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 Полидатин, природный предшественник ресвератрола, приводит к аресту клеточного цикла и 

дифференциации колоректальных клеток человека Caco-2. 
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Краткий обзор 

Справочная информация: Человеческие клетки аденокарциномы кишечника не восприимчивы к химиотерапевтическим препаратам, 

таким как антрациклины, которые приводят к смерти при увеличении образования активных форм кислорода. Ряд исследований был 

направлен на химио-профилактическое применение ресвератрола в качестве антиоксиданта, направленного на борьбу с сердечно-

сосудистыми заболеваниями, старением и раком. При этом цитотоксическое действие ресвератрола было обусловлено его 

прооксидантными свойствами. В этом исследовании мы изучаем, может ли сочетание Ресвератрола (транс-3,5,49-тригидроксистильбен) и 

его природный предшественник Полидатин. (ресвератрол-3-О-β-моно-D-глюкозид, форма глюкозида ресвератрола) иметь 

противоопухолевый эффект как на растущие, так и на дифференцированные клетки аденокарциномы кишечника человека.  

Методика: Фармокологическое взаимодействие полидатина и ресвератрола изучалось in vitro на растущих и дифференцированных 

клеточных линиях Сасо-2 посредством анализа среднего эффекта препарата, просчитывая коэффициент  комбинации при помощи 

программного обеспечения CalcuSyn.Мы выбрали синергическую комбинацию и оценили ее влияние на биологические и молекулярные  

механизмы гибели клетки. 

Результаты: Одновременное воздействие на полидатин и ресвератрол дало синергический антипролиферативный эффект, сравнимый с 

лечением одним препаратом. Мы показали, что полидатин в одиночку или в комбинации с ресвератролом  в молярном соотношении 3:1 

синергически регулирует оксидативный стресс, клеточный цикл, дифференцирование и апоптоз. Достойная внимания обработка 

полидатином вызвало ядерную локализацию и понизило экспрессию белка теплового шока 27 и виментин, распределенный внутри клетки. 

Заключение: Согласно морфологическому и биохимическому результату мы получили доказательства того, что полидатин вызвал переход 

от пролиферативной морфологии к специфичным дифференцированным клеточным структурам и привел к гибели человеческой клетки 

СаСо2 путем  индукции апоптоза. Наши данные предполагают потенциальное использование полидатина совместно с химиотерапией при 

раке кишечника человека. 
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 Введение 

Колоректальный рак (CRC) остается ведущей причиной смертности среди многих народов и этнических групп по всему миру [1-3]. Клетки 

аденокарциномы, как и CRC клетки, невероятно устойчивы к разрушению, вызванному облучением или внутрирастительными, 

иммунологическими и химиотерапевтическими препаратами. Как следствие, опухоли трудно поддаются лечению и часто быстро 

размножаются даже в условиях, которые могут неблагоприятно повлиять на нормальные клетки. Механизмы, лежащие в основе  

преимущества выживания, могут быть частично связаны с высокой эндогенной экспрессией стрессовых белков. В отличие от нормальных 

клеток, базальный уровень индуцируемых белков теплового шока (HSPs) в опухолевых клетках зачастую выше [4,5]. Фитохимические 

вещества являются одними из наиболее перспективных химиопрофилактических вариантов терапии лечения рака. Идеальные по 

характеристикам химиопрофилактические/ терапевтические препараты – это специфическая модуляция аберрантных сигнальных путей 

через индукцию апоптоза [6]. 
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 Ресвератрол (транс-3,5,49-тригидроксистилбен) и его природный 

