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РЕЗЮМЕ

Выявление нефротоксических свойств является актуальной задачей как на доклиническом этапе раз-
работки новых препаратов, так и при изучении возможностей оптимизации фармакотерапии. Основной 
проблемой при этом является поиск экспериментальной модели для оценки нефротоксичности лекарствен-
ных средств, наиболее приближенной к условиям in vivo.
Цель работы: сравнение чувствительности клеточных линий HEK293 и RPTEC, используемых в качестве 
экспериментальных моделей при оценке нефротоксического действия цефуроксима и цефепима.
Материалы и методы: в исследовании использовали клеточные линии HEK293 и RPTEC, которые культи-
вировали в планшетах с мембранными вставками диаметром пор 0,4 мкм. Для каждой клеточной линии 
проводили инкубацию с цефалоспоринами цефуроксимом и цефепимом, преимущественно выводящимися 
через почки, в течение 3 сут. Препараты добавляли в базальный отдел лунки планшета 2 раза/сут в следу-
ющих концентрациях: цефуроксим — 50 и 150 мкг/мл, цефепим — 30 и 120 мкг/мл. Через 24, 48 и 72 ч ин-
кубации с препаратами измеряли уровни экспрессии генов транспортеров органических анионов SLC22A6 
и SLC22A8 методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией. Признаком нефротоксиче-
ского действия цефалоспоринов считали активацию каспаз 3 и 7, которую оценивали с помощью флуори-
метрического теста, который проводили через 24, 48 и 72 ч после инкубации с препаратами.
Результаты: показано уменьшение экспрессии генов транспортеров органических анионов SLC22A6 
и SLC22A8 в обеих клеточных линиях при транспорте цефалоспоринов, причем в клеточной линии RPTEC 
оно наступало раньше, чем в клеточной линии HEK293. Активация каспаз 3 и 7 при инкубации клеток с це-
фуроксимом и цефепимом в низких концентрациях (50 и 30 мкм/мл соответственно) была отмечена только 
в клеточной линии RPTEC через 72 ч, а при инкубации с этими препаратами в высоких концентрациях (150 
и 120 мкг/мл соответственно) в клетках линии RPTEC она наблюдалась уже через 24 ч.
Выводы: клеточная линия RPTEC является более чувствительной к токсическому действию цефуроксима 
и цефепима в связи с более высоким уровнем экспрессии генов транспортеров лекарственных средств. По-
вышение концентрации цефалоспоринов уменьшает время активации каспаз 3 и 7 в этой клеточной линии. 
Экспериментальная модель на основе клеточной линии RPTEC является перспективной для проведения 
анализа нефротоксических свойств различных препаратов.
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ABSTRACT

Researchers need to identify the nephrotoxic properties of medicinal products both during preclinical develop-
ment and when exploring options to optimise pharmacotherapy. The main challenge is to find an experimental 
model for assessing drug-induced nephrotoxicity that reflects in vivo conditions as closely as possible.
The aim of the study was to compare the susceptibility of HEK293 and RPTEC cell lines used as experimental 
models for assessing the nephrotoxicity of cefuroxime and cefepime.
Materials and methods. The study investigated HEK293 and RPTEC cell lines cultured on plates with 0.4 µm 
pore membrane inserts. The cell lines were incubated for 3 days with cefuroxime and cefepime (cephalosporins 
excreted primarily by the kidneys). The medicinal products were added to the basal part of the well at concen-
trations of 50 and 150 µg/mL (cefuroxime) or 30 and 120 µg/mL (cefepime) twice a day. After incubating the 
cells with cefuroxime and cefepime for 24, 48, and 72 hours, the authors determined the expression levels 
of the SLC22A6 and SLC22A8 genes encoding organic anion transporters by a reverse transcription polymerase 
chain reaction. The authors considered caspase 3 and caspase 7 activation indicative of the nephrotoxic effect 
of cephalosporins; they evaluated this indicator by a fluorometric assay after 24, 48, and 72 hours of incubation.
Results. According to the study, the expression of the SLC22A6 and SLC22A8 genes decreased with cephalosporin 
transport in both cell lines. The decrease occurred in the RPTEC cell line earlier than in the HEK293 cell line. The 
authors observed caspase 3 and caspase 7 activation only in the RPTEC cell line after incubation with cefuroxime 
and cefepime at low concentrations (50 and 30 µg/mL, respectively) for 72 hours and at high concentrations (150 
and 120 µg/mL, respectively) for 24 hours.
Conclusions. The RPTEC cell line exhibits higher susceptibility to cefuroxime and cefepime toxic effects than 
the HEK293 cell line due to higher transporter gene expression. Higher cephalosporin concentrations accelerate 
caspase 3 and caspase 7 activation in the RPTEC cell line. The experimental model based on the RPTEC cell line 
is a promising tool for the analysis of the nephrotoxic properties of a wide range of medicinal products.
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Введение
Для достоверного прогнозирования нефро-

