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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 

 

Keywords: Steviol, Stevioside, Cyst growth, CFTR, ADPKD 
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บทคดัยอ่ 

 การเจรญิเตบิโตของถุงนํÊาหรอืซสีต์ในโรคถุงนํÊาในไตเกดิจากการแบ่งตวัมากผดิปกตขิองเซลล์หลอดไตจน

กลายเป็นซสีต์ ร่วมกบัการหลั Éงคลอไรดม์ากผดิปกตผิ่านทางช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR โดยซสีต์เมืÉอมขีนาดโต

ขึÊนจะกดเบยีดเนืÊอไต ทําใหก้ารทํางานของไตเสยีหายและในทีÉสุดเกดิภาวะไตวาย ปจัจุบนัโรคถุงนํÊาในไตยงัไม่มกีาร

รกัษาทีÉมปีระสทิธภิาพ แต่การลดหรอืยบัยั Êงการทํางานของช่องโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR เพืÉอลดการเจรญิเตบิโต

ของซสีตก์น่็าจะช่วยใหก้ารทาํงานของไตไม่เสยีหายมากนกั การศกึษานีÊจงึมวีตัถุประสงคเ์พืÉอศกึษาฤทธิ Íและกลไกการ

ออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญ้าหวานและอนุพนัธ์ทั ÊงสีÉชนิด (steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime 

isosteviol) ในการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตใ์นเซลลโ์มเดลถุงนํÊาทีÉเกดิจากเซลล ์MDCK ทั Êงยงัศกึษาดฤูทธิ Íของสาร 

ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา (Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice) เพืÉอยนืยนัผลทีÉพบในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา  จากสารอนุพนัธท์ั ÊงสีÉ

ชนิดทีÉทดสอบ พบว่าสาร steviol มปีระสทิธภิาพมากทีÉสุดในการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซลีต์ (cyst growth) และ

ยบัยั ÊงการเพิÉมจํานวนซสีต์ (cyst formation) แต่ไม่มผีลต่อการอยู่รอดของเซลล ์(cell viability) การเกดิใหม่ของเซลล ์

(cell proliferation)  และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis โดยทีÉสาร steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์โดยออก

ฤทธิ Íยบัยั Êงการหลั Éงคลอไรดท์ั ÊงแบบฉับพลนัและแบบเรืÊอรงัในเซลลห์ลอดไต MDCK เมืÉอตรวจสอบดว้ยการวดักระแส

การหลั Éงคลอไรดโ์ดย Ussing chamber experiment นอกจากนีÊสาร steviol ยงัลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอ

ไรด ์CFTR ในเซลลห์ลอดไต MDCK ไดใ้นช่วงเวลา 6-24 ชั Éวโมง อกีทั Êงผลการทดลองดย immunofluorescense พบว่า 

สาร steviol ลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีÉผวิเซลล ์และเป็นทีÉน่าสนใจอย่างยิÉงว่า สาร MG-132 

(proteasome inhibitor) สามารถยบัยั Êงฤทธิ Íของสาร steviol ในการลดการแสดงออกของโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR 

จากผลการทดลองขา้งต้นสรุปไดว้่า สาร steviol ยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ผ่าน

ทางการยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR และการกระตุ้นการสลายโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีÉผวิ

เซลลผ์่าน proteasome 

 การทดลองต่อมาคอืการศกึษาฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ ์steviol ต่อ

การยบัยั Êงการเตบิโตของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงนํÊา พบว่าเมืÉอใหส้าร steviol และ stevioside ความเขม้ขน้ 200 mg/kg 

และ 1,000 mg/kg ตามลําดบั กบัหนูทีÉเป็นโรคถุงนํÊา (Pkd1flox/flox:Pkhd1-Cre mice) วนัละ 1 ครั Êง ตดิต่อเป็นเวลา 

14 วนั พบว่า สาร steviol และ stevioside สามารถลดนํÊาหนกัของไต ขนาดของไต เปอรเ์ซน็ตพ์ืÊนทีÉซสีตใ์นไต ไดอ้ย่าง

มนียัสาํคญั อย่างไรกต็ามพบว่าเฉพาะสาร steviol เท่านั ÊนทีÉมผีลช่วยเพิÉมการทํางานของไตเมืÉอเปรยีบเทยีบกบัหนูโรค

ถุงนํÊาแบบควบคุม โดยทีÉสาร steviol สามารถลดการเกดิและแบ่งตวัใหม่ของเซลลห์ลอดไต (cell proliferation) แต่ไม่มี
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ผลต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis นอกจากนีÊ steviol ยงัมผีลลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR, 

โปรตนีใน mTOR/S6K pathway และกระตุน้การทาํงานของโปรตนี AMPK ในไตของหนูโรคถุงนํÊา จากผลการทดลองนีÊ

ชีÊใหเ้หน็ว่า สาร steviol สามารถช่วยชะลอการเตบิโตของซสีต์ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊาโดยการลดการแสดงออกโปรตนี

ขนส่งคลอไรด์ CFTR ซึÉงเชืÉอมโยงกบัการทํางานของโปรตีน AMPK ทั Êงยงัช่วยยบัยั Êงการเกดิเซลล์ถุงนํÊาใหม่ผ่าน 

mTOR/S6K pathway อนัส่งผลทําให้การทํางานของไตของหนูโมเดลโรคถุงนํÊาดขีึÊน ดงันั Êนสารอนุพนัธจ์ากใบหญ้า

หวาน steviol มศีกัภาพสงูทีÉสามารถนําไปพฒันาเป็นยารกัษาโรคถุงนํÊาในไต เพราะสารนีÊมผีลยบัยั Êงการเจรญิเตบิโต

ของซสีตไ์ดห้ลายกลไกพรอ้มกนั 
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8.  ความสาํคญัของปัญหาทีÉทาํการวิจยั 

  โรคถุงนํÊาในไต (polycystic kidney disease) เป็นโรคทางพนัธุกรรมชนิดหนึÉงทีÉเกดิขึÊนค่อนขา้งมาก เกดิจาก

ความผิดปกติของยีน PKD1 หรือ PKD2 ในเซลล์หลอดไตส่งผลให้การทํางานของโปรตีน polycystin-1 และ 

polycystin-2 ผดิปกตไิป ลกัษณะอาการของโรคถุงนํÊาคอืจะเกดิซสีตห์รอืถุงนํÊาทีÉบรเิวณหลอดไต จากนั Êนซสีต์จะพฒันา

และขยายขนาดขึÊน ซสีต์ทีÉโตจะไปแทนทีÉและกดเบยีดเนืÊอไตปกติ ทําใหป้ระสทิธภิาพในการทํางานของไตลดลง การ

วนิิจฉยัโรคถุงนํÊาในไต สว่นใหญ่จะทราบเมืÉอผูป้่วยมขีนาดและจํานวนซสีต์ในไตทีÉใหญ่และจํานวนมากแลว้ ทําใหย้าก

ต่อการรกัษา จนสดุทา้ยผูป้ว่ยจะเกดิภาวะไตวายเรืÊอรงั และเสยีชวีติไดใ้นทีÉสดุ ปจัจุบนัยงัไม่มกีารรกัษาโรคถุงนํÊาในไต

ทีÉมปีระสทิธภิาพ ผูป้่วยไดร้บัรกัษาแบบประคบัประคองตามอาการ ถ้าผู้ป่วยมภีาวะไตวายกจ็ะต้องรกัษาด้วยวธิกีาร

ฟอกไต (hemodialysis) หรอื การเปลีÉยนถ่ายไต (renal transplantation) 

  สาเหตุของโรคถุงนํÊาในไตเกดิจากการทาํงานทีÉผดิปกตไิปของโปรตนี PC-1 & PC-2 ซึÉงโปรตนีสองชนิดนีÊมมีี

การเรยีงตวัอยู่ทีÉบรเิวณบนผวิผนังของซเีลยีในเซลลห์ลอดไต ทําหน้าทีÉร่วมกนัในการควบคุมสมดุลแคลเซยีมภายใน

เซลล ์เพืÉอใหเ้ซลลห์ลอดไตพฒันาและแบ่งตวัตามปกติ  ดงันั ÊนเมืÉอการทํางานของโปรตนีสองชนิดนีÊผดิปกติ ส่งผลให้

ปรมิาณแคลเซยีมและ cAMP ในเซลล์หลอดไตเพิÉมขึÊน มผีลไปกระตุ้นกระบวนการสรา้งเซลล์ใหม่มากผดิปกติ(cell 

proliferation) ก่อตวัเป็นถุงนํÊาหรอืซสีต์ หลงัจากนั ÊนถุงนํÊาทีÉถูกสรา้งขึÊนจะเจรญิเตบิโตขยายขนาดมากขึÊนจากการหลั Éง

คลอไรดอ์อิอนทีÉมากกว่าปกตผิ่านโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR  (fluid secretion)เขา้ไปในโพรงของถุงนํÊาหรอืซสีต์ ซึÉง

กระบวนการทั Êงการสรา้งและการขยายขนาดเป็นพยาธสิภาพสาํคญัของโรคถุงนํÊาในไต ทีÉผ่านมาไดม้กีารศกึษาหากลไก

ทีÉส่งผลต่อการกระตุ้นการสรา้งและแบ่งตวัของเซลลถุ์งนํÊาในไต ทําให้ทราบว่ากลไกการสรา้งเซลลซ์สีต์ใหม่เกดิขึÊนได้

หลายกลไกด้วยกนัอาท ิจากการกระตุ้นการทํางานของโปรตีน MAPK/ERK pathway ซึÉงกลไกนีÊเกดิจากปรมิาณ 

cAMP ในเซลล์ท่อไตทีÉมมีากไปกระตุ้นโปรตีน PKA และส่งผลใหเ้กดิการกระตุ้น MAPK/ERK ใหม้กีารทํางานทีÉ

มากกว่าปกตติามมา จนเกดิการสรา้งถุงนํÊาใหม่ขึÊนมา (cell proliferation and cyst formation) นอกจากนีÊมรีายงานว่า 

เซลลถุ์งนํÊาจากไตผูป้ว่ยและหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในไต มกีารแสดงออกของโปรตนีทีÉกระตุน้การเพิÉมจาํนวนเซลลโ์ดยผ่าน 

mTOR signaling pathway และ Wnt/β-catenin pathway โดยซสีต์ทีÉถูกสรา้งขึÊนจะขยายขนาดดว้ยกระบวนการหลั Éง

คลอไรด์ทีÉมากกว่าปกติผ่านช่องโปรตีนขนส่งคลอไรด์ทีÉมชีืÉอว่า cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) ซึÉงโปรตนีตวันีÊจะมมีากในเซลลซ์สีต์และจะเรยีงตวัอยู่ทีÉบรเิวณ apical membrane โดยปรมิาณ 

cAMP ทีÉมมีากในเซลลห์ลอดไต นอกจากจะกระตุ้นการสรา้งเซลลซ์สีต์ใหม่แลว้ ยงักระตุ้นการทํางานของช่องโปรตนี

ขนสง่คลอไรด ์CFTR ผ่านทางโปรตนี PKA อกีดว้ย คลอไรดอ์อิอนเมืÉอมกีารหลั Éงเขา้ไปในโพรงถุงนํÊาแลว้ จะทําใหเ้กดิ
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แรงออสโมตกิ ดงึเอาโซเดยีมออิอนและนํÊาเขา้สูถุ่งนํÊาร่วมดว้ย ผ่านช่องว่างระหว่างเซลล ์สง่ผลใหถุ้งนํÊาขยายขนาดและ

โตขึÊน 

 การรกัษาในปจัจุบนัสว่นใหญ่ถา้ตรวจวนิิจฉยัพบรอยโรคในระยะสดุทา้ย (มภีาวะไตวายเรืÊอรงัเกดิขึÊน) กจ็ะให้

การรกัษาแบบประคบัประคอง อาท ิใหย้าลดอาการปวด ลดความดนัโลหติ หรอืการฟอกไต เป็นต้น อย่างไรก็ตามไดม้ี

งานวจิยัเพืÉอพฒันายาในการรกัษาโรคถุงนํÊาในไตเกดิขึÊนมากมาย ซึÉงกลไกการออกฤทธิ ÍของยาหรอืสารทีÉมผีลชะลอการ

เจรญิเตบิโตของซสีตม์อียู่หลายกลไก และส่วนใหญ่ยงัอยู่ในขั Êนการทดลองในคนระยะต้น (clinical trial phase II & III) 

การศกึษาทีÉผ่านมาพบว่า การยบัยั Êงกลไกของการสร้างซสีต์ใหม่ (cell proliferation) อาท ิการยบัยั Êง MAPK/ERK 

pathway การใชย้า rapamycin (mTOR inhibitor) ยบัยั Êงการทํางานของ mTOR signaling หรอืแม้แต่การยบัยั Êง  

Wnt/β-catenin pathway กลไกลเหล่านีÊสามารถชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ไดด้ทีั Êงเซลลแ์ละในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา 

นอกจากนีÊ การใชส้ารยบัยั Êงการทํางานของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR (CFTR inhibitor) กส็ามารถลดการขยายตวั

ของซสีตไ์ดเ้ป็นอย่างดทีั Êงในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK และในหนูโมเดลถุงนํÊา 

 ปจัจุบนัมกีารศกึษาวจิยักนัอย่างแพร่หลายในการนําเอาสารจากพชืสมุนไพรหรอืสารสกดัจากพชืธรรมชาตมิา

ศกึษาฤทธิ Íและกลไกการออกฤทธิ Íในดา้นการเสรมิสรา้งสขุภาพ ป้องกนัและรกัษาโรคทางการแพทย ์ไดม้กีารศกึษาวจิยั

ใชส้ารสกดัจากสมุนไพรและพชืธรรมชาตมิาทดสอบกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊา พบว่าไดผ้ลเป็นดพีอควร อาท ิสารสกดัจาก

ขมิÊน (curcumin) สารสกดัจากสมุนไพรจนี (Triptolide) มฤีทธิ Íในการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากการยบัยั Êงกลไก

การสรา้งซสีตใ์หม่มากกว่าหนึÉงกลไก อนัจะสง่ผลดใีนการนํามาประยุกตใ์ชร้กัษาโรคถุงนํÊาร่วมกนักบัสารสงัเคราะหอ์ืÉนๆ 

เพืÉอใหเ้สรมิฤทธิ Íกนั สารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) เป็นสารสกดัจากพชืธรรมชาต ิสามารถใหค้วามหวานสงู

มากกว่านํÊาตาลซูโครสถึง 300 เท่า โดยสารสกดัจากใบหญ้าหวานนีÊมคีุณสมบตัใินด้านการรกัษาโรคต่างๆ มากมาย 

โดยมรีายงานว่า สาร stevioside สามารถลดความดนัโลหติ ช่วยขบัปสัสาวะ นอกจากนีÊสารอนุพนัธข์องมนั steviol ยงั

มผีลลดการอกัเสบ ลดนํÊาตาลในเลอืดของผูป้ว่ยโรคเบาหวาน อกีทั Êงยงัมฤีทธิ Íในการยบัยั ÊงการขบัยาทิÊงบรเิวณหลอดไต

ส่วนต้นอนัจะช่วยเสรมิฤทธิ Íให้ยามเีวลาในการออกฤทธิ Íในกระแสเลอืดไดน้านขึÊน และเป็นทีÉน่าสนใจอย่างยิÉงว่า สาร 

steviol และอนุพนัธ ์สามารถยบัยั Êงการหลั Éงคลอไรดผ์่านโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ และออก

ฤทธิ Íอย่างดใีนการรกัษาโรคอุจาระร่วงในลําไสห้นูโมเดลโรคอหวิาตกโรค ดงันั Êนเราจงึตั Êงสมมุตฐิานว่า สารสกดัจากใบ

หญา้หวานและสารอนุพนัธข์องมนั น่าจะมฤีทธิ Íในการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK และ

ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา ผ่านการยบัยั Êงการทํางานของโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR หรอืกลไกอืÉนร่วมดว้ย ซึÉงน่าจะมี

ศกัยภาพในการพฒันาเป็นยารกัษาโรคถุงนํÊาในไตต่อไป  
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9.  วตัถปุระสงค ์

 โครงการวจิยันีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอศกึษาฤทธิ Íและกลไกการออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญ้าหวานและสาร

อนุพนัธต่์อการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK และการประยุกต์ใชใ้นการรกัษาโรคในหนู

โมเดลโรคถุงนํÊา (ADPKD mouse model) โดยมวีตัถุประสงคย์่อยดงันีÊ 

 1. ศกึษาฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวานและสารอนุพนัธใ์นการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลล ์

โมเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

 2. ศกึษาคุณสมบตัเิชงิเภสชัวทิยาและกลไกการออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวานและอนุพนัธใ์นการ 

ยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

 3. ศึกษาศักยภาพในการพัฒนาสารสกดัจากใบหญ้าหวานและสารอนุพันธ์ steviol ในการรักษาโรค 

polycystic kidney ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา (ADPKD mouse model) 

 

10.  ระเบียบวิธีวิจยั 

 โครงการวจิยันีÊไดแ้บ่งการทดลองออกเป็นสามตอนตามวตัถุประสงคย์่อย ซึÉงมรีะเบยีบวธิกีารวจิยัดงัต่อไปนีÊ 

 ตอนทีÉ 1 ศกึษาฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวานและสารอนุพนัธใ์นการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลล์

โมเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

1. การทดสอบผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ์ ทั Êง 4 (steviol, isosteviol, 

dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol) ต่อการยบัยั ÊงการเพิÉมจํานวนซีสต์ของเซลล์โมเดลถุงนํÊา MDCK   

(MDCK cyst formation)  

2. การทดสอบผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธท์ั Êง 4 ต่อการชะลอการเจรญิเตบิโต

ของซสีตข์องเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK (MDCK cyst growth) 

3. การทดสอบผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ์ทั Êง 4 ต่อการฆ่าเซลล์หลอดไต 

MDCK (cell viability)  
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 นําผลการทดลองทีÉไดข้า้งต้นมาประเมนิเลอืกสารหนึÉงตวัทีÉสามารถชะลอการเจรญิเตบิโตและลดจํานวนซสีต์ของ

เซลลโ์มเดล MDCK ไดด้ทีีÉสดุโดยไม่มผีลต่อการฆา่เซลล ์จากนั Êนทาํการศกึษากลไกการออกฤทธิ Íของสารต่อไป 

 ตอนทีÉ 2 ศกึษาคุณสมบตัเิชงิเภสชัวทิยาและกลไกการออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญ้าหวานและอนุพนัธใ์นการ

ยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

1. การทดสอบฤทธิ Íของสารอนุพนัธ์ตวัทีÉดทีีÉสุด (steviol) ต่อการเพิÉมจํานวนของเซลลห์ลอดไต MDCK (cell 

proliferation) และการตายของเซลลห์ลอดไต MDCK แบบ apoptosis โดยวธิ ีBrdU incorporation และ flow 

cytometry (annexin V) ตามลาํดบั  

2. การทดสอบฤทธิ Íของ steviol ต่อการหลั Éงกระแสคลอไรด์ออิอนของเซลลห์ลอดไต MDCK เมืÉอกระตุ้นด้วย 

forskolin (a cAMP activator) ทั Êงฤทธิ ÍแบบฉบัพลนัและแบบเรืÊอรงัโดย  ussing chamber experiment 

3. การทดสอบฤทธิ Íของ steviol ต่อการลดการแสดงออกของช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในเซลลห์ลอดไต 

MDCK โดยวธิ ีwestern blot analysis 

4. การทดสอบฤทธิ Íของ steviol ต่อการแสดงออกของช่องโปรตนีขนสง่นํÊา AQP2 ในเซลลห์ลอดไต MDCK โดยวธิ ี

western blot analysis 

5. การทดสอบฤทธิ Íของ steviol ต่อการยบัยั Êงการแบ่งเซลลใ์หม่ (cell proliferation) ผ่านการกระตุ้นของโปรตนี 

ERK ในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK (MDCK cyst growth and cyst formation) โดยวธิ ีwestern blot analysis 

 

 ตอนทีÉ 3 ศึกษาศกัยภาพในการพฒันาสารสกดัจากใบหญ้าหวานและสารอนุพนัธ์ steviol ในการรกัษาโรค

polycystic kidney ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา (ADPKD mouse model) 

1. การทดสอบสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ ์(steviol) ในการรกัษาโรคถุงนํÊาในหนู

โมเดลโรคถุงนํÊา (PKD mouse model) โดยใชค้่าทีÉบงบอกความรุนแรงของโรค (body weight, kidney weight, 

kidney weight/ body weight ratio, and cystic index) และการทาํงานของไต (blood urea nitrogen, creatinine) 

2. การทดสอบผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ ์(steviol) ต่อการยบัยั ÊงการเพิÉม

จํานวนเซลล์ (cell proliferation) และการตายของเซลล์แบบ apoptosis ในไตหนูโมเดลโรคถุงนํÊาด้วยวิธ ี

immunohistochemistry for detection of Ki67 (a marker of proliferating cell) และ วธิ ีTUNEL assay 

(apoptotic detection kits) 
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3. การทดสอบกลไกการออกฤทธิ Íของสารอนุพนัธ์ (steviol) ในการรกัษาโรคถุงนํÊาในหนูโมเดล ต่อกลไกการ

กระตุน้การสรา้งเซลลซ์สีตใ์หม่ (cell proliferation; MAPK/ERK, mTOR/S6K) กลไกการหลั Éงกระแสคลอไรด ์(fluid 

secretion; CFTR protein) และโปรตนีทีÉควบคุมการทํางานของ CFTR (AMPK protein) โดยวธิ ีwestern blot 

analysis  
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11.  สรปุผลการวิจยัทีÉได้ 

 ผลการวจิยัพบว่า สารอนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั Êง 4 ชนิด (steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, 

16-oxime isosteviol) สามารถชะลอการเจรญิเติบโตและลดจํานวนของซสีต์ในเซลล์โมเดลถุงนํÊา MDCK โดยสาร 

steviol มฤีทธิ Íในการลดขนาดของซสีตด์ทีีÉสดุเมืÉอเทยีบกบัสารอนุพนัธต์วัอืÉนและไม่มผีลฆา่เซลลห์ลอดไต MDCK ดงันั Êน 

steviol จงึถูกเลอืกนํามาศกึษากลไกในการออกฤทธิ Í เนืÉองการเจรญิเตบิโตของซสีต์เป็นผลอนัเนืÉองมาจากการแบ่งตวั

ใหม่ของเซลล์ (cell proliferation) และการขยายขนาดด้วยการหลั Éงคลอไรด์เพิÉมเข้าในโพรงถุงนํÊามากขึÊน ( fluid 

secretion) การทดลอง BrdU cell proliferation assay and flow cytometry (annexin V) พบว่าสาร steviol ไม่มผีลต่อ

การแบ่งตวัใหม่ และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ในเซลลห์ลอดไต MDCK แต่จากการวดัการหลั Éงกระแสคลอไรด์

ดว้ยวธิ ีussing chamber experiment พบว่า สาร steviol ลดการหลั Éงกระแสคลอไรดท์ีÉกระตุ้นดว้ย forskolin ในเซลล์

หลอดไต MDCK เมืÉอ incubate กบัสารเป็นเวลา 2-24 ชั Éวโมง นอกจากนีÊสาร steviol ยงัสามารถลดการแสดงออกของ

โปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR โดยการกระตุน้การสลายโปรตนี CFTR ผ่านทาง proteasome activity จากการทดลองนีÊ 

สรุปได้ว่า สาร steviol สามารถชะลอการเจรญิเติบโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ผ่านทางการยบัยั Êงการ

ทํางานของช่องโปรตีนขนส่งคลอไรด์ CFTR โดยตรงอกีทั Êงยงักระตุ้นการทํางานของ proteasome เพืÉอสลายการ

แสดงออกของช่องโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR นอกจากนีÊสาร steviol ยงัมผีลต่อการลดการแสดงออกของช่องโปรตนี

ขนสง่นํÊา AQP2 และยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนี phospho-ERK ในการกระตุน้การแบ่งเซลลซ์สีตใ์หม่อกีดว้ย 

 การทดลองต่อมาคอืการศกึษาศกัยภาพของสาร steviol ในการรกัษาโรคถุงนํÊาในไตในหนูทีÉเป็นโรคถุงนํÊา ในการ

ทดลองนีÊใหส้าร stevioside และ steviol ทีÉความเขม้ขน้ 1,000 mg/kg และ 200 mg/kg ตามลําดบั ในหนูโมเดลโรคถุง

นํÊา (Pkd1flox/flox: Pkhd1-Cre mouse) ผลการทดลองพบว่า สาร stevioside และ steviol สามารถลดขนาดของไต 

นํÊาหนกัไต และเปอรเ์ซน็ตพ์ืÊนทีÉของซสีตใ์นไตเมืÉอเทยีบกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุม อย่างไรกต็ามเฉพาะสาร  

steviol เท่านั ÊนทีÉช่วยฟืÊนฟูการทาํงานของไตหนูโมเดลโรคถุงนํÊาใหด้ขีึÊนอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิเมืÉอทําการวดัค่า cell 

proliferation & apoptosis ดว้ย Ki67 & TUNEL assay ตามลาํดบั ผลปรากฏว่า สาร steviol มผีลยบัยั Êงการแบ่งเซลล์

ใหม่ (cell proliferation) แต่ไม่มผีลทาํลาย/ฆา่ของเซลลห์ลอดไตแบบ apoptosis เมืÉอทําการหากลไกการออกฤทธิ Íของ

สาร steviol ทีÉเกีÉยวขอ้ง พบว่าสาร steviol สามารถชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊาผ่านกระตุ้น

การทํางานของโปรตนี AMPK ซึÉงมผีลลดการหลั Éงกระแสคลอไรดผ์่านการลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์

CFTR และลดการสรา้งซสีต์ใหม่โดยยบัยั Êง mTOR/S6K pathway ดงันั Êน สารอนุพนัธข์องสารหญ้าหวาน steviol จงึมี

ศกัยภาพดทีีÉจะพฒันาเป็นยารกัยาโรคถุงนํÊาในไตได้ในอนาคตเพราะมฤีทธิ Íยบัยั Êง/ชะลอการเจรญิเติบโตของซสีต์ได้

หลายกลไกลเสรมิกนั  
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12.  การตีพิมพผ์ลงานวิจยั 

 งานวจิยัจากโครงการนีÊไดร้บัการตพีมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาตจิาํนวน 3 เรืÉอง และไดส้ง่ตพีมิพแ์ละรอ

ผลพจิารณา 1 เรืÉอง ไดแ้ก ่

1) Yuajit C, Homvisasevongsa S, Chatsudthipong L, Soodvilai S, Muanprasat C and Chatsudthipong V. 

Steviol Reduces MDCK Cyst Formation and Growth by Inhibiting CFTR Channel Activity and Promoting 

Proteasome-Mediated CFTR Degradation. PLoS ONE. 2013, 8(3): 

e58871.doi:10.1371/journal.pone.0058871 (IF = 3.78) 

2) Muanprasat C, Chatsudthipong V. Cholera: pathophysiology and emerging therapeutic targets. Future 

Med Chem. 2013 May; 5(7):781-98. (IF=3.31) 

3) Raksaseri P, Chatsudthipong V, Muanprasat C, Soodvilai S. Activation of liver X receptors reduces 

CFTR-mediated Cl- transport in kidney collecting duct cells. Am J Physiol Renal Physiol. 2013 Aug; 

305(4):F583-91. (IF=3.612)  

และอกี 1 เรืÉองไดส้ง่ตพีมิพอ์ยู่ระหว่างรอผลพจิารณาคอื 

4) Steviol retards renal cyst growth through reduction of CFTR expression and inhibition of epithelial cell 

proliferation in a mouse model of polycystic kidney disease. 

