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บทคัดย่อ 

(ภาษาไทย)   
โครงการวิจัยน้ีศึกษาบทบาทของ Liver X receptor (LXR) ต่อการควบคุมสมดุลกลูโคสในร่างกายโดยมุ่ง
ศึกษาผลต่อตัวขนส่งกลูโคสและการสร้างกลูโคสในเซลล์หลอดไตส่วนต้น (renal proximal tubular cells)  
โดยได้ทําการศึกษาในเซลล์หลอดไตมนุษย์ 2 ชนิด ได้แก่ HK-2 และ RPTECT/TERT1  ซึ่งเป็นเซลล์ที่มกีาร
แสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสชนิด glucose transporter-2 (GLUT2) และ sodium-glucose co-
transporter 2 (SGLT2)  สาร LXR agonist มีผลลดการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์โดยมีผลทั้ง GLUT2 และ 
SGLT2 ผลของ LXR agonist ทั้งสองชนิดต่อการยับย้ังการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 อาศัยการทํางาน
ของ LXR (LXR-dependent mechanism) การยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งเกี่ยวข้องกับการลด maximal 
transport rate (Jmax) แต่ไม่มีผลปรับเปลีย่นค่า Km ของตัวขนส่งกลูโคสทั้งสอง และผลท่ีพบมีความสัมพันธ์
กับการลดการแสดงออกของของโปรตีนที้งสองชนิด นอกจากน้ียังพบว่า inhibitory effect ของ LXR agonist 
ไม่ได้เกิดจากความเป็นพิษของสาร T0901317 และ GW3965 นอกจากนี้ได้ทําการยืนยันผลของ LXR ใน
เซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ที่มีการเพาะเลี้ยงให้ใกล้เคียงกับสภาพจริง โดยทําการศึกษาในเซลล์ 
RPTEC/TERT1 ที่เพาะเลี้ยงใน membrane insert พบว่า LXR มีผลลดการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล ์
(canagliflozin-sensitive glucose transport) ยังพบอีกว่าการกระตุ้น LXR นอกจากจะมีผลลดการขนส่ง
กลูโคสในเซลลท์ี่เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีระดับนํ้าตาลกลูโคสปกติแล้ว LXR ยังมีผลการทํางานของตัวขนส่งทั้ง 
SGLT2 และ GLUT2 ในสภาวะที่มีนํ้าตาลสูงด้วย นอกจากน้ันยังพบว่า LXR agonist มีผลต่อการแสดงออก
ของเอ็นไซม์ PEPCK และ G6Pase ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่เก่ียวข้องกับการสร้างกลูโคส (gluconeogenesis) ใน
เซลล์หลอดไตส่วนต้น โดย LXR มีผลเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนของ PEPCK แต่ลดการแสดงออกของ 
G6Pase การทดสอบฤทธ์ิของสาร LXR agonist ในหนูเบาหวานชนิดที่ 2 (Goto-Kakizaki rats) พบว่าสาร 
LXR agonist ที่ช่ือแลนโซพราโซลที่ขนาด 50 mg/kg/day มีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดได้ 
 
 
คําสําคญั   นิวเคลียร์รีเซฟเตอร์  ไต   การควบคุมการทาํงาน  กลูโคส เบาหวาน 
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(ภาษาอังกฤษ)   

The present study investigated the role of liver X receptor (LXR) in regulating of renal 
glucose transporters and its impact on glucose homeostasis. The study was performed in 
two types of human renal proximal tubular cell lines (HK-2 cell and RPTEC/TERT1 cells). LXR 
agonists, T0901317 and GW3965, inhibited GLUT2- and SGLT2-mediated glucose uptake in 
concentration-dependent manners. The effect of T0901317 and GW3965 was attenuated by 
a LXR antagonist. Thus, the inhibitory effect of LXR agonists on GLUT2 and SGLT2 was LXR-
dependent mechanism. In addition, the inhibitory effect of LXR agonists was not mediated 
by cytotoxicity. Exposing HK-2 cells, renal proximal tubular cell line, to LXR agonists 
significantly reduced the maximal transport rate (Jmax) of GLUT2 and SGLT2 without any 
effect on transporter affinity. Western blot analysis revealed LXR activation significantly 
decreased protein expression of SGLT2 with no change in mRNA level. In addition, LXR 
activation inhibited canagliflozin-sensitive short-circuits current which represents SGLT2-
mediated glucose transport in polarized human renal proximal tubular cell monolayer 
(RPTECT/TERT1 cell monolayer). Furthermore, LXR activation inhibited transport function of 
GLUT2 and SGLT2 in hyperglycemic conditions. As such, this study represents the evidence 
of LXR activation’s inhibitory effect on glucose transport in human renal proximal tubular 
cells. LXR agonists also affect gluconeogenesis enzymes in renal proximal tubular cells. 
T0901317 and GW3965 increase protein expression of PEPCK whereas reduced G6Pase. In 
addition, the effect of LXR agonist on plasma glucose of type-2 diabetic rats was 
determined. Goto-Kakizaki (GK) rats were treated with 50 mg/kg/day lansoprazole (a LXR 
agonist) for 14 days. The results showed that LXR activation reduced plasma glucose 
compared with vehicle group and could be a potential target for diabetic treatment.  
 
 

Keyword:  nuclear receptors, kidney, regulation, glucose, diabetes 
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บทสรุปผู้ปรหิาร 
 