токсичности потенциальных фармакологиче-
ских агентов в исследованиях in vitro необходим 
научно обоснованный выбор конкретных кле-
точных мишеней, а также выявление надежных 
биомаркеров нефротоксичности [1]. Скрининг 
нефротоксических свойств лекарственных 
средств (ЛС) in vitro в настоящее время имеет 
низкий уровень связи с данными из клиниче-
ской практики фармакотерапии. Проксимальные 
почечные канальцы не только реабсорбируют 
глюкозу, альбумин и различные электролиты по-
средством специальных транспортеров, но так-
же участвуют в выведении ксенобиотиков (в том 
числе ЛС) в мочу, и именно этот сегмент нефро-
на является важной мишенью для нефротокси-
ческого повреждения. В связи с этим внимание 
исследователей нефротоксичности в последнее 
время привлечено к экспериментальным мо-
делям на основе линий эпителиальных клеток 
проксимальных почечных канальцев [2].

Существует несколько возможных механиз-
мов нефротоксического действия ксенобиоти-
ков. Так, транспорт отрицательно заряженных 
молекул посредством транспортеров орга-
нических анионов (organic anion transporters, 
ОАТ) осуществляется в обмен на анион дикар-
боновой кислоты, что замедляет функциониро-
вание цикла Креббса  — важного компонента 
энергетического обмена клетки. Таким образом, 
при транспорте анионов клетками прокси-
мальных канальцев возможно возникновение 
ишемических явлений, увеличивающих риск 
развития апоптоза [3]. Нефротоксическое дей-
ствие ксенобиотиков нередко определяется 
активностью ферментов, участвующих в их ме-
таболизме: в частности, нефротоксичность цис-
платина зависит от активности фермента глута-
тион-S-трансферазы [4]. Основными протеазами, 
участвующими в процессе апоптоза, являются 
каспазы. Каспазы 3 и 7  — эффекторные каспа-
зы митохондриального пути апоптоза, которые 
могут рассматриваться в качестве биомаркеров 
токсического действия ЛС [5].

Согласно рекомендациям по доклиниче-
ским исследованиям Управления по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств (Food and Drug Administration, 
FDA)1 и Европейского агентства по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, 