13.  การเผยแพรผ่ลงานวิจยัสู่สาธารณะ 

 นําเสนอผลงานวิจยัในการประชุมวิชาการ 

 1.1 ผลงานจากงานวจิยัในโครงการไดถู้กนําเสนอในรปูแบบโปสเตอรใ์นงานประชมุต่างๆ ดงันีÊ 

 ปี 2554 

1) The 40th Annual Scientific Meeting & International Conference of the Physiological Society of 

Thailand, May 2-4, 2011, Khon kaen, Thailand 

หวัขอ้: Steviol, a derivative of natural sweetener stevioside, slows cyst enlargement in an in vitro 

model of polycystic kidney disease 
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 ปี 2555 

1) Experimental Biology 2012, April 21-25, San Diego Convention Center, San Diego, CA, USA  

หวัขอ้: Steviol, an aglycone of natural sweetener stevioside, slows MDCK cyst progression by 

reducing activity and expression of CFTR chloride channel  

 ปี 2556 

1) Experiment Biology 2013, April 22-26, Boston Exhibition & Convention Center, Boston, MA, USA 

หวัขอ้: Steviol retards cyst growth through inhibition of ERK and Wnt/β-catenin pathways 
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บทนํา 

ความสาํคญัและทีÉมาของปัญหาทีÉทาํการวิจยั 

 โรคถุงนํÊาในไต (polycystic kidney disease) เป็นโรคทางพนัธุกรรมทีÉเกดิจากการผ่าเหล่าของยนี PKD1 หรอื 

PKD2 ในเซลลห์ลอดไตส่งผลใหก้ารทํางานของโปรตนี polycystin 1 (PC-1)และ polycystin 2 (PC-2) ผดิปกตไิป [1] 

อนัเป็นเหตุใหป้รมิาณแคลเซยีมและ cAMP ในเซลลห์ลอดไตเพิÉมขึÊน ส่งผลใหเ้กดิการกระตุ้นกระบวนการสรา้งเซลล์

ใหม่เป็นเซลลถุ์งนํÊาหรอืซสีต ์(cell proliferation) และถุงนํÊาทีÉสรา้งขึÊนจะมกีารขยายขนาดโดยการเพิÉมการหลั Éงคลอไรด์

และนํÊา (fluid secretion) เขา้ในโพรงถุงนํÊามากขึÊน [2] ซสีต์ทีÉโตขึÊนจะไปกดเบยีดและทําลายเซลลเ์นืÊอไต ทําใหก้าร

ทาํงานของไตมปีระสทิธภิาพลดลง ผูป้ว่ยจะเกดิภาวะไตวายไดใ้นทีÉสดุ อนัเป็นสาเหตุทาํใหผู้ป้ว่ยตายได ้ ปจัจุบนัยงัไม่

มีวิธีการรักษาโรคถุงนํÊ าในไตทีÉมีประสิทธิภาพ ผู้ป่วยจะต้องได้รับการรักษาตามอาการ เช่น การฟอกไต 

(hemodialysis) หรอื การเปลีÉยนถ่ายไต (renal transplantation) [3] 

 พยาธสิรรีวทิยาของโรคถุงนํÊาในไตประกอบดว้ยสองกระบวนการทีÉสาํคญั กระบวนการแรกคอืการสรา้งเซลล์

ซสีต์ใหม่ทีÉหลอดไต (cell proliferation) ผ่านกลไกการกระตุ้นการสรา้งและแบ่งตวัของถุงนํÊา อาท ิการทํางานของ

โปรตนี MAPK/ERK pathway ทีÉเพิÉมขึÊนจากการทีÉมปีรมิาณ cAMP ในเซลลห์ลอดไตมาก สง่ผลใหเ้กดิการกระตุน้ PKA 

และ MAPK/ERK ตามลําดบั [4,5] นอกจากนีÊการศกึษาทีÉผ่านมาพบว่าพยาธสิรรีวทิยาของโรคถุงนํÊาในไตนั Êนซบัซอ้น  

มหีลายกลไกทีÉสามารถกระตุ้นการเพิÉมจํานวนเซลล ์ซึÉงรวมถงึ mTOR signaling pathway [6] และ Wnt/β-catenin 

pathway  หลงัจากการสรา้งเซลลซ์สีต์แลว้กระบวนการต่อมาคอืการหลั Éงคลอไรดแ์ละนํÊาเขา้ไปในโพรงของซสีต์ ( fluid 

secretion) ทําให้ซสีต์ขยายขนาดขึÊน  การเพิÉมการหลั Éงคลอไรด์ผ่านทางช่องโปรตีนขนส่งคลอไรด์ทีÉมชีืÉอว่า cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) [7,8] ซึÉงเป็นโปรตนีทีÉอยู่บรเิวณ apical ของเซลลซ์สีต์เกดิ 

จากการกระตุ้นดว้ย cAMP และโปรตนี PKA ทีÉเพิÉมขึÊนตามลําดบั  คลอไรดเ์มืÉอถูกหลั Éงลงสู่ถุงนํÊาผ่านทางช่องโปรตนี

ขนส่ง CFTR แลว้ทําใหเ้กดิแรงออสโมตกิดงึโซเดยีมออิอนและนํÊาใหเ้คลืÉอนตามเขา้สู่โพรงถุงนํÊาผ่านช่องว่างระหว่าง

เซลล ์ทาํใหถุ้งนํÊาโตขึÊน 

 การรกัษาในปจัจุบนัส่วนใหญ่ถ้าตรวจวนิิจฉัยพบภาวะไตวายเรืÊอรงัร่วมดว้ย ผูป้่วยจะได้รบัการรกัษาแบบ

ประคบัประคองตามอาการ อาท ิยาลดความดนัโลหติสงู  และการฟอกไต เป็นตน้ [9] งานวจิยัในดา้นการพฒันายาทีÉใช้

ในการรกัษาโรคถุงนํÊาในไต ทีÉผ่านมาไดใ้หค้วามสนใจวธิทีีÉจะยบัยั ÊงกลไกทีÉทําใหเ้กดิพยาธสิภาพของโรค  แต่ส่วนใหญ่

ยงัอยู่ในขั ÊนการทดลองเบืÊองต้นในคน  การศกึษาทีÉผ่านมาไดร้ายงานว่า การยบัยั Êงกลไกของการสร้างซสีต์ใหม่ ( cell 
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proliferation) อาท ิการยบัยั Êง MAPK/ERK pathway  การใชย้า rapamycin (mTOR inhibitor) ในการยบัยั Êง mTOR 

signaling  หรอืแมแ้ต่การยบัยั Êง  Wnt/β-catenin pathway สามารถชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ไดท้ั Êงในเซลลแ์ละ

หนูโมเดลโรคถุงนํÊา นอกจากนีÊการใช้สารยบัยั Êงการทํางานของโปรตีนขนส่งคลอไรด ์CFTR (CFTR inhibitor) ยงั

สามารถลดการเจรญิเตบิโตของซสีตไ์ดเ้ป็นอย่างดเีช่นกนัทั Êงในเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK หรอืแมแ้ต่ในหนูโมเดลถุงนํÊา 

[10,11] 

 ปจัจุบนัมกีารศกึษากนัอย่างแพร่หลายในการนําเอาสารสมุนไพรหรอืสารสกดัจากพชืธรรมชาตมิาศกึษาฤทธิ Í

และกลไกการออกฤทธิ Íในดา้นต่างๆ เช่น การเสรมิสรา้งสขุภาพ ป้องกนัและรกัษาโรคต่างๆ เพืÉอเป็นการลดคา่ใชจ้่ายใน

การรกัษาและช่วยเศรษฐกจิของประเทศนั Êนๆ  มกีารศกึษาใช้สารสกดัจากสมุนไพรและพชืธรรมชาติหลายชนิด มา

ทดลองกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊาและไดผ้ลเป็นทีÉน่าพอใจ อาท ิสารสกดัจากขมิÊน (curcumin) [12] สารสกดัจากสมุนไพร

จนี (Triptolide) พบว่าสารสกดัจากพชืธรรมชาตเิหล่านีÊสามารถยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีต์ไดผ้่านหลายกลไก อนั

จะเป็นผลดถีา้จะนํามาประยุกตใ์ชร้กัษาโรคถุงนํÊาร่วมกนักบัยาอืÉนๆ เพืÉอเสรมิฤทธิ Íกนั  

 สารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) สกดัไดจ้ากพชื Stevia Rebuadiana เป็นสารทีÉให้ความหวานสูง

มากกว่านํÊาตาลซโูครสมากถงึ 300 เท่า จากการศกึษาทีÉผ่านมาพบว่า สารสกดัจากใบหญ้าหวานนีÊ มคีุณสมบตัใินการ

รกัษาโรคต่างๆมากมาย เช่นมรีายงานว่า สาร stevioside สามารถลดความดนัโลหติ ช่วยขบัปสัสาวะ ลดการอกัเสบ 

ลดนํÊาตาลในเลอืดของผูป้ว่ยโรคเบาหวาน นอกจากนีÊทั Êงสาร stevioside และสารอนุพนัธ ์steviol ยงัมฤีทธิ Íในการยบัยั Êง

การขนสง่สารบรเิวณหลอดไต ซึÉงจะช่วยลดการขบัทิÊงของยา ทําใหย้ามเีวลาในการอออกฤทธิ ÍนานขึÊน [13] และเป็นทีÉ

น่าสนใจอย่างยิÉง ทีÉพบว่าสาร steviol และอนุพนัธ ์สามารถยบัยั Êงการหลั Éงคลอไรด์ผ่านโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ได้

ดสีง่ผลใหม้ฤีทธิ Íในการรกัษาโรคอหวิาไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ผลนีÊไดจ้ากการทดลองในลําไสห้นูโมเดลโรคอหวิา [14] 

ด้วยคุณสมบตัิข้างต้น จึงมีความเป็นไปได้ทีÉสารสกัดจากใบหญ้าหวานและสารอนุพนัธ์จะมีฤทธิ Íในการยบัยั Êงการ

เจรญิเตบิโตของซสีต ์ผ่านการยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR  ดงันั Êนสารสกดัจากใบหญ้าหวานและ

สารอนุพนัธจ์งึน่าจะมศีกัยภาพในการพฒันาเป็นยารกัษาโรคถุงนํÊาในไตได้ 
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วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั 

 การศกึษานีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอศกึษาฤทธิ Íและกลไกการออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวาน (stevioside) 

และสารอนุพนัธ ์(steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol) ในการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตใ์น

เซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK และการประยุกตใ์ชใ้นการรกัษาโรคในหนูโมเดลโรงถุงนํÊา (PKD mouse model) โดยมี

วตัถุประสงคย่์อยดงันีÊ 

1.  ศกึษาฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวานและสารอนุพนัธใ์นการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลล์

โมเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

2.  ศกึษาคุณสมบตัเิชงิเภสชัวทิยาและกลไกการออกฤทธิ Íของสารสกดัจากใบหญา้หวานและอนุพนัธใ์นการ

ยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุงนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

3.  ศกึษาศกัยภาพในการพฒันาสารสกดัจากใบหญา้หวานและสารอนุพนัธ ์steviol ในการรกัษาโรค 

polycystic kidney ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา (PKD mouse model) 

 

รูปทีÉ 1. แสดงโครงสร้างทางเคมีของสารอนุพนัธ์ของสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิด (steviol, isosteviol, 

dihydroisosteviol, and 16-oxime isosteviol) และสารยบัยั Êงโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR (CFTR-inh172) ทีÉทดสอบ 
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เนืÊอหางานวิจยั 

ตอนทีÉ 1 ศึกษาฤทธิÍ ของสารสกดัจากใบหญ้าหวานและสารอนุพนัธใ์นการยบัยั Êงการเจริญเติบโตของซีสตจ์าก
เซลลโ์มเดลถงุนํÊาในเซลลห์ลอดไต MDCK 

1.1 ฤทธิÍ ของสาร steviol และสารอนุพนัธ ์ทั Êง 3 (isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol) ในการ
ยบัยั ÊงการเพิÉมจาํนวนซีสตข์องเซลลโ์มเดลถงุนํÊา MDCK (MDCK cyst formation)  

 ทาํการศกึษาผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั Êง 4 ชนิดต่อการยบัยั ÊงการเกดิและเพิÉมจํานวนซสีต์จากเซลล์

โมเดลถุงนํÊา MDCK โดยเลีÊยงซีสต์จากเซลล์หลอดไตในเจลคอลลาเจนโดยใช้สาร forskolin เป็นตัวกระตุ้นการ

เจรญิเตบิโตของซสีต ์และใสส่ารอนุพนัธจ์ากสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิดทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ตั Êงแต่วนัแรก

ของการเลีÊยงซสีตจ์นถงึวนัทีÉหก โดยมเีปลีÉยนอาหารเลีÊยงเซลลแ์ละสารทีÉทดสอบทุกสองวนั เมืÉอถงึวนัทีÉ 6 ของการเลีÊยง

ซสีต์  นับจํานวนเซลลท์ีÉเกดิซสีต์ (diameter > 50 μm) เทยีบกบัจํานวนเซลลท์ีÉไม่เกดิซสีต์ (diameter < 50 μM) ผล

การทดลองพบว่าว่า เปอรเ์ซน็ต์ของการเกดิซสีต์ในกลุ่มควบคุมมคี่าประมาณ 82.2 ± 4.5% ส่วนเปอรเ์ซน็ต์การเกดิ

ซสีต์ในกลุ่มทีÉใส่สารยบัยั Êงโปรตนีขนส่งคลอไรด ์(CFTR-inh 172) ทีÉความเขม้ขน้ 10 μM ลดลง มคี่าประมาณ 49.2 ± 

2.4% ในขณะทีÉกลุ่มทีÉใส่สารอนุพนัธจ์ากสารสกดัจากใบหญ้าหวาน steviol, isosteviol,  dihydroisosteviol และ16-

oxime isosteviol  ทีÉความเขม้ขน้ของสาร 100 μM  มเีปอรเ์ซน็ต์การเกดิซสีต์ลดลงเหลอืรอ้ยละ 27.5 ± 3.6, 49.8 ± 

2.0, 46.5 ± 1.6 และ 50.3 ± 1.9 ตามลาํดบั ดงัแสดงในรปูทีÉ 2     

 

รูปทีÉ 2. ผลของสารอนุพนัธ์จากสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิดในการลดอตัราการเกิดซีสต์ (MDCK cyst 

formation) แสดงค่าเป็นเปอรเ์ซน็ต์การเกดิซสีต์จากเซลลห์ลอดไตในกลุ่มควบคุม (DMSO) กลุ่มทีÉไดร้บัสารอนุพนัธ์
ของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (steviol และอนุพนัธุ)์ ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM และกลุ่มทีÉไดร้บัสารยบัยั Êงช่องโปรตนี
ขนสง่คลอไรด ์(CFTR-inh 172) ทีÉความเขม้ขน้ 10 μM ณ วนัทีÉ 6 (mean ± SE, n = 4 wells/condition, **P < 0.01) 
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 จากผลการทดลองนีÊสรุปไดว้่า สารอนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญา้หวานทั ÊงสีÉชนิด สามารถยบัยั Êงการเกดิซสีต์

จากเซลลห์ลอดไตอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(one-way ANOVA; bonferoni post hoc test) เมืÉอเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

โดยทีÉสาร steviol มฤีทธิ Íในการยบัยั Êงการเกดิซสีตด์ทีีÉสดุ  

 

1.2 ฤทธิÍ ของสาร steviol และสารอนุพนัธท์ั Êง 3 (isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol) ในการ
ชะลอการเจริญเติบโตของซีสตข์องเซลลโ์มเดลถงุนํÊา MDCK (MDCK cyst growth) 

 เพืÉอศกึษาผลของสารอนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิดต่อการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์

จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ไดท้าํการเลีÊยงซสีตจ์ากเซลลห์ลอดไต MDCK ในเจลคอลลาเจนเป็นเวลาหกวนั โดยการ

กระตุน้การเจรญิเตบิโตของซสีต์ดว้ยสาร forskolin จากนั Êน ใส่สารอนุพนัธท์ั ÊงสีÉชนิดลงในนํÊาเลีÊยงเซลล ์ทีÉความเขม้ขน้ 

100 μM และเปลีÉยนอาหารเลีÊยงเซลลแ์ละสารทีÉทดสอบทุกสองวนั เป็นเวลาสามครั Êง ทําการวดัขนาดของซสีต์และ

ถ่ายภาพก่อนการเปลีÉยนสารอาหารทุกครั Êง ในวนัทีÉ 12 ของการเลีÊยงซสีต์ ขนาดซสีต์จะถูกนํามาเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม เพืÉอดูฤทธิ Íของสารอนุพนัธท์ั ÊงสีÉชนิดต่อการชะลอการเจรญิเตบิโตซสีต์จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK  สารทีÉมี

ฤทธิ Íยบัยั ÊงทีÉดทีีÉสดุจะถูกเลอืกมาใชใ้นการทดลองต่อไป 

ดงัแสดงในรูปทีÉ 3 ขนาดของซสีต์ในกลุ่มควบคุมมคี่าประมาณ 321.8 ± 10.9 μm กลุ่มสาร CFTR-inh 172 ทีÉความ

เขม้ขน้ 10 μM มขีนาดของซสีต์เท่ากบั 272.7 ± 21.2 μm ในขณะทีÉกลุ่มทีÉใส่สารอนุพนัธท์ั ÊงสีÉชนิด steviol, isosteviol,  

dihydroisosteviol และ16-oxime isosteviol (ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM) มขีนาดซสีตเ์ท่ากบั 198.9 ± 8.5, 202.0 ± 12.2, 

263.8 ± 10.0 และ 267.6 ± 10.9 μm ตามลาํดบั 

 



21 
 

รูปทีÉ 3. ผลของสารอนุพนัธ์ของสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิดต่อขนาดของซสีต์จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK 

(MDCK cyst growth) แสดงขนาดของซสีต์จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ในกลุ่มควบคุม (DMSO) กลุ่มทีÉไดร้บัสาร

อนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (steviol และอนุพนัธุ)์ ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM และกลุ่มทีÉไดร้บัสารยบัยั Êงช่อง

โปรตนีขนสง่คลอไรด ์(CFTR-inh 172) ทีÉความเขม้ขน้ 10 μM ณ วนัทีÉ 12 (mean ± SE, n > 30 cysts, *P < 0.05, **P 

< 0.01) 

 สรุปได้ว่า สาร steviol มีฤทธิ Íชะลอการเจริญเติบโตของซีสต์ได้ดทีีÉสุดคือ ประมาณ 39% ในขณะทีÉ สาร 

isosteviol, dihydroisosteviol และ 16-oxime isosteviol มฤีทธิ Íชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ประมาณ 37%, 18% 

และ 17% ตามลาํดบั โดยทีÉขนาดของซสีตใ์นทุกกลุ่มนีÊความแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม ในขณะทีÉสารยบัยั Êงช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR หรอื CFTRinh-172 สามารถลดขนาดของซสีต์ไดเ้พยีง 

16% เท่านั Êน 

 จากการศกึษาขา้งต้น (cyst growth, cyst formation) แสดงใหเ้หน็ว่า สาร steviol เป็นสารทีÉดทีีÉสุดทีÉสามารถ

ยบัยั ÊงการเกดิการเพิÉมจํานวนซสีต์และการชะลอการเจรญิเติบโตของซสีต์จากเซลล์โมเดลถุงนํÊา MDCK ดงันั Êนสาร 

steviol จงึถูกเลอืกเพืÉอนํามาศกึษาฤทธิ Íของสารตามความเขม้ขน้ (dose-response) ในการชะลอการเจรญิเตบิโตของ

ซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ดงัแสดงในรปูทีÉ 4 พบว่าสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ของสาร 50, 100, และ 200 μM 

มขีนาดซสีต์เท่ากบั 236.8 ± 10.7, 198.9 ± 8.5 และ 154.7 ± 7.8 μm ตามลําดบั หรอืมเีปอรเ์ซน็ต์การยบัยั Êงการ

เจรญิเตบิโตของซสีต์เท่ากบั 26.7%, 38.2%, 51.94% ตามลําดบั โดยขนาดของซสีต์มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญั

ทางสถติเิมืÉอเทยีบกบักลุ่มควบคุม (321.8 ± 10.9 μm) สรุปไดว้่า สาร steviol ออกฤทธิ Íชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์

ตามความเขม้ขน้ของสาร (dose-response) 
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รปูทีÉ 4. การศกึษา dose – response ของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 50, 100, 200 μM ต่อขนาดซสีตจ์ากเซลลโ์มเดล

ถุงนํÊา MDCK (mean ± SE, n > 30 cysts, **P < 0.01) 

ต่อมาไดท้ําการทดลองการกลบัคนืสู่สภาพการเจรญิเติบโตของซสีต์หลงัจากเอาสาร steviol ออกจากนํÊาเลีÊยงเซลล ์

(Reversibility of steviol’s effect on cyst growth) ในกานทดลองนีÊไดเ้ลอืกเอาสาร steviol ทีÉมผีลยบัยั Êงการเกดิและ

ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์จากเซลลห์ลอดไตทีÉดีทีÉสุด มาศกึษาการยอ้นกลบัของฤทธิ Í (reversibility) ในการยบัยั Êง

การเจรญิเตบิโตของซสีต ์เมืÉอเลีÊยงซสีต์ในเจลคอลลาเจนเป็นเวลาหกวนั ใส่สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ลงใน

นํÊาเลีÊยงเซลล ์ตั Êงแต่วนัทีÉ 6 จนถงึวนัทีÉ 9 เป็นเวลา 4 วนั จากนั Êนนําสาร steviol ออก และเลีÊยงซสีต ์ต่อไปจนถงึวนัทีÉ12 

ดงัแสดงในรปูทีÉ 5 ผลปรากฏว่า ซสีตส์ามารถกลบัมาเจรญิเตบิโตไดอ้กี 

 

รปูทีÉ 5. การยอ้นกลบัของฤทธิ Í (reversibility) ของสาร steviol แสดงตวัอย่างของซสีต์จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ณ 

วนัทีÉ 6, 8, 10 และ 12 

1.3 ฤทธิÍ ของสาร steviol และสารอนุพนัธท์ั Êง 3 (isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol) ต่อการ
อยู่รอดของเซลล ์เซลลห์ลอดไต MDCK (cell viability)  

 ทาํการศกึษาฤทธิ Íของ steviol ในการฆา่เซลลห์ลอดไต MDCK ดว้ยวธิ ีMTT Assay โดยทดสอบสาร steviol, 

isosteviol,  dihydroisosteviol และ16-oxime isosteviol ทีÉความเขม้ขน้ 50, 100, และ 200 μM กบัหลอดท่อไต MDCK 

เป็นเวลา 24 และ 72 ชั Éงโมง จากนั Êนทาํการวดัการอยู่รอดของเซลล ์แลว้นําค่าทีÉได ้มาเทยีบเป็นรอ้ยละของกลุ่มควบคุม 

ผลปรากฏดงัรปูทีÉ 6 และ 7 กล่าวคอืทีÉ 24 ชั Éวโมง สารทั ÊงสีÉชนิด ทีÉทุกความเขม้ขน้ทีÉศกึษา ไม่มผีลต่อฆ่าเซลลห์ลอดไต 
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MDCK ขณะทีÉ 72 ชั Éวโมง steviol และ dihydroisosteviol ทีÉความเขม้ขน้ 50, 100, และ 200 μM ไม่มผีลต่อการฆ่า

เซลลห์ลอดไต MDCK แต่ isosteviol และ 16-oxime isosteviol ทีÉความเขม้ขน้ 200 μM มผีลต่อการอยู่รอดของเซลล์

หลอดไต MDCK  จงึสรุปไดว้่า กลไกการลดอตัราการเกดิและการเจรญิเตบิโตของซสีตโ์ดยสาร steviol ไม่เกีÉยวขอ้งกบั

การฆา่เซลลห์ลอดไต MDCK 

 

รปูทีÉ 6. รอ้ยละการอยู่รอดของเซลลท์่อไต MDCK เมืÉอเลีÊยงกบัสารอนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญ้าหวานทั ÊงสีÉชนิดเป็น

เวลาเวลา 24 ชั Éวโมง (mean of % control ± SE, n = 3) 

 

รปูทีÉ 7. รอ้ยละการอยู่รอดของเซลลท์่อไต MDCK เมืÉอเลีÊยงกบัสารอนุพนัธข์องสารสกดัจากใบหญา้หวานทั ÊงสีÉชนิดเป็น

เวลา 72 ชั Éวโมง (mean of % control ± SE, n =3, *P < 0.05)  

 จากผลจากทดลองในตอนทีÉหนึÉงสรุปว่า สารอนุพนัธท์ั ÊงสีÉชนิดสามารถยบัยั Êงการแบ่งเซลลซ์สีต์ใหม่ ชะลอการ

เจริญเติบโตของซีสต์จากเซลล์โมเดลถุงนํÊา MDCK โดยทีÉสาร steviol เป็นสารทีÉออกฤทธิ Íยบัยั Êงได้ดีทีÉสุดเมืÉอ

เปรยีบเทยีบกบัสารอนุพนัธต์วัอืÉน อกีทั Êงยงัไม่มผีลฆ่าเซลลห์ลอดไต MDCK ดว้ย ดงันั ÊนการทดลองในตอนทีÉสอง จงึ

ทาํการศกึษากลไกการออกฤทธิ Íของสาร steviol ในการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK 
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ตอนทีÉ 2 ศึกษาคณุสมบติัเชิงเภสชัวิทยาและกลไกการออกฤทธิÍ ของสารสกดัจากใบหญ้าหวานและอนุพนัธ์ใน

การยบัยั Êงการเจริญเติบโตของซีสตจ์ากเซลลโ์มเดลถงุนํÊาในเซลลท่์อไต MDCK 

2.1 ฤทธิÍ ของสารอนุพนัธที์ÉดีทีÉสุด (steviol) ต่อการเพิÉมจาํนวนของเซลลห์ลอดไต MDCK (cell proliferation) 

และการตายของเซลลห์ลอดไต MDCK แบบ apoptosis  

 กระบวนการเกดิซสีตข์องเซลลห์ลอดไตในโรคถุงนํÊาในไต เกดิจากการทํางานทีÉมากผดิปกตขิองกระบวนการ

กระตุน้การสรา้งและเพิÉมจาํนวนของเซลลห์ลอดไต (cell proliferation) ดงันั Êนการหากลไกการยบัยั Êงการเตบิโตของซสีต์

ของสาร steviol ว่าผ่านทางการยบัยั Êง cell proliferation หรอืไม่ ไดท้าํการศกึษาฤทธิ Íของสาร steviol ต่อการยบัยั Êงการ

เกดิและการเพิÉมจํานวนเซลล์หลอดไต MDCK โดยทําการวดัปรมิาณ BrdU-labeled DNA ซึÉงบ่งชีÊถึงเซลล์ทีÉมกีาร

แบ่งตวัใหม่ ในการทดลองนีÊหลงัจากเลีÊยงเซลลห์ลอดไตแบบ monolayer เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง แล้ว incubate กบั 

steviol ทีÉความเขม้ขน้ 10, 50, 100, และ 200 μM  พรอ้มกบักระตุน้การเพิÉมจาํนวนเซลลใ์หม่ดว้ย 8-Br cAMP ทีÉความ

เขม้ขน้ 100 μM เป็นระยะเวลา 24 ชั Éวโมง จากนั Êน incubate กบั BrdU ในชั ÉวโมงทีÉ 18 เป็นเวลา 6 ชั Éวโมง เมืÉอครบ

ระยะเวลา 24 ชั Éวโมง  จงึทาํการวดัปรมิาณ BrdU-labeled DNA ของเซลลห์ลอดไต MDCK  ผลการทดลองพบว่า 8-Br 

cAMP กระตุ้นการเพิÉมจํานวนเซลลใ์หม่ของเซลลห์ลอดไตในเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีÉไม่ไดใ้ส่สารอย่างมนีัยสาํคญัทาง

สถติ ิในกลุ่มทีÉไดร้บัสาร steviol ทุกความเขม้ขน้ พบว่า steviol ไม่มผีลต่อการเกดิและการเพิÉมจํานวนของเซลลห์ลอด

ไตแต่อย่างใด เมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีÉใสส่าร Blasticidin (20 μg/ml) ซึÉงเป็นกลุ่ม positive control ดงัแสดงในรูปทีÉ 8 

การทดลองนีÊจงึสรุปไดว้่า การทีÉสาร steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ ไม่ไดม้ฤีทธิ Íผ่านการยบัยั Êงการเกดิและการ

เพิÉมจาํนวนเซลลใ์หม่ (cell proliferation) 

 

รปูทีÉ 8. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 0, 10, 50, 100, 200 μM, และ blasticidin (20 μg/ml) ต่อการยบัยั Êงการเกดิ

และเพิÉมจํานวนเซลลท์่อไต (cell proliferation) ทีÉทําการกระตุ้นการเพิÉมจํานวนเซลลใ์หม่ดว้ย 100 μM of 8-Br cAMP 
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โดยทําการวดัการเจรญิเตบิโตของเซลลห์ลอดไตเมืÉอใส่สาร steviol เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากปรมิาณ Brd U-labeled 

DNA ของเซลลท์ีÉมกีารแบ่งตวัใหม่ (mean ± SE, n = 3, **P < 0.01 compared to control without 8-Br cAMP 

group, ##P < 0.01 compared to control with 8-Br cAMP group, ns; not significant) 

 จากนั Êนทําการศกึษาผลของสาร steviol ต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ในเซลลห์ลอดไต MDCK ใน

การทดลองนีÊวดัค่าดงักล่าวดว้ยวธิ ีflow cytometry โดยใส่สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 200 μM ไปในนํÊาเลีÊยงเซลล์

หลอดไต MDCK แบบ monolayer เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนั Êนยอ้มเซลลก์บัโปรตนี annexin V ซึÉงโปรตนีตวันีÊจะไป

จบักบั phosphatidylserine ทีÉผนงัเซลลด์า้นใน เป็นการบ่งบอกว่าเซลลเ์กดิการตายแบบ apoptosis การทดลองนีÊไดใ้ช้

สาร H2O2 ความเขม้ขน้ 1 M เป็น positive control เพืÉอแสดงถงึเซลลท์ีÉมกีารตายแบบ apoptosis จากผลการทดลอง

พบว่า สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 200 μM ไม่มผีลต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis เมืÉอเปรยีบเทยีบกบัเซลล์

หลอดไต MDCK ในกลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูทีÉ 9 

 

รปูทีÉ 9. ฤทธิ Íของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 200 μM, และ H2O2 (1 M) ต่อการยบัยั Êงการตายของเซลลล์อดไต MDCK 