Liver X receptor (LXR) เป็นนิวเคลียร์รีเซพเตอร์ที่มีหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่มี
ความสําคัญต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตและกระบวนการเมทาบอลิซึมของร่างกาย LXR แบ่งออกเป็น 2 
ชนิดคือ LXRα และ LXRβ โดยทั้ง 2 ชนิดมี การแสดงออกในอวัยวะต่างๆท่ีแตกต่างกัน พบว่า LXRα 
แสดงออกมากที่ตับ ลําไส้เล็ก และไต ขณะที่ LXRβ พบการแสดงออกในเกือบทุกอวัยวะ  LXR มีบทบาทสําคัย
ต่อการควบคุมเมทาบอลิซึมของโคเลสเตอรอล ไขมัน และน้ําตาลกลูโคสในเน้ือเย่ือหลายชนิด อย่างไรก็ตาม
บทบาทของ LXR ต่อการทํางานของไตยังไม่ได้รับการศึกษามากนัก  ดังน้ันการวิจัยน้ีได้ทําการศึกษาผลของ
สารกระตุ้น LXR ต่อการควบคุมสมดุลกลูโคสในร่างกายโดยมุ่งศึกษาผลต่อตัวขนส่งกลูโคสและการสร้าง
กลูโคสในเซลล์หลอดไตส่วนต้น (renal proximal tubular cells)  โดยได้ทําการศึกษาในเซลล์หลอดไตมนุษย์ 
2 ชนิด ได้แก่ HK-2 และ RPTECT/TERT1  ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีการแสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสชนิด glucose 
transporter-2 (GLUT2) และ sodium-glucose co-transporter 2 (SGLT2)  สาร LXR agonist มีผลลด
การขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์โดยมีผลทั้ง GLUT2 และ SGLT2 ผลของ LXR agonist ทั้งสองชนิดต่อการยับย้ัง
การทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 อาศัยการทํางานของ LXR (LXR-dependent mechanism) การยับย้ัง
การทํางานของตัวขนส่งเก่ียวข้องกับการลด maximal transport rate (Jmax) แต่ไม่มีผลปรับเปลี่ยนค่า Km 
ของตัวขนส่งกลูโคสท้ังสอง และผลท่ีพบมีความสัมพันธ์กับการลดการแสดงออกของของโปรตีนที้งสองชนิด 
นอกจากน้ียังพบว่า inhibitory effect ของ LXR agonist ไม่ได้เกิดจากความเป็นพิษของสาร T0901317 
และ GW3965 นอกจากน้ีได้ทําการยืนยันผลของ LXR ในเซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ที่มีการเพาะเลี้ยงให้
ใกล้เคียงกับสภาพจริง โดยทําการศึกษาในเซลล์ RPTEC/TERT1 ที่เพาะเลี้ยงใน membrane insert พบว่า 
LXR มีผลลดการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์ (canagliflozin-sensitive glucose transport) ยังพบอีกว่าการ
กระตุ้น LXR นอกจากจะมีผลลดการขนส่งกลูโคสในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีระดับนํ้าตาลกลูโคสปกติ
แล้ว LXR ยังมีผลการทํางานของตัวขนส่งทั้ง SGLT2 และ GLUT2 ในสภาวะที่มีนํ้าตาลสูงด้วย นอกจากน้ันยัง
พบว่า LXR agonist มีผลต่อการแสดงออกของเอ็นไซม์ PEPCK และ G6Pase ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่เก่ียวข้องกับ
การสร้างกลูโคส (gluconeogenesis) ในเซลล์หลอดไตส่วนต้น โดย LXR มีผลเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน
ของ PEPCK แต่ลดการแสดงออกของ G6Pase การทดสอบฤทธ์ิของสาร LXR agonist ในหนูเบาหวานชนิดที่ 
2 (GK rat) พบว่าสาร LXR agonist ที่ช่ือแลนโซพราโซลที่ขนาด 50 mg/kg/day เป็นเวลา 14 วัน มีผลลด
ระดับนํ้าตาลในเลือดได้ ข้อมูลที่ได้บ่งบองว่า LXR  อาจเป็นเป้าหมายในการพัฒนาการรักษาโรคเบาหวานได้ 
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เนื้อหาการวิจัย 

บทนํา 
ไตเป็นอวัยะที่มีความสําคํญในการควบคุมสมดุลของระดับกลูโคสในพลาสมา โดยทําหน้าที่ดูดกลับ

กลูโคสท่ีผ่านการกรองกลับเข้าสู่กระแสเลือด (Chao and Henry, 2010; Wright, 2001) กระบวนการน้ีเป็น
กลไกที่สําคัญในการรักษาสมดุลของกลูโคสให้มีค่าคงที่ โดยการดูดกลับกลูโคสที่ไตอาศัยการทํางานของตัว
ขนส่งกลูโคสช่ือ sodium glucose co-transporters (SGLTs)  และ facilitated glucose transporter 2 
(GLUT2) ในภาวะปกติที่ร่างกายมีระดับกลูโคสในพลาสมาไม่เกิน 150 mg/dl จะไม่พบกลูโคสในถูกขับออกมา
กับปัสสาวะ SGLT2 เป็นตัวขนส่งที่ทําหน้าที่หลักในการดูดกลับกลูโคส ขณะที่ SGLT1 ดูดกลับกลูโคสน้อยกว่า 
พบการแสดงออกของ SGLT2 บนผิวเซลล์ของหลอดไตส่วนต้น (renal proximal tubule) ส่วน S1 ทําหน้าที่
ดูดกลับกลูโคสประมาณร้อยละ 90 ของกลูโคสท้ังหมดที่ผ่านการกรอง โดยคุณสมบัติของ SGLT2 เป็นตัวขนส่ง
แบบ low affinity แต่ high capacity ขณะที่ SGLT1 เป็นแบบ high affinity แต่ low capacity และดูด
กลับกลูโคสประมาณร้อลละ 10 ของกลูโคสที่ผ่านการกรองและพบในส่วนหลอดไตส่วนต้นส่วน S2 และ S3 
(Chao and Henry, 2010) 

กลูโคสถูกดูดกลับเข้าสู่พลาสมาอาศัยกระบวนการดูดกลับจากด้าน apical และ basolateral ของ
เมมเบรน โดย SGLT2 ทําหน้าที่ดูดกลับกลูโคสเข้าสู่เซลล์ร่วมกับการดูดกลับโซเดียมไอออนในอัตราส่วน 1:1 
เมื่อกลูโคสเข้าสู่เซลล์แล้วจะถูกขนส่งออกจากเซลล์เข้าสู่พลาสมาโดยอาศัยการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสอีก
ชนิดคือ glucose transporter type 2 (GLUT2)  ดังน้ันการยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสจึงทําให้การ
ขับกลูโคสออกจากร่างกายมากขึ้นและทําให้ระดับกลูโคสในพลาสมาลดลงได้  การยับย้ังการทํางานของ SGLT 
จึงเป็นแนวทางใหม่ในการรักษาโรคเบาหวานได้  เมื่อไม่นานมาน้ีมีการพัฒนายาจากการท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังการ
ทํางานของ SGLT2 เน่ืองจาก SGLT2 พบมากที่ไตแต่ไม่พบในระบบทางเดินอาหาร ดังน้ันการยับย้ัง SGLT2 
จึงไม่มีผลทําให้เกิดอาการท้องเสียจากการลดการดูดซึมกลูโคส การค้นพบสาร phlorizin ที่มีผลยับย้ังการ
ทํางานของ SGLT1 และ SGLT2 โดยสาร phlorizin เป็นสารที่สกัดได้จากเปลือกของต้นแอปเป้ิล 
(Ehrenkranz et al. 2005) พบว่าการให้สาร phlorizin มีผลลดระดับกลูโคสในพลาสมาในหนูเบาหวาน 
(Rossetti et al. 1987; Freitas et al. 2008) ปัจจุบันสํานักงานอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริการได้
อนุญาตให้ใช้ canagliflozin รักษาโรคเบาหวาน นอกจากน้ีไตยังทําหน้าที่สร้างกลูโคสใหม่เพ่ิมเข้าสู่กระแส
เลือดด้วยในสภาวะท่ีร่างกายอดอาหาร โดยอาศัยกระบวกการ gluconeogenesis ซึ่งมีเอ็นไซม์ที่สําคัญใน
กระบวนการน้ีได้แก่ phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) และ glucose-6-phosphatase 
(G6Pase) (Gerich et al. 2001; Ding, 2014) 
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Liver X receptor (LXR) เป็นนิวเคลียร์รีเซพเตอร์ที่มีหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิดที่
มีความสําคัญต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตและกระบวนการเมทาบอลิซึมของร่างกาย (Kastner et al. 
1995; Mangelsdorf et al. 1995) LXR แบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ LXRα และ LXRβ (Francis et al. 2003; 
Geyeregger et al. 2006) โดยทั้ง 2 ชนิดมี การแสดงออกในอวัยวะต่างๆท่ีแตกต่างกัน พบว่า LXRα 
แสดงออกมากที่ตับ ลําไส้เล็ก และไต ขณะที่ LXRβ พบการแสดงออกในเกือบทุกอวัยวะ (Steffensen and 
Gustafsson, 2004) LXR ทําหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนโดยจับกับ retinoid X receptor (RXR) เพ่ือ
รวมตัวเป็น heterodimer จากน้ันจะไปกระตุ้นยีนเป้าหมายเพ่ือควบคุมกระบวนการสร้าง mRNA 
(Geyeregger et al. 2006) LXR มีผลเพ่ิมการขนส่งโคเลสเตอรอลจากเน้ือเย่ืออ่ืนๆไปยังตับ กระบวนการน้ี 
อาศัยการเพ่ิมการแสดงออกของตัวขนส่งโคเลสเตอรอลท่ีผิวของเซลล์เมมเบรน เช่น ABCA1 (Laffitte et al. 
2003) ที่มีหน้าที่หลักในการขนส่งโคเลสเตอรอลออกนอกเซลล์ โคเลสเตอรอลท่ีได้รับการ ขับออกจากเซลล์จะ
ถูกขนส่งกลับเข้าสู่ตับโดยอาศัยการทํางานของ high–density lipoprotein (HDL) เมื่อโคเลสเตอรอลเข้าสู่ตับ
แล้วจะถูกขับออกนอกร่างกายในรูปของกรดน้ําดีต่อไป นอกจากผลต่อโคเลสเตอรอลและไขมันแล้วพบว่า LXR 
ยังทําหน้าที่ในการควบคุมกระบวบการเมทาบอลิซึมของกลูโคสด้วย จากการศึกษาของ Mitro และคณะพบว่า 
LXR ทําหน้าที่เป็นตัวตรวจวัดกลูโคส (glucose sensor) กล่าวคือ เมื่อระดับกลูโคสในเซลล์มากขึ้นจะมีผลไป
กระตุ้นการทํางานของ LXR เพ่ือรักษา ระดับของกลูโคสภายในเซลล์ ให้คงที่ตลอดเวลาโดยการยับย้ังการสร้าง
กลูโคสภายในเซลล์ (Mitro et al. 2007) 

