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В  силиконе

диагностированный  рак  (1).  Хроническое  воздействие  ультрафиолета  (УФ)  признано  основным  этиологическим

в  пробирке  

в  пробирке

фактор  канцерогенеза  кожи  (2).  УФ-спектр  можно  разделить  на  3  длины  волны:  УФА
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PI3-K  и  Src  напрямую  взаимодействовали  с  таксифолином,  тогда  как  таксифолин  связывался  с  EGFR  и

значительно  подавлял  частоту  возникновения,  объем  и  множественность  опухолей  при  индуцированном  солнечным  УФ  (SUV)

Рез

существенное  снижение  индуцированного  SUV  фосфорилирования  EGFR  и  Akt  в  коже  мышей.  Эти

таксифолин;  ЭГФР;  ПИ3-К;  канцерогенез  кожи
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таксифолин  взаимодействует  с  EGFR  и  PI3-K  в  кармане  связывания  АТФ  и  ингибирует  их  киназу.

виды  деятельности.  Вестерн-блоттинг  показал,  что  таксифолин  подавляет  фосфорилирование,  индуцированное  УФ-В.

результаты  показывают,  что  таксифолин  оказывает  химиопрофилактическое  действие  на  кожу,  индуцированную  УФ-излучением.

оказывает  множественное  биологическое  действие,  но  молекулярные  механизмы  и  прямая  мишень  (мишени)  таксифолина  в

эпидермальные  клетки.  Уровни  экспрессии  и  промоторная  активность  ЦОГ-2  и  простагландина  Е2  (PGE2)
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результаты  показывают,  что  рецептор  эпидермального  фактора  роста  (EGFR),  фосфатидилинозитол-3-киназа

эмбриональные  фибробласты  (MEF)  по  сравнению  с  MEF  дикого  типа  EGFR.  Таксифолин  также  ингибирует
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(PI3-K)  и  Src  являются  потенциальными  мишенями  для  таксифолина.  Результаты  нисходящего  анализа  показали,  что  EGFR,

ЭФР-индуцированная  трансформация  клеток.  Важно  отметить,  что  местное  введение  таксифолина  на  кожу  спины

,

В  США  зарегистрировано  1  000  000  новых  случаев  рака  кожи,  что  составляет  40%  всех

PI3-K,  но  не  Src  в  клетках.  Данные  АТФ-конкуренции  и  анализа  киназы  показали,  что

Модель  канцерогенеза  кожи  на  мышах.  Дальнейший  анализ  показал,  что  в  группе,  получавшей  таксифолин,
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Рак  кожи  является  одним  из  наиболее  часто  диагностируемых  видов  рака  в  Соединенных  Штатах.  Сообщается,  что  таксифолин

EGFR  и  Akt,  а  затем  подавляли  их  сигнальные  пути  в  коже  мышей  JB6  P+.

Химиопрофилактика  рака  кожи  до  сих  пор  неизвестна.  компьютерный  скрининг  и  профилирование  киназы

канцерогенез  путем  нацеливания  на  EGFR  и  PI3-K.

Рак  кожи  является  одним  из  самых  распространенных  видов  рака  в  Соединенных  Штатах.  Каждый  год  более

генерация,  вызванная  УФ-В,  также  ослаблялась  таксифолином.  Влияние  таксифолина  на  сигнальные  пути,  индуцированные  

УФ-В,  и  на  генерацию  PGE2  было  снижено  у  мышей  с  нокаутом  EGFR.
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Материалы  и  методы

Таксифолин,  также  известный  как  дигидрокверцетин,  представляет  собой  флавонон,  обычно  встречающийся  в  луке  

(18),  расторопше  пятнистой  (19),  французской  морской  коре  (20)  и  коре  дугласовой  пихты  (21)  в  форме  агликона  или  

гликозида.  Таксифолин  обладает  множественными  биологическими  эффектами,  включая  антиоксидантное  и  

противовоспалительное  действие,  и  играет  роль  в  профилактике  сердечно-сосудистых  заболеваний  (22–24).

«Агликоновая  форма  таксифолина  была  приобретена  у  Sigma-Aldrich  (>85%;  2R,3R-(+)-таксифолин,  Сент-Луис,  

Миссури),  а  таксифолин  был  приобретен  у  ENZO  Life  Sciences  (>90%;  (+)-  таксифолин,  Plymouth  Meeting,  PA).  

Активные  белки  EGFR,  PI3-K  (p110δ/p85α)  и  Src  были  получены  от  Millipore  (Billerica,  MA).  Антитело  для  обнаружения  

фосфорилированного  p38  (Tyr180/Tyr182)  было  приобретено  у  BD  Biosciences  (Sparks,  MD).  Антитела  против  суммарных  

Src,  p38,  ERK1/2,  JNKs,  Akt,  p90RSK  и  EGFR,  а  также  фосфорилированных  ERK1/2  (Thr202/Tyr204),  JNKs  (Thr183/Tyr185),  Akt  

(Tyr308  и  Ser473),  MSK  (Ser376),  p90RSK  (Thr359/Ser363)  и  EGFR  (Tyr1068)  были  получены  от  Cell  Signaling  Biotechnology  

(Danvers,  MA).  Антитела  против  тотального  MSK,  PI3-K  (p110)  и  β-актина  были  получены  от  Santa  Cruz  Biotechnology  

(Санта-Крус,  Калифорния).  Набор  для  ИФА  простагландина  E2  (PGE2) ,  набор  для  скрининга  ингибиторов  СОХ  и  антитело  

против  СОХ-2  были  приобретены  у  Cayman  Chemical  (Ann  Arbor,  MI).

в  пробирке

Рецептор  эпидермального  фактора  роста  (EGFR)  активируется  УФ-излучением  (8).  EGFR  является  членом  рецепторной  

тирозинкиназы,  и,  как  сообщается,  он  активируется  и/или  сверхэкспрессируется  при  различных  видах  рака  человека,  

включая  рак  кожи,  индуцированный  УФ-излучением  (9–10).  УФ-облучение  быстро  активирует  EGFR  за  счет  индукции  

лигандов  EGFR  и  инактивации  цитоплазматических  протеинтирозинфосфатаз,  что  поддерживает  низкий  базальный  

уровень  фосфорилированного  EGFR  (11–13).  УФ-активированный  EGFR,  в  свою  очередь,  активирует  ряд  сигнальных  

каскадов,  включая  внеклеточные  регулируемые  киназы  (ERK),  киназу  p38  и  c-Jun  NH2-концевые  киназы  (JNK),  которые  

являются  известными  регуляторами  клеточного  деления  (14–16).  В  ответ  на  УФ-облучение  EGFR  также  активирует  

фосфатидилинозитол-3-киназу  (PI3-K),  что  приводит  к  активации  Akt  и  подавлению  апоптоза  (17).  Следовательно,  

сигнальные  пути  EGFR  и  PI3-K/Akt  являются  логическими  молекулярными  мишенями  для  химиопрофилактики  УФ-

индуцированного  рака  кожи.

(320–400  нм),  УФВ  (280–320  нм)  и  УФС  (200–280  нм)  (3–4).  Хотя  UVC  фильтруется  озоновым  слоем,  UVA  и  UVB  

достигают  поверхности  земли.  Из  УФ-излучения,  достигающего  поверхности  земли,  90–99  %  составляют  УФ-А  

и  1–10  %  —  УФ-В  (4).  UVA  является  канцерогенным  и  вызывает  фотостарение  и  образование  морщин  на  коже  (5).  UVB  в  

основном  ответственен  за  различные  кожные  заболевания,  включая  меланому  и  немеланомный  рак  кожи,  потому  что  

он  способен  запускать  фазы  инициации,  промоции  и  прогрессирования  рака  кожи  (6–7).  Таким  образом,  нацеливание  

на  передачу  сигналов,  индуцированных  УФ-излучением,  может  быть  эффективной  стратегией  предотвращения  

канцерогенеза  кожи.