предшественник Полидатин (ресвератрол-3-О-β-моно-D-глюкозид 

Происхождение Продукта: корень рейнутрии японской ( Poligonum 

cuspidatum) – фитоалексины, молекулы, полученные из семенных 

растений с целью защиты герминальных центров, плодовых культур и 

корней от грибковых заболеваний, бактерий и свободных радикалов 

[7]. Химически эти молекулы являются производными стильбена. В 

Ресвератроле 3 гидроксил-группы в положении 3,4 и 5 скаффолда 

стильбена, в то время как Полидатин находится в положении 3 

глюкопиранозидного кольца. Позицию 3 замещают молекулой сахара 

таким образом, чтобы не нарушить функции поглощения гидрокси-

стильбена (ISBs), это в значительной мере относится к 4’ OH. Воллерат 

и др. [8] обосновал, что ресвератрол может быстро увеличить 

выработку NO в культивированных эндотелиальных клетках. В 

физиологических концентрациях NO защищают слизистую желудочно- 

кишечного тракта от повреждений. Действуя как антиоксидант, 

ингибирует лейкоцитарную адгезию, и поддерживает кровоток в 

слизистой [9,10]. При воспалении клетки эпителия кишечника 

подвергаются воздействию цитокинов, бактерий и многих других 

веществ, влияющих на функции клеток [11]. При этих условиях NO 

синтез II индуцируется в различных клетках, включая кишечный 

эпителий. NO синтез II способен генерировать высокую локальную 

внутриклеточную и внеклеточную концентрацию NO [12-14]. Как 

часть воспалительного процесса или сепсиса, активированные 

воспалительные клетки выработали большое количество анионов 

супероксида (О₂). Избыточные NO и О₂ радикалы быстро вступают в 

реакцию, чтобы сформировать пероксинитрит (ONOO),  чрезвычайно 

химически активную и токсичную молекулу [15-17]. Пероксинитрит 

способен нитрировать тирозиновые остатки в белках, таким образом 

нарушая сигнальные системы клеток, которые зависят от 

фосфорилирования тирозина [18,19]. Пищевые полифенолы с 

фенольными кольцами усваиваются пероксидазой и формируют 

прооксидантные фенокси- радикалы, которые достаточно химически 

активны, того чтобы оксидировать GSH или NADH, сопровождающиеся 

значительным поглощением кислорода и образованием АФК. Целью 

этой работы является исследование антиоксидации in vitro и 

антипролиферативных эффектов полидатина и ресвератрола по 

отдельности и в комбинации в клетках аденокарциномы СаСо2 

кишечника. Эта клеточная линия не очень восприимчива к 

химиотерапевтическим препаратам, вызывающим смерть от 

оксидативного стресса. Более того широко принятой моделью для 

энтероцитов человека являются дифференцированные клетки СаСо2, 

они были использованы для того, чтобы характеризовать профиль 

безопасности компонентов в условиях селективности клеток [20,21]. 

Также мы исследовали действие полидатина и ресвератрола и их 

комбинаций на линии клеток аденокарциномы кишечника в условиях 

роста и апоптоза, дифференциации цикла клетки и модуляцию HSP27, 

iNOS и внутриклеточный уровень и распределение виментина.  

Материалы и методики 

Химические препараты 

Все химические препараты высочайшего качества были произведены 

компанией Sigma Chemical Co. (Ст. Луис, США). 

Транс-полидатин и транс-ресвератрол со степенью чистоты более 99% были 

предоставлены компанией Ghimas spa (Казалеккио, Болонья, Италия). 

Препараты изготавливались в соответствии с методикой, описанной в 

патенте ЕР 1 292 319 В1 и ЕР 1 292 320 [22,23]. 

Культура клеток 

Сасо-2 (Американская коллекция типовых культур, Роквиль, Мэриленд, 

США) выращена при температуре 37°С в h- глюкозе MEM, содержащей: 1%  

(об%) незаменимых аминокислот и дополненных 10%  (об%) де-

дополненной фетальной бычьей сыворотки (FBS) (Флоу, МакЛин, Виргиния, 

США), 100 U mL-1 пенициллина, 100 мг mL-1 стрептомицина, 1% L- 

глютамина и 1% пирувата натрия. Клетки были выращены (17-21 пассажей) 

в увлажненной атмосфере 95% воздуха/ 5% СО2 при 37°С и в шести 

многолуночных планшетах разной плотности клеток. После инкубации в 

течение 4 ч в модифицированной по способу Дульбекко среде Игла (DMEM) с 

10% FBS, клетки были омыты 1% фосфатно-солевым буферным раствором с 

целью удаления неприкрепленных мертвых клеток, и были инкубированы с 

различной концентрацией транс-ресвератрола (транс-3,5,4’ –

тригидроксистильбен) и транс-полидатина (транс- 5,4’ –

дигидроксистильбен-3-О-β-D глюкопиранозид). Все эксперименты были 

выполнены в трех экземплярах. 

Чувствительность клеточных линий к гидроксистильбенам (ISBn) 

Проведена оценка чувствительности тестируемых клеточных линий к ISBn 

при использовании микропланшетного колориметрического анализа, 

который измеряет способность живых клеток преобразовывать 

растворимую соль тетразолия (МТТ) в растворимый пурпурный формазан. 

Клетки были расположены с соответствующей плотностью (5 х 10³ 

недифференцированные Сасо-2 клетки в каждой лунке и  20 х 10³ 

дифференцированные Сасо-2 клетки в каждой лунке) в 96- луночных 

планшетах для микротитрования. После 4 часов клетки подвергались 

воздействию различных концентраций ISBn на протяжении 24 часов. Затем 

50 μL MTT (1 мг  mL-1) и 200 μL  среды были добавлены к клеткам в каждую 

лунку. После 4 часов инкубации при 37°С среда была удалена, затем 

кристаллы формазана были солюбилизированы путем добавления 150 μL 

ДМСО и смешивания его в орбитальном шейкере в течение 5 минут. 

Абсорбция при 500 нм измерялась с помощью считывателя. Эксперименты 

были выполнены в трех экземплярах. Для проверки 0,5 % ДМСО было 

добавлено к необработанным клеткам. 