แบบ apoptosis  รปู ช่องสีÉเหลีÉยมสีÉช่อง ขา้งบน แสดงถงึกราฟจาก flow cytometry  โดยช่องล่างซา้ยบ่งบอกถงึเซลล์

ปกต ิช่องล่างและบนขวาบ่งบอกถงึเซลลท์ีÉตายแบบ early and late apoptosis และช่องบนซา้ยบ่งบอกว่าเซลลท์ีÉตาย
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แบบ necrosis รูปล่างแสดงถงึเปอรเ์ซน็ต์ของการตายของเซลลแ์บบ apoptosis เมืÉอใส่สาร steviol ทีÉเวลา 24 ชั Éวโมง 

(mean ± SE, n = 4, **P < 0.01, ns; not significant) 

2.2 ฤทธิÍ ของสารอนุพนัธต์วัทีÉดีทีÉสุด (steviol) ต่อการหลั Éงกระแสคลอไรดจ์ากเซลลห์ลอดไต MDCK  

 ทาํการศกึษาผลของ steviol ในการยบัยั Êงการคดัหลั Éงคลอไรดข์องเซลลห์ลอดไตดว้ยวธิกีารวดักระแสของคลอ

ไรดไ์อออนโดยเทคนิค Ussing chamber experiment อนัเป็นการบ่งบอกถงึการทํางานของ ช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด์

(CFTR) โดยทําการศกึษาทั Êงฤทธิ Íแบบฉับพลนั (acute effect) และเรืÊอรงั (chronic effect) หลงั incubation เซลลก์บั 

steviol เป็นเวลา 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง  

 การทดลองแรกเป็นการศกึษาฤทธิ Íแบบฉับพลนัของ steviol ต่อการเคลืÉอนทีÉของคลอไรด์ออิอนผ่านช่อง

โปรตนีขนสง่คลอไรดท์ีÉอยู่ทางดา้น apical membrane ของเซลลห์ลอดไต MDCK อย่างเดยีว (apical chloride current)  

จงึทําการ permeabilized ผนังเซลลด์า้น basolateral membrane  ดงัแสดงในรูปทีÉ 10 ซึÉงพบว่า สาร steviol ทีÉความ

เขม้ขน้ 50, 100, และ 200 μM ยบัยั Êงกระแสของคลอไรดอ์อิอนทีÉเคลืÉอนทีÉผ่าน apical membrane ในเซลลท์่อไต 

MDCK ลงเหลอื 84.9 ± 1.6, 74.5 ± 5.8 และ 53.8 ± 11.2% ตามลาํดบั เมืÉอเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม (กระตุ้น

ดว้ย foskolin) ผลการทดลองแสดงว่า สาร steviol มฤีทธิ Íแบบฉับพลนัในการยบัยั Êงการหลั Éงกระแสคลอไรดผ์่านช่อง

โปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR ทาง apical membrane อย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

 

รูปทีÉ 10. ฤทธิ Íแบบฉับพลนัของ steviol ต่อการหลั Éงของกระแสคลอไรด์โดยเซลล์หลอดไต MDCK ด้าน apical 

membrane ทดสอบทีÉความเขม้ขน้ 50, 100, และ 200 μM รูปซา้ยแสดงตวัอย่างของการหลั Éงกระแสของคลอไรดท์ีÉวดั

ได ้รูปดา้นขวาคอืกราฟแท่งแสดงผลการทดลองทีÉได ้คํานวนเป็นเปอรเ์ซน็ต์ของกลุ่มควบคุม (กระตุ้นกระแสคลอไรด์

ดว้ย forskolin) (mean of %control ± SE, n > 3, *P < 0.05, **P < 0.01, ns; not significant) 
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 เนืÉองจากการทดสอบฤทธิ Íของสาร steviol ต่อการยบัยั Êงการเจรญิเตบิโตของซสีต์ทีÉผ่านมา ไดท้ําการทดลอง

โดย incubate สาร steviol กบัซสีต์ เป็นเวลานานถึง 6 วนั ดงันั ÊนการทีÉ steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์น่าจะมี

ผลแบบเรืÊอรงัร่วมดว้ย จงึทาํการทดลองทีÉสองคอืศกึษาฤทธิ Íของสาร steviol แบบเรืÊอรงัต่อการหลั Éงกระแสคลอไรดข์อง

เซลลห์ลอดไต MDCK ใน intact cell โดยวดักระแส short-circuit current measurement เมืÉอ incubate เซลลห์ลอดไต 

MDCK กบัสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 10, 50, และ 100 μM เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง  พบว่าสาร steviol สามารถลดการ

หลั Éงของกระแสคลอไรดท์ีÉกระตุ้นดว้ย forskolin ลงเหลอื 47.8 ± 0.4, 35.4 ± 0.1, 23.1 ± 0.3 μA ตามลําดบั เมืÉอ

เปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม โดยค่าดงักล่าวมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิดงัแสดงในรูปทีÉ 11 

และ 12 จากผลการทดลองนีÊสรุปไดว้่า สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM สามารถลดการหลั Éงกระแสคลอไรดไ์ดส้งูสดุ 

ในการทดลองต่อไป จงึไดเ้ลอืกความเขม้ขน้ของสาร steviol สงูสดุทีÉลดการคดัหลั Éงคลอไรดน์ั Êนกค็อื ทีÉความเขม้ขน้ 100 

μM เพืÉอทาํการหาฤทธิ Íของสาร steviol ทีÉเวลาการ incubate กบัเซลลท์่อไต MDCK ทีÉเวลาแตกต่างกนั 

 

รูปทีÉ 11. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 50, 100, และ 200 μM ต่อการหลั Éงของกะแสคลอไรดใ์นเซลลท์่อไต 

MDCK ทีÉกระตุ้นดว้ย foskolin ในการทดลองนีÊ incubate สาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชั Éวโมงก่อนทําการวดั

กระแสของคลอไรด ์(n = 3-10)    
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รูปทีÉ 12. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 10, 50, และ 100 μM ต่อการคดัหลั Éงของคลอไรดไ์อออนในเซลลไ์ต 

แบบ intact cell ทีÉกระตุน้ดว้ย foskolin ในการทดลองนีÊ incubate สาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชั Éวโมงก่อนทาํการ

วดักระแสของคลอไรด ์(mean of %control ± SE, n = 3-10, **P < 0.05) 

 การทดลองทีÉสามคอืการศกึษาฤทธิ Íของสาร steviol ต่อการยบัยั Êงการหลั Éงกระแสคลอไรดท์ีÉเวลาแตกต่างกนั 

เพืÉอดูกลไกการยบัยั Êงของสาร steviol ในเชงิลกึ โดย incubate สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM กบัเซลลห์ลอดไต 

MDCK ทีÉเป็น intact cell เป็นเวลา 5 นาท,ี 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมงตามลําดบั จากนั Êนทําการวดักระแสคลอไรด ์ดว้ย 

short-circuit current measurement ผลการทดลองพบว่า ณ เวลา 5 นาท,ี 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง สาร steviol ลด

การหลั Éงกระแสคลอไรดเ์หลอื 95.2 ± 0.8, 86.8 ± 1.1, 50 ± 0.7, 54.1 ± 0.6, และ 23.1 ± 0.3 ตามลําดบั เมืÉอ

เปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม พบว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิและทีÉเวลา 24 ชั Éวโมง สาร 

steviol ออกฤทธิ Íยบัยั Êงไดม้ากทีÉสดุ ดงัแสดงในรปูทีÉ 13   
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รูปทีÉ 13. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการหลั Éงของกระแสคลอไรดใ์นเซลลห์ลอดไต MDCK ทีÉ

เป็น intact cell ทีÉถูกกระตุ้นดว้ย forskolin รูปบนแสดงภาพการหลั Éงกระแสคลอไรด์ ในการทดลองนีÊได้ incubate 

steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 5 นาท,ี 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง และลา้งเอา steviol ออก ก่อนนําเซลลไ์ปวดักระแสคลอไรด ์

รปูล่างแสดงกราฟเปอรเ์ซน็ตข์องกระแสคลอไรดเ์ทยีบกบักลุ่มควบคุม (mean ± SE, n = 7-16, **P < 0.05) 

 จากผลการทดลองขา้งต้นสรุปว่า สาร steviol สามารถลดกระแสคลอไรด ์ในเซลล ์MDCK ทีÉ intact ทั Êงตาม

ความเขม้ขน้ของสาร (dose-dependent manner) และเวลาในการ incubate สาร (time-dependent manner) การ

ทดลองต่อไปมจีุดประสงคเ์พืÉอยนืยนัว่าสาร steviol สามารถลดการหลั Éงกระแสคลอไรดท์างดา้น apical side จรงิ จงึได้

ทําการ permeabilized เซลลห์ลอดไตดา้น basolateral membrane ใหเ้หลอืเฉพาะดา้น apical ทีÉ intact  จากนั Êน 

incubate กบั สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ทีÉเวลา 5 นาท,ี 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง แลว้จงึทําการวดักระแส

คลอไรดด์ว้ย Ussing chamber experiment ผลปรากฏว่าการหลั Éงกระแสคลอไรดม์คี่า 107.0 ± 1.4, 64.6 ± 1.2, 37.9 

± 1.0, 45.3 ± 0.8, และ 27.2 ± 0.9 % ตามลําดบั เมืÉอเปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม และมคีวามแตกต่าง

อย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิดงัแสดงในรูปทีÉ 14 และ 15 ซึÉงการลดการหลั Éงกระแสคลอไรดโ์ดย  steviol ในเซลล ์MDCK 

ทั Êงแบบ permeabilized cell และ intact cell สอดคลอ้งกนั  โดยสาร steviol สามารถลดการหลั Éงกระแสคลอไรดไ์ดเ้มืÉอ

เวลา 2 ชั Éวโมงเป็นต้นไป และมฤีทธิ Íในการยบัยั ÊงมากทีÉสุดคอื ทีÉเวลา  24 ชั Éวโมง การทดลองนีÊสรุปไดว้่า ฤทธิ Íในการ

ยบัยั Êงการหลั Éงกระแสคลอไรดน่์าจะมกีารเกีÉยวขอ้งกบัการเปลีÉยนแปลงปรมิาณของชอ่งโปรตนีขนสง่คลอไรดด์า้น apical 

side เมืÉอดจูากระยะเวลาในการยบัยั Êงกระแสคลอไรดข์อง steviol     
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รปูทีÉ 14. แสดงกราฟ การยบัยั Êงการหลั Éงของกระแสคลอไรด ์(apical chloride current) โดย steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 

μM ในเซลลห์ลอดไต MDCK แบบ permeabilized cell ทีÉถูกกระตุ้นดว้ย foskolin ในการทดลองนีÊได ้incubate steviol 

กบัเซลลเ์ป็นเวลา 5 นาท,ี 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง ก่อนทาํการวดักระแสของคลอไรด ์(n = 5-11) 

 

รูปทีÉ 15. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการหลั Éงของกระแสคลอไรดใ์นเซลลห์ลอดไต MDCK 

(permeabilized cell) ทีÉถูกกระตุน้ดว้ย foskolin ในการทดลองนีÊ ได ้incubate สาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 5 นาท,ี 2, 

6, 12, และ 24 ชั Éวโมงและทาํการลา้งสาร steviol ออกไปจากเซลล ์ก่อนทําการวดักระแสของคลอไรด ์(mean ± SE, n 

= 5-11, **P < 0.01) 

2.3 ฤทธิÍ ของ steviol ต่อการแสดงออกของโปรตีน CFTR ในเซลลห์ลอดไต MDCK  

 การศกึษาฤทธิ Íของ steviol ต่อการแสดงออกของช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ใน MDCK เซลล ์โดยการ

วดัการแสดงออกของโปรตนีดว้ยเทคนิค western blot analysis และ immunofluorescence ในการศกึษานีÊดูฤทธิ Íของ 

steviol ทีÉเวลาต่างๆ หรอืTime-course study เพืÉอศกึษาผลของการ steviol เมืÉอ incubate กบัเซลลห์ลอดไต MDCK 

เป็นเวลา 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง (chronic effect) ตามผลจาก Ussing chamber experiment ทีÉพบการลดลงของ

กระแสคลอไรด ์ทีÉเวลาเหล่านีÊ นอกจากนีÊยงัทาํการศกึษากลไกการออกฤทธิ Íของสาร steviol ในการยบัยั Êงการแสดงออก

ของช่องโปรตนี CFTR ว่าผ่านขบวนการสลายโปรตนี CFTR (CFTR protein degradation) หรอืไม่ 

 พบว่าสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM เมืÉอ incubate กบัเซลลห์ลอดไต MDCK เป็นเวลา 2, 6, 12, และ 

24 ชั Éวโมง มผีลลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรดซ์ึÉงค่าทีÉวดัได ้ดงันีÊ 118 ± 7.4, 86 ± 3.6, 89 ± 3.4, และ 82 

± 04.5 % ตามลาํดบั เมืÉอเปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม โดยปรมิาณโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในเซลลท์ีÉ 

incubate กบัสาร steviol เป็นเวลา 6-24 ชั Éวโมง มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติจิากกลุ่มควบคุม โดยมฤีทธิ Í
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ในการยบัยั Êงการแสดงออกของโปรตนีขนสง่คลอไรดส์งูสุดทีÉเวลา 6 ชั Éวโมง ดงัแสดงในรูปทีÉ 16 ผลการทดลองดงักล่าว

สอดคลอ้งกบัผลของทีÉไดจ้ากการศกึษาฤทธิ Íของสาร steviol ต่อการยบัยั Êงการหลั Éงของกระแสคลอไรดท์ีÉผ่านมา          

 

 

รูปทีÉ 16. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการแสดงออกของช่องโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในเซลล์

หลอดไต MDCK ทีÉวดัดว้ย western blot รูปบน แสดงปรมิาณโปรตนีตามทีÉระบุไว ้รูปล่าง แสดงรอ้ยละของโปรตีน

ขนส่งคลอไรด ์CFTR เมืÉอ incubate สาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง เปรยีบเทยีบกบั 100% 

ของกลุ่มควบคุม (mean ± SE, n = 5-7, **P < 0.01) 

 ต่อจากนั Êน ไดท้ําการศกึษากลไกของ  steviol ในการลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR จาก

การทดลองขา้งตน้พบว่า steviol มฤีทธิ Íในการลดการแสดงออกของโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR สงูสดุทีÉเวลา 6 ชั Éวโมง 

ทาํใหต้ั Êงสมมตฐิานว่าฤทธิ Íดงักล่าวของ steviol น่าจะมคีวามเกีÉยวขอ้งกบัขบวนการสรา้ง-สลายโปรตนี ผูว้จิยัจงึทดสอบ

สมมตฐิานดงักล่าวดว้ยการศกึษาผลของ steviol ต่อปรมิาณโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในภาวะทีÉ incubate ร่วมกบั

สาร MG-132 (50 μM) ซึÉงเป็นสารยบัยั Êงขบวนการสลายโปรตนีโดย proteasome จากการทดลองพบว่า สาร steviol 

ไม่สามารถลดการแสดงออกโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR เมืÉอ incubate เซลลก์บั MG-132 เป็นเวลา 1 ชั Éวโมงก่อน 

incubate กบั steviol ดงัรูปทีÉ 17 (incubate กบั steviol เป็นเวลา 6 ชั Éวโมง) และ 18 (incubate กบั steviol เป็นเวลา 

24 ชั Éวโมง) การทดลองนีÊสรุปไดว้่า สาร steviol ลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ผ่านกลไกการสลาย

โปรตนีทาง proteasome pathway        
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รูปทีÉ 17. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในเซลล ์

MDCK เมืÉอ incubate เป็นเวลา 6 ชั Éวโมง รูปบน แสดงผลของปรมิาณโปรตนีตามทีÉระบุไว ้ดว้ยวธิ ีwestern blot รูป

ล่าง แสดงรอ้ยละของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR เมืÉอยบัยั Êงขบวนการสลายโปรตนีของ proteasome ดว้ยสาร MG-

132 (50 μ) เป็นเวลา 1 ชั Éวโมงก่อนใสส่าร steviol (mean ± SE, n = 5-7, **P < 0.01, ns; not significant) 
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รูปทีÉ řŠ. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ řŘŘ μM ต่อการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR เมืÉอ 

incubate กบัเซลล ์เป็นเวลา ŚŜ ชั Éวโมง รูปบน แสดงผลของปรมิาณโปรตีนตามทีÉระบุไว้ รูปล่าง แสดงร้อยละของ

โปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR เมืÉอยบัยั Êงการสลายโปรตนีของ proteasome ดว้ยสาร MG-řśŚ (ŝŘ μM) เป็นเวลา ř 

ชั Éวโมงก่อน incubate กบั steviol (mean ± SE, n = - , **P < Ř.Řř, ns; not significant) 

 เนืÉองจากการวดัการแสดงออกโปรตนี CFTR ดว้ยวธิ ีWestern blot analysis ค่าโปรตนีทีÉวดัไดเ้ป็นปรมิาณ

ของโปรตนี CFTR ทั Êงหมดของเซลลห์ลอดไต MDCK (total CFTR) ดงันั ÊนเพืÉอเป็นการยนืยนัว่าสาร steviol มฤีทธิ Íใน

การยบัยั Êงการแสดงออกโปรตนีขนส่งคลอไรดท์ีÉผวิเซลล์ จงึทําการทดลองหาปรมิาณการแสดงออกของโปรตนีขนส่ง

คลอไรดท์ีÉผวิเซลลด์ว้ยเทคนิค Immunofluorescence จากผลการทดลองพบว่า สาร steviol ทีÉความเขน้ขน้ řŘŘ μM 

ลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรดท์ีÉผวิเซลลห์ลอดไต  MDCK ณ เวลา Ş และ ŚŜ ชั Éวโมงของการ incubation 

โดยเริÉมเหน็การลดลงของโปรตนี CFTR ทีÉผวิเซลลต์ั Êงแต่ทีÉเวลา Ş ชั Éวโมงและ ฤทธิ Íของ สาร steviol พบไดส้งูสุดทีÉเวลา 

ŚŜ ชั Éวโมง ดงัแสดงในรปูทีÉ řš และ ŚŘ 

 

รปูทีÉ 19. สรุปผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ในการลดการแสดงออกของโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR ทีÉ

ผวิเซลลห์ลอดไต MDCK ดว้ยวธิ ีt immunofluorescence รปูถ่ายการแสดงออกโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR ทีÉผวิเซลล ์

สแีดงแสดงถงึโปรตนี CFTR สว่นสนํีÊาเงนิแสดงถงึนิวเคลยีส ในการทดลองนีÊ ได ้ incubate สาร steviol กบัเซลลเ์ป็น

เวลา 6 และ 24 ชั Éวโมง (n = 3) 
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รปูทีÉ 20. สรปุผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีÉ

ผวิเซลลห์ลอดไต MDCK ขอ้มูลแสดงเป็นเปอรเ์ซน็ต์ความเขม้ขน้ของฟลูออเรสเซน็ต์ของ random region of interest 

(ROI = 35) ในการทดลองนีÊ ได ้incubate กบัสาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 6 และ 24 ชั Éวโมง (mean ± SE, n = 35, * 

P < 0.05, **P < 0.01) 

 จากผลการทดลองทีÉกล่าวมาขา้งต้น สามารถสรุปได้ว่า สาร steviol และอนุพนัธ์ มฤีทธิ Íในการยบัยั Êงการ

เจรญิเตบิโตและการเกดิของซสีต์ของเซลล ์MDCK โดยปราศจากฤทธิ Íในการฆ่าเซลล ์(cell viability)  การลดการ

แบ่งตวัของเซลลใ์หม่ (cell proliferation)  หรอืการกระตุ้นการตายของเซลลแ์บบ apoptosis ในเซลล ์MDCK แต่เป็น

การออกฤทธิ Íยบัยั Êงการการทาํงานของช่องโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR และลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์

CFTR ผ่านการกระตุ้นการสลายโปรตนีดงักล่าวทาง (proteasome-mediated CFTR degradation) ทําใหล้ดการหลั Éง

กระแสคลอไรด ์(cAMP-activated chloride secretion) ซึÉงผูว้จิยัไดต้พีมิพผ์ลงานขา้งต้นนีÊในวารสารวชิาการนานาชาต ิ

(PLoS ONE; IF = 4.04) ไปเรยีบรอ้ยแลว้ การศกึษามา ไดท้ําการศกึษากลไกอืÉนของสาร steviol ในการยบัยั Êงการ

เจรญิเตบิโตของซสีต์จากเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK และนําสาร steviol นีÊไปทดสอบฤทธิ Íในการชะลอการเจรญิเตบิโต

ของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงนํÊา 

2.4 ฤทธิÍ ของสาร steviol ต่อการลดการแสดงออกของโปรตีนขนส่งนํÊา AQP2 ในเซลลห์ลอดไต MDCK 

 จากการศกึษาทีÉผ่านมาพบว่า การหลั Éงของกระแสคลอไรดล์งสู่โพรงของซสีต์ทําใหม้กีารดงึนํÊาและโซเดยีมอิ

ออนผ่านเซลลเ์ยืÉอบุซสีต์และช่องว่างระหว่างเซลลซ์สีต์ลงสู่ถุงซสีต์ดว้ย ส่งผลให้ขนาดของซสีต์โตขึÊนและไปกดเบยีด

ทาํลายเนืÊอไตสว่นทีÉด ีการขนสง่ของนํÊาลงสู่ซสีต์นั Êนอาจเกดิจากการขนส่งนํÊาผ่านโปรตนีขนส่งนํÊา AQP2 ซึÉงแสดงออก

ทีÉผนงัเซลลห์ลอดไตดา้น  apical ผูว้จิยัจงึไดศ้กึษาฤทธิ Íของสาร steviol ต่อการแสดงออกของโปรตนีขนสง่นํÊา AQP2 ทีÉ

แสดงออกในเซลล ์MDCK ดว้ยวธิ ีwestern blot analysis พบว่า  steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM มผีลลดการ
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แสดงออกของโปรตนี AQP2 ในเซลลด์งักล่าว ทีÉเวลา 6 และ 24 ชั Éวโมง หลงั incubate เซลลก์บัสาร steviol ดงัแสดง

ในรปูทีÉ 21 

 

 

รูปทีÉ 21. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ในการลดการแสดงออกของโปรตนีขนส่งนํÊา AQP2 ในเซลล ์

MDCK ทีÉวเิคราะห์ดว้ยวธิ ีwestern blot analysis รูปบน แสดงผลของปรมิาณโปรตนีตามทีÉระบุไว ้รูปล่าง แสดง

เปอรเ์ซน็ตข์องโปรตนีขนสง่นํÊา AQP2 เมืÉอ incubate เซลล ์กบัสาร steviol กบัเซลลเ์ป็นเวลา 2, 6, 12, และ 24 ชั Éวโมง 

เปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม (mean ± SE, n = 4, **P < 0.01) 

 จากการทดลองขา้งตน้สรุปว่า สาร steviol มฤีทธิ Íลดการแสดงออกโปรตนีขนส่งนํÊา AQP2 ดงันั Êน การทดลอง

ต่อไป ผูว้จิยัจงึไดศ้กึษาผลของ Mercury ซึÉงเป็นตวัยบัยั Êงการทํางานของโปรตนีขนส่งนํÊา AQP2 เป็น positive control

เพืÉอยนืยนัว่าโปรตนีขนสง่นํÊา AQP2 มสีว่นในการเจรญิเตบิโตของซสีตห์รอืไม่ นอกจากนีÊยงัศกึษาฤทธิ Íของสาร steviol 

กบัสาร Mercury ในซสีต์เพืÉอดูว่า steviol ลดการเจรญิเตบิโตของซสีต์ผ่านการยบัยั Êงการทํางานของโปรตนีขนส่งนํÊา 

AQP2  ขั Êนต้นทําการหาผลของตวัยบัยั Êงโปรตีนขนส่งนํÊา (Mercury) ต่อการฆ่าเซลล์ท่อไต เพืÉอจะไดเ้ลอืกใช้ความ

เขม้ขน้ทีÉไม่มผีลต่อการฆ่าเซลล ์มาทําการทดลองต่อไป  โดยผลการทดลองพบว่าสาร mercury ยบัยั Êงการทํางานของ

โปรตนีขนสง่นํÊาทีÉความเขม้ขน้ 1, 10, 20, 50 μM  โดยไม่มผีลต่อการฆา่เซลล ์ ในขณะทีÉ สาร mercury ทีÉความเขม้ขน้ 

100 μM มผีลฆา่เซลล ์ เมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูทีÉ 22 ดงันั Êน ผูว้จิยัจงึเลอืกความเขม้ขน้ของสาร 

mercury ทีÉ 5, 10, และ 20 μM มาใชใ้นการทดลองการเลีÊยงซสีตต่์อไป 
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รูปทีÉ 22. รอ้ยละการอยู่รอดของเซลลห์ลอดไต MDCK เมืÉอเลีÊยงกบัสารยบัยั Êงการทํางานของโปรตนีขนส่งนํÊา AQP2 

(mercury) ทีÉความเขม้ขน้ 1, 10, 20, 50, และ 100 μM เป็นเวลา 72 ชั Éวโมง (mean of % control ± SE, n =3) 

 การทดลองต่อมา ผูว้จิยัไดท้ําการทดลองเลีÊยงซสีต์จากเซลล ์MDCK แลว้ใส่สาร mercury ยบัยั Êงการทํางาน

ของโปรตนีขนส่งนํÊา (AQP2) ทีÉความเขม้ขน้ 5, 10, และ 20 μM  ในวนัทีÉ 12 ขนาดของซสีต์ไดถู้กนํามาเปรยีบเทยีบ

กบักลุ่มควบคุมพบว่า สาร mercury สามารถลดขนาดของซสีต์ได ้ 30.27%, 32.74%, และ 33.78% ตามลําดบั ดงั

แสดงในรปูทีÉ 23 จากการทดลองนีÊพบว่า การทาํงานของโปรตนีขนสง่นํÊามสีว่นเกีÉยวขอ้งในการเจรญิเตบิโตของซีสต์ใน

เซลล ์MDCK  ดงันั Êนจงึมคีวามเป็นไปไดว้่าฤทธิ Íในการลดการเจรญิเตบิโตของซสีต์ของ  steviol อาจจะผ่านทางกลไก

การยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนีขนสง่นํÊา AQP2 ร่วมดว้ย 

 

รปูทีÉ 23. ผลของสารยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนีขนสง่นํÊา (AQP2) โดย mercury  ต่อขนาดของซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุง

นํÊา MDCK  โดยแสดงขนาดของซสีต์จากเซลล ์MDCK ในกลุ่มควบคุม (DMSO)  กลุ่มทีÉไดร้บัสาร mercury ทีÉความ

เขม้ขน้ 5, 10, และ 20 μM ตามลาํดบั และวดัขนาดใน วนัทีÉ 12 (mean ± SE, n > 30 cysts, **P < 0.01) 
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2.5 ฤทธิÍ ของ steviol ต่อการเกิดซีสตใ์หม่ (cell proliferation in MDCK cyst growth and formation) ในเซลล์

โมเดลถงุนํÊา MDCK  

 เนืÉองจากกลไกการเจริญเติบโตของซีสต์สามารถเกิดจากการเพิÉมจํานวนของเซลล์หลอดไตในซีสต์ ( cell 

proliferation) ไดด้ว้ย ซึÉงการ phosphorylation ทีÉโปรตนี ERK กม็สี่วนสาํคญัในการเพิÉมจํานวนของเซลล ์ดงันั ÊนเพืÉอ

ศกึษาว่า steviol สามารถลดขนาดของซสีต์โดยผ่านกระบวนการยบัยั Êงการ phosphorylation ของโปรตนี ERK ได้

หรือไม่  ผู้วิจ ัยได้ทําการศึกษากลไกของ steviol ในการยับยั ÊงการเพิÉมจํานวนของเซลล์หลอดไตในซีสต์ (cell 

proliferation) ในเซลล ์MDCK โดยการวดัการแสดงออกของโปรตนี phospho-ERK (p-ERK) ดว้ยเทคนิค Western 

blot analysis ไดท้ําการศกึษาผลของ steviol ต่อการแสดงออกของโปรตนี p-ERK ทั Êงใน MDCK cyst growth model 

และ cyst formation model  

 สาํหรบั MDCK cyst growth model นั Êนไดเ้ลีÊยงซสีต์จากเซลล ์MDCK ใน collagen gel    เป็นเวลา 6 วนั  

จากนั Êน incubate เซลลก์บัสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM กบัเป็นเวลา 6 วนั แลว้ทําการสกดัโปรตนีจากซสีต์ 

ออกจาก collagen gel โดยการ incubate gel ใน type I collagenase solution ทีÉความเขม้ขน้ 3 mg/ml อุณหภูม ิ37 

เป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจากทีÉ collagen gel ถูกย่อยแลว้ นํา sample ไป centrifuge ทีÉ 12000 rpm เพืÉอแยก 

protein ออกมา จากนั Êนจงึนํา sample ไปวดัหาปรมิาณโปรตนี p-ERK พบว่า steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM สามารถ

ลดการแสดงออกของโปรตนี p-ERK ใน MDCK cyst growth model เมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปทีÉ 