Кроме  того,  таксифолин  сильно  подавляет  возникновение  опухолей  в  мышиной  модели  канцерогенеза  кожи,  

индуцированного  солнечным  УФ  (SUV).  Таким  образом,  таксифолин  действует  как  ингибитор  EGFR  и  PI3-K  и,  как  

ожидается,  окажет  благотворное  влияние  на  предотвращение  канцерогенеза  кожи,  вызванного  УФ-излучением.

Химикаты

В  последнее  время  несколько  исследований  были  сосредоточены  на  таксифолине  как  на  потенциальном  

химиопрофилактическом  средстве  против  рака.  Одно  исследование  показало,  что  агликоновая  форма  таксифолина  

оказывает  химиопрофилактическое  действие  через  механизм,  зависящий  от  элемента  антиоксидантного  ответа  (ARE),  

в  клетках  рака  толстой  кишки  (25).  Сообщается  также,  что  форма  агликона  таксифолина  вызывает  апоптоз  в  клетках  

рака  предстательной  железы  (26).  Хотя  эти  отчеты  свидетельствуют  о  том,  что  таксифолин  может  оказывать  

химиопрофилактическое  действие  против  некоторых  видов  рака,  молекулярные  механизмы  и  непосредственные  

мишени  таксифолина  до  сих  пор  неясны.  Здесь  мы  сообщаем,  что  таксифолин  подавляет  вызванную  УФ-В  активацию  

передачи  сигнала  путем  прямого  ингибирования  EGFR  и  PI3-K  в  эпидермальных  клетках  кожи  мышей  JB6  P+.

и  клеточные  эксперименты;  и  для  исследования  на  животных,
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буфере,  белки,  связанные  с  гранулами,  анализировали  вестерн-блоттингом.

эрлотиниб  (10  мкМ,  LC  Laboratories,  Woburn,  MA)  в  реакционном  буфере  [40  мМ  MOPS/NaOH

в  пробирке

(рН  7,0),  1  мМ  ЭДТА,  10  мМ  MnCl2  и  0,8  М  сульфата  аммония].  Эрлотиниб,  хорошо  известный  ингибитор  EGFR,  

использовали  в  качестве  положительного  контроля.  Смесь  инкубировали  с  500

Был  использован  модуль  PHASE  пакета  программного  обеспечения  для  молекулярного  моделирования  Schrödinger  (29).

тип  белка  через  онлайн  банк  данных  белков.

промывали  5  раз  промывочным  буфером  [50  мМ  Трис-HCl  (рН  7,5),  5  мМ  ЭДТА,  150

(DMEM)/10%  FBS,  как  сообщалось  ранее  (28).  Все  клетки  культивировали  с  антибиотиками  в

или

Смесь  АТФ  [25  мМ  MgAc  и  0,25  мМ  АТФ,  содержащая  10  мкКи  [γ  32P]АТФ]  в  течение  20  мин .

шарики  анализировали  вестерн-блоттингом.  Для  анализа  конкуренции  АТФ  активный  EGFR  или

Анализ  киназы  EGFR  in  vitro

были  заморожены.  Каждый  флакон  с  замороженными  клетками  размораживали  и  выдерживали  не  более  8

к  фармакофору,  а  значит,  запросы  использовались  не  только  для  рассмотрения  формы

Pull-down  анализы

в  пробирке

недели.

Культура  клеток  и  трансфекция

подобие,  но  и  совместить  потенциальные  точки  фармакофора  с  мишенями.  Белок

Сбор  (ATCC)  и  культивирование  в  минимальной  основной  среде  Игла  (MEM)/5%  FBS.
ЦОГ-2  люцифераза

Конъюгированные  с  таксифолином  гранулы  сефарозы  4В  или  гранулы  сефарозы  4В  получали,  как  сообщалось.

PI3-K  (200  нг)  инкубировали  с  различными  концентрациями  АТФ  (0,  10  или  100  мкМ)  в

дважды  промывали  1%  фосфорной  кислотой  и  один  раз  ацетоном.  Радиоактивный

ориентации  для  возможного  выравнивания,  мы  устанавливаем  максимальное  количество  конформеров  на

лизаты  клеток  JB6  P+  (500  мкг)  смешивали  с  50  мкл  сефарозы,  конъюгированной  с  таксифолином.

ранее  (27).  EGFR  дикого  типа  (EGFR/WT)  и  мышиный  нокаут  EGFR  (EGFR/KO)

Автоматическая  идентификация  целей

вращающаяся  связь.  Мы  отфильтровали  конформеры  со  сходством  ниже  0,7.  Затем  мы  получили

ЭДТА,  150  мМ  NaCl,  1  мМ  ДТТ,  0,01%  NP-40,  2  мкг/мл  БСА,  0,02  мМ  ФМСФ  и  1×

Чтобы  найти  потенциальные  биологические  мишени  таксифолина,  метод  подобия  формы,  часть

Эмбриональные  фибробласты  (MEF)  культивировали  в  среде  Игла,  модифицированной  Дульбекко.

Идентификатор  PDB,  связанный  с  каждой  выровненной  целевой  молекулой.  Идентификатор  PDB  может  показать  нам

коктейль  ингибиторов  протеаз].  После  инкубации  при  осторожном  покачивании  при  4°C  в  течение  ночи  гранулы

добавляли  шарики  и  снова  инкубировали  при  4°C  в  течение  ночи.  После  стирки  5  раз  со  стиркой

виво  бывший

Компания  Миллипор.  Активный  EGFR  (100  нг)  смешивали  с  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  или

мкМ  ангиотензина  II  в  течение  5  мин  при  комнатной  температуре  с  последующей  инкубацией  с  10  мкл

мМ  NaCl,  1  мМ  DTT,  0,01%  NP-40  и  0,02  мМ  PMSF],  а  затем  белки,  связанные  с

при  30°С,  а  затем  25  мкл  реакционной  смеси  переносили  на  бумагу  Р81.  Бумаги

включение  определяли  с  помощью  сцинтилляционного  счетчика.

37°C  в  инкубаторе  с  CO2.  Клетки  были  цитогенетически  протестированы  и  аутентифицированы  до  того,  как  клетки

на  основе  химической  структуры  таксифолина.  Был  установлен  параметр  атомного  типа  для  объема

Линия  эпидермальных  клеток  мыши  JB6  P+  была  приобретена  у  American  Type  Culture.

ранее  (27).  Для  нисходящего  анализа  активный  EGFR,  PI3-K  или  Src  (200  нг)  или

целевая  библиотека  была  получена  из  Protein  Data  Bank  (30).  Чтобы  обеспечить  больше  структуры

Для  анализа  люциферазы  клетки  JB6  P+  стабильно  трансфицировали  плазмидой  и  

поддерживали  в  MEM/5%  FBS,  содержащем  200  мкг/мл  G418,  как  описанорепортер

молекула  в  библиотеке  должна  быть  сгенерирована  на  уровне  100  при  сохранении  до  10  конформеров  на

реакционный  буфер  при  4°C  в  течение  ночи.  Шарики  сефарозы  4B,  конъюгированные  с  таксифолином,  или  сефароза  4B

Анализ  киназы  EGFR  проводили  в  соответствии  с  инструкциями.

Гранулы  4B  или  гранулы  Sepharose  4B  в  реакционном  буфере  [50  мМ  Трис-HCl  (рН  7,5),  5  мМ
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Молекулярное  моделирование

Анализ  жизнеспособности  клеток

Клетки  JB6  P+  (1×104 )  культивировали  в  96-луночных  планшетах  и  затем  обрабатывали  различными  

концентрациями  таксифолина  (0,  20,  40  или  80  мкМ).  После  инкубации  в  течение  24,  48  или  72  часов  в  каждую  лунку  

добавляли  20  мкл  набора  для  анализа  нерадиоактивной  пролиферации  клеток  CellTiter96  (Promega,  Madison,  WI).  После  

дополнительной  инкубации  в  течение  1  ч  при  37°С  в  инкубаторе  с  5%  СО2  измеряли  оптическую  плотность  при  490  и  690  
нм.