Исследование ISBn комбинации 

Для исследования синергизма между транс- полидатином и транс- 

ресвератролом на задержку роста Сасо-2 клеток, клетки были помещены в 

96-луночный планшет с соответствующей плотностью (5 х 10³ 

недифференцированные Сасо-2 клетки в каждой лунке и  20 х 10³ 

дифференцированные Сасо-2 клетки в каждой лунке). После 24 часов 

инкубации при 37°С клетки подвергались воздействию различных 

концентраций полидатина (от 0 до 500 μМ) или ресвератрола (от 0 до 500 

μМ) и их комбинаций (50:50, 75:25, 25:75 молярное соотношение полидатин: 

ресвератрол соответственно). Исследования комбинации препаратов 

основывались на кривых концентрации-эффекта, сформированных в 

качестве пилотной фракции выживших клеток в сравнении с 

концентрацией препарата после 24 часов обработки. 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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 Оценка синергии количественного взаимодействия лекарственных 

препаратов проведена компьютерной программой Calcunsyn (Biosoft, 

Ferguson, MO). Значения коэффициента комбинации (CI) от < 1, 1 и > 1 

показывают синергию, аддитивность и антагонизм соответственно 

[15]. Кроме того проанализирован особый вклад транс- полидатина и 

транс- ресвератрола на цитотоксический эффект комбинации путем 

расчета коэффициента потенцирования (PF), определяемого как 

отношение IC50 или транс- полидатина, или транс-ресвератрола к IC50 

комбинации полидатина полидатина/ ресвератрола соответственно, 

как описано выше; более высокий PF показывает большую 

цитоцикличность. 

Активность щелочной фосфатазы (ALP) 

Активность ЩФ использовалась как показатель степени 

дифференциации Сасо-2 клеток человека. Прикрепленные и 

плавающие клетки были омыты и лизированы 0,25 % дезоксихолатом 

натрия, главным образом, как описано Герцем и др. [24]. Активность 

ЩФ была определена Sigma Diagnostics ALP реактива (№245). Общее 

содержание клеточного белка в образцах было определено в процессе 

микроанализа, описанного Бредфордом  [25] с помощью набора 

реагентов Кумасси (Coomassie Protein Assay Reagent kit (Pierce). 

Активность ЩФ рассчитана в единицах активности на миллиграмм 

белка. 

Анализ нитритов 

NO быстро преобразуется в стабилизированные нитрит и нитрат 

конечные продукты. Нитрит измерялся реакцией Грисса и описан 

Грином и др. [26]. Анализ нитрита в этой работе был описан Томез-

Монтеррей И. и др. 

Анализ проточной цитометрии 

Сасо-2 клетки были помещены в 6 мультилуночных планшетов с 

плотностью 25 х 105 клеток в каждой лунке. После 24 часов инкубации 

с ISBn клетки были омыты в PBS, центрифугированы и 

непосредственно окрашены в растворе йодида пропидия  (PI) (50 мг PI 

в 0,1 % NP40, pH 7.4) в течение 30 минут при 4°С в темноте. Проточный 

цитометрический анализ проводили с помощью FACScan проточного 

цитометра (Бектон Дикинсон, Сан Хосе, Калифорния, США). Для оценки 

цикла клетки собрали PI флуоресценцию в виде FL2 (линейной шкалы) 

при использовании программного обеспечения ModFIT (БЕКОН 

Дикинсон). Чтобы оценить содержание внутриклеточной ДНК, не 

менее 20000 событий для каждой точки были проанализированы по 

крайней мере в трех отдельных экспериментах, дающих SD менее 5%. 

Выработка супероксида аниона в митохондрии была определена путем 

окрашивания гидроэтидином (НЕ). Обработанные и необработанные 

клетки инкубировали на 1 час с 20 ng  mL-1 HE и повторно 

использованы, омыты дважды PBS и клеточную гранулу добавили к 1 

mL PBS. Накопление HE- супероксида аниона (НЕ-О) измерено FACScan 

проточным цитометром (FACScan, Бекон Дикинсон) с применением 

программного обеспечения CellQuest. Для каждого образца было 

получено 2 х 104 событий. Анализ проводился в трех экземплярах как 

минимум в трех отдельных экспериментах. 

 

Иммунная и конфокальная микроскопия 

Выращенные Сасо-2 клетки были фиксированы в PBS 4% 

параформальдегида, затем 5 минут пермеабилизированы с PBS 1% 

Triton. Иммунное окрашивание проводилось при помощи инкубации с 

антителами анти-iNOS, антиHsp27 и анти- виментина 1:1000 с 

последующим выявлением Су3-конъюгированных антител кролика к 

иммуноглобулину (Ig) G (Иммуноисследовательские лаборатории 

Джексона, Вест Грув, Пенсильвания) при разведении 1/200 на 45 

минут. Клетки были исследованы под конфокальным микроскопом 

LSM-410 Zeiss. 

Оценка апоптоза с помощью Вестерн- блот анализа 

Клетки Сасо-2 были выращены в течение 24 часов с или без 

Ресвератрола и/ или полидатина в ранее описанных 

экспериментальных условиях. Для подготовки клеточных экстрактов  

их омывают дважды ледяным PBS/ BSA, повторно используют и 

центрифугируют в течение 30 минут при 4% в 1 мл лизирующего 

буфера (1% Triton, 0,5% дезоксихолата натрия, 0,1 М NaCl, 1 mM EDTA, 

pH 7.5, 10 mM Na2HPO4, pH 7.4, 10 mM PMSF, 25 mM бензамидина, 1mM 

лейпептина, 0.025 U/ml апротинина). Равное количество клеток 

белков были разделены SDS-PAGE. Белки в геле согласно методу  

электрофоретического переноса (электроблоттинга) переведены в 

нитроцеллюлозу и вступили в реакцию с различными MAbs. 