EMA)2, в случае, когда почечный клиренс ис-
следуемого ЛС составляет более 25%, произво-
дитель обязан протестировать его на предмет 
сродства к почечным транспортерам. В качестве 
экспериментальных моделей для такого тести-
рования предлагается использовать клеточные 
линии HEK293, CHO, MDCK и др. Основной ха-
рактеристикой клеточных линий, используе-
мых в качестве моделей in vitro, является уро-
вень экспрессии и функциональной активности 
транспортеров, ферментов и других функци-
ональных белков, которые участвуют в транс-
порте ЛС. Несмотря на то что эти транспорте-
ры и ферменты достаточно хорошо изучены, 
современные клеточные модели in vitro плохо 
воспроизводят как морфологию, так и функцию 
почечных канальцев и, следовательно, не могут 
в должной степени продемонстрировать реак-
цию на повреждение нефротоксичными лекар-
ственными препаратами in vivo. В связи с этим 
в настоящее время исследователи нефроток-
сичности рассматривают в качестве перспек-
тивной клеточную линию RPTEC (renal proximal 
tubule epithelial cells), полученную из эпителия 
проксимальных почечных канальцев человека 
[6]. В отличие от вышеперечисленных клеточ-
ных линий, RPTEC имеет сходную морфологию 
с проксимальным эпителием in vivo, что позво-
ляет ожидать более высокую корреляцию по-
лученных результатов с данными клинических 
исследований [7].

Известно, что антибиотики семейства бе-
та-лактамов, в частности цефалоспорины, 
преимущественно выводятся через почки, 
что обосновывает проведение исследований 
нефротоксичности для данной группы препара-
тов. Цефалоспорины цефуроксим (II поколение) 
и цефепим (IV поколение) широко применяются 
в клинике и в повышенных дозировках могут 
вызывать нефротоксические эффекты [8].

Цель работы — сравнение чувствительности 
клеточных линий HEK293 и RPTEC, использу-
емых в качестве экспериментальных моделей 
при оценке нефротоксического действия цефу-
роксима и цефепима.

Задачи исследования:
1) изучить влияние концентрации и времени 

воздействия антибиотиков группы цефалоспо-
ринов на уровень экспрессии генов транспор-
теров органических анионов (OAT) в клеточных 
линиях НЕК293 и RPTEC;

1 In vitro drug interaction studies — cytochrome p450 enzyme- and transporter-mediated drug interactions. Guidance for industry. 
FDA-2017-D-5961. FDA; 2020.
2 ICH Guideline M12 on drug interaction studies. EMA/CHMP/ICH/652460/2022. EMA; 2022.
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2) изучить активацию каспаз 3 и 7 в клеточ-
ных линиях НЕК293 и RPTEC;

3) провести сравнение полученных результа-
тов для используемых клеточных линий.

Материалы и методы
Клеточная культура. Клеточная линия 

проксимальных почечных канальцев человека 
RPTEC, иммортализованная путем ретровирус-
ной трансфекции гена hTERT (вектор pLXSN), 
была получена из банка культур клеток ATCC 
(код: CRL-4031). Культура клеток почек эмбриона 
человека HEK293 была любезно предоставле-
на коллегами из НИИ канцерогенеза РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина РАМН.

Восстановление клеточной линии RPTEC 
производили по следующей методике: культу-
ральный флакон 25  см2, содержащий 10  мл 
культуральной среды DMEM/F12 (с добавле-
нием следующих веществ: рекомбинантный 
человеческий фактор роста EGF  — 10  нг/мл, 
трансферрин  — 5  мкг/мл, инсулин  — 5  мкг/мл, 
гидрокортизон  — 25  нг/мл, селенит натрия  — 
8,65 нг/мл (Gibco, CША)), помещали в инкубатор 
на 15–20 мин для достижения нейтрального 
значения pH (7,0–7,6), а также для предотвраще-
ния защелачивания среды в процессе восста-
новления клеток. Пробирку с клетками раз-
мораживали на водяной бане в течение 2 мин 
при температуре 37 °С. После размораживания 
флакон обрабатывали 70% этанолом и далее 
все действия проводили в асептических усло-
виях. Содержимое переносили в центрифужную 
пробирку, содержащую 9,0  мл культуральной 
среды, и центрифугировали при 250  g в тече-
ние 5–7  мин. Супернатант удаляли, клетки ре-
суспендировали в свежей среде. Полученную 
суспензию переносили в культуральный фла-
кон. Условия культивирования стандартные: 
37  °С и 5% СО2. В эксперименте использовали 
клетки 14–15 пассажей.