Вестерн-блот

Клетки  JB6  P+  (1×106 )  или  MEF  (5×105 )  культивировали  в  10-см  чашках  и  затем  голодали  в

Для  стимуляции  клеток  в  бессывороточной  среде  использовали  систему  облучения  УФВ  (FS20  T12/UVB,  Национальная  

биологическая  корпорация,  Твинсбург,  Огайо).  Спектральный  пик  от  источника  УФ-В  находился  при  311  нм.

ng)  

инкубировали  с  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  или  LY294002  (10  мкМ)  в  течение  10  мин  при  30°С.  LY  294002,  

хорошо  известный  ингибитор  PI3-K,  использовали  в  качестве  положительного  контроля.  Смеси  инкубировали  с  0,5  мг/

мл  фосфатидилинозитола  (MP  Biomedicals,  Solon,  OH)  в  течение  5  мин  при  комнатной  температуре,  после  чего  инкубировали  

с  реакционным  буфером  [10  мМ  трис-HCl  (pH  7,6),  60  мМ  MgCl2  и  0,25  мМ  АТФ,  содержащий  10  мкКи  [γ  32P]  ATP]  в  течение  

дополнительных  10  мин  при  30°C.  Реакцию  останавливали  добавлением  15  мкл  4  N  HCl  и  130  мкл  смеси  хлороформ :  

метанол  =  1 :  1.  После  перемешивания  нижнюю  хлороформную  фазу  наносили  на  пластину  с  силикагелем  (Merck  KGaA,  

Дармштадт,  Германия).  Полученный  32P-меченый  фосфатидилинозитол-3-фосфат  (PI3P)  разделяли  с  помощью  

тонкослойной  хроматографии  с  проявляющим  растворителем  [хлороформ:метанол:  NH4OH :  H2O  =60:47:2:11,3]  и  затем  

визуализировали  с  помощью  авторадиографии.

Для  исследования  докинга  был  выбран  активный  домен  тирозинкиназы  EGFR  дикого  типа  (PDB  ID:  1m17).  Его  структура  

рентгеновской  дифракции  имела  разрешение  2,6  Å  (32),  и  эрлотиниб  был  связан  с  сайтом  связывания  АТФ  EGFR.  Для  PI3-K  

для  исследования  докинга  была  выбрана  кристаллическая  структура  мышиного  P110δ  в  комплексе  с  ZSTK474  (идентификатор  

PDB:  2WXL).  Его  структура  рентгеновской  дифракции  имела  разрешение  1,99  Å.  ZSTK474  является  АТФ-конкурентным  

ингибитором  и  имеет  сходство  формы  с  таксифолином  0,67  (33).  EGFR  и  PI3-K  были  подготовлены  для  стыковки  с  помощью  

мастера  подготовки  белков  в  Schrödinger  Suite  2010  с  использованием  стандартной  процедуры,  описанной  отдельно.  

Таксифолин  был  приготовлен  с  использованием  макромодели  Шредингера  и  минимизирован,  а  конформации  с  

наименьшей  энергией  для  докинга  были  определены  с  использованием  параметров  по  умолчанию.  Анализ  стыковки  

белок-лиганд  проводили  с  использованием  программы  стыковки  Induced  Fit  от  Schrödinger,  которая  может  обеспечить  

гибкость  связывания  лиганда  с  остатками  связывающего  кармана.  Изображения  генерируются  с  помощью  программы  

UCSF  Chimera  (34).

УФВ-облучение

Анализ  киназы  PI3-K  проводили,  как  описано  ранее  (31).  Активный  ПИ3-К  (100

бессывороточной  среде  в  течение  48  часов.  Клетки  обрабатывали  различными  концентрациями  таксифолина  (0,  20,  40  

или  80  мкМ),  гефитиниба  (2  мкМ)  и/или  LY294002  (2  мкМ)  в  течение  24  ч  перед  воздействием  УФ-В  (4  кДж/м2 ).  Белки  

лизата  подвергали  SDS-PAGE  и  переносили  на  мембрану  из  поливинилидендифторида  (PVDF).  После  блокирования  5%  

молоком  мембрану  инкубировали  со  специфическим  первичным  антителом,  а  затем  визуализировали  белковые  полосы  

с  помощью  системы  ECL  после  гибридизации  со  вторичным  антителом,  конъюгированным  с  пероксидазой  хрена.

Анализ  киназы  PI3-K  in  vitro

в  пробирке
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Репортер  люциферазы  COX-2

Активность  ЦОГ-2  in  vitro

Клетки  JB6  P+  стабильно  трансфицировали  
культивированием  в  96-луночных  планшетах  и  затем  голодали  в  бессывороточной  среде  в  течение  24  
часов.  Клетки  обрабатывали  различными  концентрациями  таксифолина  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  в  течение  1  ч  
перед  воздействием  УФ-В  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  12  ч  клетки  разрушали  100  мкл  лизирующего  
буфера  [0,1  М  калий-фосфатный  буфер  (рН  7,8),  1%  Тритон  Х-100,  1  мМ  ДТТ  и  2  мМ  ЭДТА]  и  измеряли  активность  
люциферазы  с  помощью  люминометра.  (Люминоскан  Восхождение;  Термо  Выборы).

Анализ  клеточной  трансформации  

Клетки  JB6  P+  (8×103 )  суспендировали  в  1  мл  BME  с  добавлением  10%  FBS  и  0,33%  агара  и  обрабатывали  
различными  концентрациями  таксифолина  (0,  20,  40  или  80  мкМ),  гефитиниба  (0,1  мкМ) ,  LY294002  (1  мкМ)  
или  целекоксиб  (10  мкМ)  вместе  с  1  нг/мл  EGF  на  3  мл  отвержденного  BME  с  добавлением  10%  FBS  и  0,5%  агара  
с  указанными  концентрациями  соединения  вместе  с  1  нг/мл  EGF.  После  инкубации  в  течение  7  дней  в  СО2-  
инкубаторе  подсчитывали  колонии.

В  пробирке

Животные

Самок  бесшерстных  мышей  SKH-1  (возраст  5–13  недель)  приобретали  у  компании  Charles  River  
(Уилмингтон,  Массачусетс).  Животные  были  акклиматизированы  за  2  недели  до  исследования  и  имели  
свободный  доступ  к  пище  и  воде.  Все  исследования  на  животных  проводились  в  соответствии  с  
рекомендациями,  одобренными  Комитетом  по  институциональному  уходу  и  использованию  животных  
Университета  Миннесоты  (IACUC).  Животных  содержали  в  помещениях  с  климат-контролем  с  циклом  12  
часов  свет/12  часов  темноты.

Анализ  люциферазы  ЦОГ-2

Активность  СОХ-2  определяли  путем  измерения  синтеза  PG  с  использованием  набора  для  скрининга  
ингибиторов  СОХ  в  соответствии  с  инструкциями  поставщика.  Одновременно  была  построена  стандартная  
кривая  с  PG.  Целекоксиб  использовали  в  качестве  положительного  контроля.

анализ  PGE2

плазмиды  (8×10  3 )  были

P+  клетки  JB6  или  MEF  (1×105 )  культивировали  в  6-луночных  планшетах  и  затем  выдерживали  в  
бессывороточной  среде  в  течение  24  часов.  Клетки  обрабатывали  различными  концентрациями  таксифолина  
(0,  20,  40  или  80  мкМ)  или  целекоксиба  (10  мкМ)  в  течение  1  ч  перед  воздействием  УФ-В  (4  кДж/м2 ).  После  
инкубации  в  течение  6  ч  количество  выделившегося  в  среду  PGE2  измеряли  с  помощью  набора  PGE2  EIA  в  
соответствии  с  инструкциями  поставщика.  Одновременно  была  построена  стандартная  кривая  с  PGE2,  входящим  
в  комплект.  Целекоксиб,  хорошо  известный  ингибитор  ЦОГ-2,  использовали  в  качестве  положительного  
контроля.