Временная трансфекция 

Клетки были помещены с плотностью 3 х 105  в каждой лунке в 6-

луночных планшетах (≈70% комбинации) и трансфектированы в 

тройном экземпляре при помощи трансфекционного реагента 

согласно протоколу производителя, как указано выше [27]. pcDNA.3.1- 

HA-myr-AKT-доминирующая активная конструкция или пустые 

векторы pcDNA-em-GFP, используемые в этой работе, описаны в 

Amodio N. и др7 [27]. Эксперименты проводились как минимум три 

раза. 

Статистический анализ 

Значения выражены как среднее ± SE. Значение разницы между 

контрольным и каждым экспериментальным тестовым условием 

анализировали с помощью непарного T-критерия Стьюдента и Р < 0,05 

считался статистически значимым. 

Результаты 

Действие гидрокси-транс-стильбена (ISBn) в Сасо-2 клеточных 

линиях 

Мы оценили действие транс-полидатина (Pol) и транс-ресвератрола 

(Res) на ингибирование роста недифференцированных 

(экспоненциально растущих) и дифференцированных (пост-

конфлюэнтных) Сасо-2 клеточных линий (Рисунок 1). Оба ISBn 

вызвали дозозависимое ингибирование роста на 24 часа с 72 и 192 μМ 

(IC50) Pol в растущих и дифференцированных клетках соответственно, 

в то время как IC50 в растущих и дифференцированных Сасо-2 клетках  

были 156 и 373 μМ концентраций Res соответственно (Таблица 1). 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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Синергический антипролиферативный эффект комбинации 

полидатина/ ресвератрола 

На основе этих результатов, мы оценили ISBn может быть 

синергическим, оказывая влияние на ингибирование роста Сасо-2 

клеток. В частности проведена оценка ингибирования роста клеток 

под влиянием различных концентраций комбинации pol/res в течение 

24 часов на Сасо-2 клеточную линию. Использовалась Calcusyn [28], 

программное обеспечение, для изучения синергизма наших 

препаратов. При помощи этого программного обеспечения 

синергические условия появляются при коэффициенте комбинации 

(CI) < 1.0. При CI < 0,5 комбинация чрезвычайно синергическая. 

Комбинация Pol и Res синергическая, когда обе смеси используются в 

больших концентрациях полидатина (pol/res молярное отношение = 

3:1) на растущих Сасо-2 клетках (Рисунок 2А). С другой стороны 

антагонизм был записан при соотношении с более высокими 

концентрациями Res (данные не показаны). В синергической 

комбинации препарата CI50 (коэффициент комбинации 

рассчитывается для 50% жизнеспособных клеток с помощью анализа 

изоболограммы) был 0,88. Все комбинации Pol/ Res в различных 

молярных соотношениях были чрезвычайно синергичными на 

дифференцированных Сасо-2 (Рисунок 2 панель В). Данные 

результаты показывают, что синергизм на растущих Сасо-2 клетках 

только при соотношении полидатина/ ресвератрола 3:1, в 

дифференцированных Сасо-2 клетках очень сильный синергизм 

можно записать на пролиферации клетки при более высокой 

концентрации ресвератрола. Все последующие оценки были 

выполнены при 240 и 100 μМ Pol и Res соответственно (3:1 

полидатин/ресвератрол молярное соотношение). 

ISBn комбинация влияет на арест клеточного цикла и 

дифференцирование растущих Сасо-2 клеток 

Воздействие ISBn на пролиферацию клетки может повлиять на 

клеточный цикл и индукцию запрограммированной гибели клетки. 

Чтобы изучить эту возможность, экспоненциально растущие Сасо-2 

клетки были обработаны  полидатином и ресвератролом как в 

отдельности, так и в комбинации и было проанализировано их 

влияние на клеточный цикл (Рисунок 3). Клетки, обработанные 

только полидатином или в комбинации с ресвератролом в течение 24 

часов показали 27% увеличения количества Сасо-2 клеток в S-фазе, в 

то время как G1 популяция снизилась. Это заключение было 

дополнительно подтверждено ростом р21 экспресси в Сасо-2 клетках, 

обработанных ISBn комбинацией. Поскольку арест деления клетки – 

одна из предпосылок дифференцирования клетки, было определено 

влияние ISBn на Сасо-2 дифференцирование путем измерения 

активности щелочной фосфатазы (ALP) в качестве показателя 

дифференцирования энтероцитов, коррелируемых в пост-

конфлуэнтной фазе [29]. В растущих Сасо-2 клетках и полидатин, и 

ресвератрол немного увеличивают ALP ферментную активность 

(Рисунок 3 группа В). Синергический эффект на активность ALP был 

записан в молярном соотношении 3:1 pol/res, в котором максимально 

было достигнуто 30% роста в сравнении с необработанными 

клетками. С другой стороны в дифференцированных клетках 250%, 

70% и 300% активность ALP возросла с полидатином и ресвератролом 

в отдельности и ISBn комбинации обработанных клеток 

соответственно. 