Культивирование. Клеточную линию 
HEK293 культивировали в 12-луночных планше-
тах с мембранными вставками с диаметром пор 
0,4 мкм (Costar® 12 mm Transwell®, 0.4 µm Pore 
Polyester Membrane Inserts). В качестве культу-
ральной среды использовали DMEM/F12 (Gibco, 
CША), 50 ед./мл гентамицина («ПанЭко», Россия) 
и 0,1  мг/мл пирувата натрия (Santa  Cruz, США) 
при 37  °С, 5% СО2 и относительной влажности 
80–85%. В экспериментах использовали культу-
ры в логарифмической фазе роста.

Клеточную линию RPTEC культивировали 
в 12-луночных планшетах c мембранными встав-
ками с диаметром пор 0,4 мкм (Costar® 12 mm 
Transwell®, 0.4 µm Pore Polyester Membrane 
Inserts). Количество клеток в каждой лунке со-
ставляло примерно 0,5×106. В качестве культу-
ральной среды использовали DMEM/F12 (Gibco, 
CША), 50  ед./мл гентамицина и 0,1  мг/мл пи-
рувата натрия (Santa Cruz, США) при 37  °С, 5% 
СО2 и относительной влажности 80–85%. В среду 
были добавлены: инсулин  — 5  мкг/мл, транс-
феррин — 5 мкг/мл, селенит натрия — 5 мкг/мл 
(Insulin–Transferrin–Sodium Selenite Supplement; 
Sigma-Aldrich, кат. № I1884), hEGF (Sigma-Aldrich, 
кат. № E9644) — 10 нг/мл, гидрокортизон — 25 нг/
мл (Sigma-Aldrich, кат. № H6909). Замена среды 
производилась через каждые 2–3 сут. Объем бу-
фера для апикального и базолатерального отде-
лов составил 0,5 и 1,5 мл соответственно (чтобы 
избежать разности гидростатических давлений).

Лекарственные препараты. Использовали 
субстанции цефалоспоринов: цефуроксим (USP 
Reference Standard, кат. №  1098209) и цефе-
пим (USP Reference Standard, кат. №  1097636). 
Субстанции растворяли в культуральной среде, 
концентрация препаратов в рабочем растворе 
составляла 50 и 150 мкг/мл для цефуроксима, 30 
и 120 мкг/мл — для цефепима. Рабочие раство-
ры добавляли в культуральную среду 2 раза/сут 
на протяжении 3  сут таким образом, что кон-
центрации конечных растворов составили 50 
и 150 мкг/мл для цефуроксима, 30 и 120 мкг/
мл — для цефепима. Выбранные концентрации 
цефалоспоринов примерно соответствуют ми-
нимальной и максимальной концентрации дан-
ных препаратов в крови в рамках применения 
их в терапевтических дозах3.

Полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией (ПЦР). Выделение тотальной 
РНК из клеток проводили с использованием 
реагента PureZOL (BioRad, США) по протоколу, 
рекомендованному производителем. Реакцию 
обратной транскрипции проводили в ампли-
фикаторе Biometra TOne 96G (Analytik Jena, 
Германия) в общем объеме 20 мкл по следующе-
му протоколу: в пробирку, находящуюся на льду, 
добавляли последовательно: 2  мкл тотальной 
РНК, 0,2  мкг гекса-праймеров, воды, обрабо-
танной диэтилпирокарбонатом (DEPC-treated 
water; Fermentas)  — до 12,5  мкл, затем пере-
мешивали и далее добавляли: 4  мкл 5х ПЦР-
буфера (Fermentas), 0,5 мкл (20 ед.) ингибитора 

3 Цефуроксим. https://www.vidal.ru/drugs/cefuroksim__14802
 Цефепим. https://www.vidal.ru/drugs/cefepime__22119

http://www.analytik-jena.de/en/life-science/products/cat/cat/kits.html
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РНКазы (RiboLock, Fermentas), 2 мкл 10 мM сме-
си dNTP (Fermentas), 1 мкл обратной транскрип-
тазы (RevertAid, Fermentas). После осторожного 
перемешивания инкубировали сначала 10  мин 
при 25 °С, а затем 60 мин при 42 °С. Для завер-
шения реакции инкубировали 10 мин при 72 °С. 
Во всех экспериментах проводили контрольную 
реакцию с использованием воды вместо РНК.