24 

 สว่นใน MDCK cyst formation model ไดท้ําการเลีÊยงซสีต์จากเซลล ์MDCK ใน collagen gel โดย incubate 

สาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM กบัเซลล ์เป็นเวลา 12 วนั แลว้สกดัโปรตนีจากซสีตอ์อกจาก collagen gel จากนั Êน

จงึนํา sample ไปวดัปรมิาณโปรตนี p-ERK พบว่า steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ลดการแสดงออกของโปรตนี p-

ERK ใน MDCK cyst model ไดเ้ช่นกนั ดงัแสดงในรปูทีÉ 25                       
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รปูทีÉ 24. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการแสดงออกของโปรตนี phospho-ERK ของซสีต์จากเซลล์

โมเดลถุงนํÊา MDCK (MDCK cyst growth) ทีÉวดัดว้ย western blot รปูบน แสดงผลของปรมิาณโปรตนีตามทีÉระบุไว ้(A) 

รูปล่าง กราฟแท่งแสดงรอ้ยละของโปรตนี phospho-ERK เมืÉอ incubate สาร steviol กบัเซลลซ์สีต์เป็นเวลา 6 วนั 

เปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม (B) 

                                      

รูปทีÉ 25. ผลของสาร steviol ทีÉความเขม้ขน้ 100 μM ต่อการแสดงออกของโปรตนี phospho-ERK ในซสีต์จากเซลล์
โมเดลถุงนํÊา MDCK (MDCK cyst formation) ทีÉวดัดว้ย western blot รปูบน แสดงผลของปรมิาณโปรตนีตามทีÉระบุไว ้
(A) รูปล่าง  กราฟแสดงรอ้ยละของโปรตนี phospho-ERK เมืÉอ incubate สาร Steviol กบัเซลลซ์สีต์เป็นเวลา 12 วนั 
เปรยีบเทยีบกบั 100% ของกลุ่มควบคุม (B) 

P

β

A

B
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ตอนทีÉ 3 ศึกษาศกัยภาพในการพฒันาสารสกดัจากใบหญ้าหวานและสารอนุพนัธ์ steviol ในการรกัษาโรค 
polycystic kidney ในหนูโมเดลโรคถงุนํÊา (PKD mouse model) 

3.1 ฤทธิÍ ของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ ์(steviol) ในการรกัษาโรคถงุนํÊาในหนู
โมเดลโรคถงุนํÊา (PKD mouse model)  

 จากการศกึษาทีÉผ่านมาพบว่า steviol สามารถชะลอการเจรญิเตบิโตและยบัยั Êงการเกดิซสีตจ์ากเซลลโ์มเดลถุง

นํÊา MDCK ผ่านการยบัยั Êงการทํางานและกระตุ้นการทําลายของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีÉผวิเซลล ์แต่ซสีต์จาก

เซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ไม่ไดม้พียาธสิภาพเหมอืน หรอืคลา้ยกบั PKD ในคน  ดงันั Êนจงึจาํเป็นอย่างยิÉงทีÉจะตอ้งศกึษา

ฤทธิ Íของสาร steviol ในโมเดลหนูทีÉมพียาธสิภาพของโรคใกลเ้คยีงกบัโรคถุงนํÊาในไตของมนุษย ์(human ADPKD) 

ผูว้จิยัใชห้นูโรคถุงนํÊาในไต (ADPKD mouse model) ชนิด PKD1flox/flox:Pkhd1-Cre หนูชนิดนีÊเกดิจากการผสมพนัธุ์

ระหว่างหนู PKD1flox/flox กบัหนู PKD1flox/+:Pkhd1-Cre โดยหนู PKD1flox/flox:Pkhd1-Cre จงึไม่มกีารแสดงออกของยนี 

PKD1 ทีÉ collecting duct ของเซลลห์ลอดไต ซึÉง PKD1 เป็นยนีทีÉควบคุมการแสดงออกของโปรตนี polycystin-1 เมืÉอไม่

มยีนีนีÊจะทาํใหไ้ตมกีารสรา้งถุงนํÊาและเพิÉมจาํนวนพรอ้มการขยายขนาดของซสีตท์ีÉไตขึÊนเรืÉอยๆ จนเกดิภาวะไตวายและ

หนูจะตายในทีÉสดุ เนืÉองจาก steviol เป็นสารทีÉเกดิจาก metabolism  ของ  stevioside ดงันั ÊนการทดลองนีÊใชท้ั Êงสารสกดั

จากใบหญ้าหวาน stevioside และสารอนุพนัธ ์steviol มาทดสอบในหนู PKD1flox/flox:Pkhd1-Cre โดยสาร stevioside 

จะใหห้นูโดยวธิกีารป้อน (gavage) ส่วนสาร steviol จะใหโ้ดยวธิกีารฉีดเขา้ทอ้ง (intraperitoneal injection) ซึÉงสารทั Êง

สองจะใหก้บัหนูอายุ 10 วนัหลงัคลอด จนถงึอายุ 23 วนั รวมระยะเวลาการใหส้าร 14 ครั Êง  1 ครั Êงต่อวนั เมืÉอหนูมอีายุ 

24 วนั จะทําการผ่าเอาไตหนูออกมา เพืÉอวดันํÊาหนักไต (kidney weight) นํÊาหนักตวั (body weight), เปอร์เซน็ต์

ระหว่างนํÊาหนกัไตและนํÊาหนักตวั (% kidney weight/body weight) ขนาดพืÊนทีÉถุงนํÊาในไต (cystic index), และค่าของ

สารในเลอืด ทีÉบ่งบอกถงึการทํางานของไต (BUN and creatinine) จากผลการทดลองพบว่าสาร stevioside  สามารถ

ชะลอการเจริญเติบโตของซีสต์เมืÉอป้อนให้หนูทีÉปรมิาณ 1,000 mg/kg และ สาร steviol มผีลในการชะลอการ

เจรญิเตบิโตของซสีตเ์มืÉอแดใหห้นูทีÉปรมิาณ 200 mg/kg ดงันั Êนพบว่าสารทั ÊงสองชนิดมผีลในการลดขนาดและนํÊาหนกัไต  

ลดเปอรเ์ซน็ตร์ะหว่างนํÊาหนกัไตและนํÊาหนกัตวัของหนูทีÉเป็นโรคถุงนํÊาในไตของกลุ่มทีÉใหส้าร เมืÉอเทยีบกบัหนูทีÉเป็นโรค

ถุงนํÊาในไตของกลุ่มควบคุม อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิโดยพบการเปลีÉยนแปลงนํÊาหนักตวัของหนูในกลุ่มทีÉใหส้ารและ

กลุ่มควบคุม อย่างไรกต็าม เฉพาะสาร steviol เท่านั ÊนทีÉมชี่วยสง่เสรมิการทาํงานของไตใหม้คี่าดขีึÊน โดยดูจากค่า BUN 

and creatinine ทีÉตํÉาลงเมืÉอเทยีบกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุม ในขณะทีÉสาร stevioside ไม่มผีลในการช่วยเพิÉม

การทาํงานของไต 
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รปูทีÉ 25. ผลของสาร steviol ต่อการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงนํÊา รปูบน (A) แสดงขนาดของไต

ตดัตามยาวของหนูอายุ 24 วนั ในกลุ่มหนูปกต ิ หนูโรคถุงนํÊากลุ่มควบคุม และหนูโรคถุงนํÊาทีÉใหส้าร steviol รูปกลาง 

(B) แสดงรูปทาง histology ของเนืÊอไตของหนูปกต ิและหนูโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉใหส้าร steviol รูปล่าง 

กราฟแท่งแสดงค่าบ่งชีÊความรุนแรงของโรคถุงนํÊาในไต คอื นํÊาหนักตวัของหนู (C) นํÊาหนักของไตหนู (D) เปอรเ์ซน็ต์

ระหว่างนํÊาหนกัไตหนูกบันํÊาหนกัตวัหนู (E)  ค่าเปอรเ์ซน็ตข์องพืÊนทีÉซสีต์ในไตหนู (F)  และกราฟแท่งแสดงค่าบ่งชีÊการ

ทํางานของไต คอื BUN (G) และ creatinine (H) (mean ± SE, n=4-6 mice, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

ns; not significant) 
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รูปทีÉ 26. ผลของสาร stevioside ต่อการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา รูปบน (A) แสดงขนาด

ของไตตดัตามยาวของหนูอายุ 24 วนั ในกลุ่มหนูปกต ิ หนูโรคถุงนํÊากลุ่มควบคุม  และหนูโรคถุงนํÊาทีÉใหส้าร steviol รูป

กลาง (B) แสดงรปูทาง histology ของเนืÊอไตของหนูปกต ิและหนูโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉใหส้าร steviol รูป

ล่าง กราฟแท่งแสดงค่าบ่งชีÊความรุนแรงของโรคถุงนํÊาในไต คอื นํÊาหนักตัวของหนู (C)  นํÊาหนักของไตหนู (D)  

เปอรเ์ซน็ตร์ะหว่างนํÊาหนกัไตหนูกบันํÊาหนักตวัหนู (E), ค่าเปอรเ์ซน็ต์ของพืÊนทีÉซสีต์ในไตหนู (F), และกราฟแท่งแสดง

ค่าบ่งชีÊการทํางานของไต คอื BUN (G) และ creatinine (H) (mean ± SE, n=4-6 mice, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P 

< 0.001, ns; not significant) 
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3.2 ฤทธิÍ ของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน (stevioside) และสารอนุพนัธ์ (steviol) ต่อการยบัยั ÊงการเพิÉมจาํนวน
เซลล ์(cell proliferation) และการตายของเซลลแ์บบ apoptosis 

 เนืÉองจากพยาธสิภาพของโรคถุงนํÊาในไตเกดิจากการทีÉมกีารกระตุน้การสรา้งเซลลใ์หม่ (cell proliferation) อยู่

ตลอดเวลา ในการทดลองนีÊทําการวดัค่า Ki67 ซึÉงเป็นดชันีชีÊวดัการแบ่งเซลล์ใหม่ของเซลล์หลอดไต (marker of 

proliferating cell) ดว้ยวธิ ีimmunohistochemistry โดยการทําเอาสไลดข์องไตหนูมายอ้มดว้ย primary antibody ของ 

Ki67 แลว้ทาํการถ่ายรปูดว้ยกลอ้ง inverted microscope (TE 2000-U, Nikon) จากนั Êนทาํการนบัจาํนวนเซลลท์ีÉยอ้มตดิ

สขีอง Ki67 (แดง) ทีÉอยู่บรเิวณหลอดไตสว่น collecting duct (ยอ้มตดิสเีขยีว) เปรยีบเทยีบกบัจํานวนของเซลลท์ั Êงหมด

ทีÉอยู่บรเิวณ collecting duct จากผลการทดลองพบว่า สาร stevioside  และ  steviol สามารถลดจํานวนเซลลท์ีÉแบ่งตวั

ใหม่บรเิวณหลอดไตเมืÉอเปรยีบเทยีบกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรปูทีÉ 27 

 

รูปทีÉ 27. ผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน stevioside และสารอนุพนัธ ์steviol ต่อการยบัยั Êงการแบ่งเซลลซ์สีต์ใหม่ 

(cell proliferation) สไลด์ของไตหนูปกติและหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉได้รบัสาร steviol และ 
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stevioside ถูกนํามายอ้มดว้ย Ki67 (positive marker of proliferating cell) (สแีดง)  DBA (สเีขยีว)  และ DAPI (สนํีÊา

เงนิ) ด้วยวธิ ีimmunohistochemistry รูปบน (A) แสดงเซลลท์่อไตหนูทีÉย้อมตดิ Ki67 ในหนูทั Êงสามกลุ่ม รูปล่าง (B) 

แสดงกราฟเปอรเ์ซน็ต์ของ cell proliferation ในหนูปกติ  หนูโมเดลโรคถุงนํÊาทั Êงในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉให้สาร 

steviol  และ stevioside (mean ± SE, n = 4 kidneys, ***P < 0.001) 

   

 การทดลองต่อมา คอื การทดสอบผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน stevioside และสารอนุพนัธ ์steviol ต่อ

การตายของเซลลท์่อไตแบบ apoptosis โดยการนําสไลดข์องไตหนูไปยอ้มสเีพืÉอดูการตายของเซลลแ์บบ apoptosis 

ดว้ยวธิ ีTUNEL assay จากนั Êนทําการถ่ายรูปและนับจํานวนเซลล์ทีÉย้อมติด TUNEL (เขยีว) ในบรเิวณหลอดไต 

collecting duct (ยอ้มตดิสแีดง) ผลปรากฏว่า ทั Êงสาร stevioside และ steviol ไม่มผีลต่อการตายของเซลลแ์บบ 

apoptosis แต่อย่างใด จากการทดลองขา้งตน้สรุปไดว้่า สาร stevioside และ steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ใน

หนูโมเดลโรคถุงนํÊาสว่นหนึÉงผ่านทางการยบัยั Êงการแบ่งเซลลซ์สีตใ์หม่ โดยไม่มผีลต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis 
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รูปทีÉ 28. ผลของสารสกดัจากใบหญ้าหวาน stevioside และสารอนุพนัธ ์steviol ต่อการยบัยั Êงการตายของเซลลแ์บบ 

apoptosis สไลดข์องไตหนูปกตแิละหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉไดร้บัสาร steviol และ stevioside ถูก

วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีTUNEL assay รูปบน (A) แสดงเซลลท์่อไตหนูทีÉยอ้มดว้ย TUNEL (cell apoptotic detection) (สี

เขยีว)  DBA (สแีดง)  และ DAPI (สนํีÊาเงนิ) ในหนูทั Êงสามกลุ่ม รูปล่าง (B) แสดงกราฟเปอรเ์ซน็ต์ของ cell apoptosis 

ในหนูปกต,ิ หนูโมเดลโรคถุงนํÊาทั Êงในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีÉใหส้าร steviol  และ stevioside (mean ± SE, n = 4 

kidneys, ***P < 0.001, ns; not significant) 

3.3 กลไกการออกฤทธิÍของ steviol ในการชะลอการเจริญเติบโตของซีสตใ์นหนูโมเดลโรคถงุนํÊา  

 จากผลการทดลองขา้งต้นพบว่า สารสกดัจากใบหญ้าหวาน stevioside และสารอนุพนัธ ์Steviol สามารถ

ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์บรเิวณหลอดไตในหนูโมเดลโรคถุงนํÊา แต่เฉพาะสาร steviol เท่านั ÊนทีÉช่วยฟืÊนฟูการ

ทํางานของไตใหด้ขีึÊน อกีทั Êงยงัมผีลในการลดการสร้างเซลลซ์สีต์ใหม่ ดงันั Êนสาร steviol จงึถูกนํามาศกึษากลไกการ

ออกฤทธิ Íในการลดการเจรญิเติบโตของซสีต์โดยละเอียดต่อไป จากผลการทดลองทีÉผ่านมาพบว่า steviol ลดการ

เจรญิเตบิโตของซสีต์ในเซลลโ์มเดลโรคถุงนํÊา MDCK ผ่านทางการยบัยั Êงการทํางานของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR 

ผูว้จิยัจงึนําไตของหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มทีÉฉีดดว้ยสาร steviol และกลุ่มควบคุม รวมทั Êงหนูปกต ิมาวเิคราะหห์า

โปรตนีโดย western blot analysis เพืÉอดกูารแสดงออกของโปรตนีขนสง่คลอไรด ์CFTR ในหลอดไตหนู ตามรปูทีÉ 29A 

พบว่า มกีารแสดงออกของปรมิาณโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ทีÉมากขึÊนในหนูโมเดลของถุงนํÊา เปรยีบเทียบกบัหนู

ปกติ และสาร steviol สามารถลดการแสดงออกของโปรตีนดงักล่าวอย่างมนีัยสําคญัทางสถิติ จงึทําให้สาร steviol 

สามารถลดการเจรญิเตบิโตของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงนํÊาได ้โดยสว่นหนึÉงผ่านทางการยบัยั Êงการแสดงออกของโปรตนี

ขนสง่คลอไรด ์CFTR 

 ทั ÊงนีÊกลไกการเกดิซสีต์ในโรคถุงนํÊาในไตนอกจากจะเกดิจากการการหลั Éงกระแสคลอไรด์ลงไปในโพรงซสีต ์

(fluid secretion) แลว้ ยงัมกีารกระตุน้การสรา้งเซลลซ์สีตใ์หม่ (cell proliferation) ร่วมดว้ย การศกึษาทีÉผ่านมารายงาน

ว่า  phosphorylation ของโปรตนี ERK (P-ERK) ทีÉมากกว่าปกตมิสี่วนสาํคญัทีÉทําใหเ้กิดการสรา้งและเพิÉมจํานวนของ

ซสีต์ ในโรคถุงนํÊาในไต อกีทั Êงสาร steviol มผีลในการลดโปรตนี p-ERK ในซสีต์ของเซลลโ์มเดลถุงนํÊา MDCK ดงัการ

ทดลองขา้งต้น ดงันั Êนผูว้จิยัจงึศกึษาฤทธิ Íของ steviol ในการลดการแสดงออกของโปรตนี p-ERK ในไตของหนูทีÉเป็น

โรคถุงนํÊาในไต โปรตีนจากไตของหนูทีÉเป็นโรคถุงนํÊาในไตถูกนํามาวดัการแสดงออกของโปรตีน p-ERK ด้วยวิธ ี

western blot analysis ผลการทดลองพบว่าสาร steviol ไม่มผีลต่อการลดการแสดงออกของโปรตนี phospho-ERK1/2 
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ดงัแสดงในรปูทีÉ 29B ทีÉน่าสนใจคอืการกระตุ้นการทํางานของ mTOR pathway ซึÉงเป็นโปรตนีอกีตวัทีÉควบคุมการแบ่ง

เซลลใ์หม่ พบว่าทาํงานมากในเซลลซ์สีตใ์นไต จงึไดท้ําการวดัการแสดงออกของโปรตนี phospho-S6K ซึÉงเป็นโปรตนี

ในกลุ่มของ mTOR signaling ผลปรากฏว่า สาร steviol สามารถลดการแสดงออกของโปรตนี phospho-S6K เมืÉอ

เปรยีบเทยีบกบัไตหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในกลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูป 29C  ดงันั Êน สาร steviol  ยบัยั Êงการแบ่งตวัใหม่

ของซสีตส์ว่นหนึÉง ผ่านการยบัยั Êงโปรตนี mTOR/S6K signaling   

 เนืÉองจากการทํางานของโปรตีนขนส่งคลอไรด์ CFTR สามารถถูกควบคุมได้โดยโปรตีนทีÉมีชืÉอว่า AMP-

activated protein kinase (AMPK) ซึÉงการทาํงานของโปรตนี AMPK จะมผีลยบัยั Êงการทาํงานของโปรตนีขนสง่คลอไรด ์

CFTR อกีทั Êงยงัยบัยั Êงการสรา้งเซลลซ์สีตใ์หม่ (cell proliferation) จากการกระตุ้นของ mTOR pathway ดงันั Êนผูว้จิยัได้

ทาํการศกึษาผลของ steviol ต่อการแสดงออกของโปรตนี phospho-AMPK (p-AMPK) ดว้ยวธิ ีwestern blot analysis 

จากผลการทดลองพบว่าสาร steviol มผีลกระตุ้นการทํางานของโปรตนี AMPK โดยเพิÉมการแสดงออกของโปรตนี p-

AMPK ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊาเมืÉอเทยีบกบัหนูโมเดลโรคถุงนํÊากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิดงัแสดงในรูปทีÉ 

29D  ผลการทดลองนีÊสอดคลอ้งกบัฤทธิ Íของสาร steviol ในการยบัยั Êงการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR  

และโปรตนี phosphor-S6K จงึสรุปไดว้่า steviol ชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีตใ์นหนูโมเดลโรคถุงนํÊาโดยการออกฤทธิ Í

ยบัยั Êงการการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR และ mTOR/S6K signaling pathway ผ่านการกระตุ้นการ

ทาํงานของโปรตนี AMPK   
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รปูทีÉ 29. กลไกการออกฤทธิ Íของสารอนุพนัธ ์steviol ต่อการชะลอการเจรญิเตบิโตของซสีต์ในหนูโมเดลโรคถุงนํÊาในไต

นําเอาไตของหนูปกติ (WT), หนูโมเดลโรคถุงนํÊากลุ่มควบคุม (CT-C) และกลุ่มทีÉให้สาร steviol ความเขม้ขน้ 200 

mg/kg (CT-S) มาสกดัเอาโปรตนี จากนั Êนนํามาวดัค่าการแสดงออกของโปรตนีทีÉสนใจดว้ยวธิ ีwestern blot analysis 

รปูทีÉหนึÉง (A) รปูซา้ยคอืรปูการแสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR, Hsp90 รูปขวาเป็นกราฟแสดงปรมิาณการ
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แสดงออกของโปรตนีขนส่งคลอไรด ์CFTR ในเซลลท์่อไตหนูทั Êงสามกลุ่ม (mean of %control ± SE, n = 4 kidneys, 

*P < 0.05, ns; not significant) รปูทีÉสอง (B) รปูซา้ยคอืรปูทีÉแสดงออกของโปรตนี phospho-ERK 1/2, total-ERK 1/2, 

and GAPDH ในเซลลท์่อไตของหนูทั Êงสามกลุ่ม รปูขวาคอืกราฟแสดงปรมิาณของโปรตนี p-ERK 1/2 / ERK (mean of 

%control ± SE, n = 4 kidneys, *P < 0.05, ns; not significant) รูปทีÉสาม (C) รูปซา้ยคอืรูปทีÉแสดงออกของโปรตนี 

phospho-S6K and tubulin ในเซลล์ท่อไตของหนูทั Êงสามกลุ่ม รูปขวาคอืกราฟแสดงปรมิาณของโปรตีน p-S6K 

intensity (mean of %control ± SE, n = 4 kidneys, *P < 0.05) รูปทีÉสีÉ (D) รูปซา้ยคอืรูปทีÉแสดงออกของโปรตนี 

phospho-AMPK, total-AMPK, and tubulin ในเซลลท์่อไตของหนูทั Êงสามกลุ่ม รูปขวาคอืกราฟแสดงปรมิาณของ

โปรตนี p-AMPK / AMPK (mean ± SE, n = 4 kidneys, *P < 0.05, ns; not significant) 

 

                ภาพสรปุกลไกการออกฤทธิÍ  ของ steviol ในการยบัยั Êงการเจริญเติบโตของ ซีสต ์
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Abstract

Cyst enlargement in polycystic kidney disease (PKD) involves 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. 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. Among 4 steviol-related compounds tested, steviol
was found to be the most potent at inhibiting MDCK cyst growth. Steviol inhibition of cyst growth was dose-dependent;
steviol (100 microM) reversibly inhibited cyst formation and cyst growth by 72.563.6% and 38.268.5%, respectively. Steviol
at doses up to 200 microM had no effect on MDCK cell viability, proliferation and apoptosis. However, steviol acutely
inhibited forskolin-stimulated apical chloride current in MDCK epithelia, measured with the Ussing chamber technique, in a
dose-dependent manner. Prolonged treatment (24 h) with steviol (100 microM) also strongly inhibited forskolin-stimulated
apical chloride current, in part by reducing CFTR protein expression in MDCK cells. Interestingly, proteasome inhibitor, MG-
132, abolished 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,
the data suggest that steviol retards MDCK cyst progression in two ways: first by directly inhibiting CFTR chloride channel
activity and second by reducing CFTR expression, in part, by promoting proteasomal degradation of CFTR. Steviol and
related compounds therefore represent drug candidates for treatment of polycystic kidney disease.
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Introduction

Polycystic kidney disease (PKD) is an inherited disorder

characterized by the presence of enlarging fluid-filled cysts, which

disrupt the normal renal parenchyma and eventually leads to end-

stage renal failure [1,2]. Autosomal dominant polycystic kidney

disease (ADPKD), the most common form of PKD, is caused by

mutation of PKD1 or PKD2, which encode the proteins

polycystin-1 or polycystin-2, respectively [3]. The majority of

ADPKD patients require kidney replacement or renal hemodial-

ysis [4]. Currently there is no specific pharmacotherapy for this

disease.

Although the exact mechanism of ADPKD pathogenesis is not

known, studies have shown that an increase in cAMP level within

the renal epithelial cells lining the cyst plays a central role in PKD

cystogenesis. The increase in intracellular cAMP level stimulates

renal epithelial cell proliferation and raises transepithelial fluid

secretion into the cyst lumen [2,5,6]. This fluid secretion is driven

by cAMP-activated transepithelial chloride transport via the cystic

fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) chloride

channel located at apical membrane (facing the lumen) of the cells

lining the cyst [7]. Intracystic accumulation of chloride draws

sodium and water into the cyst cavity via a paracellular pathway

[8]. Inhibition of CFTR chloride channel with CFTR inhibitors

has been shown to slow down cystogenesis both in an in vitro
Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell culture model and an in

vivo model of PKD [9,10]. Therefore, CFTR chloride channel has

been proposed as a potential target for PKD intervention.

Stevioside, extracted from Stevia rebuadiana, is widely used as a

noncaloric sweetener in food in several countries in Asia and

South America [11]. The pharmacokinetics of stevioside show that

it is first converted to the major metabolite steviol by intestinal

microflora before being absorbed in the intestine and distributed

by the blood to several organs, including intestine, liver, and

kidney [12,13,14]. Previous studies reported that steviol under-

went both phase I and phase II metabolism, with steviol

glucuronide being detected as a major metabolite in the blood

[11]. Most consumed stevioside is excreted as steviol glucoronide
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in urine [11]. The reported therapeutic properties of stevioside

include anti-inflammatory [15], anti-hypertensive [16], anti-

hyperglycemic [17], and anti-diarrheal effects [18]. In addition,

steviol was found to interact with renal organic anion transporters,

making it helpful in enhancing the therapeutic efficacy of drugs

[19,20]. It is of interest to note that steviol and its derivative

(dihydroisosteviol) inhibit cAMP-activated chloride secretion by

targeting CFTR in a human colonic epithelial cell line [18]. Thus,

it appeared possible that steviol and its derivatives could inhibit the

CFTR chloride channel in PKD.

In the present study, we investigated the inhibitory effects and

mechanism of action of steviol and its derivatives on cyst formation

and enlargement in the MDCK cell model of PKD.

Materials and Methods

Cell culture
Type I MDCK epithelial cell line, kindly provided by Professor

David N. Sheppard (University of Bristol, Bristol, UK), was

cultured at 37 uC under a humidified atmosphere of 5% CO2/

95% O2 in a 1:1 mixture of Dulbecco’s modified Eagle medium

(DMEM) and Ham’s F-12 nutrient medium supplemented with

10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml

streptomycin, and 5 mg/ml insulin-transferin-selenium-X supple-

ment [21]. The solvent used for preparing steviol was dimethyl

sulfoxide (DMSO). Concentration of DMSO in all experiments

was less than 0.5% v/v.

Chemicals and reagents
Steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, and 16-oxime isosteviol

were synthesized as described previously [18]. The purity of all

compounds was checked by thin layer chromatography and

nuclear magnetic resonance spectroscopy. Trypsin, FBS, penicil-

lin, and streptomycin were purchased from HyClone (Waltham,

MA, U.S.A.); amphotericin B, amiloride, forskolin, 8-Br cAMP,

CFTRinh-172, protease inhibitor cocktail, and DMEM/Ham F-12

from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.); GlyH-101 [22],

MG-132, propidium iodide, and (BrdU) cell proliferation assay kit

from Calbiochem (San Diego, CA, U.S.A.); collagen from

PureCol, Inamed Biomaterials (Fremont, CA, USA); and Annexin

V-fluorescein-conjugate from Beckman coulter (Marseille, France).

Rabbit and mouse anti-CFTR antibodies for western blot and

immunofluorescence experiments were from Cell Signaling

(Beverly, MA, USA) and Abcam (Cambridge, MA, USA),

respectively. The former CFTR antibodies recognize the amino

acids near the N-terminus of first transmembrane domain of

CFTR, while the latter recognize amino acid residues 113–117 in

the first extracellular transmembrane domain of CFTR.

Cell viability assay
MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide) assays were used to assess the effects of steviol and its

derivatives on cell viability [23]. In brief, MDCK cells

(16104cells/well), seeded in 96-well plate, were grown for 24 h,

and then incubated with test compounds at various concentrations

for 24 and 72 h, respectively. Adherent cells were treated with

serum-free MDCK media containing 10% MTT solution for 4 h

under humidified atmosphere at 37 uC. Following removal of

media 100 ml aliquot of DMSO was added and absorbance at

530 nm was measured. Cell viability was calculated as percent of

the control group.

MDCK cyst model
MDCK cells (800 cells/well) were suspended in 0.4 ml of

3.0 mg/ml ice-cold collagen supplemented with 10% 10X

minimum essential medium (MEM), 10 mM HEPES, 27 mM

NaHCO3, 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (pH

7.4) in a 24-well culture plate and incubated at 37 uC for 90 min

in water bath to allow gelation of collagen. Then, a 1.5 ml aliquot

of MDCK medium containing 10 mM forskolin was added to each

well and the plate was maintained at 37 uC under humidified

atmosphere of 5% CO2/95% O2. It has been well established that

in the presence of forskolin in the culture medium, MDCK cells

seeded onto collagen gels undergo a cAMP-dependent cell

proliferation and fluid secretion as observed in ADPKD-derived

cysts [24,25].