 

Рисунок 1 Влияние полидатина и ресвератрола на рост 

дифференцтрованных и растущих Сасо-2 клеток. Растущие Сасо-

2 клетки (группа А) и дифференцированные Сасо-2 клетки (группа 

В) были обработаны в течение 24 часов повышенными 

концентрациями (0,2-300 μM) полидатина и ресвератрола. Влияние 

на рост клеток выражалось в % ингибировании по отношению к 

необработанным клеткам (контроль). Рост клеток оценивали 

методом MTT, как описано в “Материалах и методиках”. Приведена 

структура транс-ресвератрола и его природного предшественника 

полидатина.___________________________________ 

 

В недифференцированных СаСо-2 клетках результат 

антипролиферативного эффекта выше в сравнении с 

дифференцированными клетками для двух ISBn, более того 

полидатин вышел более цитотоксичным  по сравнению с 

ресвератролом в двух клеточных моделях.  

Таблица 1 Действие полидатина (Pol), ресвератрола (Res), на рост пре- 

и пост-конфлюэнтных Сасо-2 клеткок 

                 Препарат                  IC50 (μM) Пре-конф   IC50 (μM)  Пост-конф 
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 Антиоксидантное действие ISBn в Сасо-2 клетках 

Антиоксидантаное свойство ресвератрола и полидатина в 

отдельности или в комбинации были изучены на основе 

митохондриальных супероксид анионов, выработки внеклеточных 

NO и остаточных ферментов. На рисунке 4 изображены 

митохондриальные супероксид анионы (панель А), в растущих и 

дифференцированных Сасо-2 клетках после 24 часов обработки Pol, 

Res и их комбинациями (молярное соотношение 3:1 Pol/Res). В 

растущих СаСо-2 клетках полидатин определил сокращение 

митохондриальных супероксид анионов в 2 раза в сравнении с 

необработанными клетками (ctr), хотя Res повлиял на слабый рост 

супероксид анионов. 

В растущих обработанных комбинацией Сасо-2 клетках ресвератрол 

умеренно антагонизировал сокращение супероксид анионов под 

воздействием полидатина. ISBs комбинации повлияли на 

синергический рост (p < 0,006) TBARS (показатели перекисного 

окисления липидов) в растущих Сасо-2 клетках в сравнении с 

необработанными клетками. В дифференцированных клетках 

полидатин и ресвератрол увеличивают пероксидацию липидов 

примерно в 4 и 2 раза соответственно, в то время как 

комбинированная терапия ISBn способствует дополнительному 

увеличению TBARS до 5 раз в сравнении с необработанными 

клетками (данные не показаны). Выработка свободных NO 

определяется в среде измерением устойчивых продуктов 

окисления, NO2. 

 

Рисунок 2 in vitro  синергичное антипролиферативное влияние ISBn комбинации на растущие и дифференцированные  Сасо-2 

клетки. Кривые CI/фракционного эффекта показали CI в сравнении с фракцией клеток пораженных/ погибших от комбинации  

полидатина и ресвератрола, повлиявшие на растущие (группа А) и дифференцированные Сасо-2 клеточные линии (Группа В). 

Комбинированный анализ был проведен согласно методу, описанному Чоу и Талалэй (см. Материалы и Методики). Комбинации были 

синергичными при CI < 0.8. Показательный эксперимент проводился дважды для каждой клеточной линии; на рисунке указаны 

значения CI50. 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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Рисунок 3А Влияние ISBn в отдельности и в комбинации на перераспределение популяций растущих Сасо-2 клеток. Данные представляют процентное 

содержание клеток в каждой фазе клеточного цикла. Перераспределение клеточного цикла определено проточным цитометрическим анализом ДНК. 

Образцы экспоненциально растущих Сасо-2 клеток анализировались на протяжении 24 часов обработки 100 и 240 μM ресваретрола и полидатина в 

отдельности и в комбинациях. Значения указывают на процентное содержание клеток в G0/G1, S и G2/M фазах. Представлены данные четырех различных 

исследований. В группе А Вестерн- блот анализ  экспрессии Р21 белка и тубулина в стадии роста. В: Влияние ISBn на дифференциацию Сасо-2 клеток. 

Дифференциация Сасо-2 клеток оценивалась измерением ALP активности после 24 часов обработки 0,240 и 100 μM Pol, Res и их комбинаций. Итоговые 

данные показаны значениями ± SEM: (n=4; *P< 0.05) и оценены ALP активностью. 

 

 

 

Только полидатин вызывает четырех и двухкратное увеличение выработки внеклеточного NO2 в растущих и 

дифференцированных Сасо-2 клетках соответственно (Рисунок 4В). С другой стороны комбинированная терапия ISBn 

способствует незначительному росту NO2 в сравнении с обработкой только полидатином, такое снижение было более 

очевидным в  растущих клетках, чем в дифференцированных (Рисунок 4 группа В). Обработка растущих клеток только ISBn 

или в комбинации приводит к значительному уменьшению Mn-SOD активности в дифференцированных клетках (Рисунок 4 

группа D) в сравнении с необработанными контрольными клетками (CTR).  