Полимеразную цепную реакцию для всех 
изучаемых генов проводили в термоциклере 
С1000 CFX96 (BioRad, США) по следующей схе-
ме: начальная денатурация при 94 °C в течение 
2  мин; отжиг праймеров при 60 °C, 30  с; син-
тез продукта при 72 °C, 30  с; заключительная 
выдержка после прохождения циклов 5  мин 
при 72  °C. Количество циклов варьировало 
в пределах 25–30 с в зависимости от изучаемо-
го гена. В качестве контроля использовали РНК 
вместо кДНК. Последовательности праймеров 
указаны в таблице 1. Нормирование экспрессии 
генов проводили по GAPDH в качестве гена «до-
машнего хозяйства», для анализа результатов 
количественной полимеразной реакции исполь-
зовали метод 2-ΔΔСt. В качестве отрицательного 
контроля использовали клеточную культуру 
без добавления препарата. Изменения активно-
сти генов в опытных образцах определяли отно-
сительно отрицательного контроля.

Флуориметрический тест на каспазы 3 и 7. 
Исследование проводили методом флуоримет-
рии с использованием коммерческого набо-
ра «The EarlyTox™ Caspase-3/7 R110 Assay Kit» 
(Molecular Devices, США). Набор обеспечивает 
возможность проведения одноступенчато-
го анализа активности двух каспаз благодаря 
флюорогенному субстрату (Ac-DEVD)2-R110, 
представляющему собой пептидный димер, 
который содержит сайты для гидролиза кас-
пазами 3 и 7. При гидролизе данного димера 
под действием каспаз происходило высвобо-
ждение флуоресцентного красителя родамина 
110, количество которого измеряли на план-
шетном флуориметре Cary Eclipse Fluorescence 
(Agilent Technologies).

Клетки высевали в количестве (20–25)×103  
(объем среды 0,1  мл) на лунку 96-луночного 
микропланшета для флуориметрии (Molecular 
Devices, США). Для прикрепления и роста клеток 
планшет инкубировали сутки при 37 °С и 5% СО2. 
Затем к клеткам добавляли препараты по мето-
дике, изложенной выше.

Приготовление буфера для анализа (все 
компоненты включены в коммерческий набор): 
флюорогенный субстрат (Ac-DEVD)2-R110 сме-
шивали с лизирующим буфером в соотноше-
нии 1:20 до конечной концентрации субстрата 
2  мМ. В каждую лунку добавляли по 100  мкл 
буфера для анализа. В результате объем раство-
ра в каждой лунке составлял 200 мкл, а конеч-
ная концентрация субстрата  — 50  мкмоль/л. 
Отрицательным контролем являлась культу-
ральная среда в отсутствие препарата. В каче-
стве холостой пробы использовали препараты 
с флуорогенным субстратом в отсутствие кле-
точной культуры. Далее образцы для анали-
за перемешивали на шейкере при 300 об/мин 
в течение 30 с и инкубировали 2 ч при комнат-
ной температуре.

Измерение флуоресценции проводили 
на планшетном флуориметре при следующих 
параметрах: длина волны — 490 нм, длина вол-
ны эмиссии — 520 нм. Результаты представляли 
с использованием программного обеспечения 
SoftMax Pro (Molecular Devices) в виде графика 
с использованием 4-параметрической аппрок-
симации кривой. Результаты люминесцентного 
анализа холостых проб использовали в качестве 
фоновых.

