twenty-four hours after treatment, cells were collected 

for Western blot analysis of MDM2, p53, NQO1, and β-actin (as a loading control) 

protein. Cells were also determined for NQO1 enzyme activity. Data represent mean 

± SEM, each from three experiments. *p<0.05 vs. the control; #p<0.05 vs. the 

corresponding treated control. 
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Figure 5  Suppression of NQO1 activity needed p53 to sensitize cell 

death. A, Suppression of NQO1 enhanced cytotoxic effect of Doxo in p53 wild-type 

HCT116 cells. (a), HCT116 cells were treated with Dic (0.01, 0.1, 1, and 10 µM) or 

combined Dic and Doxo (0.1 and 1 µM) for 24 hr. Clonogenic survival of cells was 

evaluated by colony formation assay. (b-c), HCT116 cells were transfected with either 

control siRNA (0.4 nM) or NQO1 siRNA (0.4 nM) for 48 hr followed by Doxo 

treatment (0.1 and 1 uM). Efficiency of siRNA transfection was confirmed by 

Western blot analysis and NQO1 enzymatic assay (b). Twenty-four hours after Doxo 

treatment, the clonogenic survival of cells was evaluated by colony formation assay 

(c). B, Suppression of NQO1 did not enhance cytotoxic effect of Doxo in p53-null 

PC3 cells. (a), PC3 cells were treated with Dic or combined Dic and Doxo similar to 

HCT116 cells. The cell viability was evaluated by trypan blue dye exclusion assay. 

(b-c), similar siRNA transfection experiments were performed in p53-null PC3 cells. 

PC3 cells were transfected with either control siRNA or NQO1 siRNA followed by 

Doxo treatment. Efficiency of siRNA transfection was confirmed by Western blot 

analysis and NQO1 enzymatic assay (b). Twenty-four hours after Doxo treatment, the 

cell viability was evaluated by trypan blue dye exclusion assay (c). Data represent 

mean ± SEM, each from three experiments. *p<0.05 vs. the control; #p<0.05 vs. the 

corresponding treated control. 

 

 

Abbreviations 

NQO1: NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1; CCA: Cholangiocarcinoma; 5-FU: 5-

fluorouracil; Doxo: doxorubicin; Gem: gemcitabine; siRNA: small interfering RNA; 

SRB: sulforhodamine B; p53: tumor protein 53. 
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