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ABSRACT 

 Cyst enlargement in ADPKD is associated with cAMP-activated proliferation of cyst-lining epithelial 

cells and transepithelial fluid secretion into the cyst lumen via cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) chloride channel leading to renal insufficient and no effective treatment is currently 

available. This study aimed to investigate an inhibitory effect and detailed mechanisms of steviol and its 

derivatives on cyst growth using a cyst model in Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells and in a rodent 

orthologous model of ADPKD (Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice). Among 4 steviol-related compounds tested, 

steviol (100 microM) was found to be the most potent for inhibiting MDCK cyst growth and cyst formation by 

72.5±3.6% and 38.2±8.5%, respectively without effect on MDCK cell viability, proliferation and apoptosis. 

Steviol had both acute and chronic effects to inhibit forskolin-stimulated apical chloride current in MDCK 

epithelia, measured by Ussing chamber technique. Interestingly, proteasome inhibitor, MG-132, reduced the 

effect of steviol on CFTR protein expression. Immunofluorescence studies demonstrated that prolonged 

treatment (24 h) with steviol (100 microM) markedly reduced CFTR expression at the plasma membrane. 

Taken together, these data suggest that steviol retards MDCK cyst growth by directly inhibiting CFTR 

chloride channel activity and by promoting proteasomal degradation of CFTR. 

 Next, the effect of steviol on renal cystogenesis in ADPKD mouse model was further examined. The 

results showed that daily treatment with both 200 mg/kg of steviol and 1,000 mg/kg of stevioside for 14 days 

markedly decreased kidney weight and cystic index in these mice. However, only steviol reduced serum BUN 

and plasma creatinine by 48.1±18.3% compared with that of vehicle treated mouse. Steviol also reduced cell 

proliferation but had no effect on cell apoptosis. In addition, steviol suppressed CFTR expression and 

mTOR/S6K pathway of renal cyst-lining epithelial cells. Interestingly, steviol also markedly enhanced AMPK 

protein expression in cyst-lining epithelial cells of ADPKD mouse. These findings indicated that steviol slows 

cyst progression in Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice, in part, by inhibiting CFTR chloride channel expression and 

renal epithelial cell proliferation via mTOR/S6K pathway and by activating AMPK. It also helps to improve 

kidney function as indicated by BUN and plasma creatinine. Steviol thus has potential to be used as a 

therapeutic compound for the treatment of polycystic kidney disease 
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บทคดัยอ่ 

 การเจรญิเตบิโตของถุงน ้าหรอืซสีต์ในโรคถุงน ้าในไตเกดิจากการแบ่งตวัมากผดิปกตขิองเซลล์หลอดไตจน

กลายเป็นซสีต์ ร่วมกบัการหลัง่คลอไรดม์ากผดิปกตผิ่านทางช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR โดยซสีต์เมื่อมขีนาดโต

ขึน้จะกดเบยีดเน้ือไต ท าใหก้ารท างานของไตเสยีหายและในที่สุดเกดิภาวะไตวาย ปจัจุบนัโรคถุงน ้าในไตยงัไม่มกีาร

รกัษาทีม่ปีระสทิธภิาพ แต่การลดหรอืยบัยัง้การท างานของช่องโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR เพื่อลดการเจรญิเตบิโต

ของซสีตก์น่็าจะช่วยใหก้ารท างานของไตไม่เสยีหายมากนกั การศกึษาน้ีจงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการ

ออกฤทธิข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวานและอนุพนัธ์ทัง้สีช่นิด (steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime 

isosteviol) ในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของซสีตใ์นเซลลโ์มเดลถุงน ้าทีเ่กดิจากเซลล ์MDCK ทัง้ยงัศกึษาดฤูทธิข์องสาร 

ในหนูโมเดลโรคถุงน ้า (Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice) เพื่อยนืยนัผลทีพ่บในเซลลโ์มเดลถุงน ้า  จากสารอนุพนัธท์ัง้สี่