 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า LXR นอกจากจะควบคุมกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์ลัว
ยังมีผลควบคุมการทํางานของตัวขนส่งสารผ่านเซลล์เมมเบรนด้วย โดยการกระตุ้น LXR ด้วย endogenous 
ligand หรือ synthetic agonist มีผลลดการทํางานของ membrane channels หลายชนิด เช่น epithelial 
sodium channel (ENaC) (Soodvilai et al. 2012) cystic fibrosis transmembrane conductance 
(CFTR) (Raksaseri et al. 2013) organic anion transporter 1 (OAT1) (Kittayaruksakul, Soodvilai et 
al. 2012) sodium-phosphate cotransporter (Na+-Pi) (Caldas, et, al. 2011) และ aquaporin (AQP) 
1 and AQP2(Gabbi et al., 2012; Lu et al., 2016) ดังน้ันอาจเป็นไปได้ว่า LXR อาจมีผลต่อการทํางานของ 
GLUT2 และ SGLT2 ที่เซลล์หลอดไตส่วนต้น แม้ว่ามีการพัฒนายากลุ่ม SGLT2 inhibitor สําหรับรักษา
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 การควบคุมการขนส่งกลูโคสและการสร้างกลูโคสใหม่ที่เซลล์หลอดไตส่วนต้นอาจเป็น
เป้าหมายอีกเป้านหมายหนึ่งในการพัฒนาวิธีการรักษารคเบาหวานชนิดที่ 2 โครงการวิจัยน้ีมุ่งศึกษาบทบาท
ของ LXR ต่อการควบคุมการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสในเซลล์หลอดไตส่วนต้นและผลต่อเอ็นไซม์ PEPCK 
และ G6Pase   
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ระเบียบวิธีวจิัย 

1. การศึกษาการทํางานของของ GLUT2 และ SGLT2 ในการขนส่งกลูโคสเข้าสูเ่ซลล์  
เมื่อเซลล์ HK-2 เจริญเต็มพ้ืนที่ของ 24 well- plate แล้ว (ประมาณ 2 วัน) นําเซลล์มาปรับสภาวะ

ด้วย 1 มิลลิลิตรของ glucose transport buffer เป็นเวลา 15 นาที 2 ครั้ง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ก่อนเริ่มการทดลอง ทําการดูด transport medium ออกจาก well หลังจากนั้นเติม glucose transport 
buffer solution (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 1 mM KH2PO4, 10 
mM HEPES) จํานวน 0.2 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบด้วย 10 μM  3H-deoxyglucose ซึ่งเป็นสารที่ถูกขนส่งโดย
ตัวขนส่งกลูโคส  ทําการเติมสารยับย้ัง GLUT2 (10 μM cytosalasin B) ในสารละลายเพ่ือวัดการขนส่งกลูโคส
เข้าสู่เซลล์ที่เกิดจากการทํางานของ SGLT2 และทําการเติมสารยับย้ัง SGLT2 (10 μM canagliflozin) เพ่ือทํา
การวัดการทํางานของ GLUT2 หลังจากน้ันทําการหยุดการทํางานของ GLUT2 หรือ SGLT2 โดยการดูด 
transport medium ออกแล้วล้างเซลล์ด้วย glucose transport buffer ที่เย็นเป็นจํานวน 3 ครั้ง จากน้ัน
ทําลายย่อยเซลล์ด้วย buffer ที่มีส่วนผสมของ 0.2 นอร์มอล โซเดียมไฮดรอกไซด์และ10% SDS เป็นเวลา 60 
นาที จากนั้นเติม 0.1 มิลลิลิตร ของ 0.4 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก จากน้ันนําเซลล์ที่ ได้รับการย่อยแล้วไป
วัดหาปริมาณสารรังสีกลูโคสท่ีสะสมในเซลล์ ณ เวลาต่างๆ โดยใช้ liquid scintillation counter โดยสารรังสี
ที่สะสมในเซลล์จะบ่งบอกการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 

2. การวัดการทํางานของ SGLT2 ใน polarized cell monolayer ของเซลล์ RPTEC/TERT1
โดยวัด short circuit current (Isc)  