Канцерогенез  кожи  индуцировали  системой  облучения  SUV  (SUV-340,  Q-LAB,  Кливленд,  Огайо).  Мыши  
SKH-1  были  разделены  на  5  групп  соответствующего  возраста:  группа,  получавшая  носитель  (n  =  10),  группа,  
получавшая  1,0  мг  таксифолина  (n  =  10),  группа,  получавшая  Veh/SUV  (n  =  20),  группа,  получавшая  0,5  мг  
таксифолина/SUV  (n  =  20)  и  группа  1,0  мг  таксифолина/внедорожник  (n  =  20).  В  группе,  получавшей  носитель,  
200  мкл  ацетона  местно  обрабатывали  спинную  кожу  мышей,  и  мышей  не  подвергали  воздействию  SUV.  В  
группе,  получавшей  1,0  мг  таксифолина,  1,0  мг  таксифолина  в  200  мкл  ацетона  наносили  местно  на  кожу  
спины,  и  мышей  не  подвергали  воздействию  SUV.  В  группе  Veh/SUV  кожу  спины  местно  обрабатывали  200  
мкл  ацетона  перед  облучением  SUV.  Мыши  в  группах,  получавших  0,5  мг  таксифолина/внедорожника  или  1,0  
мг  таксифолина/внедорожника,  получали  местное  применение  таксифолина  (0,5  или  1,0  мг)  в  200  мкл  ацетона  
перед  внедорожным  облучением.  Облучение  SUV  проводилось  3  раза  в  неделю  в  течение  15  недель,  как  
описано  ниже.  На  1-й  неделе  мышей  облучали  СУВ  в  дозе  30  кДж/м2  УФ-А  и  1,8  кДж/м2  УФ-В  3  раза  в  неделю.  
Доза  внедорожника  была
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м2  UVB,  и  эту  дозу  сохраняли  в  течение  6–15  недель.  Мышей  взвешивали  и  опухоли

Рак  Предыдущий (Фила)

Результаты

известным  ингибитором  EGFR  и  4-амино-2-метил-N-(1H-пиразол-3-ил)хиназолин-8-

Asp831  EGFR  и  Lys779,  Val828  и  Asp911  PI3-K  соответственно.  Эти  результаты

карбоксамид  (идентификатор  PDB:  3prz),  известный  ингибитор  PI3-K  (дополнительная  таблица  1).  Обе

предполагают,  что  таксифолин  является  АТФ-конкурентным  ингибитором  EGFR  и  PI3-K.

Чтобы  найти  потенциальные  молекулярные  мишени  таксифолина  (рис.  1А),  мы  сначала  провели  

скрининг  с  использованием  метода  подобия  формы.  Показатели  сходства  формы  15  белков  были  превышены.

а  также

виво  бывший

статистический  анализ

Следовательно,  таксифолин  может  также  связываться  с  АТФ-связывающим  карманом.  Анализы  АТФ-конкуренции

Таксифолин  подавляет  УФ-В-индуцированные  сигнальные  пути  EGFR  и  PI3-K/Akt  в  клетках  JB6  P+.

к  нашим  результатам,  показывающим,  что  таксифолин  связывается  с  EGFR  в  сайте  связывания  АТФ  (рис.  2А,  С),

результаты  анализа  киназы  показали,  что  таксифолин

изменяется  в  присутствии  АТФ.  Затем  мы  пристыковали  таксифолин  к  EGFR  или  PI3-K,  используя

как  критерий  статистической  значимости.

Затем  мы  выступили  

против  этих  белков.  Результаты  показали,  что  киназная  активность  EGFR,  PI3-K  и  Src

виво

Модуль  Induced  Fit  Docking  пакета  Schrödinger  Suite  2010  с  повышенной  точностью.  Таксифолин

прогрессивно  увеличивается  (10%  каждую  неделю)  из-за  последующей  гиперплазии,  которая  может  возникнуть  при

т

были  ингибированы  таксифолином  более  чем  на  50%  в  концентрации  80  мкМ  (EGFR:  95%,  PI3-K:  51%  и  Src:  53%,

п

были  проведены  нисходящие  анализы.  Рекомбинантный  EGFR,  PI3-K  и  Src  действительно

Таксифолин  связывается  с  EGFR  и  PI3-K  в  АТФ-связывающем  кармане.

определили  цитотоксичность  таксифолина  в  эпидермальной  клеточной  линии  мышей  JB6  P+.  Таксифолин

до  80  мкМ  не  проявляли  цитотоксичности  в  клетках  JB6  P+  (рис.  3А).  Гефитиниб,  хорошо  известный  селективный

в  пробирке

Клетки  JB6  P+  (рис.  1C).  подавленная  

киназная  активность  EGFR  (рис.  1D)  и  PI3-K  (рис.  1E),  а  значение  IC50

в  это  время  мышей  подвергали  эвтаназии,  а  затем  собирали  шкуры  для  дальнейшего  анализа.

указывают  на  то,  что  EFGR  и  PI3-K  являются  эффективными  мишенями  таксифолина.

EGFR  и  PI3-K  являются  потенциальными  мишенями  таксифолина.

аналогично  N-[4-(3-бром-фениламино)-хиназолин-6-ил]-акриламиду  (PDB  ID:  2j5f),  a

in  silico

в  пробирке

в  пробирке

сообщалось,  что  ингибиторы  взаимодействуют  с  АТФ-связывающим  карманом  соответствующих  белков.

Важные  водородные  связи  с  таксифолином  были  образованы  с  Lys721,  Met769  и

подавляет  активность  киназы  EGFR  за  счет  ослабления  ее  аутофосфорилирования  (35).  Согласно

бывший

В  пробирке

показали,  что  связывающая  способность  таксифолина  с  EGFR  (рис.  2А)  или  PI3-K  (рис.  2В)  была

Все  количественные  данные  выражены  в  виде  средних  значений  ±  SD  или  SE,  как  указано.  Для  статистического  

анализа  использовали  метод  Стьюдента  или  однофакторный  дисперсионный  анализ.  Использовалась  вероятность  <0,05.

0,7,  что  позволяет  предположить,  что  эти  белки  являются  потенциальными  мишенями  для  таксифолина  (дополнительная  таблица  1).

Чтобы  продемонстрировать  влияние  таксифолина  на  УФ-индуцированный  канцерогенез  кожи,  мы  сначала

СУВ  облучение  кожи.  На  6-й  неделе  доза  СУВ  достигала  48  кДж/м2  УФА  и  2,9  кДж /м2.

Сообщается,  что  ингибитор  EGFR  взаимодействует  с  EGFR  в  АТФ-связывающем  кармане  и

взаимодействовал  с  гранулами  таксифолин-сефароза  4B  (рис.  1B).  Однако  шарики  таксифолин-сефарозы  4B  

поглощали  только  EGFR  и  PI3-K,  но  не  Src,  используя  клеточные  лизаты  из

-тестовое  задание

измеряли  штангенциркулем  один  раз  в  неделю  до  30-й  недели  или  до  достижения  общего  объема  опухолей  1  см3,  в

профилирование  киназы  (KinaseProfiler™  Millipore)  с  таксифолином

соответственно).  Чтобы  определить,  связывается  ли  таксифолин  с  EGFR,  PI3-K  или  Src,

Наш  компьютерный  скрининг  показал,  что  форма  и  фармакофор  таксифолина  изменились.

сформировали  взаимодействия  внутри  АТФ-связывающего  кармана  EGFR  (рис.  2С)  или  PI3-K  (рис.  2D).

таксифолин  против  EGFR  или  PI3-K  составлял  29,0  мкМ  или  78,4  мкМ  соответственно.  Эти  результаты
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нм),  УФВ  (280–320  нм)  и  УФС  (200–280  нм)  (3–4).  Потому  что  УФ  **  ectrum  (макс.)

(рис.  5А).  Таксифолин  подавлял  индуцированное  УФ-В  фосфорилирование  ERK,  p38,  JNK  и  Akt.

Таксифолина  =  289  ±  2  нм,  по  крайней  мере,  часть  эффекта  таксифолина  может  быть  связана  с  УФ-излучением.