Полидатин вызывает дифференциацию пре-конфлюэнтных клеток при помощи модулирования и клеточной 

локализации iNOS и HSP27 белка 

iNOS индукция резко возросла в постконфлюэнтных (дифференцированных) Сасо-2 клетках [30]. При анализе 

конфокальной микроскопией уровень экспрессии iNOS в пре-конфлюэнтных Сасо-2 клетках низкий по сравнению с ISBn 

обработанными клетками (Рисунок 5 группа А). Полидатин воздействует на iNOS клеточную  локализацию в периферии 

цитозола, между тем как ядерный фермент в обработанных ресвератролом клетках. В растущих Сасо-2 клетках, 

обработанных ISBn комбинацией iNOS накопились в периферийной и ядерной областях. HSP27 иммунное окрашивание 

преконфлюэнтных Сасо2 клеток показало гиперэкспрессию и цитоплазмическую локализацию с и без обработки 

ресвератролом (Рисунок 5 группа В). 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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Рисунок 4 Влияние ISBn в отдельности и в комбинации на митохондриальные супероксид анионы, окись азота и активность 

фермента каталазы в Сасо-2 клетках. (А) После 24 часов обработки Сасо-2 полидатином и ресвератролом в отдельности или в 

комбинации (240 и 100 μМ) при 370С выработка митохондриального супероксид аниона была проанализирована НЕ (20 ng mL-

1)окрашиванием. Накопление краски исследовалось при помощи проточного цитометра FACScan (FACScan Becton Dickinson) и 

программного обеспечения CellQuest, а яркость полос выражала процент контроля. Для каждого образца были получены 2 х 104 

событий. (В) Окись азота измерялась в среде. Для оценки каталазы (С) и MnSOD активности использовались гомогенаты цельных 

клеток. Столбцы представляют собой средние величины ± SEM трех независимых экспериментов. Звездочки указывают на 

значительную разницу между обработанными образцами Сасо-2 по сравнению с контрольным значением. **P < 0,003; *P < 0,05. 

 

 

Обработка только полидатином или в комбинации с ресвератролом, 

напротив, приводит к уменьшению экспрессии и ядерной локализации 

Hsp27 белка. В то же время 24 часовая обработка 240 микроМ 

полидатина вызвала перинуклеарное перераспределение и 

морфологическую перестройку филаментов Виментина. 

Синергическое влияние ISBn комбинации на ингибирование роста 

опосредовано апоптозом 

Было показано, что HSP27 блокирует с-опосредованную активацию 

каспаз цитохромом [31], апоптотический эффект, индуцированный ISB 

обработкой, был изучен путем анализа активности каспазы-3. 

Активность каспазы-3  увеличилась в растущих Сасо-2 клетках, 

обработанных комбинацией (Рисунок 5 группа D) [31-33]. В выросших 

Сасо-2 клетках под Ресвератролом и Полидатином в течение 24 часов 

обнаружено выраженное расщепление поли (АДФ-рибозы) 

полимеразного белка (PARP), параллельное уменьшение полной 

длины изоформы белка (Рисунок 6). Аналогичные данные были 

записаны для каспазы 9, инициатора каспазы. Проведена оценка 

влияния ресвератрола и полидатина на терминальные ферменты 

жизнеобеспечивающего ras-зависимого сигнального пути MAPK, Erk-1 

и Erk-2, и р-Erk-1 и р-Erk-2. Res вызвал несущественное увеличение 

Erk-1 и 2 параллельных снижения их активности. Pol  в отдельности и 

в комбинации с Res вызвал резкое уменьшение Erk-1 и Erk-2 

экспрессии и сильное увеличение их активности в преконфлюэнтных 

и пост конфлюэнтных клетках, согласно оценкам вестерн-блот 

анализа с использованием mAb, полученного из фосфорилированных / 

активированных изоформ двух ферментов (Рисунок 6). 

 

После этого было оценено влияние отдельных агентов или 

комбинации на другой важный путь выживания, регулируемый ras,  

Akt / PKB сигнальными путями. Подробно изучена Akt экспрессия при 

помощи вестерн- блоттинга. Res в отдельности  не вносит 

существенных изменений в Akt экспрессию, а Pol  и комбинация 

вызвали почти полное снижение экспрессии фермента (Рисунок 6). 

Чтобы продемонстрировать, что полидатин может увеличить апоптоз 

общим уменьшением экспрессии и функции АКТ белка, был 

сгенерирован рост Сасо-2 клеток гиперэкспрессии АКТ при помощи 

транзиентной трансфекции с полнометражной кодирующей 

последовательностью доминантного положительного (конститутивно 

активированного) вектора гена АКТ. Как показано на Рисунке 7, и 

совокупный АКТ, и фосфорилированный АКТ были снижены в клетках 

транзиентной трансфекции только после  обработки полидатином. 

При тех же экспериментальных условиях было зарегистрировано 

сопутствующее увеличение расщепленной формы PARP (Рисунок 7). 

Все эти данные показывают, что синергический эффект полидатина и 

комбинации Res/Pol в Сасо-2 клетках сопровождается нарушением 

двух разных путей выживания и увеличением апоптоза. 