ชนิดทีท่ดสอบ พบว่าสาร steviol มปีระสทิธภิาพมากทีสุ่ดในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของซลีต์ (cyst growth) และ

ยบัยัง้การเพิม่จ านวนซสีต์ (cyst formation) แต่ไม่มผีลต่อการอยู่รอดของเซลล ์(cell viability) การเกดิใหม่ของเซลล ์

(cell proliferation)  และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis โดยทีส่าร steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์โดยออก

ฤทธิย์บัยัง้การหลัง่คลอไรดท์ัง้แบบฉับพลนัและแบบเรือ้รงัในเซลลห์ลอดไต MDCK เมื่อตรวจสอบดว้ยการวดักระแส

การหลัง่คลอไรดโ์ดย Ussing chamber experiment นอกจากนี้สาร steviol ยงัลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอ

ไรด ์CFTR ในเซลลห์ลอดไต MDCK ไดใ้นช่วงเวลา 6-24 ชัว่โมง อกีทัง้ผลการทดลองดย immunofluorescense พบว่า 

สาร steviol ลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีผ่วิเซลล ์และเป็นทีน่่าสนใจอย่างยิง่ว่า สาร MG-132 

(proteasome inhibitor) สามารถยบัยัง้ฤทธิข์องสาร steviol ในการลดการแสดงออกของโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR 

จากผลการทดลองขา้งต้นสรุปไดว้่า สาร steviol ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลถุงน ้า MDCK ผ่าน

ทางการยบัยัง้การท างานของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR และการกระตุ้นการสลายโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีผ่วิ

เซลลผ์่าน proteasome 

 การทดลองต่อมาคอืการศกึษาฤทธิข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ ์steviol ต่อ

การยบัยัง้การเตบิโตของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงน ้า พบว่าเมื่อใหส้าร steviol และ stevioside ความเขม้ขน้ 200 mg/kg 

และ 1,000 mg/kg ตามล าดบั กบัหนูทีเ่ป็นโรคถุงน ้า (Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice) วนัละ 1 ครัง้ ตดิต่อเป็นเวลา 

14 วนั พบว่า สาร steviol และ stevioside สามารถลดน ้าหนกัของไต ขนาดของไต เปอรเ์ซน็ตพ์ืน้ทีซ่สีตใ์นไต ไดอ้ย่าง

มนียัส าคญั อย่างไรกต็ามพบว่าเฉพาะสาร steviol เท่านัน้ทีม่ผีลช่วยเพิม่การท างานของไตเมื่อเปรยีบเทยีบกบัหนูโรค

ถุงน ้าแบบควบคุม โดยทีส่าร steviol สามารถลดการเกดิและแบ่งตวัใหม่ของเซลลห์ลอดไต (cell proliferation) แต่ไม่มี
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ผลต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis นอกจากนี้ steviol ยงัมผีลลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR, 

โปรตนีใน mTOR/S6K pathway และกระตุน้การท างานของโปรตนี AMPK ในไตของหนูโรคถุงน ้า จากผลการทดลองนี้

ชีใ้หเ้หน็ว่า สาร steviol สามารถช่วยชะลอการเตบิโตของซสีต์ในหนูโมเดลโรคถุงน ้าโดยการลดการแสดงออกโปรตนี

ขนส่งคลอไรด์ CFTR ซึ่งเชื่อมโยงกบัการท างานของโปรตีน AMPK ทัง้ยงัช่วยยบัยัง้การเกดิเซลล์ถุงน ้าใหม่ผ่าน 

mTOR/S6K pathway อนัส่งผลท าให้การท างานของไตของหนูโมเดลโรคถุงน ้าดขีึน้ ดงันัน้สารอนุพนัธจ์ากใบหญ้า

หวาน steviol มศีกัภาพสงูทีส่ามารถน าไปพฒันาเป็นยารกัษาโรคถุงน ้าในไต เพราะสารนี้มผีลยบัยัง้การเจรญิเตบิโต

ของซสีตไ์ดห้ลายกลไกพรอ้มกนั 