Для определения базовой активности ка-
спаз в клетках использовали результат лю-
минесцентного анализа проб отрицательного 
контроля. Положительным считали результат 
с флуоресценцией выше значений отрицатель-
ного контроля.

Статистическая обработка данных. Прово-
дили с помощью пакета программ Statistica 13 
(StatSoft, США). Различия в средних значени-
ях опыта по отношению к контролю на каждой 

Таблица 1. Последовательности праймеров для проведения полимеразной цепной реакции

Table 1. Primer sequences for the polymerase chain reaction

Ген
Gene

Прямой праймер (5’->3’)
Forward primer (5’->3’)

Обратный праймер (5’->3’)
Reverse primer (5’->3’)

ОАТ1 TTGTCCGAACCTCTCTTGCT CACAGGAACAGCACCGTAGA

ОАТ3 CTGAGCACCGTCATCTTGAA AGACCAACCAGCGTATGGAC

GAPDH GGATTTGGTCGTATTGGG GGAAGATGGTGATGGGATT
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временной точке рассчитывали с помощью 
ANOVA. Уровнем статистической значимости 
считали р<0,05. Для каждой концентрации пре-
парата проводили 3 независимых эксперимен-
та. В рамках данной работы провести большее 
количество экспериментов не представлялось 
возможным, что являлось ограничением иссле-
дования. Полученные результаты могут рассмат-
риваться в качестве предварительных.

Результаты и обсуждение
Влияние цефуроксима и цефепима 
на экспрессию генов транспортеров ОАТ1 
и ОАТ3 в клеточных линиях HEK293 и RPTEC
Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) 

в клетках линий HEK293 и RPTEC при инкубации 
с цефуроксимом в концентрациях 50 и 150 мкг/мл 
изменялся неравномерно (рис.  1). В клетках ли-
нии RPTEC экспрессия гена SLC22A6 при инкуба-
ции с цефуроксимом в концентрации 50 мкг/мл 
снижалась в среднем на 24,75% каждые сутки, 
в то время как в клетках линии HEK293 наблю-
далось снижение уровня экспрессии в среднем 
на 16,36% в сутки. Это можно объяснить, по-ви-
димому, более активным транспортом цефурок-
сима в клеточной линии RPTEC. Представленные 
на рисунке данные также свидетельствуют о том, 
что динамика понижения уровня экспрессии 

гена SLC22A6 статистически значимо зависит 
от концентрации ЛС.

При транспорте цефепима в концентрациях 
30 и 120 мкг/мл в обеих клеточных линиях наблю-
далось относительно равномерное понижение 
уровня экспрессии гена SLC22A6 (OAT1). При до-
бавлении цефепима в концентрации 120 мкг/мл 
понижение экспрессии гена более значительно, 
чем в концентрации 30 мкг/мл (рис. 2).

При транспорте цефуроксима в концен-
трации 50 мкг/мл понижение экспрессии гена 
SLC22A8 (OAT3) в клеточной линии RPTEC было 
более значительным, чем в HEK293 (рис. 3). 
При добавлении цефуроксима в концентрации 
150 мкг/мл в клеточной линии HEK293 происхо - 
дит резкое снижение экспрессии гена SLC22A8  
на вторые сутки.

При добавлении цефепима в концентра-
ции 30 мкг/мл снижение уровня экспрес-
сии гена SLC22A8 (OAT3) в клеточных линиях 
HEK293 и RPTEC происходило на вторые сутки 
(рис. 4). При инкубации с цефепимом в концен-
трациях 30 и 120 мкг/мл в клеточной линии 
PRTEC понижение уровня экспрессии генов 
SLC22A8 в среднем, соответственно, на 9,6 и 7,8% 
больше, чем в клеточной линии HEK293.

