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Аннотация

Цель работы заключается в изучении функциональных характеристик SLC-транспортеров органических анио-
нов: ОАТ1 и ОАТ3 в норме и условиях модельной постишемической реперфузии.
Материалы и методы. В качестве модели для исследования использовалась клеточная линия НЕК293. Условия
ишемии создавались по ранее описанной методике. Активность транспортеров оценивалась по захвату маркер-
ного субстрата – флуоресцеина. Концентрация флуоресцеина измерялась с помощью планшетного флуори-
метра. Нормализация результатов производилась по количеству общего белка.
Результаты. В условиях ишемии активность транспортеров органических анионов уменьшалась по сравнению с
нормой. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что в условиях постишемической реперфузии, со-
держание дикарбоновых кислот в клетке находится на низком уровне, что в свою очередь может приводить к по-
нижению активности транспортеров.
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Abstract

The aim of the work is to study the functional characteristics of SLC transporters of organic anions: OAT1 and OAT3 in
normal conditions and in model ischemiа/reperfusion injury.
Materials and methods. The HEK293 cell line was used as a model for the study. Conditions of ischemiа/reperfusion inj-
ury were created by the previously described method. The activity of the transporters was assessed by the capture of the
marker substrate – fluorescein. The concentration of fluorescein was measured using a plate fluorimeter. The results
were normalized by the amount of total protein.
Results. In condition of ischemiа/reperfusion injury, the activity of organic anion transporters decreased in comparison
with the norm. The data obtained allow us to conclude that in conditions of ischemiа/reperfusion injury, the concentra-
tion of dicarboxylic acids in the cell is low, which in turn can lead to a decrease activity of transporters.
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ВВЕдЕНиЕ
Система транспортеров органических анионов

(ОАТ) играет важную роль в выведении широкого
спектра эндогенных соединений и ксенобиотиков.
Наибольшую клиническую значимость представ-
ляют изоформы ОАТ1 и ОАТ3. ОАТ располагаются
на базолатеральной мембране эпителия прокси-
мальных почечных канальцев [1]. OAT1 и OAT3 осу-
ществляют захват органических анионов внутрь
клеток из крови через базальную мембрану в обмен
на анионы дикарбоновых кислот [2]. Кроме того,
повышенная активность ОАТ служит одной из при-
чин накопления ксенобиотиков в клетках прокси-
мальных канальцев и связанной с этим нефроток-
сичности [3]. В связи с этим оценка уровня актив-
ности ОАТ может служить одним из критериев
рациональной фармакотерапии препаратами, яв-
ляющимися субстратами этих транспортеров.

Цель исследования – оценить влияние постише-
мической реперфузии на активность транспортеров
органических анионов на модели клеточной линии
НЕК29.

МАтЕриАлы и МЕтоды
Генетитический паспорт клеточной линии
HEK293

Культура клеток HEK293 была любезно предо-
ставлена коллегами из НИИ канцерогенеза ФГБУ
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина». Для под-
тверждения генетической чистоты был произведен
анализ STR-локусов. Экстракция ДНК проводилась
с использованием реагента для ПЦР-совместимого
лизиса COrDIS Sprint (ООО «ГОРДИЗ»). Для полу-
ченных генотипов проводился поиск по референс-
ной базе клеточных линий ATCC. По результатам
STR-профилирования совпадение используемой
клеточной линии с референсной составило 100%.

Культивирование клеток
Клетки культивировали в 24 луночных планшетах с

мембранными вставками диаметром пор 
0,4 мкм («Costar», США) на модифицированной
Дульбекко среде Игла (DMEM; «Gibco», CША), со-
державшей 10% эмбриональной сыворотки телят

(«HyClone», CША), 50 ед/мл гентамицина («ПанЭко»,
Россия) и 0,1 мг/мл пирувата натрия («Santa Cruz»,
США) при 37°С, 5% СО2 и относительной влажно-
сти 80–85%. В экспериментах использовали куль-
туры в логарифмической стадии.

Модель постишемической реперфузии
Проводилась согласно ранее описанной методике

[4]. К контрольным клеткам добавляли бикарбонат-
HEPES буферный раствор Рингера (NaHCO3 24 mM,
Na2HPO4 0,8 mМ, NaH2PO4 0,2 mМ, NaCl 86,5 mМ,
KCl 5,4 mМ, CaCl2 1,2 mМ, MgCl2 0,8 mМ, HEPES 
20 mМ) и доводили до рН 7,4 с помощью 0,5 н
NaOH. Содержание глюкозы в буфере – 5 mM.
Клетки выдерживали при 37°C с нормальным парци-
альным давлением кислорода. Модельная ишемия
была получена при добавлении к клеткам бикарбо-
нат-MES буферного раствора Рингера с рН 6,6 
(NaHCO3 4,5 mМ, Na2HPO4 0,8 mМ, NaH2PO4 0,2 mМ,
NaCl 106,0 mМ, KCl 5,4 mМ, CaCl2 1,2 mМ, 
MgCl2 0,8 mМ, MES (морфолиноэтансульфоновая
кислота) 20 мМ; Регулировка pH производилась с
помощью с 0,5 н раствора NaOH. В буфер не добав-
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рис. Базолатеральный захват флуоресцеина клетками
НЕК293 в норме и на модели постишемической реперфу-
зии. Захват флуоресцеина выражен в его количестве ве-
щества, умноженным на массу общего клеточного белка
(в мкг) и на время инкубации (10 мин).
FIG. Basolateral uptake of fluorescein in normal HEK293
cells and after model of ischemia and reperfusion. Fluorescein
uptake is expressed as pmol per mg cell protein and the time of
incubation (10 min).
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ляли глюкозу. Содержание кислорода – менее 1%.
Объем буфера для апикального и базолатерального
отделов составил 0,2 и 0,5 мл соответственно (чтобы
избежать разности гидростатических давлений).
Перед исследованием транспорта клетки промыва-
лись ледяным PBS-буфером 2–3 раза (pH 7,4).
Время инкубации как с контрольным, так и с ише-
мическим буфером – 2 ч. После этого клетки пере-
водили на обычный режим культивирования.

транспорт флуоресцеина
Флуоресцеин в конечной концентрации 1×10-5 М

добавлялся в базолатеральный отдел на следующие
промежутки времени: 20, 40, 60, 80, 100, 120 с.
После этого клетки промывались 3–4 раза ледяным
PBS-буфером до тех пор пока флуоресцеин не опре-
делялся в промываемом буфере.

определение концентрации флуоресцеина
Клетки лизировали в 1 мл 0,1% Triton-X100 и

флуоресценцию рассчитывали планшетном ридере
«Chameleon V» («Hidex», Финляндия). Производи-
лась корректировка на внеклеточное связывание и
неспецифическую адгезию к клеткам путем вычита-

ния количества флуоресцеина на клетки при 4°С.
Нормирование производили по количеству белка,
измеренного по Брэтфорду.

рЕзультАты и обсуждЕНиЕ
Был изучен базолатеральный захват флуорес-

цеина в клеточной линии НЕК293 в норме и на мо-
дели постишемической реперфузии (см. рис.).

Как видно из графика, захват флуоресцеина
клетками НЕК293 в условиях постишемической ре-
перфузии снижается по сравнению с нормой.

ВыВоды
Понижение активности транспортеров органи-

ческих анионов на модели постишемической репер-
фузии, по-видимому, связано с низкой активностью
цикла трикарбоновых кислот, являющегося постав-
щиком трикарбоновых кислот, необходимых для
функционирования транспортеров.
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