Обсуждение 

Эпителий тонкого кишечника представляет собой высоко 

динамичную непрерывно обновляющуюся систему, весь процесс 

пролиферации, дифференциации, апоптоза происходит в течение 3-5 

дней. Процесс дифференциации клеток можно имитировать in vitro с 

помощью Сасо -2 клеточных культур. 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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Рисунок 5 Конфокальный анализ обработанных ISBn растущих Сасо-2 клеток, окрашенных для iNOS, hsp27 и виментина. Группа 

А: Субклеточная колокализация филаментов iNOS (красный) и виментина (зеленый) в Сасо-2 клетках без ISBn (ctr) и с обработкой Pol, 

Res, и комбинацией Pol- Res. Клетки были инкубированы с антителами анти-виментина, анти- HSP27, и анти-iNOS.  Изображения 

получены методом конфокальной микроскопии. Группа В: Субклеточная колокализация филаментов HSP-27 (красный) и виментина 

(зеленый) в Сасо-2 клетках без ISBn (ctr) и с обработкой Pol, Res, и комбинацией Pol- Res. Клетки были инкубированы с антителами 

анти-виментина, анти- HSP27, и анти-iNOS. Изображения получены методом конфокальной микроскопии. Группа С: Уровни экспрессии 

белков показаны как насыщенность, измеряемая программным обеспечением Image J. Группа D: Активность каспазы-3 на растущие и 

дифференцированные Сасо-2 клетки без ISBn (ctr) и с обработкой Pol, Res, и комбинацией Pol- Res. Активность Каспазы-3 определялась 

путем инкубации цельноклеточных экстрактов с 40 μМ субстратом каспазы-3 и измерением выработки гидролизованных 7- амидо-4- 

метил- кумариновых (АМС) групп с помощью многоэтапного считывателя. Результаты представлены в четырех отдельных 

экспериментах; приведенные сводные данные являются средними величинами ± SEM.  

 Хотя раковые по происхождению, эти клетки проходят 

постепенный процесс дифференциации, который происходит 

самопроизвольно как только случается слияние. В наших 

предыдущих исследованиях  изучены ISBn 

иммуномодулирующие [34], противовоспалительные [35], и 

антираковые [36-38] свойства в меланоме [36], рак груди [37] и 

рак кишечника [38], производные клеточные модели. В текущем 

исследовании показано, что полидатин сам по себе или в 

комбинации с ресвератролом оказывает совместный 

противоопухолевый эффект на обе растущие и 

дифференцированные Сасо-2 клеточные линии. Обстоятельно 

анализ роста клеток показал, что в одиночку полидатин имеет 

более сильную цитотоксичность (IC50= 72 μM), чем ресвератрол 

(IC50= 156 μM) в растущих Сасо-2 клетках. Синергический 

антипролиферативный эффект был достигнут только при 

молярном соотношении pol/res 3:1, как показал анализ среднего 

эффекта и расчет CIs, комбинации при молярном соотношении 

при 1 и 0,25 были антагонистическими. В дифференцированных 

Сасо-2 клетках IC50 достиг  192 и 373 μM Pol и Res 

соответственно, а анализ роста четко показал, что все pol/res 

комбинации в молярном соотношении были чрезвычайно 

синергичными. 

Устойчивость клеток аденокарциномы толстого кишечника 

человека к противоопухолевым препаратам, которые могут 

вызвать гибель клеток посредством оксидативного стресса, по 

крайней мере частично связана с высокой эндогенной 

экспрессией стресс-белков, включая семейство HSP. 

Литература включает подробную документацию по 

антиоксидантному действию (АО) ресвератрола [39]; однако 

дифференциальная локализация ресвератрола и полидатина в 

липидном бислое объяснила[40], что наблюдался 
синергический эффект. Очевидные противоречия, основанные 

на многочисленных докладах, обеспечивающих доказательство 

про-оксидантного эффекта Res.  Res в качестве AO для липидов 

часто имеет про-оксидантное влияние на ДНК или белок. Про-

оксидантное действие Res может привести к аресту клеточного 

цикла или апоптозу. В наших экспериментальных условиях Res 

(100 μM) проявляет про-оксидантные свойства, о чем 

свидетельствует увеличение митохондриального супероксид 

аниона, не сопровождающееся арестом клеточного цикла и 

апоптозом. Pol, с другой стороны, при 240 μM после 24 часов 

влияет на значительное уменьшение митохондриального 

супероксид аниона в растущих Сасо-2 клетках, этот эффект 

смягчается при комбинации с Res. 

http://www.translational-medicine.com/content/11/1/264
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Рисунок 6 Влияние обработки ISBn на PARP, Каспазу 9, общий ERK ½, фосфорилированный ERK ½ (p- ERK), AKT и экспрессию 

тубулина оценивалось методом Вестерн-блоттинга. Пре- и постконфлюэнтные Сасо-2 клетки подвергались обработке ISBn в 

отдельности или в комбинации в течение 24 часов. Полосы, выражающие экспрессию PARP, Каспазы 9, ERK ½, фосфорилированного 

ERK ½ (p- ERK), AKT и тубулина проявляются после 24 обработки ISBn. 

Cнижение ROS не коррелирует с повышением активности 

супероксиддисмутазы марганца (MnSOD) и, вероятно, связано с прямой 

антиоксидантной активностью полидатина. Cнижение уровня 

митохондриального супероксид аниона сопровождалось увеличением 

выработки свободных NO, что свидетельствует о возможном участии Pol 

в регулировании баланса между NO и пероксинитрита. Защитное 

действие свободных NO наблюдалось в гепатокарциноме [41], HT-29 

клеточной линии карциномы толстого кишечника человека [42], 

слизистой мочевого пузыря [43] и воспалительных клетках [44]. 