เซลล์ RPTEC/TERT1 ซึ่งเป็นเซลล์หลอดไตส่วนต้นได้รับการเพาะเลี้ยงบนเมมเบรน (Snapwell 
insert) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นเวลาอย่างน้อย 21วันเพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตเต็มที่ โดยเซลล์จะได้รับการ
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงทุกสองวัน เฉพาะเซลล์ที่อยู่บนเมมเบรนที่มีค่าความต้านทาน (transepithelial 
resistance) ระหว่างส่วน apical และ basolateral มากกว่า 100 ohm.cm2 (สามารถวัดได้โดยเคร่ืองมือ 
ohm-volt meter) เท่าน้ันที่จะได้รับ การนําไปวัดค่า short circuit current (Isc) หลังจากน้ันนําเซลล์
ดังกล่าวไปใส่ใน Ussing chamber ที่มีสารละลายที่ใช้สําหรับการศึกษาการขนส่งสารและได้รับก๊าซออกซิเจน
ตลอดการทดลอง เพ่ือหาค่าการขนส่งของกลูโคส/โซเดียมที่ผ่านการทํางานของ SGLT2 จะใช้สาร 
canagliflozin ที่มีความจําเพาะในการยับย้ังการทํางานของ SGLT2 ค่าการขนส่งกลูโคส/โซเดียมที่เกิดจาก
การทํางานของ SGLT2 สามารถคํานวนได้จากการนําค่า Isc ทั้งหมด (Isc total) ลบกับค่า Isc ที่อ่านได้
หลังจากการเติม canagliflozin แล้ว (amiloride-insensitive Isc) ค่าที่ได้จะเป็นการขนส่งกลูโคส/โซเดียมที่
ผ่านการทํางานของ SGLT2 (canagliflozin-sensitive Isc) 
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3. การวัดการแสดงออกของยีน GLUT2 และ SGLT2 โดยวิธี real-time PCR  

ทําการแยก RNA จากเซลล์โดยใช้ TRIzol จากน้ันนํา RNA ประมาณ 1 ไมโครกรัมเพ่ือนําไปทํา 
denatured ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันทําการสังเคราะห์ cDNA ที่อุณหภูมิ 42 °C เป็น เวลา 
60 นาที โดยใช้ Superscript reverse transcriptase (BRL, Gaithersburg, MD) ทําการ วิเคราะห์หา
ปริมาณ mRNA โดยใช้ SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) และ the Prism 7500 Real 
Time PCR Detection System (Applied Biosystems) สภาวะที่ใช้สําหรับการหาปริมาณ mRNA คือ 95°C 
เวลา 15 วินาที และ 60°C เวลา 1 นาทีเป็นจํานวน 40 รอบ 

4. การวัดการแสดงออกของโปรตีน GLUT2 และ SGLT2 โดยวิธี Western blotting 

เพ่ือศึกษาผลของ LXR ต่อการแสดงออกของโปรตีน GLUT2 และ SGLT2 หรือไม่อย่างไร ดังน้ันทํา
การแยกโปรตีนจากน้ันทําการวัดปริมาณโปรตีนโดยใช้ Coomassie reagent นําปริมาณโปรตีนที่เท่ากันไปทํา
การ denatured ที่อุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันทําการแยกโปรตีนแต่ละชนิดออกจากกันโดย
ใช้ SDS-PAGE และย้ายโปรตีนจากเจลไปสู่เมมเบรน nitrocellulose จากน้ันนําเมมเบรน nitrocellulose 
ไปใส่ใน 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นําเมมเบรน nitrocellulose 
ไปใส่ในสารบัฟเฟอร์ที่มี antibody ของ GLUT2 และ SGLT2 เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงตามด้วย horseradish 
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody โปรตีน GLUT2 และ SGLT2 ได้รับการตรวจวัดโดย
วิธี enhanced chemiluminescence โดยใช้ Gel and Graph Digitizing System 

5. การศึกษาความเปน็พิษของสาร T0901317 และ GW3965 ต่อเซลล์ HK-2 และ 
RPTEC/TERT1 

เพ่ือศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของ LXR agonists  นําเซลล์มาเพาะเลี้ยงใน 96–well plate แล้ว 
ประมาณ 2 วัน และ 10 วัน สําหรับเซลล์ HK-2 และ RPTEC/TERT1 จากน้ันเซลล์จะได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
มีสาร LXR agonists ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  จากน้ันใส่สารละลาย Thiazelyl Blue 
Tetrazolium Bromide (0.5 mg/ml) MTT reagent เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง จากน้ันดูดสารละลายดังกล่าวทิ้ง
แล้วเติม DMSO (100 μL) ทิ้งไว้ 5-10 นาทีแล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร คํานวณค่า cell 
viability 
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ผลการวิจัย 

ส่วนที่ 1 การทดสอบ cell model ที่ใช้ในการทดลอง  

1.1 การแสดงออกของ LXR ในเซลล ์HK-2 และ RPTECT/TERT1  
การทดลองน้ีมุ่งเน้นเพ่ือศึกษาว่าเซลล์ HK-2 และ RPTECT/TERT1 มีการแสดงออกของ LXR หรือไม่ 

ทําการแยกโปรตีนและปริมาณโปรตีนจากน้ันนําปริมาณโปรตีนที่เท่ากันไปทําการ denatured ที่อุณหภูมิ 100 
°C เป็นเวลา 10 นาที แล้วทําการแยกโปรตีนแต่ละชนิดออกจากกันโดยใช้ SDS-PAGE และย้ายโปรตีนจากเจล
ไปสู่เมมเบรน nitrocellulose จากน้ันนําเมมเบรน nitrocellulose ไปใส่ใน 5% nonfat dry milk in Tris-
buffered saline เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นําเมมเบรน nitrocellulose ไปใส่ในสารบัฟเฟอร์ที่มี antibody ของ 
human LXRα และ human LXRβ เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงตามด้วย horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibody จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ HK-2 และ RPTECT/TERT1 มีการ
แสดงออกของทั้ง LXRα และ LXRβ ดังรูปที่ 1 

 
(A) 

 
   

 
         (B) 

 
 
 

 
รูปที่ 1 การแสดงออกของ LXR ในเซลล์ HK-2 (A) และ RPTEC/TERT1 (B)  

 
1.2 ผลของสารกระตุ้น LXR ต่อการแสดงออกของ LXR targeted protein ในเซลล ์HK-2  
    แม้ว่าสารกระตุ้น LXR  มีรายงานว่าสามารถกระตุ้น LXR ได้แต่ยังไม่มีรายงานว่าสามารถกระตุ้น 

LXR ในเซลล์ HK-2 ได้  ดังน้ันเพ่ือให้แน่ใจว่าสารที่ใช้มีผลกระตุ้นการทํางานของ LXR ในเซลล์ HK-2 ได้
ทําการศึกษาว่าสาร T0901317 มีผลการตุ้นการทํางานของ LXR ในเซลล์ HK-2 หรือไม่ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
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GLUT2

GAPDH

60-62 kDa

42 kDa

Protein expressionHuman proximal tubular cells

SGLT2

GAPDH

70-77 kDa

42 kDa

HK-2 ในอาหารลี้ยงเซลล์ที่มีและไม่มีสาร T0901317 ที่ความเข้มข้น 10 μM เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันทํา
การวัดการแสดงออกของโปรตีน SERBP-1c ซึ่งเป็น target protein ของ LXR จากผลการทดลองพบว่าการ
กระตุ้นเซลล์ด้วยสาร T0901317 มีผลกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน SREBP-1cข้อมูลบ่งช้ีว่าสาร LXR 
agonist (T0901317) สามารถกระตุ้นการทํางานของ LXR ในเซลล์ HK-2  

 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2 ผลของ LXR agonist (T0901317) ต่อการแสดงออกของโปรตีน SREBP-1cในเซลล ์HK-2 
 