For cyst formation experiments, test compounds were added to

MDCK cell cultures in the continued presence of 10 mM forskolin

from day 0. MDCK media containing forskolin and test

Figure 1. Cytotoxicity evaluation of steviol and derivatives. (A)
The chemical structure of steviol, isosteviol, dihydroisosteviol, 16-oxime
isosteviol, and CFTRinh-172. MDCK cells were seeded in 96-well plates,
and incubated with the indicated concentrations of steviol, isosteviol,
dihydroisosteviol, and 16 oxime isosteviol. Cell viability was assessed by
MTT assay after 24 h (B) and 72 h (C) of incubation. Results were
expressed as mean of % control6SE (n = 3, **P,0.01).
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g001
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compounds were changed every two days. At day 6, the numbers

of cysts (with diameters .50 mm) and non-cyst cell colonies were

counted using an inverted phase contrast light microscope (Nikon

TE 2000-S, Nikon Corporation, Tokyo, Japan) at 610 magnifi-

cation. Four wells per culture condition were measured. For the

index of cyst formation, percent of cyst colonies was calculated by

multiplying the ratio of numbers of cyst colonies (diameter

$50 mm) and the number of cyst plus non-cyst colonies (diameter

,50 mm) by 100. Total number of colonies (cyst and non-cyst) in

various conditions was around 200–300.

For determination of cyst growth, the cysts at day 6 were

incubated for another 6 consecutive days. Photographs of

individual cysts (the same cyst in collagen gel identified by

marking on the plate) were taken at every two days (day 6, 8, 10,

Figure 2. Effect of steviol and its derivatives on cyst progression in MDCK cyst model. (A) Inhibitory effect of steviol and its derivatives on
MDCK cyst formation. MDCK cysts were incubated with 100 mM of steviol and its derivatives in media containing forskolin (10 mM) after cell seeding
on day 0 onward. The graph represents percent of cyst colonies at day 6 after MDCK cell seeding in the absence (control) and presence of all
compounds (mean6SE; n= 4 wells/condition; **P,0.01 compared with control). (B) Inhibitory effect of steviol and its derivatives on MDCK cyst
growth. The graph shows the outer cyst diameter at day 12 (mean6SE; n= 32277 cysts; **P,0.01 compared with control). (C) Dose-response of
effect of steviol on MDCK cyst growth. After cell seeding in 3D collagen gel for 6 days, media containing forskolin and steviol at doses of 50, 100, and
200 mM were added to the MDCK cells from day 6 onward. Results were shown as mean value of cyst diameter at days 6, 8, 10, and 12 (n= 43277
cysts; **P,0.01 compared with control). (D) Representative light micrographs show MDCK cyst growth in 3D collagen gel after seeding of MDCK cells
for 6 days. Three independent experiments were performed. Forskolin (10 mM) without (2D, top) or with steviol (100 mM) (2D, middle, bottom)
was added to the culture medium at day 6. To test for reversibility, steviol was removed at day 9 (2D, bottom). Scale bar = 100 mm;
magnification =610.
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g002
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and 12) after seeding. To determine cyst size, the outer diameters

of cysts were measured using Image J software. For inclusion in

this study, each culture had to have at least 30 cysts with diameters

.50 mm.

Cell proliferation assay
MDCK cells (86103cells/well) were seeded and grown for 24 h

in a 96-well plate in DMEM/Ham’s F-12 media supplemented

with 10% FBS and insulin-transferrin-selenium X solution (ITS)

under humidified atmosphere of 5% CO2/95% O2. Adherent cells

were incubated with incubation media containing 100 mM 8-Br

cAMP in 0.002% FBS without ITS in the presence or absence of

100 mM steviol for 24 h. BrdU reagent solution was added at 18 h

after addition of 8-Br cAMP. Absorbance at 450 nm was

measured and cell proliferation is reported as percent of the

OD450 value of the control group [23].

Cell apoptosis assay
MDCK cells (26105) were treated with vehicle (0.1% DMSO)

or 100 mM steviol for 24 h as described above. MDCK cells were

Figure 3. Effect of steviol on cell proliferation and apoptosis. (A) MDCK cell proliferation was assessed by BrdU cell proliferation assay. MDCK
cells were seeded onto 96-well plates and grown for 24 h. The media containing 8-Br cAMP (100 mM) with or without steviol at doses of 10, 50, 100,
and 200 mM was added and incubated for 24 h. BrdU was added at 18 h after addition of all compounds. The data represent percent of cell
proliferation of MDCK cells treated with steviol at various concentrations. 20 mg/ml of blasticidin was used as positive control. Four independent
experiments were done (mean of percent control6SE; n= 4, **P,0.01 compared with group of no cAMP treatment; ## P,0.01 compared with
cAMP treated group). (B) MDCK cell apoptosis was analyzed by flow cytometry. (3B, top) MDCK cell were incubated with steviol at a concentration of
200 mM for 24 h. Cells were stained with annexin V or propidium iodide. Apoptotic cells were localized in the lower right (early apoptosis) and upper
right (late apoptosis) quadrants of the dot-pot graph using propidium iodide vs annexin V. 1 mM of hydrogen peroxide (H2O2) was used as positive
control. (3B, bottom) The bar graphs represented percent of MDCK cell apoptosis of four independent experiments (mean percent control6SE;
n= 4; **P,0.01 compared with control).
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g003
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suspended in 500 ml of Annexin V binding buffer (100 mM

HEPES-NaOH, pH 7.4, 1.5 M NaCl, 50 mM KCl, 10 mM

MgCl2, 18 mM CaCl2 in distilled water) and incubated with

0.25 mg/ml Annexin V-fluorescein conjugate and 5 mg/ml

propidium iodide for 15 min at 4 uC before flow cytometry

analysis (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) [26]. Cell apoptosis

was quantified as the percent of the total cells undergoing

apoptosis.

Ussing chamber experiment
MDCK cells (56105cells/well) were seeded on Snapwell inserts.

MDCK media were changed every two days and transepithelial

resistance (Rt) was measured using an epithelial voltohmmeter

(World Precision Instruments, Sarasota, FL) as previously

described [21]. On day 8, media from the apical side of MDCK

cell monolayer were removed to form an air-liquid interface to

enhance CFTR expression in MDCK epithelia [27]. On day 10,

only MDCK polarized epithelia monolayers with resistance

.2,000 Ohm.cm2 were used for subsequent Ussing experiments.

For short-circuit current measurements, a Snapwell insert

containing MDCK cells was mounted in the Ussing chamber.

Both hemichambers were filled with a Krebs’ buffer solution

containing 120 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 3.3 mM KH2PO4,

0.8 mM K2HPO4, 0.5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, and 10 mM

glucose (pH 7.4). The solution was continuously bubbled with 5%

CO2/95% O2 gas mixture at 37 uC.
For apical chloride current measurements, the basolateral

membrane was permeabilized with amphotericin B (250 mg/ml)

for 20 min. The hemichamber at the basolateral side was filled

with a high chloride buffer solution containing 140 mM NaCl,

5 mM KCl, 0.36 mM K2HPO4, 0.44 mM KH2PO4, 1.3 mM

CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, and 4.2 mM NaHCO3,

pH 7.2. The buffer solution facing the apical membrane had a

composition similar to that of the basolateral bathing solution,

except that 133.3 mM Na-gluconate, 2.5 mM NaCl, and 5 mM

K-gluconate were included to generate a chloride concentration

gradient from the basolateral to the apical side. Both hemi-

chambers were connected via KCl Agar Bridge to voltage and

current Ag/AgCl electrodes and clamped at 0 mV. Short-circuit

current was recorded continuously using a DVC-1000 voltage

clamp (World Precision Instruments, Sarasota, FL). Data were

digitized using PowerLab data acquisition system (ADInstruments

Inc. Colorado Springs, CO). Peak forskolin-stimulated current was

recorded for analysis of steviol effect on CFTR-mediated chloride

secretion.

Western blot analysis
Cells grown in 6-well plates were incubated with lysis buffer

(50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%

Triton X-100, 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF

(phenylmethylsulfonyl fluoride), and protease inhibitor (PI) cocktail

for 20 min at 4 uC. After centrifugation at 10,000 g for 20 min,

supernatant proteins (30 mg) were separated by 12% SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis, transferred onto a nitrocellu-

lose membrane and CFTR in MDCK cells was immunochemi-

cally detected using primary rabbit polyclonal anti-CFTR and

secondary horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG

antibodies. The intensity of immunoreactive band is reported

relative to that of b-actin (used to normalize gel loading).

Immunofluorescence experiment
MDCK cells were grown as non-polarized epithelia on glass

slides and incubated with or without 100 mM steviol for 6 h and

24 h periods. Cells were fixed in 10% methanol and incubated

with primary anti-CFTR mouse monoclonal (at 1:100 dilutions)

and Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-mouse secondary

antibody (at 1:100 dilutions). Glass slides were fixed and nucleus

were stained with TOPRO-3 (at 1:300 dilutions) and examined by

a confocal laser microscopy (FV-1000; Olympus) at 640

magnification. The data were analyzed as percent fluorescence

intensity of 35 random regions of interest (ROI).

Statistical analysis
Results of all experiments are shown as the mean6S.E.M.

Statistical significance between control and treatment groups was

calculated using student’s unpaired t test, one-way ANOVA

followed by Bonferroni’s post hoc test or repeated measure

ANOVA, where appropriate. A P-value of ,0.05 is considered as

statistically significant.

Results

Inhibitory effect of steviol and its derivatives on MDCK
cyst formation and growth
Before proceeding with the assay of cyst formation and growth,

MDCK cell viability was evaluated in the presence of 50, 100, and

200 mM steviol and its derivatives, isosteviol, dihydroisosteviol, 16-

oxime isosteviol (Fig. 1A) using MTT assay. After 24 h, none of

Figure 4. Inhibition by steviol of forskolin-stimulated apical
chloride current. Under permeabilization conditions, MDCK cell
monolayers were mounted in hemichambers filled with a chloride
gradient buffer. (A) Representative currents of acute effect. Steviol at all
doses was added to both apical and basolateral hemichambers after
stimulation of the chloride current by forskolin (post-treatment) and the
currents were recorded at 50, 100, and 200 mM of steviol. At the end of
experiment, 50 mM of GlyH-101 was added. (B) Summary of the data for
the acute effect of steviol on apical chloride current in basolaterally
permeabilized MDCK cell monolayers. (4 separate experiments,
mean6SE; n=4; **P,0.01 compared with controls)
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g004
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the compounds affected MDCK cell viability, but at 72 h isosteviol

and 16-oxime isosteviol at the highest dose (200 mM) reduced cell

viability by 23.961.8% and 24.260.8%, respectively (Fig. 1B and

Fig. 1C). Thus, all subsequent experiments were conducted using

steviol and derivatives at the concentration of 100 mM.

To determine the effects of steviol and derivatives (isosteviol,

dihydroisosteviol and 16-oxime isosteviol) on cyst formation in an

in vitro model of PKD, MDCK cells seeded in collagen gel were

exposed to 100 mM steviol, its 3 derivatives and 10 mM CFTRinh-

172 (a CFTR inhibitor) [28] in the presence of 10 mM forskolin-

containing media. At day 6, the number of cysts (outer diameter

.50 mm) and non-cyst colonies were counted. The percent of cyst

colonies in the control cell group was 82.264.5%, whereas the

percents of cyst colonies in cells treated with steviol, isosteviol,

dihydroisosteviol, 16-oxime isosteviol and CFTRinh-172 were

27.563.6%, 49.861.9%, 46.561.6%, 50.261.9%, and

49.262.4%, respectively (Fig. 2A). For determination of the

inhibitory effect on cyst growth, steviol, the 3 derivatives (all at

100 mM) and CFTRinh-172 (at 10 mM) were added at day 6 to the

forskolin-treated MDCK cells. At day 12, cyst diameters were

measured and compared to those of the control group. The

average cyst size was found to be decreased by 38.2%, 37.2%,

18.0%, 16.8%, and 15.3% with steviol, isosteviol, dihydroisoste-

viol, 16-oxime isosteviol and CFTRinh-172 treatments, respectively

(Fig. 2B). In short, the average cyst diameters at day 12 of all

treatment groups were significantly smaller than that of the control

group. Taken together, these results indicated that steviol and its

derivatives inhibited both cyst formation and growth in the

MDCK cyst model and, among the compounds tested, steviol had

the greatest effect. Therefore, only steviol was selected for further

studies.

The inhibitory effect of steviol on cyst growth showed dose-

dependency over the concentration range of 50 to 200 mM
(Fig. 2C). The reversibility of the effect of steviol (100 mm) was

examined by removing it from the cyst culture at day 9 (Fig. 2D).

The inhibitory effect of steviol on cyst growth appeared to be

abolished following its removal (Fig. 2D).

Effect of steviol on cell proliferation and apoptosis
The inhibitory effect of steviol on MDCK cyst growth could

involve suppression of cell proliferation or induction of apoptosis.

Using a BrdU cell proliferation assay, we found that treatment

with 8-Br cAMP (100 mM) for 24 hours stimulated MDCK cell

proliferation and this was not affected by the presence of steviol

(10, 50, 100, and 200 mM) (Fig. 3A). Similarly, steviol over the

same concentration range did not induce apoptosis of MDCK cells

as assessed using a flow cytometry assay (Fig. 3B). Therefore,

inhibitory effect of steviol on cyst formation may result from

inhibition of chloride secretion.

Effect of steviol on chloride transport in MDCK cell
monolayer
The acute effect of steviol on cAMP-activated chloride secretion

of MDCK cells was determined by measuring apical chloride

current in basolaterally permeabilized MDCK cells. Steviol (at

concentrations of 50, 100, and 200 mM), when added to both

apical and basolateral hemichambers after 15 min of forskolin

(20 mM) stimulation, reduced the forskolin-stimulated apical

chloride current in a dose-dependent manner, reaching

46.2611.2% of the control current at 200 mM (Fig. 4).

The time response and the prolonged effect of steviol on cAMP-

activated chloride secretion were investigated using short-circuit

current measurements in MDCK cell monolayers. Incubation of

Figure 5. Inhibition by steviol of short-circuit current measurement in dose- and time-dependent manners. MDCK cell monolayer
treated with steviol at the indicated concentrations or vehicle for 24 h were mounted in hemichambers filled with Krebs’ buffer solution. After
stimulation of current by forskolin, steviol inhibition was seen to have inhibited Isc in a dose-dependent fashion. Representative tracings (A) and the
summary of the data of 3–10 separate experiments (B) are shown (mean6SE; n=3210; **P,0.01 compared with controls). (C) Representative time-
response tracings of short-circuit current measurements. Monolayers were pretreated with 100 mM of steviol for 5 minutes and 2, 6, 12, and 24 h. (D)
Summary of the data from time-response experiments. (mean6SE; n= 7216 separate experiments; **P,0.01 compared with controls)
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g005
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the cells for 24 h with 10–100 mM steviol resulted in reduction in

short-circuit current (Isc) in a dose-dependent manner (Fig. 5A and

5B). When MDCK cell monolayers were treated with 100 mM
steviol at various durations from 5 min up to 24 h, the significant

reduction in Isc was observed after 2 h of incubation. The effect

became more pronounced at longer periods of incubation (Fig. 5C

and 5D). Similar results were obtained for the apical chloride

current measured in MDCK cell monolayers with amphotericin-

B-permeabilized basolateral membranes in the presence of a

basolateral-to-apical chloride gradient (Fig. 6). These sets of

experiments suggested that steviol reduced CFTR expression in

MDCK cells.

Effect of steviol on CFTR protein expression in MDCK cells
To confirm that steviol reduced CFTR expression level in

MDCK cells, MDCK cells were cultured in the presence of

100 mM steviol for 2–24 h and the levels of CFTR were

determined using western blotting. Reduction in total CFTR

content in MDCK cells was significantly reduced by 14.163.6%

compared to control at 6 h of exposure to steviol and by

17.764.5% after 24 h (Fig. 7A). Previous studies have shown that

a decrease in CFTR level could be via proteasome degradation

pathway [29,30]. In order to demonstrate that steviol employs this

mechanism to reduce CFTR expression in MDCK cells, confluent

MDCK cells were incubated with 50 mM proteasome inhibitor,

MG-132, for 1 h before treatment with 100 mM steviol for 6 and

24 h, respectively. The results showed that an inhibitory effect of

steviol on CFTR levels was abolished by treatment with MG-132

(Fig. 7B and Fig. 7C).

In addition, determination of CFTR localization by immuno-

fluorescence in intact cells indicated that 100 mM steviol decreased

CFTR membrane expression by 32.4616.0% and 50.8610.4%

compared to control at 6 h and 24 h of incubation, respectively

(Fig. 8A and 8B). These findings are in agreement with those of the

western blot analysis.

Discussion

Cyst enlargement in PKD involves two pathogenic mechanisms,

namely, increased epithelial cell proliferation and enhanced

transepithelial fluid secretion [2,4]. An increase in intracellular

cAMP has been shown to stimulate cell proliferation through the

MEK/ERK pathway and to activate CFTR-mediated chloride

and fluid secretion into the cyst lumen [6,7,31]. Accumulation and

expansion of cysts disrupt the normal function of renal parenchy-

ma. Inhibition of CFTR by small molecule CFTR inhibitors, such

as thiazolidinone and hydrazide-containing compounds, has been

shown to slow cyst progression in both in vitro and in vivo models of

PKD [21,32].

The present study clearly demonstrated that the plant-derived

sweetener steviol and its derivatives, isosteviol, dihydroisosteviol,

16-oxime isosteviol, at non-toxic levels (100 mM) were able to

retard both cyst formation and enlargement in an in vitro MDCK

cell model of PKD. From the chemical structures of steviol and

three types of isosteviol studied, we can conclude that core

structure of steviol rather than isosteviol with the presence of OH

group on C-13 position may be associated with good inhibitory

effect on renal cyst growth. The underlying mechanism was, in

part, by direct inhibition of CFTR chloride channel activity and

through reduction of CFTR expression via proteasome-mediated

degradation. This notion was supported by the observation that

the thiazolidinone CFTRinh-172, an allosteric blocker of the

CFTR chloride channel, exerted inhibitory effects on MDCK cyst

formation and growth (Fig. 2 and [21]). Moreover, previous

studies revealed that the commonest cystic fibrosis mutation

F508del, which prevents the plasma membrane expression of

CFTR, slowed MDCK cyst enlargement by inhibiting CFTR-

mediated fluid accumulation within the cyst lumen [33]. In

addition, pioglitazone, a peroxisome proliferator-activated recep-

tor c (PPARc) agonist inhibited vasopressin-induced chloride

secretion through reducing CFTR mRNA levels in MDCK-C7

cell line [34] and suppressed cyst progression by decreasing apical

CFTR expression in PCK rodent model of PKD [35].

Our previous study showed that 100 mM steviol inhibits apical

chloride current in human colonic epithelial cells (T84 cells) by

,50% [18], whereas in the present study it could only reduced

forskolin-induced apical chloride current by 25% in MDCK cell

monolayer. Based on the fact that dihydroisosteivol, a steviol

derivative, inhibited CPT-cAMP-activated apical chloride current

in basolaterally permeabilized T84 cells without the effects on

intracellular cAMP levels [18] and steviol also inhibited forskolin-

stimulated apical chloride current in the present study (Fig. 4), we

Figure 6. Steviol inhibits forskolin-stimulated apical chloride
current in a time-dependent manner. After permeabilization of the
basolateral membrane with amphotericin B, MDCK cell monolayers
were mounted in hemichambers filled with a chloride gradient buffer.
20 mM of forskolin was added to stimulate apical chloride current. (A)
Representative tracings of chronic effect (pretreatment with steviol for
5 minutes, 2, 6, 12, and 24 h) were shown. At the end of the
experiment, 50 mM of Gly-H101 was added. (B) Summary of the data for
the chronic effect of steviol on apical chloride current in permeabilized
MDCK cell monolayers (mean6SE; n=5211 separate experiments;
**P,0.01 compared with controls)
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g006
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speculate that steviol might inhibit CFTR directly as well.

Therefore, one explanation for discrepancy between CFTR

inhibition potencies in T84 and MDCK cells is the differences

in steviol’s binding sites between human CFTR expressed in T84

cells and canine CFTR expressed in MDCK cells. In support of

this notion, the amino acid sequences in the membrane-spanning

domains of CFTR in human, mouse, rat, and dog, are different

[36,37]. CFTR inhibitors, such as CFTRinh-172, glibenclamide

and GlyH-101 have been found to exert their inhibitory effects

differently on several CFTR orthologs because of differences in

inhibitor-binding sites for each compound [38].

CFTR expressed at the plasma membrane has a short half-life,

approximately 12 to 24 h [39], and hence an increase in the rate

of CFTR degradation would have a significant effect on apical

chloride secretion. Degradation of CFTR can occur via two

different processes: an ER-associated degradation (ERAD) process

involving a ubiquitin-proteasome pathway that degrades immature

CFTR protein during biosynthesis, and a lysosomal pathway that

destroys mature CFTR [40]. It has been shown that a cysteine

string protein, a J-domain-containing protein involved in stimu-

lated exocytosis, plays an important role in promoting proteasomal

degradation of immature CFTR by increasing the interaction of

immature CFTR with the c terminus of heat shock protein-70-

interacting protein and thereby enhancing CFTR ubiquitylation

[41].

We found that steviol effect on total CFTR protein expression

was observed at 6 h, and such effect was sustained at the same

level at later time points (12 h and 24 h). This finding suggests that

steviol induced the reduction in CFTR protein expression via

mechanisms involving modulation of CFTR trafficking and/or

CFTR degradation. Besides, we found that pretreatment of the

MDCK cells with MG-132 prior to exposure to steviol could

Figure 7. Steviol inhibits CFTR protein expression through proteasome pathway in MDCK cells. (A) MDCK cells were seeded in 6-well
plates and grown for 48 h. They were incubated with either DMSO (C) or 100 mM of steviol (S) for 2, 6, 12, or 24 h and were blotted with antibodies to
CFTR or b-actin. (7A, left) Band intensity of indicated protein expression. (7A, right) Densitometric analysis of the bands. CFTR expression is
normalized to b-actin shown as bar graphs (mean percent of control6SE; n= 527 independent experiments; **P,0.01 compared with control). For
proteasome pathway determination, western blots of MDCK cells were incubated with or without 50 mM of MG-132 for 1 h before treatment with
DMSO (control) or 100 mM of steviol (experimental) for 6 h (7B, left) and 24 h (7C, left). For densitometric analysis, the values are represented as the
ratio of CFTR/b-actin for 6 h (7B, right) and 24 h (7C, right) normalized to 100% of control group (mean percent of control6SE; n= 627
independent experiments; **P,0.01 compared with control).
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g007
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completely prevent steviol-reduced CFTR expression, indicating

that steviol reduces CFTR expression by promoting proteasome-

mediated degradation of immature CFTR. However, it should be

mentioned that MG-132 not only inhibits proteasomal activity,

but also produces reactive oxygen species (ROS). Previous studies

showed that prolonged treatment (24 h) of MG-132 at dose of 1–

30 mM induces apoptosis via formation of ROS in several cancer

cell types [42,43]. It was also reported that incubation with 25 mM
of MG-132 for 4 h prevented misfolded CFTR degradation in

CHO cells expressing GFP tagged F508del-CFTR [44]. In

addition, inhibition of proteasome-mediated CFTR degradation

by MG-132 (10 mM, 1 h incubation) could prevent internalization

and increased apical stability of mutant CFTR in human airway

epithelial cells [45]. These studies indicate that prolonged

incubation of MG-132 caused ROS production, whereas a short

period of MG-132 treatment could inhibit CFTR degradation in

bronchial cell lines. Therefore, incubation with 50 mM MG-132

for 1 h in our study was likely to inhibit proteasomal activity in

MDCK cells without enhancing ROS. However, it should be

cautioned that oxidative stress might interfere with the result

obtained in the studies using MG-132. In addition, we found that

steviol reduced the amount of CFTR protein expressed in the

plasma membrane of MDCK cells by ,32%, an extent which was

much higher than its effect on total CFTR protein observed by

western blot analysis (14% at 6 h after incubation with 100 mM
steviol. Therefore, our results indicate that, in addition to its direct

effect on CFTR channel activity, steviol reduces CFTR-mediated

chloride transport in MDCK monolayers by promoting degrada-

tion of immature CFTR proteins and modulating plasma

membrane turnover of CFTR. Steviol may also target CFTR

Figure 8. Steviol inhibition of CFTR membrane protein expression in MDCK cells. (A) Representative immunofluorescence images of CFTR
(red), TOPRO-3-lebeled nuclei (blue) and merged images (n= 3). Scale bar = 50 mm; magnification =640. (B) Mean fluorescence intensity in MDCK cell
after treatment with DMSO (vehicle) or 100 mM steviol (experimental) for 6 h and 24 h. The values are shown as percent fluorescence intensity (35
random regions of interest; mean percent of control6SE, *P,0.05, **P,0.01 compared with control).
doi:10.1371/journal.pone.0058871.g008
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maturation. However, further studies are needed to provide insight

into the detailed mechanisms by which steviol reduces CFTR

expression.

The inhibitory effects of steviol and its three derivatives on cyst

progression in the MDCK cyst model correlate well with previous

studies using other compounds (viz. thiazolidinone and hydrazide-

containing CFTR inhibitors) in a mouse model of PKD [32].

Therefore, our results from MDCK cyst model suggested the

possibility of using steviol to inhibit cyst expansion in an in vivo
PKD models. Nonetheless, future studies using rodent models of

PKD are required to evaluate the therapeutic potential of steviol

and its derivatives in the treatment of PKD. Interestingly, it is

estimated that administration of 5 mg/kg BW per day of stevioside

results in a plasma concentration level of steviol of approximately

20 mM if stevioside is completely converted to steviol [46]. This

plasma concentration is lower than the minimum concentration

(50 mM) required to inhibit MDCK cyst growth. Pharmacokinetic

studies of stevioside have indicated that a major metabolite of

stevioside consumption (steviol glucuronide) is removed from the

body by urinary excretion [47]. Thus, it is possible that steviol

could reach cystic lesions in the kidney. However, stevioside

consumption would have to be higher than 5 mg/kg BW per day

to obtain enough steviol for therapeutic purposes. The Joint FAO/

WHO Expert Committee on Food Additives has recommended

that stevioside is safe and has no adverse effect when taken at doses

of 4 mg/kg BW per day [48].

Conclusions

In summary, we found that pharmacological concentrations of

steviol retarded cyst progression in an in vitroMDCK cell model, in

part, by reducing CFTR expression levels via proteasome-

mediated CFTR degradation. These results indicate that steviol

and related compounds represent promising natural plant-based

drug candidates for treatment of polycystic kidney disease.
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REVIEW

Cholera is a life-threatening infectious dis-
ease caused by intestinal infection with 
Vibrio cholera. The vast majority of cholera is 
caused by the cholera toxin (CT)-producing 
V. cholerae strains of O1 and O139 serogroups 
[1,2]. The characteristic symptoms of cholera 
patients are severe rice-water diarrhea and vom-
iting [1]. The volume of diarrheal fluid may be 
as high as 1 l/h. Both vomiting and severe diar-
rhea put patients at high risk of having severe 
dehydration and hypovolemic shock, which may 
result in fatality unless appropriate treatment is 
provided. The mainstay therapy of cholera is an 
oral rehydration solution (ORS), which effec-
tively improves hydration and reduces mortality 
rate from approximately 50 to 1% in cholera 
patients [1]. However, there are some limita-
tions in the use of ORS, such as its inability to 
reduce stool output, lack of clean water supplies 
in epidemic areas and its ineffectiveness in cases 
with severe diarrhea (which constitutes approxi-
mately 20% of all cholera cases). On the other 
hand, anti biotic treatments are recommended 
only in moderate and severe cases. Indeed, treat-
ments with antibiotics have been demonstrated 
to reduce the duration of diarrhea and stool 
volume by 50%, decrease the amount of intra-
venous fluid required to restore hydration and 

to shorten the period of V. cholerae excretion 
from more than 5 days to 1–2 days [3]. However, 
the use of antibiotics may not be a sustainable 
therapeutic option for cholera due to the contin-
ued emergence of antibiotic-resistant V. cholerae. 
In recent years, a considerable effort has been 
made to develop novel cholera therapeutics that 
can reduce diarrheal fluid loss by targeting the 
components of V. cholerae or intestinal epithe-
lial cells. This review provides an overview of 
pathophysiology of diarrhea in cholera and a 
comprehensive update on emerging drug targets 
for cholera.