Повышенный уровень свободных NO может быть ответственен за 

динамику цитоскелета [45]и дифференциацию клеток [46]. Наши 

исследования говорят о том, что снижение жизнеспособности в 

растущих Сасо-2 клетках, вызванное полидатином, также указывает 

на клеточные структурные изменения. Мы наблюдали повышенную 

дифференциацию по ALP активности с сопутствующим 

перераспределением Виментина и HSP27 белков. Пре-конфлюэнтная 

Сасо-2 клеточная популяция, выжившая после обработки Pol (240 μM, 

24 часа), имела ядерную локализацию HSP27 и наблюдался рост 

количества клеток в S- фазе. Все данные исследования показывают, 

что полидатин влияет на цитотоксическую активность через 

механизмы воздействия, отличающиеся от ресвератрола. Кроме того, 

допустимо, что причиной гибели полидатин- индуцированных 

клеток стал апоптоз, как предполагала активация цистеиновой 

протеазы каспазы-3, являясь основным эффектором для 

апоптотических процессов, зарождающихся на клеточном 

мембранном и митохондриальном уровнях [47]. В действительности 

доказано, что полидатин повлиял на апоптоз в Сасо-2 клетках как 

вторичное воздействие после модуляции окислительного стресса, 

что в свою очередь вызвало перераспределение HSP27 и виментина и 

дифференциацию Сасо-2 клеток в энтероциты, указывая на 

дозозависимый переход от антиоксидантных эффектов к про-

оксидантным. Ресвератрол существенно увеличил экспрессию iNOS. 

Для определения механизмов, лежащих в основе pol- опосредованной 

гиперэкспрессии р21, было проведено тестирование активации ERK: 

важного регулятора р21 в других клеточных линиях [47]. В растущих 

Сасо-2 клеточных линиях полидатин и ресвератрол значительно 

увеличил ERK1/2 фосфорилирование и индуцировал каспазу-3, 

активировав апоптоз. Это воздействие, достигшее максимальной 

выраженности после 24 часов обработки, повлияло на 

сопутствующее уменьшение числа клеток. Снижение 

жизнеспособности клеток, вызванное двумя этими соединениями, 

также было связано со структурными изменениями клеток, вероятно, 

вызванными перестройками цитоскелета, которые могли оказаться 

причиной потери сигналов к выживанию клетки. Это подразумевает, 

что гибель клетки предшествовала соответствующим клеточным 

изменениям, влияющим на жизнеспособность и пролиферацию 

клетки. Кроме того есть предположение, что причиной гибели ISBs- 

индуцированных клеток стал апоптоз, как предполагала активация 

каспазы-3, являясь основным эффектором для апоптотических 

процессов, зарождающихся на клеточном мембранном и 

митохондриальном уровнях [48]. 
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Рисунок 7 Влияние обработки ISBn на экспрессию общего AKT-1/2, 

фосфо- АКТ- ½ и расщепленная изоформа ПАРП (PARP) в 

доминантной положительной АКТ- транзиентно 

трансфицированной Сасо-2 клетке (как описано в “Материалах и 

Методиках”). Клетки были обработаны Pol и Res в их IC:50 

концентрациях в течение 24 часов, затем подготовлены для анализа 

методом Вестерн-блоттинга, как описано в « Материалах и методиках». 

GAPDH использовался в качестве транспортного контроля. Блоты 

показаны из одного репрезентативного эксперимента, полученного из 

трех различных экспериментов, которые дают всегда похожие 

результаты. 
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Способствование гибели клетки ERK активацией может исходить от 

подавления сигналов к выживанию клеток. Фосфатидилинозитол 3-

киназы/ Akt путь играет критическую роль в регуляции 

жизнеспособности клетки, а наибольший рост и факторы выживания 

активируют этот путь [49]. Недавно сообщалось, что вывод 

растворимых факторов выживания из первичных культур 

проксимальных трубчатых клеток почек мыши привел к активации 

ERK1/2, что сопровождалось постепенным снижением активности Akt и 

апоптоза [50]. Предлагалось мнение, что дифференцированная 

клеточная линия Caco-2 может считаться подходящей моделью для 

нормальных клеток кишечника из-за ее способности приобретать 

фенотип зрелых мелких кишечных клеток [51,52]. Нами исследовано, 

что полидатин имеет хороший профиль по отоношению к 

селективности клетки, на самом деле он имел подобную и мощную 

цитотоксическую активность против растущих Сасо-2 клеточных 

линий, в то время как в дифференцированных Сасо-2 клетках он был в 

три раза менее мощным. Способность полидатина смещать 

недифференцированные Сaco-2 клетки в дифференцированные 

энтероциты, а затем проходить процесс запрограммированной гибели 

клеток, настоятельно рекомендует, что это соединение должно быть 

дополнительно исследовано для его потенциального использования в 

новой комбинированной химиотерапии при раке кишечника. 
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NO: окись азота, TBA: 2-тиобарбитуровая кислота, CAT: Каталаза, ROS: 
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