ПИ3-К.

с  гефитинибом  и  LY294002  показали  более  сильный  эффект,  чем  лечение  по  отдельности  (рис.  4А).

в  пробирке

подавляло  индуцированное  УФ-В  фосфорилирование  ERK,  p38  и  JNK  (рис.  3D),  а  также

JNK  не  проявлялись  в  MEF  EGFR /  KO  (рис.  5B).  Фосфорилирование  Akt  было

Индуцированная  фактором  роста  (EGF)  трансформация  клеток,  и  результаты  показали,  что  таксифолин

в  пробирке

подавляется  путем  подавления  экспрессии  EGFR  (фиг.  5C).  Действие  таксифолина  на

(рис.  3Е).  Чтобы  подтвердить,  что  эффекты  таксифолина  на  эти  сигнальные  белки  связаны  с

Таксифолин  подавляет  УФ-индуцированную  ЦОГ-2  посредством  передачи  сигналов  EGFR  и  PI3-K/Akt  в  JB6  P

образование  PGE2  (фиг.  4C),  ферментативного  продукта  ЦОГ-2,  в  клетках  JB6  P+.  Чтобы  убедиться,  что

Генерация  PGE2,  индуцированная  УФ-  В,  также  не  была  очевидна  в  EGFR/KO  MEF  по  сравнению  с

ингибирование  EGFR  и  PI3-K,  мы  использовали  гефитиниб  или  LY294002  в  качестве  положительных  контролей  (фиг.

таксифолин  не  ингибирует  ЦОГ-2  напрямую,  определяли  активность  ЦОГ-2  и

таксифолин  может  также  подавлять  аутофосфорилирование  EGFR.  На  самом  деле,  УФ-индуцированный

EGFR  подавляется  таксифолином  (рис.  3В).  Фосфорилирование  Akt  и  p70S6K,  PI3-K/Akt

те,  что  находятся  в  сигнальном  пути  PI3-K/Akt,  поскольку  EGFR  также  активирует  передачу  сигналов  PI3-K/Akt

+  клетки

Наши  данные  анализа  киназы  показали,  что  значения  IC50  таксифолина  составляют  29,0  мкМ  для

целекоксиб  также  подавлял  EGF-индуцированную  трансформацию  клеток  и  совместное  лечение  с  гефитинибом

уровни  экспрессии  циклооксигеназы-2  (ЦОГ-2)  в  ответ  на  УФ-облучение  (36–37).  Мы

результаты  показывают,  что  таксифолин  регулирует  ЦОГ-2  посредством  ингибирования  EGFR  и  PI3-K.

таксифолин  может  ингибировать  индуцированное  УФ-В  фосфорилирование  ERK,  p38  и  JNK,  что  хорошо  известно.

Сигнальный  путь  PI3-K/Akt.  Эти  данные  свидетельствуют  о  том,  что  таксифолин  подавляет  УФ-индуцированное

обнаружили,  что  таксифолин  подавляет  экспрессию  ЦОГ-2,  индуцированную  УФ-В,  дозозависимым  образом.

ЦОГ-2

сигнальные  киназы,  фосфорилированные  EGFR  в  ответ  на  УФ-облучение  (14–16).  Таксифолин

активация  сигнальных  путей  EGFR  и  PI3-K/Akt  посредством  ингибирования  EGFR  и

способом  (рис.  4А).  Гефитиниб  и  LY294002  подавляли  экспрессию  ЦОГ-2  и  совместное  лечение

в  пробирке

цель  таксифолина.  Поэтому  мы  сравнили  эффекты  таксифолина  при  EGFR/WT  и  KO.

в  MEF  EGFR/WT,  тогда  как  эффекты  таксифолина  на  фосфорилирование  ERK,  p38  и

Канцерогенез  кожи,  индуцированный  УФ-В.  УФ-спектр  можно  разделить  на  УФ-А  (320>–400

поглощение.  Чтобы  решить  эту  проблему,  мы  определили,  может  ли  таксифолин  ингибировать  эпидермальные

Таксифолин  также  подавлял  УФ-индуцированную  промоторную  активность  (рис.  4В)  и

Эффект  таксифолина  снижен  у  MEF  EGFR/KO  по  сравнению  с  MEF  EGFR/WT.

полностью  блокируется  в  MEF  EGFR/KO,  а  генерация  PGE2,  индуцированная  УФ-В,  сильно

сниженное  фосфорилирование  нижестоящих  белков-мишеней,  p90RSK,  MSK  и  c-Jun

подавляли  EGF-индуцированную  трансформацию  клеток  (фиг.  5D).  Гефитиниб  и  LY294002,  а  также

и  LY294002  показали  более  сильный  эффект,  чем  лечение  отдельными  препаратами.  Эти  результаты

фосфорилирование  EGFR  по  Tyr1068,  который  является  важным  сайтом  аутофосфорилирования

результаты  показали,  что  таксифолин  не  влиял  на  активность  ЦОГ-2  (рис.  4D).  Эти

3С-Е).  Гефитиниб  подавлял  фосфорилирование  всех  киназ,  индуцированных  УФВ,  в  том  числе

сигнальные  белки  также  подавлялись  таксифолином  (рис.  3С).  Затем  мы  определили,  является  ли

в  ответ  на  УФ-облучение  (11,  24).  LY294002  только  подавлял  фосфорилирование

поэтому  исследовали,  может  ли  таксифолин  подавлять  УФ-индуцированную  экспрессию  ЦОГ-2  и

Сообщается,  что  EGFR,  а  также  сигнальные  пути  PI3-K/Akt  усиливают

EGFR  и  78,4  мкМ  для  PI3-K  соответственно  (рис.  1D,  E),  что  позволяет  предположить,  что  EGFR  является  основным

MEF  EGFR/дикого  типа  (рис.  5C).  Эти  результаты  позволяют  предположить,  что  EGFR  является  основной  мишенью  таксифолина  при

MEF.  Данные  вестерн-блоттинга  подтвердили,  что  EGFR  был  обнаружен  только  в  MEF  EGFR/WT.
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Значение  IC50  таксифолина  по  отношению  к  активности  этих  киназ  составило  29,0  мкМ  для  EGFR  и
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Обсуждение

виво  бывший

78,4  мкМ  для  PI3-K  соответственно  (рис.  1D,  E).  Влияние  таксифолина  на  УФ-индуцированную

в  пробирке

показали,  что  фосфорилирование  EGFR  и  экспрессии  Akt  и  COX-2,  индуцированное  SUV

механизм  и  прямые  мишени  таксифолина  не  выяснены.  В  данном  исследовании,

УФ-облучение  (38).  Таким  образом,  наши  данные  свидетельствуют  о  полезности  таксифолина  для  профилактики  

рака  кожи,  индуцированного  УФ-излучением,  путем  прямого  ингибирования  EGFR  и  PI3-K.

Исследовать  химиопрофилактический  эффект  таксифолина  на  модели  

канцерогенеза  кожи  у  мышей.  Хотя  УФВ  является  основным  этиологическим  фактором

5B),  и  ингибирование  индуцированной  УФ-излучением  генерации  PGE2  таксифолином  также  не  проявлялось  в

включая  лук  (18),  расторопшу  (19),  кору  французской  морской  (20)  и  кору  пихты  Дугласа

EGFR,  PI3-K  и  Src  как  потенциальные  мишени  таксифолина  (дополнительная  таблица  1).  данные  pull  down  показали,  что  

таксифолин  подавляет  EGFR,  PI3-K  и  Src,  в  то  время  как  таксифолин  только

таксифолин.

Облучение  SUV  состоит  из  УФ-А  и  УФ-В  и  больше  похоже  на  естественное.