Global burden of cholera
According to the report of the WHO, in the 
past few years there is an increased trend in 
cholera outbreaks. In 2011, approximately 
600,000 cases of cholera and 8000 deaths were 
reported to WHO, which are nearly double of 
those in 2010. In addition, the areas with chol-
era outbreaks have recently been shifted from 
Africa to the Americas. Specifically, during 
1996–2009 the major proportions of cholera 
cases were from Africa, while in 2010–2011 
they were from the Americas, especially Central 
and South Americas. The increase in cholera 
case numbers and the shift of areas of cholera 

Cholera: pathophysiology and emerging 
therapeutic targets

Cholera is a diarrheal disease that remains an important global health problem with several hundreds of thousands 
of reported cases each year. This disease is caused by intestinal infection with Vibrio cholerae, which is a highly motile 
gram-negative bacterium with a single-sheathed flagellum. In the course of cholera pathogenesis, V. cholerae expresses 
a transcriptional activator ToxT, which subsequently transactivates expressions of two crucial virulence factors: 
toxin-coregulated pilus and cholera toxin (CT). These factors are responsible for intestinal colonization of V. cholerae 
and induction of fluid secretion, respectively. In intestinal epithelial cells, CT binds to GM1 ganglioside receptors 
on the apical membrane and undergoes retrograde vesicular trafficking to endoplasmic reticulum, where it exploits 
endoplasmic reticulum-associated protein degradation systems to release a catalytic A1 subunit of CT (CT A1) into 
cytoplasm. CT A1, in turn, catalyzes ADP ribosylation of subunits of stimulatory G proteins, leading to a persistent 
activation of adenylate cyclase and an elevation of intracellular cAMP. Increased intracellular cAMP in human 
intestinal epithelial cells accounts for pathogenesis of profuse diarrhea and severe fluid loss in cholera. This review 
provides an overview of the pathophysiology of cholera diarrhea and discusses emerging drug targets for cholera, 
which include V. cholerae virulence factors, V. cholerae motility, CT binding to GM1 receptor, CT internalization and 
intoxication, as well as cAMP metabolism and transport proteins involved in cAMP-activated Cl- secretion. Future 
directions and perspectives of research on drug discovery and development for cholera are discussed.

Chatchai Muanprasat* & 
Varanuj Chatsudthipong
Research Center of Transport Protein 
for Medical Innovation & Department 
of Physiology, Faculty of Science, 
Mahidol University, Rama 6 Rd, 
Rajathevi, Bangkok 10400, Thailand 
*Author for correspondence: 
Tel.: +66 2 201 5615 
Fax: +66 2 354 7154 
E-mail: chatchai.mua@mahidol.ac.th

781ISSN 1756-891910.4155/FMC.13.42 © 2013 Future Science Ltd Future Med. Chem. (2013) 5(7), 781–798

For reprint orders, please contact reprints@future-science.com



Key Terms

Cholera toxin: Enterotoxin 
causing watery diarrhea in 
cholera. After binding to GM1 
ganglioside receptors on the 
apical membrane of 
enterocytes, cholera toxin (CT) 
is endocytosed and retrogradely 
transported to ER, where the 
CT A1 subunit is liberated and 
retrotranslocated into the 
cytoplasm. CT A1 causes an 
elevation of intracellular cAMP, 
resulting in an activation of 
transepithelial Cl- secretion and 
an inhibition of Na+ absorption 
by Na+–H+ exchangers. Both of 
these effects of CT are 
responsible for intestinal fluid 
loss in cholera patients.

Toxin-coregulated pilus: 
Encoded by tcpA genes, 
toxin-coregulated pilus (TCP) is 
type IV pilus located in the cell 
membrane of Vibrio cholerae. 
TCP is a self-interacting 
structure that plays an 
important role in V. cholerae 
colonization by mediating 
bacterial microcolony formation, 
bacterial attachment to 
intestinal epithelial cell surface 
and secretion of a soluble 
bacterial colonizing factor TcpF. 

outbreaks are thought to be attributable to 
global warming. It is evidenced that global 
warming causes changes in sea-surface tem-
perature, sea-surface height, El Niño-southern 
oscillation and rainfall patterns. All of these 
environmental factors promote multiplications 
of ecological hosts of V. cholerae including zoo-
plankton, shellfish and aquatic plants, which, 
therefore, enhance V. cholerae transmission 
and cholera endemics, especially in the areas 
with poor sanitation or where clean drinking 
water is not available (e.g., during a f lood or 
earthquake) [4,5]. Interestingly, using a model 
of cholera burden in Tanzania, it was predicted 
that for an increase in 1°C of temperature, an 
incidence of cholera outbreak increases by 
15–29%. In addition, the size of cholera out-
breaks is expected to gradually increase due to 
the global warming and lower immunity of 
human and, by 2030, national expenses attrib-
utable to cholera will be 0.32–1.4% of GDP 
[6]. With persistent global warming, cholera is 
speculated to continue to pose an adverse health 
impact on world populations. 

Current management of cholera
As mentioned above, the mainstay therapy of 
cholera is the use of an ORS. The principal com-
positions of ORS are NaCl and sugar, which are 
absorbed together with water in the small intes-
tine, thereby replenishing body fluid loss, allevi-
ating dehydration and effectively saving the life 
of cholera patients. However, ORS is ineffective 
in 20% of cholera patients who have severe diar-
rhea [7]. Dehydration in this group of patients 
rapidly progresses to hypovolemic shock and 
death unless an intravenous fluid replacement is 
appropriately given. This group of patients com-
prises the major proportions of cholera deaths [7]. 
In addition to ORS, the use of antibiotic drugs 
is recommended for patients with moderate to 
severe dehydration [7]. Treatment with anti-
biotics has been shown to reduce the duration of 
diarrhea and lower the amount of fluid replace-
ment required in cholera patients. In spite of the 
effectiveness of these treatment maneuvers, the 
overall case fatality rate of cholera is still high 
especially in the resource-limited settings, such 
as during large cholera outbreaks and natural 
disasters, and in rural or remote areas where 
transportation to hospitals is difficult [7,8]. 

Vaccination represents a promising approach 
for prevention of cholera. Oral killed vaccines 
have been demonstrated to be safe and immu-
nogenic. The overall protective efficacy of these 

vaccines is 60–85% for 2–3 years, despite a 
shorter duration of protection among children 
[9–15]. Recent updates on vaccines against cholera 
have been reviewed elsewhere [16,17]. 

Pathophysiology of cholera
Upon being ingested, V. cholerae passes through 
stomach and colonizes mainly in small intes-
tine. FIGURE 1 provides a comprehensive view of 
cholera pathogenesis. Pathogenesis of cholera 
requires regulated expressions by V. cholerae of 
several virulence factors, of which the two most 
important factors are toxin-coregulated pilus 
(TCP) and CT [18]. TCP, a membrane-span-
ning type IV pilus encoded from tcpA operon 
of V. cholerae, is required for intestinal coloni-
zation of V. cholerae. The specific roles of TCP 
in establishing V. cholerae colonization are to 
allow formation of bacterial microcolony, medi-
ate bacterial attachment to intestinal epithelial 
cells and to secrete colonization factor TcpF 
[19]. CT, a type of AB5 toxin encoded by ctxAB 
genes of V. cholerae, accounts for severe diar-
rhea symptoms in this disease [8,20]. An expres-
sion of these two important virulence factors is 
regulated by a transcription regulatory network 
involving ToxR, TcpP and ToxT [21]. Being a 
key transcription factor regulating pathogenic 
potential of V. cholerae, ToxT (a transcrip-
tional activator encoded from toxT operons) 
concomitantly activates transcription of both 
ctxA and tcpA operons [22]. ToxT expression is 
transcriptionally stimulated by two transcrip-
tion activators including TcpP and ToxR, whose 
activities depend on environmental conditions 
such as pH, osmolarity, nutrient composition, 
and bacterial density [22,23]. In addition to the 
two virulence factors, motility of V. cholerae 
plays a crucial role in cholera pathogenesis [24]. 
It enables V. cholerae to colonize and spread 
along the small intestine as well as to transmit 
to new hosts. V. cholerae motility is provided by 
the motor function of its single polar flagellum, 
which is energized by the electrochemical Na+ 
gradients generated by Na+-pumping NADH: 
quinone oxidoreductase [25]. Functional f lagel-
lum needs expressions of many genes includ-
ing FlaA, alternative RNA polymerase sigma 
subunits 54 and 28, and multiple transcrip-
tional regulators [26]. Interestingly, a disrup-
tion of flagellar motility was demonstrated to 
decrease expressions of CT and TCP, suggesting 
that flagellar motor plays a role in determining 
V. cholerae virulence and may serve as a drug 
target for cholera therapy [27–29].
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Figure 1. Overview of pathogenesis of cholera. Vibrio cholerae expresses two important virulence factors, CT and TCP, in a 
ToxT-dependent manner. Encoded by toxT gene, ToxT transactivates expression of ctxAB and tcpA genes, which are encoded for CT 
and TCP, respectively. TCP is localized to the bacterial cell membrane and required for intestinal colonization of V. cholerae. In addition, 
V. cholerae possesses a Na+ motive force-driven single-sheathed flagellum, making them highly motile. CT is endocytosed into intestinal 
epithelial cells and transported retrogradely to the endoplasmic reticulum, where CT A1 subunit is released and dislocated into 
cytoplasm. In the cytoplasm, CT A1 subunit activates Gs , leading to activation of AC and elevation of intracellular cAMP. Increased 
intracellular cAMP then causes stimulation of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator and/or inwardly rectifying Cl- 
channel-dependent Cl- secretion and inhibition of Na+ absorption through NHE, resulting in effluxes of Na+ and water and, hence, 
secretory diarrhea. 
CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; CT: Cholera toxin; IRC: Inwardly rectifying Cl- channel; NHE: Na+–H+ 
exchanger; TCP: Toxin-coregulated pilus. 
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Profuse diarrhea in cholera results from the 
effects of enterotoxins produced by V. cholerae 
on intestinal ion transport. The most important 
enterotoxin implicated in the pathogenesis of 
diarrhea in cholera is CT [30]. CT is composed 
of an A subunit and five binding B subunits. A 
subunit is composed of an enzymatic A1 chain 
and an A2 connecting chain, which links the 
A1 chain to the B subunits. After binding to 
GM1 receptor on intestinal epithelial cells via 
its B subunits, CT is endocytosed and cleaved 
to release A1 chain, which catalyzes ADP ribo-
sylation of stimulatory G protein alpha subunit 
(G

s
), resulting in constant activation of AC 

activity and increased intracellular cAMP lev-
els in intestinal epithelial cells [30]. An increase 
in intracellular cAMP levels, in turn, activates 
transepithelial Cl- secretion, which provides a 
driving force for movement of Na+ and H

2
O 

into intestinal lumen causing net f luid secre-
tion. In addition, increased cAMP levels cause 
an inhibition of Na+–H+ exchangers, which 
mediate Na+ absorption in the distal small 
intestine and proximal colon [30]. Out pouring 
of Cl--driven intestinal f luid in the small 
intestine together with impaired f luid absorp-
tion capability in distal small intestine and 
proximal colon account for excessive diarrhea 
and lethal volume loss in cholera (FIGURE 1). 
FIGURE 2 depicts transport proteins involved 

in cAMP-activated transepithelial Cl- secre-
tion across intestinal epithelial cells. Brief ly, 
Cl- is taken up across the basolateral mem-
brane by isoform 1 of Na+–K+–2Cl- cotrans-
porters (NKCC1) and secreted into luminal 
side via apical chloride channels, namely the 
cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) and inwardly rectifying Cl- 
channel (IRC). The latter is activated by cAMP 
via Epac1–Rap 2–PLC–[Ca2+]

i
 pathways. In 

addition, Na+–K+ pumps and K+ channels, 
which are located in the basolateral membrane, 
are involved in mediating the recycle of Na+ 
and K+ back to the serosa, respectively. A spe-
cific type of K+ channel associated with cAMP-
activated Cl- secretion is a KCNQ1/KCNE3 
channel [31,32].

Therapeutic targets of cholera
Targeting bacterial virulence

Expression of virulence factors 
Most of current antibiotics exert bactericidal 
or bacteriostatic effects by targeting genes/
their products essential for bacterial survival 
or growth. Antibiotic treatment, thus, serves 
as an environmental pressure contributing 
to emergence of antibiotic-resistant bacteria. 
Due to the evolving resistance of V. cholerae 
to traditional antibiotics and better under-
standing of V. cholerae virulence regulation, 
recent development of antimicrobial therapy 
against V. cholerae has focused on pharmaco-
logical inhibition of bacterial virulence. It has 
been known that virulence factors required for 
pathogenicity of V. cholerae are CT and TCP 
[21]. Gene expression ana lysis of V. cholerae in 
the small intestine of infant mice demonstrated 
that expression of TCP precedes that of CT [33]. 
Expressions of these two virulence factors are 
regulated by a transcription activator ToxT. 
High-throughput screening of 50,000 small 
molecules using assays of ctxAB promoter activ-
ity led to identification of virstatin (4-[N-(1,8-
naphthalimide)]-n-butyric acid) as an inhibitor 
of ToxT-induced virulence expression (FIGURE 3) 
[34]. Various experimental strategies confirmed 
that the inhibition of V. cholerae virulence fac-
tor expression by virstatin is post-translational 
[34]. In addition, administrations of virstatin at 
the same time with V. cholerae inoculation or 
after establishment of V. cholerae colonization 
(12 h after inoculation) were equally effective 
in preventing colonization of a TCP-dependent 
V. cholerae strains, but not TCP-independent 
V. cholerae strains in infant mice [34]. Efficacy 
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Figure 2. Transport proteins involved in cAMP-activated Cl- secretion by 
enterocytes. An increase in intracellular cAMP stimulates two apical Cl- channels, 
CFTR and IRC, via PKA and exchange protein directly activated by cAMP1 (Epac1)-
mediated pathways, respectively. Cl- is taken up via NKCC1. Na+ and K+ entering 
into the cells via NKCC1 are recycled back to the serosa by Na+–K+ ATPase and 
cAMP-activated K+ channel, respectively. 
CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; IRC: Inwardly 
rectifying Cl- channel; NKCC1: Na+–K+–2Cl- cotransporter 1.

Key Term

Cystic fibrosis 
transmembrane 
conductance regulator: 
cAMP-activated Cl- channel 
expressed in the apical 
membrane of epithelial cells in 
many organs including lung, 
intestine, kidney, pancreas and 
testis. A loss-of-function 
mutation of cystic fibrosis 
transmembrane conductance 
regulator genes causes cystic 
fibrosis, which is the most 
common genetic disease in 
Caucasians and characterized by 
recurrent pulmonary infection 
with deterioration of lung 
function, pancreatic insufficiency 
and intestinal obstruction.
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of post-colonization treatment suggests thera-
peutic utility of virstatin or other inhibitors of 
bacterial virulence in the treatment of cholera, 
in which bacterial colonization is already estab-
lished at the time of cholera case management. 
Subsequently, Shakhnovich and colleagues 
demonstrated that ToxT transcription activa-
tion of CT and TCP requires ToxT dimeriza-
tion through an interaction of its N-terminal 
[35]. They further demonstrated that virstatin 
suppressed expressions of CT and TCP by dis-
rupting ToxT dimerization [35]. Interestingly, 
studies from the same research group dem-
onstrated that colonization of some strains of 
non-O1/non-O139 serotypes of V. cholerae was 
resistant to virstatin because their colonization 
requires TCP-independent mechanisms and/or 
uses virstatin-resistant ToxT [29,36]. None theless, 
due to the widespread and high pandemic 
potential of V. cholerae O1 strains, virstatin 
may be of significant benefit in the treatment 
of endemic cholera.

Some natural compounds were also reported 
to possess inhibitory effect on V. cholerae viru-
lence expression. Chatterjee et al. demonstrated 
that a methanol extract of red chili, containing 
capsaicin as a main active ingredient, inhibited 
CT expression in V. cholerae (FIGURE 3) [37]. It 
was also observed that capsaicin suppressed 
the expressions of toxT, ctxAB and tcpA genes 
in several epidemic strains of V. cholerae [37]. 
The mechanism of virulence inhibition by cap-
saicin was proposed to involve upregulation 
of hns gene expression [37]. The hns genes are 
encoded for H-NS, which downregulates sev-
eral virulence genes including toxT, ctxAB and 
tcpA [37]. Recently, it has been demonstrated 
that the mechanism for H-NS-induced tran-
scriptional repression of ctxAB and tcpA genes 
involves direct binding of H-NS to the promot-
ers of ctxAB and tcpA genes [38]. Future studies 
should be performed to investigate the effect of 
capsaicin on V. cholerae colonization and diar-
rhea illness using in vivo models of V. cholerae 
infection. 

Motility of V. cholerae
Motility of V. cholerae is crucial for both patho-
genesis of cholera and V. cholerae transmission. 
V. cholerae is highly motile due to the function 
of its single-sheathed polar f lagellum, whose 
rotary motion is driven by a transmembrane 
Na+ gradient (Na+ bioenergetics) generated by 
Na+-pumping NADH:quinone oxidoreduc-
tases and Na+–H+ exchangers [25,39]. Motility 

enables V. cholerae to form biofilms on chitin-
ous surface in aquatic environment, establish its 
colonization in the small intestine, detach and 
distribute along the GI tract, and to return to 
the environment. In addition, several studies 
suggested that f lagellar motility may play roles 
in the regulation of expression of V. cholerae vir-
ulence factors including TCP and CT [28,29,40]. 
Based on this background, motility is recog-
nized as one of the attractive drug target for 
treatment of cholera. High-throughput screen-
ing of approximately 8000 small molecules 
using modified soft agar bacterial-motility 
assays, whose readout could differentiate 
between antimotility and bactericidal com-
pounds, revealed that quinazoline-2,4-diamino 
analogs are a novel class of V. cholerae motility 
inhibitors [41]. A lead compound Q24DA was 
demonstrated to suppress the motility of the 
Na+-driven f lagellum motor of V. cholerae by 
targeting the Na+-driven membrane transport 
system without affecting flagellum formation 
and H+-driven flagellum motor used by other 
types of motile bacteria such as Escherichia coli 
and Salmonella typhimurium (FIGURE 3) [41]. 
Furthermore, it was demonstrated that Q24DA 
reduced V. cholerae biofilm formation and 
expressions of TCP and CT, and inhibited 
intestinal f luid accumulation in rabbit models 
of V. cholerae-inoculated ileal loops [41]. Due 
to their ability to inhibit V. cholerae virulence 
expression, this class of compounds may be 
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used as a chemical genetics tool for exploring a 
complex link between flagellum motility and 
regulation of virulence factor gene expression, 
which are largely unknown at present. 

Targeting CT binding & processing in 
intestinal epithelial cells
Massive diarrhea in cholera results from pro-
secretory effects of CT upon intestinal epithelial 
cells. After binding to apical membrane-facing 
ganglioside GM1 receptors, CT is endocytosed 
into intestinal epithelial cells and subsequently 
processed to release catalytic A1 chain into the 
cytosol, where it induces intracellular cAMP 
elevation causing net intestinal fluid secretion. 
Inhibition of CT binding to GM1 receptors and 
intracellular processing of CT are regarded as 
potential prophylactic/therapeutic approaches 
for cholera. These pharmacological strategies 
may overcome issues of drug resistance and 
heterogeneity of V. cholerae virulence mecha-
nisms as found with drugs acting directly upon 
V. cholerae.

CT binding to ganglioside GM1 receptors
As mentioned earlier, CT binds to ganglioside 
GM1 receptors via their pentameric B subunits 
before being internalized into enterocytes and 
inducing subsequent cellular intoxication. Since 
the elucidation of the high-resolution struc-
ture of unbound CT and GM1-bound CT [42], 
structure-based designs have yielded a number 
of CT–GM1-receptor binding inhibitors, most 
of which were designed to bind to GM1 recep-
tor binding sites on the surface of the B sub-
units of CT. As it is known that CT B subunit 
binds to galactose moieties of GM1 receptors, 
an early effort to develop CT-binding inhibi-
tors was focused on structural modifications 
of galactose. This approach led to identifica-
tion of m-nitrophenyl- -d-galactopyranoside 
(MNPG), which has approximately 100-fold 
higher potency for inhibiting CT-GM1 recep-
tor binding than the parent compound galac-
tose (FIGURE 4) [43]. Subsequent structure-based 
synthesis of MNPG analogs (so called ‘anchor-
based design’) with MNPG serving as CT 
binding ‘anchor’ provided several CT binding 
antagonists with improved inhibition potency 
(FIGURE 4) [44–46]. Interestingly, a considerable 
improvement in potency of CT-binding inhibi-
tors was accomplished through a multivalent 
approach. In this approach, pentameric or 
decameric ligands consisting of CT-binding 
moieties, linkers and cores were designed based 

on pentameric structure of CT B subunits 
(FIGURE 4) [47,48]. It was demonstrated that the 
potency of these penta- and deca-meric ligands 
was improved by approximately five–six orders 
of magnitude [47,48]. Their CT-binding inhibi-
tion potency was determined by the length of 
linkers and the affinity of individual binding 
moieties [47,48]. Recently, the cubic mesophase 
containing ganglioside GM1 and the synthetic 
surfactant phytantriol were developed and dem-
onstrated to be polyvalent CT-binding inhibi-
tors with an IC

50
 of approximately 100–270 nM 

[49]. The potency of this mesophase contain-
ing GM1 ganglioside largely depends on the 
internal surface area of the inverse cubic phase 
and the matching of GM1 orientation with 
its binding pockets on the surface of CT [49]. 
Since both penta- and deca-valent galactose-
based ligands and polyvalent GM1-containing 
cubic mesophase debilitate the binding capacity 
of CT, they are speculated to be of particular 
benefit for prophylactic utility during cholera 
outbreaks [49]. However, the therapeutic val-
ues of these CT-binding blockers are currently 
unknown and, thus, need to be evaluated in 
future studies using animal models of cholera, 
in which these compounds are given after the 
onset of diarrhea.

Intracellular processing of CT in intestinal 
epithelial cells
After binding to GM1 receptors, CT is inter-
nalized into intestinal epithelial cells by endo-
cytosis and transported retrogradely through 
early/sorting endosome compartment, trans-
Golgi network and endoplasmic reticulum 
(ER), respectively (FIGURE 5) [50]. In the ER, a 
catalytic A1 chain is dissociated from the A2 
chain and B subunits via mechanisms requir-
ing PDI and Ero1p [51]. The unfolded A1 chain 
then interacts with ERdj3 and BiP [52], before 
being retro-translocated into cytosol with the 
aid of proteins in ER associated degradation 
(ERAD) pathway TorsinA, gp78/Hrd1 and 
Derlin-1 [53–61]. In the cytosol, A1 chain is 
rapidly refolded by Hsp90, thereby escaping 
proteasome-mediated degradation and pro-
ceeding to catalyze ADP ribosylation of G

s  
[62]. 

Many sites along the CT retrograde transport 
processes have been proposed as potential drug 
targets to prevent CT toxicity. 

Lipid rafts, a microdomain of plasma mem-
brane comprising sphingomyelin and choles-
terol, have been suggested to act as a platform 
for CT–GM1 receptor endocytosis and might 
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be the target sites of anti-CT toxicity therapy 
(FIGURE 5) [63]. Saslowsky and Lencer demon-
strated that conversion of sphingomyelin in 
lipid rafts, in apical membrane to ceramide 

by bacterial sphingomyelinase, reduced CT-
induced Cl- secretion in T84 cell monolayers by 
up to approximately 50% [64]. They also found 
that sphingomyelinase treatment significantly 
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impaired CT endocytosis despite intact CT traf-
ficking to ER [64]. It was, therefore, suggested 
that sphingomyelinase-induced inhibition of 
CT toxicity resulted from diminished ERAD-
mediated retrotranslocation of CT A1 subunit 
into the cytosol [64]. 

In addition to lipid rafts, CT A1 chain 
unfolding (in ER) and refolding (in cytosol) 
have been considered as promising drug tar-
gets, whose inhibition was found to prevent 
CT intoxication. It is known that CT A1 chain 
unfolds spontaneously in ER due to its thermal 

instability [65]. Unfolded CT A1 chain is able 
to hijack ERAD system for its ER-to-cytosol 
translocation. Massey et al. demonstrated that 
thermal stabilization of the tertiary structure of 
a CT A1 subunit with 10% glycerol inhibited 
CT A1 retrotranslocation into the cytosol, and 
thereby prevented CT intoxication (FIGURE 5) 
[66]. However, glycerol is not a practical thera-
peutic option for the treatment of cholera due 
to its possible serious side effects such as head-
ache, nausea, vomiting, diarrhea and hemolysis. 
To implement this strategy into the therapy of 

OH

O

O

O

O
O

O

OH
CH3O

CH3O

CH3O

NH2

N
H

OHOH

OH

GM1 receptor
Cholera toxin

Lipid raft

Bacterial sphingomyelinase

Endosome

Golgi apparatus

Endoplasmic
reticulum

Geldanamycin

cAMP

ATP

ACGsαCT A1

4-phenylbutyric acid

Glycerol

PDI
Ero1p

CT A1

ERdj3
BiP

Hsp90 

TorsinA
gp78/Hrd1
Derlin-1

Figure 5. Intracellular processing of cholera toxin in intestinal epithelial cells. After binding 
to GM1 receptor in lipid rafts, CT is endocytosed and transported through endosomes, Golgi and 
endoplasmic reticulum, respectively. In the endoplasmic reticulum, CT A1 is dissociated from CT A2 
and B subunits by PDI and Ero1p. Then, the dissociated CT A1 unfolds spontaneously and interacts 
with ERdj3 and BiP. With the aid of Torsin A, gp78/Hrd1 and Derlin-1, unfolded CT A1 is 
retrotranslocated into the cytoplasm, where it is refolded by Hsp90. CT A1 then causes cAMP 
elevation and consequent diarrhea. Glycerol and 4-phenylbutyric acid inhibit unfolding of CT A1 
and its relocalization into cytoplasm, whereas geldanamycin inhibits Hsp90, thereby preventing 
refolding of CT A1 in the cytosol. 
CT: Cholera toxin.
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cholera, it is, therefore, of particular importance 
to identify other chemical and pharmacological 
chaperones that stabilize CT A1 chain in ER 
without producing undesirable adverse effects. 
Interestingly, 4-phenylbutyric acid (PBA), a 
chemical chaperone approved by the US FDA 
for the treatment of urea-cycle disorders, has 
recently been found to potently inhibit CT A1 
unfolding and ER-to-cytosol exit by inducing 
thermal stability of both secondary and tertiary 
structures of CT A1 [67]. Detailed mechanis-
tic ana lysis indicated that PBA directly binds 
to CT A1 chain (K

D
 9 nM), possibly at the 

C-terminal A1
3
 subdomain of CT A1, in which 

temperature-induced loss of CT A1 structure 
begins [68]. It was also found that PBA had no 
effect on CT trafficking to ER, CT A1 dissocia-
tion from CT A2 and B subunits, and activities 
of ERAD system [67]. Importantly, it was found 
that PBA suppressed CT-induced cAMP eleva-
tion in HeLa cells in a dose-dependent manner 
[67]. In models of rat ileal loop, PBA admin-
istered into either peritoneum (prior to CT 
injection) or ileal loops (co-injection with CT) 
reduced CT-induced intestinal f luid secretion 
by approximately 75% [67]. This result indicated 
that PBA represents potential drugs for prevent-
ing diarrhea in cholera. Future investigations 
are required to determine the therapeutic effi-
cacy of PBA in animal models of cholera, to 
which PBA is administered after the onset of 
CT-induced diarrhea.

Since CT-induced cellular intoxication 
requires Hsp90-mediated cytosolic refolding 
of CT A1, Hsp90, therefore, represents another 
promising target for cholera therapy (FIGURE 5). 
A recent study by Taylor et al. demonstrated 
that cytosolic Hsp90 binds to CT A1 [62]. In 
addition to inhibiting CT A1 refolding in the 
cytoplasm, it was also demonstrated that an 
Hsp90 inhibitor, geldanamycin, prevented CT 
A1 retrotranslocation into the cytosol as well as 
CT intoxication in both cell cultures and rat 
ileal loops [62]. Accordingly, it was suggested that 
Hsp90-mediated cytosolic refolding of CT A1 
provides the driving force for dislocation of CT 
A1 from ER to cytosol [62]. Hsp90, therefore, 
represents another attractive target for prevent-
ing CT intoxication and intestinal fluid loss in 
cholera.

Of particular interest, natural compounds, 
including plant polyphenols and resveratrol, 
have been demonstrated to disrupt host–CT 
interactions. Resveratrol was found to inhibit 
CT-induced cAMP accumulation in Vero cells 

by inhibiting endocytosis, intracellular traffick-
ing and enzymatic activity of CT [69]. Likewise, 
apple and hop-bract extract polyphenols were 
found to inhibit CT intoxication in Vero cells 
by suppressing CT binding to cell surface, and 
inhibiting internalization and enzymatic activity 
of CT [70,71]. Natural phenolic compounds, thus, 
hold therapeutic potential in the treatment of 
cholera due to their ability to disrupt host–CT 
interactions via multiple mechanisms. 

Targeting signaling & transport proteins 
in host cells
Intracellular cAMP signaling
ADP ribosylation of G

s
 by CT causes a con-

stant activation of membrane-bound AC, lead-
ing to increased intracellular cAMP and con-
sequent secretion of water and electrolytes by 
enterocytes. Modulation of cAMP signaling is, 
therefore, regarded as a promising therapeutic 
approach to reduce intestinal fluid loss in chol-
era (FIGURE 6). Levels of intracellular cAMP are 
determined by activities of AC and PDE. The 
former enzyme generates cAMP in response to 
G

s
 activation, while the latter enzyme catalyzes 

degradation of cAMP into AMP. In addition, 
stimulation of certain membrane receptors such 
as calcium-sensing receptor (CaSR) and type 
2 lysophosphatidic acid receptor (LPA

2
) were 

shown to suppress intracellular cAMP levels 
via mechanisms involving PDE activation and 
AC inhibition, respectively [72,73]. Therefore, 
AC, PDE, CaSR and LPA

2 
receptors represent 

therapeutic targets for antisecretory therapy of 
cholera.