Как цефуроксим, так и цефепим вызыва-
ли статистически значимое снижение уровня 
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Рис. 1. Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефуроксимом в концентрациях 50 мкг/мл (А) и 150 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 1. SLC22A6 (OAT1) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 50 µg/mL (A) and 
150 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05

A B



Susceptibility of HEK293 and RPTEC Cell Lines to Nephrotoxic Effects of Cefuroxime and Cefepime...

Evteev V.A., Semenova I.S., Bunyatyan N.D., Prokofiev A.B. 

161Safety and Risk of Pharmacotherapy. 2023. Vol. 11, No. 2

Эк
сп

ре
сс

ия
 г

ен
а 

SL
C2

2A
6 

в 
H

EK
29

3 
и 

RP
TE

C
SL

C2
2A

6 
ge

ne
 e

xp
re

ss
io

n 
in

 H
EK

29
3 

&
 R

PT
EC

Время инкубации с 30 мкг/мл цефепима, ч
Incubation time with 30 µg/mL cefipime, h

К 24 48 72
0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

* 

 

 

* 

 

 

 

 
 

* 

 

 

* 

 

 

 

 

* 

 

* 

 

 

 

HEK293 RPTEC

Эк
сп

ре
сс

ия
 г

ен
а 

SL
C2

2A
6 

в 
H

EK
29

3 
и 

RP
TE

C
SL

C2
2A

6 
ge

ne
 e

xp
re

ss
io

n 
in

 H
EK

29
3 

&
 R

PT
EC

Время инкубации с 120 мкг/мл цефепима, ч
Incubation time with 120 µg/mL cefipime, h

К 24 48 72
0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

* 

 

* 

 

 

 

* 

 

* 

 

 
* 

* 

 

HEK293 RPTEC

Рис. 2. Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефепимом в концентрации 30 мкг/мл (А) и 120 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (клеточная 
культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное отклоне-
ние, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 2. SLC22A6 (OAT1) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 30 µg/mL (A) and 
120 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05

A B

Эк
сп

ре
сс

ия
 г

ен
а 

SL
C2

2A
8 

в 
H

EK
29

3 
и 

RP
TE

C
SL

C2
2A

8 
ge

ne
 e

xp
re

ss
io

n 
in

 H
EK

29
3 

&
 R

PT
EC

Время инкубации с 50 мкг/мл цефуроксима, ч
Incubation time with 50 µg/mL cefuroxime, h

К 24 48 72
0

1

2

4

3

5

 

* 

 

 

* 

 

 

 

* 

 

 

* 

 

 

 

* 

 

 

* 

 

 

HEK293 RPTEC

Эк
сп

ре
сс

ия
 г

ен
а 

SL
C2

2A
8 

в 
H

EK
29

3 
и 

RP
TE

C
SL

C2
2A

8 
ge

ne
 e

xp
re

ss
io

n 
in

 H
EK

29
3 

&
 R

PT
EC

Время инкубации с 150 мкг/мл цефуроксима, ч
Incubation time with 150 µg/mL cefuroxime, h

К 24 48 72
0

1

2

4

3

5

  

* 

 

 

* 

 

 
* 

 

* 

 

 

* 

 

* 

 

HEK293 RPTEC

Рис. 3. Уровень экспрессии гена SLC22A8 (OAT3) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефуроксимом в концентрациях 50 мкг/мл (А) и 150 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 3. SLC22A8 (OAT3) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 50 µg/mL (A) and 
150 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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экспрессии генов транспортеров SLC22A6 (OAT1) 
и SLC22A8 (OAT3) в обеих клеточных лини-
ях, причем для клеток линии RPTEC оно более 
выражено.