1.3 การแสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสในเซลล์ HK-2  
แม้ว่าเซลล์ HK-2 เป็นเซลล์ที่แยกจากหลอดไตส่วนต้นของมนุษย์แต่เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์ชนิดน้ีมีการ

แสดงออกของตัวขนส่งกลูโคส จึงได้ทําการวัดการแสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสที่สําคัญในเซลล์หลอดไตส่วน
ต้นคือ GLUT2 และ SGLT2 จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ HK-2 มีการแสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสชนิด 
GLUT2 และ SGLT2 ดังรูปที่ 3  

 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 3 การแสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสในเซลล ์HK-2 
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ส่วนที่ 2 การศึกษาผลของ LXR agonists ต่อการขนสง่กลูโคสในเซลล์หลอดไตสว่นต้น  

2.1 การทดสอบผลของ LXR agonist ต่อการขอส่งกลูโคสในเซลล ์HK-2  
ทําการทดสอบผลของสารกระตุ้น LXR ต่อการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสชนิด SGLT2 และ GLUT2 

เซลล์ HK-2 ได้รับสาร T0901317 และ GW3965 ซึ่งเป็นสารกระตุ้น LXR เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันทําการ
วัดการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสโดยวัดการสะสมของสารรังสี 3H-deoxyglucose จากผลการทดลองพบว่า
สารกระต้น LXR ทั้งสองชนิดสามารถลดการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสท้ัง SGLT2 และ GLUT2 ในเซลล์ HK-
2 ดังรูปที่ 4 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงผงของสารกระตุ้น LXR (T0901317 และ GW3965) ที่ความเข้มข้น 1-10 μMสําหรับ 

T0901317 และ 1-5 μM สําหรับ GW3965 ต่อการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสชนิด SGLT2 และ GLUT2  
ข้อมูลแสดงการขนส่งสารรังสี 3H-deoxyglucose ในรูป % control (vehicle-treated cell) * P< 0.05, 
*** P< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับ control ค่าที่แสดงเป็นค่า mean + SE  จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง 
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2.2 การศึกษากลไกของการกระตุ้น LXR ต่อการยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสในเซลล ์HK-2 
เพ่ือศึกษากลไกของ LXR ในการยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสชนิด SGLT2 และ GLUT2 ทํา

การวัดค่าการขนส่งสูงสุดของตัวขนส่งกลูโคส (Jmax) และค่า Kt ซึ่งแสดงค่า affinity ของตัวขนส่งกับกลูโคส 
จากข้อมูลที่ได้จาก kinetic study พบว่าการกระตุ้น LXR ด้วยสาร T0901317 หรือ GW3965 มีผลลดค่า 
Jmax ของตัวขนส่งกลูโคสท้ังสองชนิด แต่ไม่เปลี่ยนแปลงค่า Kt ดังรูปที่ 5  แสดงว่า LXR มีผลลดการทํางาน
ของตัวขนส่งกลูโคสอาจมีผลจากการลดจํานวนตัวขนส่งที่อยู่บนผิวของเซลล์เมมเบรน 

 

 
รูปที่ 5 แสดงค่า kinetic parameters ของตัวขนส่งกลูโคสชนิด SGLT2 และ GLUT2 เมื่vได้รับสาร

กระตุ้น LXR T0901317 และ GW3965 ที่ความเข้มข้น 10 และ 5 μM ตามลําดับเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ค่าที่
แสดงเป็นค่า mean + SE  จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง * P<0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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2.3 การทดสอบผลของ LXR agonist ต่อการแสดงออกของโปรตีนของตัวขนส่งกลูโคส GLUT2 และ 
SGLT2 ในเซลล์ HK-2  

จากผลการทดลองข้างต้นพบว่า LXR agonist มีผลลดการทํางานของตัวขนส่งกลูโคส GLUT2 และ 
SGLT2 ในการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์ การทดลองน้ีมุ่งเน้นเพ่ือศึกษากลไกเพ่ืออธิบายผลการยับย้ัง ได้ทําการ
ทดสอบผลของ LXR agonists (T0901317 และ GW3965) ที่ความเข้มข้น 1-10 μM สําหรับ T0901317 
และ 1-5 μM สําหรับ GW3965 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ต่อการแสดงออกของโปรตีนของตัวขนส่งกลูโคส ชนิด 
GLUT2 และ SGLT2 ในเซลล์ HK-2 โดยทําการทดสอบการแสดงออกของโปรตีน GLUT2 และ SGLT2 โดย
วิธี western blot analysis พบว่า ทั้ง GLUT2 และ SGLT2 มีการแสดงออกลดลง เมื่อทดสอบด้วย LXR 
agonist ทั้งสองชนิด (T0901317 และ GW3965) นอกจากน้ี เมื่อความเข้มข้นของสารกระตุ้นเพ่ิมขึ้น การ
แสดงออกของโปรตีน GLUT2 และ SGLT2 มีแนวโน้มลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับ Control ดังรูปที่ 6 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6.1 ผลของ LXR agonist ต่อการแสดงออกของ GLUT2  เซลล์ HK-2 ถูกกระตุ้นด้วยสาร

กระตุ้น LXR; T0901317 1-10 μM และ GW3965 1-5 μM เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ต่อการแสดงออกของ
โปรตีนของตัวขนส่งกลูโคส GLUT2 ** P< 0.05, *** P< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับ control ค่าที่แสดงเป็น
ค่า mean + SE  จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง 
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รูปที่ 6.2 ผลของ LXR agonist ต่อการแสดงออกของ SGLT2  เซลล์ HK-2 ถูกกระตุ้นด้วย

T0901317 (1-10 μM) และ GW3965 (1-5 μM)  เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ต่อการแสดงออกของโปรตีนของตัว
ขนส่งกลูโคส GLUT2 * P< 0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับ control ค่าที่แสดงเป็นค่า 
mean + SE  จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง 

 
2.4 การศึกษาผลของ LXR ต่อการแสดงออกของ mRNA ของ GLUT2 และ SGLT2  
สารกระตุ้น LXR (T0901317 และ GW3965) มีผลลดการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 การ

ทดลองนี้มุ่งทําการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารกระตุ้น LXR ในการควบคุมการทํางานของ GLUT2 และ 
SGLT2 ว่ามีผลต่อการแสดงออกในระดับ mRNA หรือไม่โดยใช้วิธี real-time PCR  ทําการแยก RNA จาก
เซลล์โดยใช้ TRIzol จากน้ันนํา RNA ประมาณ 1 ไมโครกรัมเพ่ือนําไปทํา denatured ที่อุณหภูมิ 65 °C เป็น
เวลา 5 นาที จากน้ันทําการสังเคราะห์ cDNA ที่อุณหภูมิ 42 °C เป็น เวลา 60 นาที โดยใช้ Superscript 
reverse transcriptase (BRL, Gaithersburg, MD) ทําการ วิเคราะห์หาปริมาณ mRNA โดยใช้ SYBR 
Green Master Mix (Applied Biosystems) และ the Prism 7500 Real-Time PCR Detection System 
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(Applied Biosystems) โดย primers ที่ใช้ได้จาก http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi สภาวะที่ใช้สําหรับการหาปริมาณ mRNA คือ 95°C เวลา 15 วินาที และ 
60°C เวลา 1 นาทีเป็นจํานวน 40 รอบ จากการทดลองพบว่า  สารกระตุ้น LXR TO901317 และ GW3965 
ไม่มีผลลดการแสดงออกของ GLUT2 และ SGLT2 ดังรูปที่ 7 