подавлял  генерацию  PGE2,  индуцированную  SUV,  в  коже  мыши  (рис.  6E).  Эти  результаты  четко

сильный  химиопрофилактический  эффект  против  индуцированного  ультрафиолетом  канцерогенеза  кожи.  Несколько  исследований

силлико

указывают  на  то,  что  таксифолин  также  подавляет  трансформацию  клеток,  вызванную  стимуляцией  EGFR  и

окружающей  среды,  чем  только  UVB.  Сначала  мы  подтвердили,  что  таксифолин  действительно  подавлял  экспрессию  

COX-2,  индуцированную  SUV  (дополнительная  рис.  2A),  и  генерацию  PGE2  (дополнительная

показали,  что  таксифолин  оказывает  сильное  профилактическое  действие  на  кожу  мышей,  индуцированную  SUV.

Модель  канцерогенеза  кожи  на  мышах.  Местное  применение  таксифолина  на  коже  мышей  привело  к

показали,  что  сигнальные  пути  EGFR  и  PI3-K/Akt  имеют  решающее  значение  для  УФ-индуцированного

снижали  уровень  EGFR  и  PI3-K,  когда  таксифолин  инкубировали  с  клеточными  лизатами  (рис.

глюкозиды  в  количестве  5,8  мг/кг  из  луковиц  красного  лука  (18)  и  очень  высокие  уровни

,

включая  рак  кожи,  индуцированный  УФ-излучением  (9–10),  и  AG1478,  специфический  ингибитор  EGFR,  был

в  естественных  условиях

таксифолин  уменьшал  средний  объем  опухоли  на  мышь  (рис.  6В),  а  также  значительно

подавлять  митохондриальный  и  каспазозависимый  апоптоз  через  путь  PI3-K/Akt

EGFR  и  PI3-K.  Таким  образом,  мы  делаем  вывод,  что  EGFR  и  PI3-K  являются  мишенями  таксифолина.  То

мы  использовали  внедорожник-индуцированный

снижение  множественности  опухолей  на  30-й  неделе  (рис.  6С).  Вестерн-блот  анализ  кожи  мышей

Сообщалось,  что  таксифолин  оказывает  химиопрофилактическое  действие  на  несколько  видов  рака.  Однако,

и  ингибиторы  PI3-K,  LY294002  и  вартманнин,  подавляли  спасение  от  апоптоза  за  счет

фосфорилирование  ERK,  JNK  и  p38  полностью  исчезло  в  EGFR/KO  MEF  (рис.

Таксифолин  содержится  в  форме  агликона  или  гликозида  на  разных  уровнях  в  различных  растениях.

мы  сообщаем,  что  таксифолин  напрямую  ингибирует  киназную  активность  EGFR  и  PI3-K  и  оказывает

Согласно  нашим  данным  компьютерного  скрининга  и  профилирования  киназы,  мы  идентифицировали

EGFR/KO  MEF  (рис.  5C).  Эти  результаты  позволяют  предположить,  что  EGFR  является  основной  эффективной  мишенью

развития  рака  кожи,  УФА  является  наиболее  распространенным  компонентом  УФ-облучения  (4).

были  резко  подавлены  в  группе,  получавшей  таксифолин  (рис.  6D).  Таксифолин  также  сильно

(21).  Например,  форма  агликона  была  извлечена  при  97,1  мг/кг,  а  таксифолин-7-

влияет  не  только  на  УФ-индуцированные  сигнальные  пути.

канцерогенез  кожи.  EGFR  активируется  и/или  сверхэкспрессируется  при  различных  видах  рака  человека.

Рис.  2Б).  Затем  мы  исследовали  химиопрофилактический  эффект  таксифолина  при  внебольничной  инфекции.

Таксифолин  подавляет  индуцированный  SUV  канцерогенез  кожи  у  бесшерстных  мышей  SKH-1  in  vivo

существенное  ингибирование  возникновения  опухолей,  вызванных  SUV  (фиг.  6А).  Местное  применение

канцерогенез  за  счет  ингибирования  EGFR  и  активации  PI3-K.

1Б,  С).  Эти  результаты  позволяют  предположить,  что  аффинность  связывания  таксифолина  с  Src  ниже,  чем  с

В  пробирке

показано,  что  он  предотвращает  канцерогенез  кожи,  вызванный  УФ-излучением  (14).  Сообщалось  также,  что  УФ-облучение
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Дополнительный  материал

канцерогенез.

др.  эт также  продемонстрировали,  что  PI3-

способность  ингибировать  киназную  активность  EGFR  или  PI3-K.

канцерогенез  (44).  Важно  отметить,  что  прямые  ингибиторы  EGFR  или  PI3-K  снижают  вызванное  УФ-В  излучение.

была  включена  прямая  мишень  таксифолина.  Сообщается,  что  ЛПС  опосредует  усиление  ЦОГ-2.

(ОФ-ВЭЖХ).  Они  указали,  что  2R3R-(+)-таксифолин  является  основным  энантиомером  таксифолина  в  tu  fu.
который  использовался  в  традиционной  китайской  медицине  для  лечения

ЛПС  (46).  Эти  отчеты  подтверждают  наш  вывод  о  том,  что  таксифолин  подавляет  экспрессию  ЦОГ-2.

в  пробирке  в  

естественных  условиях

лекарство,  в  основном  содержит  2R3R-(+)-таксифолин  в  виде  астильбина  (2R3R-(+)-таксифолин  рамнозид)

сигнальные  пути,  а  также  сигнальные  пути  PI3-K/Akt  (рис.  3B-E).  Предыдущие  исследования  показывают

исследовали,  влияет  ли  ингибирование  путей  EGFR  и  PI3-K/Akt  таксифолином  на

и  на  основе  клеток

форма  агликона  (620  мг/кг)  обнаружена  в  семенах  расторопши  пятнистой  (19).  Поскольку  таксифолин

Экспрессия  ЦОГ-2.  Наши  результаты  показали,  что  УФ-В-индуцированная  экспрессия  ЦОГ-2  и  PGE2

(22).  В  настоящем  исследовании  мы  использовали  2R3R-(+)-таксифолин  для  

экспериментов  и  (+)-таксифолин  (2R3R,  2S3R-(+)-таксифолин)  для  2R3R-(+)-таксифолина  

и  (+)-таксифолина.  составляют  85%  и  90%  соответственно.  Эти  низкие  чистоты

сравнили  оценку  стыковки  каждого  из  4  энантиомеров  таксифолина  с  EGFR  или  PI3-K.

2S3S-(-),  2R3R-(+)  и  2R3S-(-)-таксифолин  (39).  Многие  исследования,  рассматривавшие

что  УФ-индуцированные  сигнальные  пути  EGFR  и  PI3-K/Akt  играют  важную  регуляторную  роль.

за  счет  ингибирования  EGFR  и  PI3-K.  В  целом,  наше  исследование  показало,  что  таксифолин  оказывает

для  окислительного  превращения  арахидоновой  кислоты  в  простагландины,  признан  критическим

селективные  ингибиторы  EGFR  или  PI3-K  показали  сильное  ингибирование  COX-2,  индуцированного  UVB.

энантиомеры  (39–41).  Вега-Вилла  и  др.  (39)  успешно  разделили  четыре  энантиомера

аналогичная  оценка  стыковки  (дополнительная  таблица  2).  Таким  образом,  мы  делаем  вывод,  что,  хотя

в  клетках  кожи  человека  и  мыши,  ЦОГ-2  активируется  в  ответ  на  острое  и  хроническое  УФ-излучение.

путем  ингибирования  EGFR  и  PI3-K.  Ван  и  др.  (24)  сообщили,  что  таксифолин  подавлял

таксифолин  и  их  гликозиды  методом  высокоэффективной  жидкостной  хроматографии  с  обращенной  фазой

Энантиомеры  таксифолина,  вероятно,  являются  загрязнителями,  эти  энантиомеры,  вероятно,  также  имеют

облучение  (37),  а  селективный  ингибитор  ЦОГ-2  сильно  подавляет  УФ-индуцированную  кожу.

экспрессия  ЦОГ-2,  индуцированная  липополисахаридом  (ЛПС).  Однако  никакой  информации  о

Таким  образом,  ожидается,  что  таксифолин  окажет  весьма  благотворное  влияние  на  профилактику  кожных  заболеваний.