By screening a compound library using 
E. coli heat-stable toxin (STa)-stimulated cGMP 
accumulation assays, Kots et al. identified 
5-(3-bromophenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-
1H-indeno[2 ,́1´:5,6]pyrido[2,3-d ] pyrimi-
dine-2,4,6-trione (BPIPP) as an inhibitor of 
both AC and guanylyl cyclase in several types of 
cells including human intestinal epithelial cells 
(FIGURE 6) [74]. Of particular interest, BPIPP was 
found to inhibit CT-induced cAMP accumula-
tion in lung fibroblast RFL-6 cells, CT-induced 
chloride transport in T84 human intestinal 
epithelial cells and STa-induced intestinal fluid 
secretion in rabbit ileal loop models [74]. Further-
more, it was suggested that the mechanisms by 
which BPIPP inhibits the cyclic-nucleotide syn-
thesis are indirect on AC and guanylyl cyclase, 
and may involve PLC and tyrosine-specific phos-
phorylation [74]. Future studies are required to 
identify specific targets of this compound, which 
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may allow for the identification of novel path-
ways regulating intracellular cyclic-nucleotide 
synthesis, as well as provide scientific basis for 
therapeutic use of this compound in secretory 
diarrhea including cholera.

Another class of cyclic-nucleotide suppressors 
with therapeutic utility in cholera are the thio-
phenecarboxylates, which were identified from 

high-throughput screening of 50,000 small 
molecules using ‘Pathway’ assays in Fisher rat 
thyroid cells stably expressing the vasopressin-2 
receptors, halide-sensitive yellow f luorescent 
proteins and human CFTR chloride channels 
(FIGURE 6) [75]. In this Pathway assay, a vasopres-
sin-induced increase in CFTR conductance was 
used as a read-out for vasopressin-stimulated 
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Figure 6. Targets at cAMP metabolism in intestinal epithelial cells. CT activates AC, which, in turn, increases intracellular cAMP 
levels. Intracellular cAMP is degraded by PDE. An elevation of intracellular cAMP induces Cl- secretion via the CFTR and IRC, and inhibits 
Na+ absorption via NHE. Stimulation of LPA2 receptor by lysophosphatidic acid and CaSR by R-568 abrogates CT-induced increases in 
intracellular cAMP via inhibition of AC and stimulation of Ca2+-sensitive PDE, respectively. Suppresion of intracellular cAMP is also 
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BPIPP: 5-(3-bromophenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno[2 ,́1´:5,6]pyrido[2,3-d] pyrimidine-2,4,6-trione; CaSR: Ca2+-sensing 
receptor; CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; CT: Cholera toxin; IRC: Inwardly rectifying Cl- channel;  
NHE: Na+–H+ exchanger.
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intracellular cAMP elevation [75]. CNT
inh

-03, 
a representative analog of 2-(acylamino)-
3-thiophenecarboxylates, was identified from 
primary screening and subjected to subsequent 
investigations of its mechanism of action and 
potential therapeutic applications in secretory 
diarrhea and polycystic kidney disease (PKD) 
[75]. PKD is a genetic disease characterized by 
enlarging renal cysts, whose growth is driven by 
a high intracellular cAMP level. It was found 
that CNT

inh
-03 suppressed elevations of intra-

cellular cAMP and cGMP induced by various 
agonists, possibly via PDE activation mecha-
nisms [75]. In addition, this compound inhibited 
CT- and STa-induced transepithelial Cl- secre-
tion across T84 cell monolayers and abrogated 
CT- and STa-induced intestinal fluid secretion 
in mouse closed-loop models without affecting 
fluid absorption [75]. In vitro renal cyst models 
using Madin-Darby canine kidney cells dem-
onstrated that CNT

inh
-03 suppressed both cyst 

formation and growth activated by forskolin, an 
AC activator [75]. This class of PDE activators, 
therefore, holds promise for therapeutic uses in 
both cholera and PKD.

CaSR has also been recognized as a prom-
ising therapeutic target for cholera (FIGURE 6). 
CaSR was found to express in both apical and 
basolateral membranes of intestinal epithelial 
cells, in which it senses concentration of extra-
cellular Ca2+

 
as a primary messenger and trig-

gers PLC/IP
3
-dependent release of intracellular 

Ca2+ store [76]. It was found that both extracel-
lular Ca2+ and small-molecule CaSR agonist, 
R-568, inhibited CT-induced f luid secretion 
and reversed CT-induced inhibition of f luid 
absorption in rat perfused crypts by stimulating 
PLC-dependent activation of PDE [72]. Since the 
principal function of PLC is to liberate mem-
brane phospholipid-derived IP

3
 thereby releas-

ing intracellular Ca2+ stores, Ca2+-calmodulin-
dependent isoforms of PDE, such as PDE1, are 
likely to be involved in CaSR-mediated cyclic 
nucleotide degradation [21].

Recently, LPA
2
 receptor agonists have also 

been proposed to hold therapeutic potential in 
the treatment of cholera (FIGURE 6). LPA

2
 recep-

tor is a G
i
-coupled receptor that is responsive 

to lysophosphatidic acid (LPA) enriched in hen 
egg yolk and white, and in (LPA-enriched) soy 
lipid extract. LPA

2
 receptors are expressed in the 

CFTR-containing macromolecular complex in 
the apical membrane, in which LPA

2
 receptors 

and CFTR are held together through PSD95–
Dlg–ZO-1 interaction with NHERF2 [73,77]. LPA 

was found to inhibit CFTR-mediated Cl- secre-
tion in both isolated mouse intestine and mono-
layers of epithelial cell lines in a compartmental-
ized manner [73]. The mechanism by which LPA 
inhibits CFTR-mediated Cl- current has been 
demonstrated to involve G

i
-mediated inhibition 

of AC activity [73]. Importantly, LPA adminis-
tration markedly reduced CT-induced intestinal 
fluid accumulation in both open- and closed-loop 
mouse models [73]. These findings indicated that 
LPA

2
 receptor represents another viable target for 

development of cholera pharmacotherapy.

Ion transport proteins
Massive intestinal f luid loss in cholera results 
from the effects of CT to induce cAMP-
activated Cl- secretion by enterocytes, which, 
in turn, drives fluxes of Na+ and water into intes-
tinal lumen. The transport proteins involved in 
cAMP-activated Cl- secretion include cAMP-
activated apical Cl- channels (i.e., CFTR and 
IRC), cAMP-activated basolateral K+ channels 
(i.e., KCNQ1/KCNE3), Na+–K+ ATPases and 
Na+–K+–2Cl- cotransporters (i.e., isoform 1 or 
NKCC1) [78]. Therefore, these transport pro-
teins serve as potential drug targets for cholera, 
except Na+–K+ ATPases due to their ubiquitous 
expression in mammalian cells and fundamental 
roles in cell functions. Developing antisecretory 
therapy by targeting CFTR has progressed far 
beyond other transport proteins. This is partly 
due to the aid of high-throughput screening 
technology, the need for CFTR inhibitors to 
study pathogenesis of cystic fibrosis, the role of 
CFTR as a rate-limiting step in transepithelial 
fluid secretion in enterocytes and possible seri-
ous side effects caused by inhibition of NKCC1 
(such as deafness; NKCC1 is involved in estab-
lishing high concentration of K+ in the endo-
lymph of cochlea) and KCNQ1/KCNE3 K+ 
channels (such as cardiac arrhythmia; KCNQ1/
KCNE3 plays a role in repolarization of cardiac 
action potential). As CFTR serves as the most 
favorable drug target for cholera, we will review 
CFTR inhibitors that have been identified to 
date with emphases on their discovery and 
pharmacological properties especially potency, 
mechanism of action and antidiarrheal efficacy.

CFTR inhibitors originated from high-throughput 
screening
Several new classes of CFTR inhibitors with 
potential utility in cholera have been identi-
fied by high-throughput screening of a small-
molecule library using cell-based assays of 

Cholera: pathophysiology & emerging therapeutic targets | REVIEW

www.future-science.com 791future science group



CFTR conductance developed by Verkman 
and colleagues [79]. These inhibitors include 
chemical classes of thiazolidinone, glycine and 
malonic acid hydrazides (MalH), and quinoxa-
linedione (FIGURE 7). Mechanistic studies indi-
cated that thiazolidinone and quinoxalinedione 
CFTR inhibitors bind to the intracellular sur-
face of CFTR, while glycine and MalH occlude 
CFTR pores at extracellular surface [80–83]. The 
most potent thiazolidinone and quinoxalin-
edione CFTR inhibitors are CFTR

inh
-172 and 

benzopyrimido-pyrrolo-oxazine-dione (BPO-
27), respectively, both of which have submicro-
molar potency (CFTR

inh
-172, IC

50
 200 nM; 

BPO-27, IC
50

 8 nM) [82]. Both classes of 
CFTR inhibitors were found to be metaboli-
cally stable in hepatic microsomes [84]. However, 

at physiologic pH, the potency of CFTR
inh

-172 
in inhibiting CFTR-mediated Cl- secretion in 
intact T84 cell monolayers is drastically reduced 
by approximately tenfold (IC

50
 2 μM) due to 

intracellular negativity that impedes intracel-
lular accumulation of the negatively charge-
containing CFTR

inh
-172 [83]. Compared with 

the two aforementioned classes of CFTR inhibi-
tors, glycine and malonic acid hydrazide, CFTR 
inhibitors are less potent. Their potency are in 
micromolar ranges (MalH-2, IC

50
 2–3 μM). 

However, MalH has some favorable character-
istics including high water solubility (>5 mM), 
impermeability through intestinal epithelial 
cells and effectiveness in reducing intestinal 
f luid secretion when administered into intes-
tinal lumen [80,81]. The latter two properties 
provide rationale for developing MalH CFTR 
inhibitors to be nonabsorbable antidiarrheal 
therapeutics. 

In order to optimize hydrazide-containing 
CFTR inhibitors for antidiarrheal applications, 
several synthetic strategies have been applied 
to improve their CFTR inhibition potency. 
Interestingly, the potency of malonic hydrazide 
CFTR inhibitors has been dramatically improved 
to submicromolar ranges using two synthetic 
strategies aiming to accumulate the inhibitors 
in the extracellular vicinity of the plasma 
membrane CFTR. The first strategy was the 
synthesis of divalent MalH (Mal–PEG–MalH) 
(FIGURE 7) [80]. Enhancement of CFTR inhibi-
tion potency of the divalent MalH results from 
increased probability of its binding to CFTR 
(two CFTR-binding moieties/one molecule 
of the compound), allowing accumulation of 
divalent MalH at the external surface of CFTR 
[80]. The second strategy was the conjugation of 
MalH with lectin, which binds to extracellular 
glycocalyx (FIGURE 7) [81]. Tethering of MalH–
lectin to extracellular glycocalyx leads to accu-
mulation of the compound at the extra cellular 
surface as well as reduction in MalH–CFTR dis-
sociation. Another advantage of MalH–lectin 
is its resistance to convective washout caused 
by fluid secretion from intestinal crypt during 
cholera diarrhea. 

Thiazolidinone and hydrazide-containing 
CFTR inhibitors have been extensively stud-
ied for their antidiarrheal efficacy in various 
in vivo models of cholera. Intraperitoneal 
administration of thiazolidinone CFTR

inh
-172 

reduced CT-induced f luid accumulation in 
mouse closed-loop models [82]. Equally effec-
tive in reducing CT-induced intestinal f luid 
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accumulation was an oral administration of 
CFTR

inh
-172 in mouse open-loop models [82,83]. 

Pharmacokinetics ana lysis using 14C-labeled 
CFTR

inh
-172 demonstrated that CFTR

inh
-172 

underwent enterohepatic recirculation and was 
primarily excreted into urine [83,84]. Likewise, 
hydrazide-containing CFTR inhibitors were 
effective in blocking CT-induced intestinal 
f luid secretion in mouse closed-loop mod-
els and reducing mortality in CT-fed infant 
mice [81,85]. It is noteworthy that quinoxalin-
edione CFTR inhibitors have not yet been 
tested in animal models of cholera. Therefore, 
future investigations should be performed to 
compare the efficacy of these two classes of 
CFTR inhibitors, that is, thiazolidinone- and 
hydrazide-containing compounds, together 

with quinoxalinedione CFTR inhibitors in 
more suitable cholera models, in which diarrhea 
is induced by V. cholerae with no disruption of 
fecal f low by intestinal ligations.

CFTR inhibitors based on natural compounds
Several classes of natural compounds have been 
found to inhibit CFTR and hold therapeutic 
potential in cholera. Many of these compounds 
contain phenolic groups in their chemical 
structures including condensed tannin (e.g., 
oligomeric proanthocyanidin), hydrolyzable 
tannin, f lavonoid, chalcone and xanthone 
(FIGURE 8). Initially, SP303, a mixture of con-
densed tannin proanthocyanidin oligomers 
derived from the latex of the South American 
plant Croton lechleri, was found to inhibit 
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CFTR-mediated Cl- secretion in T84 cells and 
reduce CT-induced intestinal f luid secretion 
in mouse closed-loop models [86]. In addition, 
hydrolyzable tannin was also shown to inhibit 
CFTR activity in both CFTR-transfected cells 
and T84 cells, and reduce CT-induced intes-
tinal fluid accumulation in mouse closed-loop 
models [87]. It was believed that both condense 
and hydrolyzable tannins block CFTR by bind-
ing to the extracellular surface of CFTR due 
to their molecular bulkiness, which make them 
impermeant to cell membrane. 

Small-molecule phenol-containing CFTR 
inhibitors derived from natural products were 
also shown to possess a potential benefit in the 
treatment of cholera. Studies of structural deter-
minants for CFTR modulation by apigenin 
indicated that f lavonoids could either stimu-
late or inhibit CFTR channel activity depend-
ing on their chemical structure, the presence 
of hydroxyl group in its 4´ position being cru-
cial for its CFTR inhibition effect [88]. Subse-
quently, several others flavonoids isolated from 
cocoa such as epicatechin, catechin, quercetin, 
luteolin, baicalein and morin were also dem-
onstrated to inhibit CFTR-mediated Cl- cur-
rent across T84 cell monolayers [89]. Interest-
ingly, isoliquiritigenin, a plant-derived phenolic 
compound classified as chalcone, was found to 
inhibit CFTR (IC

50 
 20 μM) without affecting 

other apical Cl- channels expressed in T84 cells, 
namely Ca2+-activated Cl- channel and cAMP-
activated IRC [90]. Isoliquiritigenin inhibited 
both CT-induced intestinal fluid accumulation 
in vivo and slowed renal cyst progression in an 
in vitro model of PKD [90]. Recently, hydroxyx-
anthones, a class of natural compounds abun-
dantly found in plants of Garcinia family, were 
demonstrated to be inhibitors of both CFTR 
and IRC, the two principal apical Cl- channels 
responsible for Cl- efflux during cAMP stimu-
lation [91]. A representative hydroxyxanthone, 
1,3,6-trihydroxyxanthone, was found to inhibit 
CFTR-mediated Cl- current in T84 cells with 
IC

50
 of approximately 100 μM [91]. Signifi-

cantly, this compound prevented CT-induced 
intestinal f luid secretion in mice. 

Steviol and their derivatives derived from 
stevioside, a natural sweetener isolated from 
Stevia Rebaudiana Bertoni, represent another 
chemical class of natural product-based CFTR 
inhibitors with a potential antidiarrheal appli-
cation [92]. Among steviol derivatives, dihydro-
isosteviol was found to be the most potent in 
inhibiting CFTR-mediated Cl- current in T84 

cells with IC
50

 of approximately 9.6 μM [93]. Its 
CFTR inhibitory effect was reversible and not 
associated with changes in cAMP levels and 
cytotoxicity [93]. Furthermore, intraluminal 
injection of dihydroisosteviol reduced intestinal 
fluid secretion by approximately 90% in mouse 
closed-loop models of cholera [93].

Future perpective
Although ORS and antibiotics are proven effec-
tive in saving the lives of cholera patients, novel 
specific therapies are needed to fill the gap in 
the management of patients with cholera. Sev-
eral therapeutic approaches targeting at either 
the components of V. cholerae or the effect of its 
major virulence factor (CT) on intestinal epi-
thelial cells have been introduced and proved 
to be of potential utility in animal models of 
CT-induced intestinal fluid secretion. However, 
none of these inhibitors have been evaluated for 
antidiarrheal efficacy in human cholera or ani-
mal models of cholera induced by live V. cholerae. 
In recent decades, a growing body of evidence 
has revealed that V. cholerae expresses many non-
CT virulence factors, which may participate in 
pathogenesis of cholera [94–101]. Therefore, future 
investigations should be carried out in animal 
models of cholera induced by live V. cholerae to 
accurately assess true benefits of these therapeu-
tic approaches. In addition, based on the current 
knowledge of cholera pathogenesis, there are still 
other possible drug targets that await validation 
for their therapeutic values in the treatment of 
cholera.
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Executive summary

Pathophysiology of cholera

Cholera toxin (CT) is believed to be a principal virulence factor responsible for pathogenesis of diarrhea in cholera. CT induces cAMP-
activated Cl- secretion, followed by Na+ and water flux into the intestinal lumen. In addition, CT-induced cAMP elevation inhibits Na+ 
absorption through Na+–H+ exchangers. These two effects of CT result in lethal intestinal fluid loss in cholera.

Emerging therapeutic targets of cholera

Targeting bacterial virulence and motility:
These targets include determinants of its virulence factor expression and motility. ToxT is a transcriptional activator that induces 
expression of two important virulence factors, CT and toxin-coregulated pilus (TCP). Virstatin and capsaicin were identified as 
inhibitors of Vibrio cholerae virulence factor expression. Virstatin inhibits ToxT dimerization, which is a process required for ToxT 
transcription activation of genes encoded for CT and TCP. Capsaicin reduces CT and TCP expression by suppressing the expression of 
ToxT. High-throughput screening identified quinazoline-2,4-diamino analog as an inhibitor of V. cholerae motility. Rabbit ileal loop 
models of cholera demonstrated that quinazoline-2,4-diamino analog was effective in reducing intestinal fluid accumulation in 
cholera.

Targeting CT binding and processing in intestinal epithelial cells
After CT binding to GM1 receptor on the apical membrane of enterocytes, CT is internalized and transported retrogradely to 
endoplasmic reticulum (ER). In ER, CT hijacks ER-associated protein degradation system to retro-translocated CT A1 subunit back to 
cytoplasm. CT binding and intracellular trafficking represent another attractive therapeutic targets of cholera therapy. Compounds 
that were previously shown to potently block CT binding include m-nitrophenyl- - -galactopyranoside, multivalent m-nitrophenyl-

- -galactopyranoside-based compounds, and GM1-containing cubic mesophase. Pharmacological strategies that were shown to 
prevent CT intoxication include modulation of plasma membrane lipid rafts by bacterial sphingomyelinase, disruption of CT A1 
unfolding in ER by glycerol and 4-phenylbutyric acid, and inhibition of Hsp90-mediated CT A1 refolding in the cytoplasm by 
geldanamycin. 

Targeting signaling and transport proteins in host cells
Cellular determinants of intracellular cAMP levels and ion transport proteins involved in cAMP-activated Cl- secretion are adopted 
as promising drug targets for cholera. Approaches to lowering intracellular cAMP elevation are inhibition of AC activity (by 
5-(3-bromophenyl)-1,3-dimethyl-5,11-dihydro-1H-indeno[2´,1´:5,6]pyrido[2,3-d] pyrimidine-2,4,6-trione and agonists of LPA2 
Gi-coupled receptor) and stimulation of PDE activity (by thiophenecarboxylates and agonists of calcium-sensing receptor). Among 
transport proteins involved in intestinal Cl- secretion, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) represents the 
most promising therapeutic target for cholera. High-throughput screening yielded three classes of small-molecule CFTR inhibitors 
including thiazolidinones, glycine and malonic acid hydrazides and quinoxalinediones. These compounds were found to inhibit 
CFTR with nanomolar (BPO-27) or low micromolar potency and block CT-induced fluid secretion in vivo. Furthermore, several 
classes of natural product-based compounds were demonstrated to exhibit CFTR inhibitory effect and in vivo antidiarrheal efficacy. 
These classes of compounds include condensed tannins, hydrolyzable tannins, flavonoids, chalcones and xanthones. They were 
shown to inhibit CFTR with micromolar potency and effective in preventing CT-induced intestinal fluid accumulation in mice.
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Raksaseri P, Chatsudthipong V, Muanprasat C, Soodvilai S. Activa-
tion of liver X receptors reduces CFTR-mediated Cl� transport in kidney
collecting duct cells. Am J Physiol Renal Physiol 305: F583–F591, 2013.
First published May 29, 2013; doi:10.1152/ajprenal.00579.2012.—Liver X
receptors (LXRs) are transcription factors belonging to the nuclear
receptor super family, which act as regulators of lipid and glucose
metabolism. However, LXRs have been shown to regulate the func-
tion of transporters in the kidney, including the Na-Pi cotransporter,
organic anion transporter, and epithelial Na� channel. In this report,
we demonstrated the ability of LXR ligands, both endogenous [22
(R)-hydroxycholesterol] and synthetic (T0901317 and GW3965), to
reduce CFTR-mediated Cl� secretion in a type I Madin-Darby canine
kidney (MDCK) cell line and in murine primary inner medullary
collecting duct (IMCD) cells, based on measurements of [Arg8]-
vasopressin-induced Cl� current. However, treatment of MDCK cell
monolayers with 5 �M T0901317 for 24 h did not alter ouabain-
senstive current or Na�-K�-ATPase-� protein content. Furthermore,
basolateral membranes permeabilization of MDCK cell monolayers
still resulted in a decrease in apical Cl� current stimulated by both
[Arg8]-vasopressin and 8-cholorophenyl-thio-cAMP, indicating that
the factor(s) encoded by the target gene(s) of agonist-activated LXRs
might be located at the apical membrane. Western blot analysis
revealed that inhibition of Cl� secretion occurred via a decrease in
CFTR protein, which was not due to downregulation of its mRNA
expression. In addition, both synthetic LXR agonists significantly
retarded the growth of forskolin-induced cysts formed in MDCK cells
cultured in collagen gel. This is the first evidence showing that
ligand-activated LXRs are capable of downregulating CFTR-medi-
ated Cl� secretion of kidney cells and of retarding cyst growth in a
MDCK cell model.

vasopressin; polycystic kidney disease; regulation; nuclear receptors;
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CYSTIC FIBROSIS (CF) transmembrane conductance regulator
(CFTR) is a cAMP-regulated Cl� channel glycoprotein be-
longing to ATP-binding cassette (ABC) transporter subfamily
7 (ABCC7) (29). Mutation of the ABCC7 gene impairs CFTR
function, leading to autosomal recessive CF (28, 36). CF
patients ultimately succumb to respiratory failure due to block-
age of the airway stemming from the secretion of abnormally
viscous fluid. On the other hand, in polycystic kidney disease
(PKD), an increase in CFTR-mediated Cl� secretion of renal
tubular epithelial cells enhances cyst expansion (4, 16). CFTR
is localized at the epithelial cell apical plasma membrane of the
airway epithelia, small intestine, pancreas, bile duct, epididy-
mis, and kidney (9, 28). In the latter organ, CFTR mRNA is
expressed in nephron segments, where it is involved in Cl�

secretion of principal cells of cortical and medullary collecting

ducts (21). The opening of CFTR Cl� channel requires phos-
phorylation of the regulatory (R) domain by PKA and ATP
hydrolysis by nucleotide-binding domains (25).

Liver X receptors (LXRs) are ligand-activated transcription
factors belonging to the superfamily of nuclear receptors,
consisting of two isoforms, LXR� and LXR� (11). LXR� is
synthesized in the liver, spleen, adipose tissue, intestine, lung,
and kidney, whereas LXR� is present in all tissues so far
examined (1, 37). LXRs function as sensors of intracellular
cholesterol and glucose (7, 19, 27, 39). LXR� and LXR� form
heterodimers with the retinoic X receptor, which then bind to
promoters of target genes, thereby modulating their expression
(12, 41). To maintain intracellular cholesterol homeostasis,
LXRs stimulate cholesterol efflux by upregulating expression
of ABC transporter A1 in the liver and ABC transporters G5
and G8 in the intestine (24, 27). A recent study has reported
that activation of sterol regulatory element-binding protein
(SREBP)-1c expression by insulin requires LXRs, indicating
that the action of insulin on energy metabolism may require a
function of LXRs (8).

Although LXRs are present throughout the nephron (13, 22,
40), their role in the regulation of kidney function is still
largely unknown. Recent studies have shown that LXRs reg-
ulate renal transporters and ion channels, including the Na-Pi

cotransporter, organic anion transporter (OAT)1, and epithelial
Na� channel (ENaC) (5, 13, 31). Taken together, these results
suggest that LXRs have a role in the regulation of renal
electrolyte transport. In the present study, we provide evidence
of a previously unreported role of LXRs in the inhibition of
CFTR-mediated Cl� secretion in both murine primary collect-
ing duct and Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells. In
addition, we show that activated LXRs retard cyst growth in a
MDCK cell model.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male C57BL6 mice (7–8 wk old, National Laboratory
Animal Center, Mahidol University, Bangkok, Thailand) were main-
tained on a 12:12-h light-dark cycle with ad libitum access to standard
laboratory pellet containing 1.0% calcium and 0.9% phosphorus (CP)
and distilled water. All animal experimental procedures were ap-
proved by the Laboratory Animal Ethical Committee of the Faculty of
Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand.

Chemicals. Amphotericin B, amiloride, 8-cholorophenyl-thio-cAMP
(CPT-cAMP), cycloheximide, forskolin, GW3965, 22(R)-hydroxycho-
lesterol [22(R)-HC], hyaluronidase, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), ouabain, and T0901317
were purchased from Sigma-Aldrich. Collagenase type I was from
Worthington Biochemical, [Arg8]-vasopressin (AVP) was from Cal-
biochem, protease inhibitor cocktail was from Roche Diagnostics
(Mannheim, Germany), and EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin and
streptavidin-agarose resins were from Pierce. Polyclonal rabbit anti-
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CFTR antibody, monoclonal mouse anti-�-actin, and goat horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG antibodies were ob-
tained from Cell Signaling Technology. Mouse anti-SREBP-1c and
mouse anti-Na�-K� ATPase-� monoclonal antibodies from Novus
Biologicals. Mouse polyclonal anti-CFTR and rabbit polyclonal anti-
LXR� and anti-LXR� antibodies were from Abcam. All other chem-
icals used were of analytic grade.

Cell culture. The type I MDCK cell line was a generous gift from
Dr. David N. Sheppard (University of Bristol, Bristol, UK). Cells
were grown in DMEM-F-12 medium supplemented with 10% FBS,
100 U/ml penicillin, and 100 �g/ml streptomycin and insulin-trans-
ferrin-selenium at 37°C in a humidified incubator under an atmo-
sphere of 5% CO2. Cells were seeded on Snapwell insert (Corning
Life Sciences) at a density of 5 � 105 cells/well. Medium was
replaced every other day. The transepithelial resistance (TER) of
confluent cells was measured using an EVOM2 epithelial volt-ohm-
meter (World Precision Instruments). Confluent monolayers that
achieved a high resistance phenotype (TER � 1,000 	·cm2) were
polarized by removal of the culture medium to form an air-liquid
interface to enhance the expression of CFTR at the MDCK apical
membrane (2). To test the effects of LXR agonists, monolayers were
placed in serum-free medium without phenol red for 12 h to eliminate
any effect from serum.

Primary culture of mouse renal inner medullary collecting duct
cells. Primary culture of mouse renal inner medullary collecting duct
(IMCD) cells was established as previously described (32). In brief,
the renal medulla was dissected, minced, and digested for 1 h in 10 ml
DMEM containing 0.2% collagenase type I, 0.2% hyaluronidase, and
0.25% trypsin-EDTA at 37°C. Osmotic shock (100 mosmol/kg H2O)
was induced by the addition of 20 ml sterile distilled water into the
medium and an incubation for 20 min to eliminate noncollecting duct
cells. Cells were then sedimented at 1,500 rpm for 5 min, resuspended
in fresh DMEM containing 10% FBS, 20 ng/ml EGF, and 100 U/ml
penicillin-streptomycin, and plated onto a Snapwell insert. Confluent
primary IMCD monolayers that generated TER � 500 	·cm2 were
used for further experiments.

Electrophysiological analysis. Short-circuit current (Isc) was used
to monitor net ion flux across monolayers of MDCK cells and primary
cultures of IMCD cells. Confluent monolayers with high resistance (as
described above) were transferred to an Ussing chamber, and the
spontaneous potential difference across the monolayer was clamped at
0 mV. Isc was recorded continuously using a VC600 voltage clamp
(Physiologic Instruments) with Ag/AgCl electrodes and a 3 M KCl
agar bridge. Apical and basolateral sides of the monolayer were
exposed to physiological solution [containing (in mM) 117 NaCl, 25
NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, and 11
D-glucose] at 37°C and bubbled with a gas mixture of 95% O2-5%
CO2 to maintain pH of the solution at 7.4. Positive Isc indicates active
transport of a cation (Na�) from the apical to basolateral side of the
monolayer or transport of an anion (Cl�) from the basolateral to apical
side (32). To measure Cl� current (ICl), Na� current, which primarily
is transported through ENaCs, was inhibited by the addition of
amiloride (100 �M) into the apical bathing solution, and the positive
Isc measured under this condition was that of Cl� transport. To
stimulate CFTR-mediated Cl� secretion, AVP (20 nM) or CPT-
cAMP was added to the basolateral side after the addition of
amiloride.