Влияние цефуроксима и цефепима 
на активность каспаз 3 и 7
Для оценки влияния цефалоспоринов на ак - 

тивацию каспаз в клеточных линиях HEK293  

и RPTEC методом флуориметрии проводи-
ли качественное сравнение базового уров-
ня флуоресценции в контрольных клетках 
с флуоресценцией в клетках, инкубировавших-
ся с цефалоспоринами. Результаты флуоримет-
рического теста на каспазы 3 и 7 в клеточных 
линиях HEK293 и RPTEC при инкубации с цефу-
роксимом (50 и 150 мкг/мл) и цефепимом (30 
и 120 мкг/мл) представлены в таблице 2.
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Рис. 4. Уровень экспрессии гена SLC22A8 (OAT3) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефепимом в концентрациях 30 мкг/мл (А) и 120 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 4. SLC22A8 (OAT3) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 30 µg/mL (A) 
and 120 µg/mL (B) of cefepime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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Таблица 2. Влияние концентрации и времени воздействия цефуроксима и цефепима на активность каспаз 
3/7 в клеточных линиях НЕК293 и RPTEC

Table 2. Effects of cefuroxime and cefepime concentrations and exposure periods on caspase 3/7 activity in 
HEK293 and RPTEC cell lines

Название препарата
Name of the medicinal 

product

Концентрация 
препарата, мкг/мл
Concentration of the 

medicinal product, mg/mL

Клеточная линия HEK293
HEK293 cell line

Клеточная линия RPTEC
RPTEC cell line

24 ч
24 h

48 ч
48 h

72 ч
72 h

24 ч
24 h

48 ч
48 h

72 ч
72 h

Цефуроксим
Cefuroxime

50 – – + – – –

150 + + + + + +

Цефепим
Cefepime

30 – – – – – +

120 – + нет данных
no data

+ + +

Примечание. «–» — отсутствие активации каспаз 3/7; «+» — активация каспаз 3/7.
Note. –, no caspase 3/7 activation observed; +, caspase 3/7 activation observed.
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Результаты флуориметрического теста показы-
вают, что при стандартных концентрациях цефу-
роксима и цефепима (50 и 30 мкг/мл) в клеточной 
линии HEK293 не было отмечено активации каспаз 
в течение 72 ч, а в клеточной линии RPTEC акти-
вация наблюдалась только на третьи сутки инку-
бации с цефепимом. При высокой концентрации 
цефуроксима (150 мкг/мл) активация каспаз на-
блюдалась уже через 24 ч в обеих клеточных ли-
ниях. При повышенной концентрации цефепима 
(120 мкг/мл) в клеточной линии HEK293 активация 
каспаз выявлена на вторые сутки, а в клеточной 
линии RPTEC — уже на первые сутки. Полученные 
результаты свидетельствуют о более высокой чув-
ствительности клеточной линии RPTEC к токсиче-
скому действию цефалоспоринов по сравнению 
с клеточной линией HEK293. Время активации кас-
паз в обеих клеточных линиях зависело не только 
от периода инкубации с препаратом группы цефа-
лоспоринов, но также от концентрации препаратов.

Выводы
1. Клеточная линия RPTEC является более 

чувствительной, чем клеточная линия HEK293, 

к токсическому действию цефалоспоринов це-
фуроксима и цефепима, что коррелирует со 
статистически значимым повышенным уровнем 
экспрессии транспортеров ОАТ в клеточной ли-
нии RPTEC.

2. Активация каспаз 3/7, наблюдающа-
яся при инкубации в клеточных линиях 
НЕК293 и RPTEC, подтверждает инициацию апо-
птоза по митохондриальному пути.

3. В обеих клеточных линиях инкубация 
с цефуроксимом и цефепимом в высоких до-
зах (150 и 120 мкг/мл соответственно) вы-
зывает статистически значимое понижение 
уровня экспрессии генов транспортеров 
ОАТ1 и ОАТ3.

4. Инкубация с цефалоспоринами вызыва-
ет активацию каспаз 3 и 7 в клеточных линиях 
HEK293 и RPTEC только при повышенных кон-
центрациях препаратов.

Экспериментальная модель на основе  
клеточной линии RPTEC является пер-
спективной для проведения анали-
за нефротоксических свойств различных  
препаратов.
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