Rhizoma  smilacis  glabrae

канцерогенез  кожи  путем  подавления  экспрессии  ЦОГ-2  (36).  Поэтому  мы

экспрессия  посредством  активации  EGFR  (45).  Сигнальный  путь  Sheu  K/

Akt  участвует  в  экспрессии  ЦОГ-2  и  клеточной  пролиферации,  индуцированной

,ling  

(больные  раком  и  СПИДом  (42).  Engelhardtia  chrysolepis,  которая  также  является  традиционным  китайским

Наши  результаты  показали,  что  таксифолин  подавляет  индуцированное  УФ-В  фосфорилирование  EGFR.

два  хиральных  углеродных  центра,  возможны  четыре  энантиомерные  формы  таксифолина,  2S3R-(+),

связаны  с  трудностью  разделения  четырех  энантиомеров  таксифолина.  Поэтому  мы

роли  в  экспрессии  ЦОГ-2  и  генерации  PGE2  (36–37).  ЦОГ-2,  фермент,  ограничивающий  скорость

энантио-разделение  таксифолина  не  разделило  четыре  энантиомера,  а  только  два

методом  компьютерного  моделирования.  Все  4  энантиомера  таксифолина  взаимодействуют  с  EGFR  и  PI3-K  с

фермент  для  усиления  клеточной  пролиферации,  ангиогенеза  и  продвижения  опухоли  (2,  43).  В

генерация  подавлялась  таксифолином  (рис.  4А,  В).  В  соответствии  с  предыдущими  докладами,

отличное  ингибирующее  действие  на  кожу,  индуцированную  УФ-излучением,  путем  прямого  воздействия  на  EGFR  и  PI3-K.

изучать.  чистота

выражение.  Эти  результаты  свидетельствуют  о  том,  что  таксифолин  подавляет  индуцированную  УФ-излучением  экспрессию  ЦОГ-2.

Дополнительные  материалы  см.  в  веб-версии  на  PubMed  Central.
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LY294002  (ингибитор  PI3-K,  10  мкМ),  а  затем  инкубировали  со  смесью  [γ  32P]  АТФ.

,

,

вытянутые  белки  анализировали  вестерн-блоттингом.

гранулы  сефарозы  4B,  конъюгированные  с  таксифолином,  или  гранулы  сефарозы  4B,  а

Химическая  структура  таксифолина.

Ббелки  анализировали  вестерн-блоттингом.  и  данные  являются  репрезентативными  для  трех

Б

С

.  Активный  EGFR  (100  нг)  смешивали  с  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  или  эрлотинибом.

,

Д

включение  определяли  с  помощью  сцинтилляционного  счетчика.  таксифолин  ингибирует  киназу  PI3-K

в  пробирке

EGFR  и  PI3-K  являются  важными  мишенями  
таксифолина.  таксифолин  связывается  с  EGFR,  PI3-K  и  Src.  Активный  EGFR,  PI3-K  или  Src  (200  нг)  был

С
инкубировали  с  конъюгированными  с  таксифолином  гранулами  сефарозы  4B  или  только  с  гранулами  сефарозы  4B,  и

деятельность .  Активный  PI3-K  (100  нг)  смешивали  с  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  или

таксифолин  связывается  с  EGFR  и

Е

вивоекс

в  пробирке

PI3-K,  но  не  Src.  Клеточные  лизаты  клеток  JB6  P+  (500  мкг)  инкубировали  с

А

независимых  экспериментов,  которые  дали  аналогичные  результаты.  таксифолин  ингибирует  активность  киназы  EGFR

,

,

(ингибитор  EGFR,  10  мкМ),  а  затем  инкубировали  со  смесью  [γ  32P]  АТФ.  Радиоактивный

в  пробирке

,
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32P  -меченый  PI3P  отделяли  с  помощью  ТСХ,  а  затем  визуализировали  с  помощью  авторадиографии.

тройные  образцы,  и  значимость  определялась  с  помощью  критерия  Стьюдента.  Звездочка  (*)т
данные  представлены  как  среднее  значение  ±  стандартное  отклонение  из  трех  независимых  экспериментов,  проведенных  с,

а  также

Е

п

Д

указывает  на  значительное  снижение  по  сравнению  с  EGFR  или  только  PI3-K  (<0,05).
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Ои  и  др.

предсказуемые  взаимодействия.

АТФ  (0,  10  или  100  мкМ),  а  затем  инкубировали  с  гранулами  сефарозы  4B,  конъюгированной  с  таксифолином,  или

,

Гранулы  сефарозы  4В.  Вытянутые  белки  анализировали  вестерн-блоттингом.  Данные
С

EGFR  АТФ-конкурентным  образом.  таксифолин  связывается  с  PI3-K  в  АТФ-конкурентном
,

способ.  Активный  EGFR  или  PI3-K  (200  нг)  инкубировали  с  различными  концентрациями
Б

АТаксифолин  связывается  с  EGFR  и  PI3-K  в  АТФ-связывающем  кармане. таксифолин  связывается  с

представитель  трех  независимых  экспериментов,  которые  дали  аналогичные  результаты. ,  стыковочная  модель
ДEGFR  и  таксифолин. ,  модель  стыковки  ПИ3-К  и  таксифолина.  Стыковочные  модели  показывают

Рукопись  автора  NIH- PA Рукопись  автора  NIH- PA Рукопись  автора  NIH- PA
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Рез .  Авторская  рукопись;  доступно  в  PMC  2013  01  сентября.

УФ-В-индуцированное  фосфорилирование  сигнальных  белков  PI3-
K/Alt.  индуцированное  фосфорилирование  ERK,  p38  и  JNK.  
фосфорилирование  p90RSK,  MSK  и  c-Jun.

таксифолин  ингибирует  индуцированное  ультрафиолетом  B  фосфорилирование  EGFR.

три  независимых  эксперимента,  проведенных  с  тремя  образцами,  и  значимость  была

БЫТЬ

определяется  по  критерию  Стьюдента.  Существенной  разницы  между  любыми
С

,

пути.  таксифолин  не  оказывает  токсического  действия  на  Р+  клетки  JB6.  Клетки  JB6  P+  обрабатывали

т

,

таксифолин  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  в  течение  24,  48  или  72  часов.  Данные  представлены  как  среднее  значение  ±  стандартное  отклонение  от

Б

Е
Д

А

таксифолин  ингибирует  УФ-В

Таксифолин  подавляет  индуцированное  УФ-В  фосфорилирование  EGFR  и  передачу  сигналов  PI3-K/Akt.
,

таксифолин  ингибирует,

таксифолин  ингибирует  УФ-индуцированный

Клетки  JB6  P+  голодали  в  бессывороточной  среде.

группы. ,

,
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Ои  и  др.

MEM  и  обработанные  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ),  гефитинибом  (2  мкМ)  или  LY294002  (2  мкМ)

и  D)  или  30  мин  (E),  клетки  собирали  и  определяли  уровни  фосфорилирования  и  общего

эксперименты,  которые  дали  аналогичные  результаты.

в  течение  24  ч  до  воздействия  УФВ  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  5  мин  (В),  15  мин  (С

белки  определяли  вестерн-блоттингом.  Данные  являются  репрезентативными  для  трех  независимых

Machine Translated by Google
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А

ингибитор,  10  мкМ)  в  течение  1  ч  перед  воздействием  УФ-В  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  6  ч

Б-Г

подвергается  воздействию  УФВ  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  4  часов  клетки  собирали  и  определяли  уровни

данные  представлены  как  среднее  значение  ±  стандартное  отклонение  от  трех

эксперименты,  которые  дали  аналогичные  результаты.  таксифолин  подавляет  промоторную  активность,  

индуцированную  УФБ.  Клетки  JB6  P+,  стабильно  трансфицированные  плазмидой

Б

Набор  для  скрининга  ингибиторов.

голодали  в  бессывороточной  среде,  а  затем  обрабатывали  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  в  течение  1

ЦОГ-2

,

ЦОГ-2

,

,

таксифолин  не  имеет

Экспрессия  ЦОГ-2.  Клетки  голодали  в  бессывороточной  MEM,  а  затем  обрабатывали  таксифолином.