 

  
 
รูปที่ 7 แสดงผลของ T0901317 และ GW3965 ต่อการแสดงออกของ mRNA ของ GLUT2 และ 

SGLT2 ในเซลล์ HK-2  
 

2.5 การยืนยันผลของ LXR agonist ต่อการขนส่งกลูโคสในเซลล์ HK-2 อาศัยการทํางานของ LXR 
(LXR-dependent mechanism) 

เพ่ือให้แน่ใจว่าผลของสาร LXR agonistต่อการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 มีกลไกการทํางาน
ผ่านของ LXR ดังน้ันการทดลองนี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาผลของสาร LXR antagonist (สารท่ียับย้ังการทํางาน
ของ LXR) ต่อผลของ LXR agonist (GW3965) เซลล์ HK-2 ได้รับการแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มคือ 1) กลุ่มควบคุม 
2)  กลุ่ม GW3965 โดยเซลล์ได้รับสาร 5 μM GW3965เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 3) กลุ่ม LXR antagonist (10 
μM fenofibrate)   โดยเซลล์ได้รับสาร fenofibrateเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 4) กลุ่ม GW3965+fenofibrateโดย
เซลล์ HK-2ได้รับ fenofibrate เป็นเวลา 4 ช่ัวโมงจากน้ันได้รับสาร GW3965+fenofibrateเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากครบ 24 ช่ัวโมงนําเซลล์ทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมาทําการวัดการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์ 
พบว่าเมื่อเซลล์ได้รับสาร fenofibrate ร่วมกับสาร GW3965สามารถลดผลของ T0901317 ในการลดการ
ทํางานของท้ัง GLUT2 และ SGLT2 ได้  จากผลการทดลองบ่งบอกว่าผลของสาร LXR agonist ในการลดการ
ทํางานของตัวขนส่งกลูโคสในเซลล์ HK-2 อาศัยการทํางานของ LXR ดังรูปที่ 8 
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รูปที่ 8.1 แสดงผลของ LXR antagonist ต่อการยับย้ังการทํางานของ SGLT2 และ GLUT2 ทีถูก

เหน่ียวนําด้วย T0901317 และ GW3965 *P< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และ #P< 0.001 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มที่ได้รับสาร T0901317 หรือ GW3965 เพียงอย่างเดียว ค่าที่แสดงเป็นค่า mean + SE  จากการ
ทดลองจํานวน 3 ครั้ง 

 

เน่ืองจาก LXR ทํางานร่วมกับ RXR ดังน้ันจึงทําการทดสอบผลของตัวกระตุ้น RXR ต่อการยับย้ังการ
ทํางานของตัวขนส่งกลูโคส เมื่อมีสารกระตุ้น LXR  จากการทดลองพบว่าเมื่อเซลล์ HK-2 ได้รับสาร 
T0901317 หรือ GW3965 ที่ความเข้มข้น 5 μM เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงมีผลลดการทํางานของ SGLT2 ขณะที่
การกระตุ้น RXR ด้วยสารกระตุ้น Bexarotene ที่ความเข้มข้น 1 μM เป็นเวลา 24 ชัวโมง ไม่มีผลต่อ SGLT2 
เมื่อเซลล์ HK-2ได้รับสาร LXR agonist และ RXR agonist ผลการยับย้ังการทํางานของ SGLT มากกว่าการ
ได้รับสาร LXR agonist เพียงอย่างเดียว ดังน้ันจึงสามารถสรุปได้ว่า RXR มีผลเพ่ิมฤทธ์ิของ LXR ในการการ
ยับย้ังการทํางานของ SGLT2   
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รูปที่ 8.2 ผลของ RXR agonist (Bexa) ต่อการทํางานของ SGLT * P< 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม และ # และ $ P< 0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับสาร T0901317 และGW3965 ตามลําดับ เพียง
อย่างเดียว ค่าที่แสดงเป็นค่า mean + SE  จากการทดลองจํานวน 3 ครั้ง 

2.6 การทดสอบความเป็นพิษของสาร LXR agonists ในเซลล ์HK-2 
การทดลองน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือยืนยันผลการยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสชนิด GLUT2 และ 

SGLT2โดยสาร T0901317 และ GW3965 น้ันไม่ได้เกิดจากความเป็นพิษของสาร ดังน้ันจึงทําการศึกษาศึกษา
ความเป็นพิษของสารในเซลล์ HK-2 โดยวิธี MTT assay จากผลการทดลองพบว่าสาร LXR agonists 
(T0901317 และ GW3965) ที่มีบทบาทลดการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสทั้ง SGLT และ GLUT2 ในเซลล์ 
HK-2 ที่ความเข้มข้นน้อยไปถึงความเข้มข้นที่สูง พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารจนถึงความเข้มข้นสูงสุดที่
นํามาศึกษาไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ไต (HK-2) แสดงดังรูปที่ 9 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 ผลของการทดสอบความเป็นพิษของสาร LXR agonists  (T0901317 และ GW3965) ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ข้อมูลแสดงผลในรูปของ  % control, ns หมายถึง ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสัมพัทธ์
เมื่อเปรียบเทียบกับ control 
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2.7 การศึกษาผลของ LXR agonist ต่อการขนส่งกลูโคสในเซลล์ polarized RPTEC/TERT1 โดยวิธี 
electrophysiology  

การทดลองน้ีมีจุดประสงค์เพ่ือยืนย้ันผลการศึกษาในเซลล์ HK-2 โดยทําการศึกษาผลของการกระตุ้น 
LXR ต่อการขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงให้เจริญใกล้เคียงในธรรมชาติโดย
ทําการศึกษาโดยวิธี electrophysiology: Ussing technique ขั้นแรกทําการวัดการแสดงออกของตัวขนส่ง
กลูคสในเซลล์ชนิดด้วยวิธี Western blot analysis จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ RPTEC/TERT1 มีการ
แสดงออกของตัวขนส่งกลูโคสทั้งชนิด SGLT2 ดังรูปที่ 10  

 
 