Apical Cl� transport measurement. Confluent MDCK cell mono-
layers were mounted into an Ussing chamber and bathed asymmetri-
cally with physiological buffer [containing (in mM) 130 NaCl, 2.7
KCl, 1.5 KH2PO4, 1 CaCl2, 0.5 MgCl2, 10 Na-HEPES (pH 7.3), and
10 glucose] for the basolateral hemichamber, whereas the apical
hemichamber was filled with physiological buffer in which 65 mM
NaCl was replaced with 65 mM sodium gluconate to establish a Cl�

gradient. To measure apical ICl, the basolateral membrane of the
MDCK cell monolayer was permeabilized using amphotericin B (250
�g/ml) for 30 min (26) followed by the addition of 100 �M amiloride

to the apical side to inhibit ENaC-mediated Na� flux. After Isc was
stable, Cl� secretion was stimulated by the addition of AVP (20 nM)
or CPT-cAMP (100 �M) to the basolateral chamber.

Measurement of Na�-K�-ATPase transport activity. Na�-K�-ATPase
activity was determined by ouabain-sensitive current measurement in
the Ussing chamber as previously described (23, 31). Briefly, conflu-
ent cell monolayers grown on Snapwell filters were mounted in a
chamber bathed symmetrically with physiological medium. The apical
membrane of the monolayers was permeabilized by 250 �g/ml am-
photericin B for 30 min to allow the free transport of ions from the
apical side into the cell. Positive Isc was established because Na�-
K�-ATPase produced a net positive charge at the basolateral side of
the cell monolayer (3 Na� were extruded while 2 K� were uptaken
into the cells). After positive Isc became stable, 1 mM ouabain, an
inhibitor of Na�-K�-ATPase, was added to the basolateral side of
monolayers. The change in Isc after the addition of ouabain reflected
the activity of Na�-K�-ATPase.

Cell viability assay. Cell viability was determined using an MTT
assay (33). In brief, MDCK cells were seeded in a 96-well plate at a
density of 2 � 104 cells/well. After growth for 24 h in a humidified
incubator at 37°C under an atmosphere of 5% CO2, cells were
incubated further for 24 or 96 h in serum-free medium containing
vehicle (0.01% DMSO) or LXR agonists (T0901317 and GW3965) at
the indicated concentrations. The medium was then removed, and
cells were incubated with 20 �l MTT (5 mg/ml) for 4 h at 37°C. After
removal of the medium, a 100-�l aliquot of 100% DMSO was added,
and absorbance at 590 nm was measured (BMG spectrophotometer,
LABTECH).

RT-PCR. Total RNA was extracted from MDCK and primary
IMCD cells using TRIzol reagent (Invitrogen) according the manu-
facturer’s instructions. The amount and quality of RNA were deter-
mined using a Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific).
RT-PCR was performed using the iScript Select cDNA synthesis kit
(Bio-Rad Laboratories) and Fast-Start Taq kit (Roche Diagnostics).
Primers specific for LXR� and LXR� mRNA were designed (Biode-
sign) based on sequences in the National Center for Biotechnology
Information database. Canine LXR� primers were (forward) 5=-GTCAG-
CAGCGCTTTGCCCAC-3= and (reverse) 5=-CTAGGAAGCAGCCAG-
GTGCC-3= (predicted amplicon of 649 bp), canine LXR� primers were
(forward) 5=-GGCCATGAGCTGTGCCGTGT-3= and (reverse) 5=-
GTGGGCAAAACGCTGCTGGC-3= (predicted amplicon of 552 bp),
murine LXR� primers were (forward) 5=-TCCATCAACCACCCCCAC-
GAC-3= and (reverse) 5=-CAGCCAGAAAACACCCAACCT-3= (pre-
dicted product size of 328 bp), and murine LXR� primers were (forward)
5=-GCTCAGGAGCTGATGATCCA-3= and (reverse) 5=-GCGCTT-
GATCCTCGTGTAG-3= (predicted amplicon of 567 bp). The following
thermocycling conditions were used: 95°C for 5 min, 95°C for 1 min, 30
cycles of 58.5°C for 1 min (for canine) or 60°C for 30 s (for murine) and
72°C for 60 s, and a 10-min final heating at 72°C. Amplicons were
separated by 2% agarose gel electrophoresis and visualized by staining
with ethidium bromide.

Quantitative PCR. Total RNA from mouse IMCD cells was ex-
tracted using TRIzol reagent (Invitrogen) and cDNA synthesized using
the iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad). Primers used for ampli-
fication of mouse CFTR cDNA were (forward) 5=-GCTTTATCTC-
CAAACTCTTCTTCA-3= and (reverse) 5=-GCTTGTTCTCTGTC-
CCATTCTC-3=, primers for mouse �-actin (as an internal standard)
were (forward) 5=-TGTGGATCAGCAAGCAGGAGT-3= and (reverse)
5=-AAACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3=, primers used for canine
CFTR cDNA were (forward) 5=-GGAAAGAGAATGGGACAG-
AGA-3= and (reverse) 5=-CCAAGTAAGAGAGGCTGGATTG-3=, and
primers used for canine �-actin (as an internal standard) were (forward)
5=- GATTCTCTAGAGGCTGGCAAG-3= and (reverse) 5=-TTGGG-
TAAGACAGGAAAGTGG-3=. Quantitative PCR of the mouse CFTR
mRNA expression level was performed using KAPA SYBR FAST
master mix (KAPA Biosystem) in ABI Prism 7500 Sequence Detection
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System (Applied Biosystems), and relative quantification was determined
using the 2�

CT method (where CT is threshold cycle) (17).

Western blot analysis. MDCK and primary IMCD cells grown in
six-well plates were lysed in ice-cold Triton X-100 lysis buffer [50
mM Tris·HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM NaF, 1mM EDTA, 1
mM sodium orthovanadate, 100 �M PMSF, protease inhibitor cock-
tail, and 1% Triton X-100] for 20 min at 4°C. After centrifugation at
12,000 rpm for 20 min at 4°C, 50 �g of supernatant cell lysate protein
were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to a Hybond-ECL
nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences). The membrane
was incubated in 5% nonfat dry milk for 1 h and then with rabbit
polyclonal antibodies against CFTR (1:1,000 dilution), mouse mono-
clonal antibodies against SREBP-1c (2 �g/ml), mouse monoclonal
antibodies against Na�-K�-ATPase-� (1:1,000 dilution), rabbit poly-
clonal antibodies against LXR� and LXR� (1:1,000 dilution), or
�-actin (1:2,000 dilution) overnight at 4°C followed by an incubation
with secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:4,000 dilu-
tion) or HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (1:2,000 dilution) for 1
h at room temperature. Immunoreactive bands were detected by
chemiluminescence, recorded on hyperfilm using a Western lightning
plus-ECL detection kit (Perkin-Elmer), and quantified using ImageJ
analysis software.

Cell surface expression of CFTR protein. CFTR in the cell mem-
brane was isolated by membrane-impermeable biotinylation reagents.
MDCK cells were incubated on ice with EZ-Link Sulfo-NHS-SS-
Biotin (Pierce) for 30 min followed by a wash with 3 ml of PBS-
Ca2�-Mg2� containing 0.1 M glycine buffer. Cells were further
incubated on ice with the same solution for 20 min to ensure complete
quenching of the unchanged EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin. They
were then harvested by the addition of buffer containing (in mM) 10
Tris·HCl (pH 7.5), 150 NaCl, 1 EDTA, 0.1% SDS, and 1% Triton
X-100 with protease inhibitor cocktail for 20 min at 4°C. Samples
were centrifuged at 12,000 rpm for 20 min, and supernatants were
collected and incubated with 150 �l streptavidin-agarose beads
(Pierce) overnight at 4°C. Beads were then washed three times with
lysis buffer and once with PBS. Proteins were released from the beads
by an incubation with buffer containing 100 mM DTT for 30 min at
room temperature. Membrane expression of CFTR was detected by
Western blot analysis.

MDCK model of cyst formation and growth. MDCK cells were
cultured in collagen gel in the presence of forskolin (cAMP activator)
to stimulate cyst formation using the method of McAteer et al. (18).
In brief, each well of a 24-well plate was incubated with 0.4 ml of
ice-cold collagen solution (3.0 mg/ml) supplemented with 10% of
10� minimum essential medium, 10 mM HEPES (pH 7.4), 27 mM
NaHCO3, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml streptomycin. After

collagen solution was added into the 24-well plate, the collagen was
allowed to form a semisolid gel for 10 min. Medium containing the
cell suspension (800 cells) was added into the semisolid gel. This
technique prevents dropping of the cells into the bottom of the well
and, therefore, allows MDCK cells to be embedded in the collagen gel
layer. The cell embedded-collagen gel was further incubated at 37°C
for 90 min in a humidified incubator under an atmosphere of 5% CO2

to allow gel polymerization. In addition, medium containing forskolin
was added on top of the gel to stimulate cyst formation. The medium
(with forskolin) was replaced every day. The presence of cysts from
day 6 was detected using a phase-contrast microscope (�100 magni-
fication). To test the effect of LXR agonists on cyst growth, 0.01%
DMSO (control) and LXR agonists (5 �M T0901317 and 2 �M
GW3965) were added into culture medium from day 6 onward, and
fresh media containing the test compounds were replaced every day.
At least 30 cysts with a diameter of �50 �m (photographed using
ImageJ software) were selected for each experimental condition.
Photographs of individual cysts were taken every other day from day
6 to day 12, and cyst size was compared between vehicle- and LXR
agonist-treated groups.

Statistical analysis. Results are presented as means � SE. Statis-
tical differences between control and treatment were determined using
a Student’s unpaired t-test or one-way ANOVA followed by the
Tukey test. Differences were considered statistically significant when
P � 0.05.

RESULTS

Expression of LXR� and LXR� in MDCK cells. We first
verified whether the MDCK cells used in this study express
LXRs. Expression of mRNA and protein of LXR� and LXR�
isoforms in MDCK cells was determined using RT-PCR and
Western blot analysis, respectively. We found that both mRNA
and protein of LXR� and LXR� isoforms were detected in
these cells (Fig. 1A). LXR activation in MDCK cells after
treatments with LXR agonists was confirmed by the detection
of SREBP-1c protein, a product of the LXR target gene.
Western blot analysis revealed that 5 �M T0901317 and 2 �M
GW3965 increased the expression of SREBP-1c protein (Fig.
1B). These results indicate that T0901317 and GW3965 ex-
erted LXR activation in MDCK cells. In addition, CFTR-
mediated Cl� transport induced by AVP and cAMP in MDCK
cells was verified using an inhibitor of CFTR, glycine hydra-
zide-101. The results demonstrated that the addition of 50 �M

Fig. 1. mRNA and protein expression of liver X receptors
(LXRs) and activation of the target protein in Madin-Darby
canine kidney (MDCK) cells. A: mRNA and protein expres-
sion of LXRs in MDCK cells. Left: representative images
showing RT-PCR products of LXR� (649 bp) and LXR�
(552 bp) cDNA amplicons; right: Western blots showing the
expression of LXR� and LXR�. B: activation of sterol regu-
latory element-binding protein (SREBP)-1c after incubation
with LXR agonists. Western blots show the expression of
SREBP-1c in vehicle- and LXR agonist-treated cells [5 �M
T0901317 (T0) and 2 �M GW3965 (GW) for 24 h]. C: repre-
sentative tracings showing CFTR-mediated [Arg8]vasopressin
(AVP)- and 8-cholorophenyl-thio-cAMP (CPT-cAMP)-in-
duced Cl� current (ICl). GlyH, glycine hydrazide-101; Isc,
short-circuit current.
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glycine hydrazide-101 abolished the stimulatory effect of AVP
and CPT-cAMP (Fig. 1C). Taken together, our results support
the notion that CFTR mediates AVP- and cAMP-induced Cl�

transport in MDCK cells.
Effect of LXR agonists on AVP-induced Cl� secretion in

MDCK cells. Confluent MDCK cell monolayers were preincu-
bated with various concentrations of LXR agonists (T0901317
and GW3965) for 24 h and then placed in the Ussing chamber
for a 30-min equilibration period followed by the addition of
100 �M amiloride to inhibit ENaC-mediated Na� transport. ICl

was measured after the addition of 20 nM AVP into the
basolateral hemichamber. Incubation with LXR agonists for 24
h led to a decrease in AVP-stimulated ICl in a dose-dependent
manner (Fig. 2A). In addition, after an incubation of MDCK
cell monolayers for 24 h with 50 �M 22(R)-HC, an endoge-
nous LXR ligand, AVP-induced Cl� secretion was reduced to
65.2 � 10.3% of the vehicle-treated monolayer. The inhibitory
effect of T0901317 on ICl was observed after 12 h of treatment,
but that of GW3965 required a longer exposure, i.e., for 24 h
(Fig. 2B). However, an extension of the incubation time did not
lead to a further decrease in ICl.

Effect of LXR agonists on cell viability. To determine
whether the inhibitory effects of LXR agonists on AVP-

induced Cl� secretion in MDCK cells were due to their
cytotoxicity, cell viability was assessed using a MTT assay and
measurement of TER. Incubation with 5 �M T0901317 or 2
�M GW3965 for 24 h did not significantly decrease the cell
viability of MDCK cells compared with the vehicle-treated
control. Similarly, TER obtained from T0901317- and
GW3965-treated monolayers was not significantly different
from that of the vehicle-treated monolayer (Fig. 3).

Effect of LXR agonist on apical ICl in MDCK cell
monolayers. The inhibitory effect of LXR agonists on AVP-
induced Cl� transport could occur at either the basolateral
membrane, intracellular signaling cascades, or the apical mem-
brane. The contribution of the basolateral membrane on the
inhibitory effect of LXR was, therefore, determined. The
basolateral membrane of MDCK cell monolayers was perme-
abilized by 250 �g/ml amphotericin B for 30 min followed by
the addition of AVP (20 nM) or CPT-cAMP (100 �M) to
stimulate ICl. AVP- and CPT-cAMP-induced apical ICl of
MDCK cell monolayers treated with T0901317 were signifi-
cantly lower than that of the vehicle-treated control cell mono-
layer (Fig. 4). These data suggest that the protein(s) encoded by
target gene(s) of activated LXR is not located at the basolateral

Fig. 2. Effect of LXR agonists on AVP-induced Cl� secretion in MDCK cells. A: MDCK cell monolayers were treated with the indicated concentrations of
synthetic agonists of LXR, including T0901317 and GW3965, or with 50 �M 22(R)-hydroxycholesterol [22(R)-HC; physiological agonist] for 24 h.
B: time-course effect of 5 �M T0901317 and 2 �M GW3965 on Cl� secretion. Cl� secretion is represented as ICl after stimulation with 20 nM AVP after 100
�M amiloride administration. Data are shown as means � SE of percentages of AVP-induced ICl for 15–20 monolayers (5 independent experiments). *P � 0.05,
significantly different from vehicle-treated monolayers.
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membrane of the MDCK cell monolayer and probably func-
tions downstream of the cAMP-dependent processes.

Effect of LXR agonist on Na�-K�-ATPase transport activity
and protein expression in MDCK cells. To confirm that the
basolateral membrane was not a target of LXR activation, the
effect of LXR activation on Na�-K�-ATPase activity, a pump
responsible for transepithelial Cl� transport, was determined.
MDCK cell monolayers were mounted and incubated with
physiological buffer in the Ussing chamber. Na�-K�-ATPase
activity was measured by permeabilization of the apical mem-
brane using amphotericin B followed by the addition of 1 mM
ouabain. The change in Isc after the addition of ouabain
represents the activity of Na�-K�-ATPase. It was found that
there was no change in ouabain-sensitive current in the treated
monolayer compared with the untreated control (Fig. 5A). This
result was consistent with the Western blot analysis, showing
that T0901317 treatment did not alter protein expression of the
Na�-K�-ATPase �-subunit (Fig. 5B).

Effect of LXR agonist on mRNA and protein expression of
CFTR in MDCK cells. To elucidate the mechanism underlying
the decrease in Cl� secretion induced by agonist-activated
LXRs, the expression of mRNA and protein of CFTR during
LXR activation was determined in MDCK cells. mRNA ex-
pression of CFTR after treatment with 5 �M T0901317 was
not significantly different compared with the vehicle-treated
cell monolayer (Fig. 6A). In contrast to mRNA expression,
exposure of the cell monolayer to 5 �M T0901317 resulted in
decreases in both total and membrane CFTR protein expression
levels (Fig. 6B).

Effect of LXR agonist on CFTR-mediated Cl� transport
during inhibition of protein synthesis in MDCK cells. To
investigate whether an inhibition of protein synthesis affects
the action of LXR on CFTR-mediated Cl� secretion, we
examined the effect of cycloheximide, an inhibitor of protein
synthesis, on AVP-induced Cl� secretion. Confluent MDCK
cell monolayers were preincubated for 12 h with vehicle or 100
nM cycloheximide. At the end of the preincubation period,
vehicle-treated cells monolayers were further incubated for 24
h with vehicle or 5 �M T0901317, whereas cycloheximide-
treated cell monolayers were further incubated with cyclohex-
imide alone or cycloheximide plus 5 �M T0901317 for 24 h.
At the end of the incubation, AVP-induced Cl� secretion was
measured by ICl. As shown in Fig. 7, cycloheximide or

Fig. 4. Effect of LXR agonists on AVP- and CPT-cAMP-induced apical Cl�

secretion of MDCK cells. Cell monolayers treated with vehicle (0.01%
DMSO) or 5 �M T0901317 were mounted in an Ussing chamber and
asymmetrically bathed with physiological buffer in which 65 mM NaCl was
replaced with 65 mM sodium gluconate to generate a Cl� gradient between the
intracellular compartment and apical side. Before measurements of ICl, the
basolateral membrane was permeabilized with 250 �g/ml amphotericin B for
30 min followed by the addition of 100 �M amiloride. Stimulation of Cl�

secretion was performed by the administration of 20 nM AVP or 100 �M
CPT-cAMP to the basolateral side of the monolayers. After ICl was stable after
treatment with CPT-cAMP, the CFTR inhibitor GlyH was added into the apical
side to measure CFTR transport function. Values are means � SE of 3
experiments (6–9 monolayers/experiment). *P � 0.05 compared with the
vehicle-treated control.

Fig. 3. Effect of LXR agonists on cell viability as measured by MTT assay (A)
and transepithelial resistance (TER; B). MDCK cells were treated with 0.01%
DMSO (vehicle), 5 �M T0901317, and 2 �M GW3965 for 24 h. Cell viability
data are expressed as means � SE of percentages of control from 3 indepen-
dent experiments for the MTT assay (A) and 8–15 monolayers for TER
measurements (B). ns, not significantly different.
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T0901317 alone caused a significant inhibition of AVP-in-
duced ICl. Interestingly, the inhibitory effect of both T0901317
and cycloheximide was not additive. These results indicate that
the target responsible for the inhibitory effect of LXRs might
be at translational levels.

Effect of LXR agonist on Cl� secretion in primary IMCD
cells. Primary IMCD cells were found to express both mRNA
and protein of LXR� and LXR� (Fig. 8A). As shown in Fig.
8B, incubation of primary IMCD cell monolayers with 5 �M
T0901317 for 24 h led to a significant decrease in ICl compared
with the untreated control cell monolayer. This reduction was
related to a change in CFTR protein expression but not in
mRNA expression (Fig. 8C).

Effect of LXR agonists on MDCK cyst enlargement. As
CFTR has been reported to mediate renal cyst growth (16), the
effect of LXR agonists on cyst growth generated from MDCK
cells grown in collagen gel was investigated. Cysts (on day 6
of culture containing 10 �M forskolin) were exposed to 5 �M
T0901317 or 2 �M GW3965. The size of the vehicle-treated
control cysts continuously increased, but the presence of
T0901317 or GW3965 significantly retarded cyst size after day
10 of culture (Fig. 9, A and B). In addition, exposure of MDCK

cells to LXR agonists for 4 days did not alter cell viability.
These data indicate that the inhibitory effect of LXR agonists
on cyst enlargement was not caused by cytotoxicity.

DISCUSSION

The role of LXRs in cellular energy metabolism is well
documented (34), but little is known regarding their effects in
fluid and electrolyte metabolism. Therefore, we investigated
the function of LXRs in renal Cl� secretion in both an
immortalized renal principal cell model (MDCK cells) and
primary cultures of mouse IMCD cells expressing both LXR�
and LXR�. MDCK cells were used in this study because they
show characteristics of renal principal cells (15), namely, they
endogenously express CFTR (20), respond to AVP (26), fors-
kolin (38), and cAMP (23), and secrete Cl� and form cysts in
collagen support (16, 35).

This study demonstrated a novel role of LXR in the down-
regulation of Cl� transport in renal collecting duct cells.
Electrophysiological experiments revealed LXR activation in
MDCK cell monolayers by both synthetic (T0901317 and
GW3965) and physiological [22(R)-HC] ligands, leading to
inhibition of AVP-stimulated ICl mediated by CFTR. As the

Fig. 6. Effect of LXR agonist on the expression of CFTR in MDCK cells. MDCK
cells were treated with vehicle or 5 �M T0901317 followed by measurements of
CFTR mRNA expression (A) and protein expression (B). mRNA and protein
expressions were determined by real-time PCR and Western analysis, respectively
(see details in text). Values are means � SE of 3 independent experiments. *P �
0.05 compared with the vehicle-treated control.

Fig. 5. Effect of T0901317 on Na�-K�-ATPase protein expression and activity
in MDCK cells. A: effect of T0 on Na�-K�-ATPase transport function.
Na�-K�-ATPase activity was measured by permeabilization of the apical
membrane with amphotericin B for 30 min followed by the addition of 1 mM
ouabain, an inhibitor of Na�-K�-ATPase. The net positive charge at the
basolateral side (3 Na� were transported across basolateral membrane while 2
K� were uptaken into the cell) was produced and measured. The physiological
buffer (equal concentrations of ions) was added to each hemichamber to
prevent the contribution of K� flux across the basolateral membrane. Iouabain,
change in Isc after the addition of ouabain. Values are means � SE of 6
monolayers. B: Western blot analysis of Na�-K�-ATPase-� in MDCK cells.
MDCK cells were incubated with 5 �M T0901317 for 24 h before measure-
ments of Na�-K�-ATPase-� content by Western blot analysis. Representative
bands (top) and densitometry analysis (bottom) from 3 independent experi-
ments are shown.
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transport properties of a cell line could be different from those
of normal cells, we validated the effects of LXR agonists in
primary cultures of collecting duct cells. The inhibition of Cl�

secretion observed was not the result of cytotoxicity of the
LXR agonists used or their ability to act as CFTR channel
blockers. Because the inhibitory effects of LXR agonists were

not manifested during the acute incubation period (1–4 h) but
after 12–24 h of incubation, these data indicate a slow mode of
action of LXRs.

In renal collecting duct cells, AVP stimulates CFTR-medi-
ated Cl� secretion involved in the transport of Cl� from the
interstitial fluid into cells followed by transport across the
apical membrane via CFTR (26, 35). An increase in intracel-
lular Cl� concentration is established through the functions of
Na�-K�-2Cl� cotransporters, Na�-K�-ATPase, and K� chan-
nels located at the basolateral membrane (30). Changes in the
activity of these channels or transporters will result in a
decrease in total Cl� secretion. Therefore, one of several
possible explanations for the reduction in Cl� secretion in
collecting duct cells induced by activated LXR is modulation
of basolateral Cl� transport. To test this notion, the contribu-
tion of basolateral transport of Cl� in LXR-activated MDCK
cell monolayers was investigated. Permeabilization of the ba-
solateral membrane to eliminate the contribution from Na�-
K�-ATPase, Na�-K�-2Cl� cotransporters, and K� channels
in mediating the entry of Cl� into cells for further secretion
(26) had no effect on the ability of LXR activation in Cl�

secretion. To confirm that basolateral transport processes did
not account for the action of LXR activation on Cl� secretion,
Na�-K�-ATPase-� expression and ouabain-sensitive current,
an indicator of Na�-K�-ATPase activity, were determined.
LXR activation did not alter either transport function or protein
expression of Na�-K�-ATPase-�. Indeed, other studies (6, 31)
have also shown that LXR activation did not affect Na�-K�-
ATPase activity in renal cortical collecting duct cells (M1

Fig. 7. Effect of T0901371 on transport function and protein expression of
CFTR during inhibition of new protein synthesis in MDCK cells. Confluent
cell monolayers were preincubated with vehicle or 100 nM cycloheximide
overnight (12 h). Vehicle-treated cell monolayers were incubated with vehicle
or 5 �M T0901317 alone for 24 h. Cyclohximide-treated cell monolayers were
treated with cycloheximide alone or cycloheximide plus 5 �M T0901317 for
a further 24 h. After the incubation period, monolayers were then analyzed for
AVP-induced ICl (n 
 8 monolayers). *P � 0.05 compared with the vehicle-
treated control.

Fig. 8. Effect of T0901317 on Cl� secretion and CFTR
expression in mouse primary inner medullary collecting
duct (IMCD) cells. A: expression of LXR� and LXR�
mRNA and protein in mouse primary IMCD cells.
B: primary cultures of mouse IMCD monolayer cells
were treated with 5 �M T0 for 24 h followed by
measurements of AVP-induced ICl. Data are expressed as
means � SE of 6 monolayers (3 independent experi-
ments). C: quantitative PCR of CFTR mRNA and pro-
tein expression in primary IMCD monolayer cells after
treatment with vehicle or 5 �M T0901317 for 24 h.
Each bar graph represents the relative expression of
mRNA (fold change of �-actin mRNA) and protein
(densitometry of CFTR/�-actin band). Values are
means � SE of each treatment conducted in 3 indepen-
dent experiments.

F589LXR-ACTIVATING LIGANDS DECREASE Cl� SECRETION

AJP-Renal Physiol • doi:10.1152/ajprenal.00579.2012 • www.ajprenal.org



cells) and neural cells. In addition, our unpublished data
showed that mRNA expression of Na�-K�-2Cl� cotransport-
ers in collecting duct cells (M1 cells and primary IMCD cells)
was not altered by T0901317 treatment. Taken together, these
data indicate that the target of activated LXRs is not at the
basolateral membrane but apparently downstream of the
cAMP-dependent process since a cAMP analog produced a
similar result as that obtained from AVP treatment.

The transport function of CFTR is dependent on membrane
expression and the open probability of the channel. Our data
demonstrated that LXR activation decreased both total and
membrane protein expression but not mRNA expression of
CFTR, indicating that LXR activation downregulated CFTR
expression at the posttranscriptional level. However, we cannot
rule out the possibility that a change in the open probability of
the CFTR channel may account for the inhibition induced by

LXR activation. A previous study (13) in the renal proximal
tubule S2 cell line expressing human (h)OAT1 has shown that
LXR activation downregulates hOAT1 protein levels without
altering hOAT1 gene transcription. Recently, Caldas et al. (5)
reported that the LXR agonists T0901317 and N,N-dimethyl-
3�-hydroxycholenamide inhibited the function of Na� gradi-
ent-dependent phosphate transporters by decreasing Pit-2 pro-
tein and had no effect on its mRNA level. Thus, an inhibition
of translation and/or a decrease in CFTR stability may account
for the decrease in the activity of CFTR. Inhibition of new
CFTR protein synthesis by cycloheximide abolished the inhib-
itory effect of LXR on CFTR-mediated Cl� transport. These
data indicate that the processes downstream of CFTR protein
translation, such as CFTR protein stability and trafficking, may
not be the targets of LXR activation. Therefore, the possible
mechanism responsible for LXR-induced inhibition of CFTR
may be at the translational process, resulting in a decrease in
CFTR expression and a subsequent reduction of CFTR mem-
brane expression and transport function.

Several studies (4, 16) have demonstrated that CFTR plays
a crucial role in cyst enlargement in PKD. It has previously
been reported that cystic cells express LXR (14); therefore, an
inhibition of CFTR function by LXR activation would retard cyst
enlargement. Indeed, our results showed that both T0901317 and
GW3965 retarded cyst enlargement compared with the untreated
control. This phenomenon could be mediated, at least in part, by
the decrease in CFTR content resulting in reduced fluid accu-
mulation. Recently, peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR)-�, a member of the nuclear receptor superfamily, was
shown to inhibit CFTR-mediated Cl� secretion in kidney
collecting duct cells (26) and to attenuate the severity of PKD
(3, 10). An activation of LXRs alone or together with PPAR-�
may have therapeutic potential in PKD treatment.

In summary, we have demonstrated that activated LXRs
inhibited CFTR-mediated Cl� secretion, in part, by downregu-
lating CFTR protein but not mRNA transcription expression
levels. This may also account for the ability of LXR agonists,
both endogenous and synthetic, to retard the enlargement of
cysts formed from collecting duct cells. This hitherto unde-
scribed function of activated LXRs has the potential to be
further developed for the therapeutic treatment of PKD in the
future.
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