в  пробирке

,  таксифолин,  а  также  ингибиторы  EGFR  или  PI3-K  подавляют  УФ-индуцированное

измерено.  таксифолин  подавляет  генерацию  PGE2,  индуцированную  УФ-В.  Клетки  голодали  в

,

(0,  20,  40  или  80  мкМ),  гефитиниба  (2  мкМ)  и/или  LY294002  (2  мкМ)  в  течение  24  ч  перед  введением.

МЭМ  без  сыворотки,  а  затем  обрабатывали  таксифолином  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  или  целекоксибом  (ЦОГ-2).

В  пробирке

Генерацию  PGE2  в  среде  определяли  с  помощью  набора  PGE2  EIA.  Влияние  на  
активность  ЦОГ-2  Активность  ЦОГ-2  определяли  с  помощью.

определяли  ЦОГ-2  и  β-актин.  Данные  являются  репрезентативными  для  трех  независимых

ч  до  воздействия  УФВ  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  12  ч  активность  люциферазы  снижалась.

Репортер  люциферазы  COX-2

Таксифолин  подавляет  УФ-индуцированную  экспрессию  и  промоторную  активность  
генерации.

и  PGE2

С

Д ,
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Machine Translated by Google



Рукопись  автора  NIH- PA Рукопись  автора  NIH- PA Рукопись  автора  NIH- PA

.  Авторская  рукопись;  доступно  в  PMC  2013  01  сентября.РезРак  Предыдущий

Страница  19

(Фила)

Ои  и  др.

независимые  эксперименты,  проведенные  с  тремя  образцами,  и  была  определена  значимость
Группа

Д п
по  тесту  Стьюдента.  Звездочка  (*)  указывает  на  значительное  снижение  по  сравнению  с  

только  УФВ  ()  или  ЦОГ-2  ()  (<0,05).

т
С
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(Фила)Рез

УФ-В-индуцированное  фосфорилирование  сигнальных  белков  снижено  в  EGFR/KO  MEF.

Б

MEF.  EGFR/WT  или  KO  MEF  голодали  в  бессывороточной  DMEM,  а  затем  обрабатывались

инкубации  в  течение  6  ч,  генерацию  ПГЕ2  в  среде  определяли  с  помощью  набора  для  ИФА  ПГЕ2.

Влияние  таксифолина  на

Б

Экспрессия  EGFR  обнаруживается  только  в  MEF  EGFR/WT.

УФБ  (4  кДж/м2 ).  После  инкубации  в  течение  15  мин  клетки  собирали  и  определяли  уровни

,

А

фосфорилированные  и  общие  белки  определяли  вестерн-блоттингом.  
представитель  3  независимых  экспериментов,  которые  дали  аналогичные  
результаты.  Генерация  таксифолина  PGE2  снижена  в  EGFR/KO  MEF  по  сравнению  с  EGFR/WT

таксифолин  (0,  20,  40  или  80  мкМ)  в  течение  1  часа  перед  воздействием  УФ-В  (4  кДж/м2 ).  После

и  
эффект

по  сравнению  с  MEF  EGFR/WT.  EGFR/WT  или  KO  MEF  голодали  в  бессывороточных

данные

DMEM,  а  затем  обрабатывали  таксифолином  (0,  40  или  80  мкМ)  в  течение  24  часов,  прежде  чем  подвергать  воздействию

Эффект  таксифолина  был  снижен  у  MEF  EGFR/KO  по  сравнению  с  MEF  EGFR/WT.
,

А ,

,

С
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Рез .  Авторская  рукопись;  доступно  в  PMC  2013  01  сентября.

или  (#)  указывает  на  значительное  снижение  по  сравнению  с  одним  только  УФВ  в  EGFR/WT  или  KO  MEF,

в  течение  7  дней  подсчитывали  колонии.  Данные  представлены  как  среднее  значение  ±  стандартное  отклонение  от  трех

независимые  эксперименты,  проведенные  с  тремя  образцами,  и  была  определена  значимость

40  или  80  мкМ),  гефитиниб  (0,1  мкМ),  LY294002  (1  мкМ)  или  целекоксиб  (10  мкМ)  вместе  с  1

п

нг/мл  EGF  на  отвержденном  BME  с  добавлением  10%  FBS  и  0,5%  агара.  После  инкубации

т

соответственно  (<0,05). ,  таксифолин,  а  также  ингибиторы  EGFR,  PI3-K  или  ЦОГ-2п

подавляет  EGF-индуцированную  трансформацию  клеток.  Клетки  JB6  P+  обрабатывали  таксифолином  (0,  20,

Д

Данные  представлены  как  среднее  ±  стандартное  отклонение  из  трех  независимых  экспериментов,  проведенных  с

по  тесту  Стьюдента.  Звездочка  (*)  указывает  на  значительное  снижение  по  сравнению  с  одним  EGF  
(<0,05).

тройные  образцы,  и  значимость  определялась  с  помощью  критерия  Стьюдента.  Звездочка  (*)т

Machine Translated by Google



Рисунок  5.

Ои  и  др.

Рез .  Авторская  рукопись;  доступно  в  PMC  2013  01  сентября.

Страница  22

Рак  Предыдущий (Фила)

обработали  ацетоном  перед  экспозицией  СУВ.  Мыши  в  дозе  0,5  мг/внедорожник  или  1,0  мг/внедорожник

в  естественных  условиях

группы  (n  =  20  в  каждой)  получали  лечение  таксифолином  (0,5  или  1,0  мг  соответственно)  перед

Таксифолин  подавляет  канцерогенез  кожи,  вызванный  SUV,  при  
обработке,  как  описано  в  разделе  «Материалы  и  методы».  Мыши  в  группе  с  носителем  (n  =  10)

.  Бесшерстные  мыши  СХ-1  были

Экспозиция  внедорожника.  Частоту  облучения  устанавливали  3  раза  в  неделю  в  течение  15  недель.  То

получали  местное  лечение  только  ацетоном.  Мыши  в  группе,  получавшей  1,0  мг  таксифолина  (n  =
10)  лечили  только  1,0  мг  таксифолина.  В  группе  Veh/SUV  (n  =  20)  мыши  были

соответствующие  дозы  ацетона  или  таксифолина  наносили  местно  на  область  спины.  опухоль
частоту  и  множественность  регистрировали  еженедельно  до  конца  эксперимента  на  30-й  неделе.
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,

Е

Объем  опухоли  рассчитывали  по  следующей  формуле:  объем  опухоли  (мм3 )  =

мышь  в  конце  эксперимента  (30  неделя).  и  данные  представлены  как  среднее  ±  SEБ

Д

А

Е

и  различия  были  определены  односторонним  ANOVA.  Звездочка  (*)  указывает  на

Б

Уровни  экспрессии  фосфорилированных  и  общих  белков  анализировали  вестерн-блоттингом.  
таксифолин  подавляет  выработку  PGE2,  индуцированную  SUV,  в  коже  мышей.  Производство  PGE2  было

С

п

п

,

Студенческий  -тест.  Звездочка  (*)  указывает  на  значительное  снижение  по  сравнению  с  одним  внедорожником  

(0,05).

Д

т

,

С

,

,

длина  ×  ширина  ×  высота  ×  0,52.  таксифолин  подавляет  количество  опухолей,  индуцированных  SUV,  на

внешний  вид  новообразований.

,

значительное  снижение  по  сравнению  с  группой  Veh/SUV  (таксифолин  ингибирует  
индуцированное  SUV  фосфорилирование  EGFR  и  Akt,  а  также  экспрессию  ЦОГ-2  в  коже  мышей.

таксифолин  подавляет  объем  опухоли,  индуцированный  SUV.

определяли  с  использованием  набора  PGE2  EIA,  а  количество  PGE2  выражали  в  виде  нг/мг  белка.  и  
данные  представлены  как  среднее  значение  ±  стандартное  отклонение,  а  значимость  определялась

<  0,01).
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<
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