  
รูปที่ 10 แสดงการแสดงออกของของตัวขนส่งกลูโคสชนิด SGLT2 ในเซลล ์RPTEC/TERT1 

จากน้ันทําการวัดการขนส่งกลูโคสในเซลล์ RPTECT/TERT1 ทําการเพาะเล้ียงเซลล์ RPTEC/TERT1 
บน membrane insert เป็นเวลา 21 วันเพ่ือให้เซลล์เจริญแบบ polarized cell จากน้ันวัดการขนส่งกลูโคส
เข้าสู่เซลล์ผ่านการทํางานของ SGLT2 ซึ่งจากค่า canagliflozin-sensitive short circuit current (Isc) จาก
ผลการทดลองพบว่า สารกระตุ้น LXR (T0901317) มีผลลด canagliflozin-sensitive Isc ซึ่งบ่งบอกว่าการ
กระตุ้น LXR มีผลลดการขนส่งกลูโคสใน polarized cells ดังรูปที่ 11 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 11 แสดงผลของ LXR agonist ต่าการขนส่งกลูโคส ในเซลล์ RPTECT/TERT1 ค่าแสดง 

canagliflozin-sensitive Isc จาก 9 membrane inserts * P< 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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2.8 การทดสอบผลของ LXR ต่อการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 ในสภาวะ hyperglycemic 
เพ่ือทดสอบว่า LXR จะมีผลอย่างไรต่อการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 ในการขนส่งกลูโคสในสภาวะที่
เซลล์ได้รับการเลี้ยงในอาหารท่ีมีระดับกลูโคสสูง หรทอการจําลองสภาวะเบาหวาน ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีระดับกลูโคสสูง (25 mM) เป็นเวลา 3 passages จากผลการทดลองพบว่า LXR agonist 
ยังคงมีผลลดการทํางานของ GLUT2 และ SGLT2 นอกจากน้ียังพบว่า LXR agonist มีผลลดการแสดงออก
ของ SGLT2 ด้วย  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 12 ผลของ LXR ต่อ GLUT2 และ SGLT2 ในสภาวะ hyperglycemic (n=3) *P< 0.001 เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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PEPCK

Beta-actin

Control     T0901317

G-6-Pasae

Beta-actin

 
ส่วนที่ 3 การศึกษาผลของ LXR ต่อการควบคุมการสร้างกลูโคสในเซลล์หลอดไตสว่นต้น 

การวิจัยส่วนน้ีมุ่นเน้นเพ่ือศึกษาบทบาทของ LXR ต่อการสร้างกลูโคส (gluconeogenesis) ในเซลล์
หลอดไตส่วนต้น โดยกระบวนการสร้างกลูโคสอาศัยการทํางานของเอ็นไซม์หลัก 2 ชนิดคือ PEPCK และ 
G6Pase การเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอ็นไซม์ทั้ง 2 ชนิดจึงมีผลโดยตรงต่อการสร้างกลูโคสของเซลล์  จาก
ผลการทดลองพบว่าเมื่อเซลล์ HK-2 ได้รับสาร LXR agonist (T0901317) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงมีผลเพ่ิมการ
แสดงออกของเอ็นไซม์ PEPCK แต่มีผลลดการแสองออกของ G6Pase ดังรูปที่ 13  การเพ่ิมขึ้นของ PEPCK 
อาจเกิดจากการที่ G6Pase ถูกยับย้ังเน่ืองจาก G6Pase เป็นเอ็นไซม์ที่ทํางานต่อจากเอ็นไซม์ PEPCK ใน
กระบวนการสร้างกลูโคส  

 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 13 แสดงผลของ LXR agonist ต่อการแสดงออกของโปรตีนของเอ็นไซม์ในกระบวนการ 
gluconeogenesis ในเซลล ์HK-2 

 
ส่วนที่ 4 การศึกษาผลของสาร LXR agonist ต่อระดับน้ําตาลในเลือดของหนเูบาหวาน 

จากการศึกษาในเซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์พบว่าการกระตุ้น LXR มีผลลดการทํางานของ 
GLUT2 และ SGLT2 ด้ังน้ันเพ่ือทดสอบว่า LXR มีผลอย่างไรต่อระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูเบาหวาน 
ทําการศึกษาผลของยาแลนโซพราโซลซึ่งมีรายงานว่าเป็น LXR agonist ต่อระดับนํ้าตาลในเลือดของหนู
เบาหวานชนิดที่ 2 (GK rat) เมื่อหนู GK rat ที่มีอายุ 12 สัปดาห์ ทําการให้ยาแลนโซพราโซลที่ขนาด 50 
mg/kg/day เป็นเวลา 14 วัน จากน้ันทําการวัดระดับนํ้าตาลในเลือดภายหลังอดอาหาร 16 ช่ัวโมงทุก จากผล
การทดลองพบว่าแลนโซพราโซลมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูเบาหวาน ชนิดที่ 2 (GK rat)  
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รูปที่ 14 ผลของแลนโซพราโซลต่อระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูเบาหวานชนิดที่ 2 (n=5) 

 
ส่วนที่ 5 การศึกษาผลของ LXR ต่อตัวขนส่งยา OCT2 ในเซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ 

เน่ืองจากการรักษาผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 น้ันจําเป็นต้องได้รับยาลดระดับนํ้าตาลในเลือดหลายชนิด 
เช่น ยา metformin ซึ่งเป็นยาหลักที่ใช้ในการรักษา พบว่ายา metformin ถูกกําจัดออกจากร่างกายทาง
ปัสสาสะโดยผ่านการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 ดังน้ันการเปลี่ยนแปลงการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 
มีผลต่อระดับยาในเลือดของยา metformin ด้วย และเน่ืองจาก LXR agonist อาจถูกพัฒนาเป็นยารักษา
โรคเบาหวานในอนาคต โครงการวิจัยจึงได้ทําการศึกษาผลของ LXR ว่ามีผลต่อตัวขนส่งยา OCT2 ที่ไตหรือไม่
อย่างไร จากการศึกษาพบว่า LXR agonist มีผลลดการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 (ลดการขนส่งสาร 3H-
MPP+) ที่ไตโดยลดการแสดงออกของโปรตีนที่ผิวเซลล์เมมเบรนแต่ไม่มีผลต่อการสร้าง OCT2ในระดับยีน  โดย
ผลดังกล่าวถูกผ่านยับย้ังโดยสาร fenofibrate ซึ่งเป็น LXR antagonist ดังน้ันกลไกการยับย้ัง OCT2 เป็น
แบบ LXR-dependent pathway และเน่ืองจากปกติการทํางานงานของ LXR จะต้องอาศัยการทํางาน
ร่วมกับ RXR ซึ่งรวมเป็น LXR-RXR complex จากผลการศึกษาพบว่าผลของ LXR agonist ต่อ OCT2 ค่า
มากขึ้นเมื่อมีการกระตุ้นเซลล์ด้วย RXR agonist (9c-RA) ซึ่งอาจสรุปได้ว่ากลไกการยับย้ังการทํางานของ 
OCT2 เป็นแบบ LXR-RXR mechanism ดังรูปที่ 15 
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รูปที่ 15 ผลของ LXR ต่อการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 ในเซลล์ RPTEC/TERT1 *P< 0.05 เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม #P< 0.05 เมื่อเทียบกับ GW3965 
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ผลการยับย้ังการทํางานของ LXR ได้รับการยืนยันในระดับ in vivo โดยทําการป้อนสาร LXR agonist 
(T0901317 30 mg/kg/day) เป็นเวลา 14 วัน พบว่า T0901317 มีผลลดการทํางานของตวขนส่งยา OCT2 
โดยลดการแสดงออกของโปรตีนขนส่งแต่ไม่มีผลต่อ mRNA ดังรูปที่ 16 
 

 
 

 
 
 

รูปที 16 ผลของ LXR agonist ต่อตัวขนส่งยา OCT2 ในหนูไมค์ *P< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม n=5-7 
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สรุปและวิจารน์ผลการทดลอง 

โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาบทบาทของ LXR ต่อการควบคุมสมดุลกลูโคสในร่างกายโดย
มุ่งศึกษาผลต่อตัวขนส่งกลูโคสและการสร้างกลูโคสในเซลล์หลอดไตส่วนต้น (renal proximal tubular cells)  
และศึกษาถึง potential application ของ LXR เพ่ือเป็นเป้าหมายในการรักษาโรคเบาหวาน โดย
ทําการศึกษาผลของการกระตุ้น LXR ต่อการลดระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูเบาหวานชนิดที่ 2 โครงการวิจัย
แบ่งการศึกษาออกเป็น 5 ส่วนคือ 1) การทดสอบความเหมาะสมของเซลล์ที่จะใช้เป็นแบบในการศึกษา 2)  
การศึกษาผลของ LXR agonists ต่อการขนส่งกลูโคสในเซลล์  3) การศึกษาผลของ LXR ต่อการควบคุมการ
สร้างกลูโคสในเซลล์หลอดไตส่วนต้น 4) การศึกษาผลของสาร LXR agonist ต่อระดับนํ้าตาลในเลือดของหนู
เบาหวาน 5) การศึกษาผลของ LXR ต่อตัวขนส่งยา OCT2 ในเซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ 

ในการศึกษาครั้งน้ีทําการศึกษาผลของ LXR ในเซลล์หลอดไตส่วนต้นมนุษย์ 2 ชนิดคือเซลล์ HK-2 
และ RPTEC/TERT1 ซึ่งพบว่ามีการแสดงออกของ LXR  GLUT2 และ SGLT2 นอกจากน้ี LXR สามารถถูก
กระตุ้นด้วย LXR agonists (T0901317 และ GW3965) ในเซลล์น้ีได้ เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย LXR agonist ทั้ง
สองชนิดมีผลยับย้ังการทํางานของ GLUT2และ SGLT2 ผลของ LXR agonist ไม่ได้เกิดจากความเป็นพิษของ
สาร T0901317 และ GW3965 และผลของ LXR agonists ถูกยับย้ังด้วย LXR antagonist ซึ่งสามารถสรุป
ได้ว่าผลของ LXR agonists ต่อ GLUT2 และ SGLT2 อาศัยการทํางานของ LXR (LXR-dependent 
mechanism) เมื่อกระตุ้น LXR ร่วมกับการกระตุ้น RXR ทีผลเพ่ิมฤทธ์ิของ LXR แสดงให้เห็นว่าการทํางาน
ของ LXR อาศัย LXR-RXR complex การยับย้ังการทํางานของตัวขนส่งกลูโคส GLUT2 และ SGLT2 
เก่ียวข้องกับการลด maximal transport rate (Jmax) แต่ไม่มีผลปรับเปลี่ยนค่า Kt ของตัวขนส่งกลูโคสท้ัง
สอง ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการลดการแสดงออกของของโปรตีนทั้งสองชนิด ยังพบอีกว่าการกระตุ้น LXR 
นอกจากจะมีผลลดการขนส่งกลูโคสในเซลล์ที่เพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีระดับนํ้าตาลกลูโคสปกติแล้ว LXR ยังมี
ผลการทํางานของตัวขนส่งทั้ง SGLT2 และ GLUT2 ในสภาวะสูงด้วย ซึ่งแสดงให้เห็นว่า LXR นอกจากจะมี
บทบาทต่อการขนส่งกลูโคสในสภาวะปกติแล้วยังมีผลลดการทํางานของคัวขนส่งกลูโคสในสภาวะนํ้าตาลสูง
หรือเบาหวานได้ด้วย  นอกจากน้ีได้ทําการยืนยันผลของ LXR ในเซลล์หลอดไตส่วนต้นของมนุษย์ที่มีการ
เพาะเลี้ยงให้ใกล้เคียงกับสภาพจริง โดยทําการศึกษาในเซลล์ RPTEC/TERT1 ที่เพาะเลี่ยงใน membrane 
insert พบว่า LXR มีผลลดค่การขนส่งกลูโคสเข้าสู่เซลล์ (canagliflozin-sensitive glucose transport) 
ข้อมูลจากการศึกษาผลของ LXR agonist ต่อการแสดงออกของเอ็นไซม์ PEPCK และ G6Pase พบว่า LXR มี
แนวโน้มเพ่ิมการแสดงออกของ PEPCK แต่ลดการแสดงออกของ G6Pase สาเหตุที่พบการแสดงออกของ
เอ็นไซม์ PEPCK สูงขึ้นขณะที่ G6Pase มีค่าลดลงอาจอธิบายได้จาก เอ็นไซม์ G6Pase เป็น rate-limiting 
step ในการสร้างกลูโคสในกระบวนการ gluconeogenesis เมื่อ LXR มีผลลดการแสดงออกของ G6Pase 
อาจประกระตุ้นการแสดงออกของ PEPCK ได้ซึ่งเป็นกระบวนการ compensation ของเซลล์  
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เน่ืองจากการกระตุ้น LXR มีผลลดการขนส่งกลูโคสผ่านเซลล์หลอดไตส่วนต้นและมีโอกาสลดการ
สร้างกลูโคสใหม่ที่เซลล์หลอดไตส่วนต้น ดังน้ันการกระตุ้น LXR อาจมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดได้ เพ่ือ
ทดสอบสมมุติฐานน้ีจึงทําการทดสอบผลของสารกระตุ้น LXR ต่อระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูเบาหวานชนิดที่ 
2 เมื่อหนูได้รับสารแลนโซพราโซลซึ่งเป็นยาที่มีรายงานว่าสามารถกระตุ้น LXR ได้ ระดับนํ้าตาลในเลือดของ
หนูเบาหวานทีได้รับแลนโซพราโซลมีผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม การทดลองน้ี
ไม่ได้ทดสอบฤทธ์ิของสาร LXR agonist ที่ทดสอบในเซลล์เน่ืองจากสาร T0901317 และ GW3965 มีราคาสูง
มากไม่สามารถทดลองในสัตว์ทดลองได้ โครงการวิจัยน้ีได้ทดสอบผลของ LXR ต่อตัวขนส่งยา OCT2 ที่ทํา
หน้าที่กําจัดยาเบาหวานออกจากร่างกายไปกับปัสสาวะ เช่น ยา metformin จากผลการศึกษาพบว่า LXR 
นอกจากจะมีผลลดการทํางานของตัวขนส่งกลูโคสแล้วยังมีผลลดการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 ซึ่งผลก็
สอดคล้องกับรายงานวิจัยก่อนหน้าน้ีทีพบว่า LXR มีผลลดการทํางานของตัวขนส่งยาอ่ืนๆด้วย 

ผลการวิจัยที่ได้จากโครงการวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าการกระตุ้น LXR มีผลลดการทํางานของตัวขนส่ง
กลูโคสชนิด GLUT2 และ SGLT2 ซึ่งอาจมีผลลดการดูดกลับกลูโคสเข้าสู่กระแสเลือด นอกจากน้ี LXR ยังมีผล
ลดการแสดงออกของเอ็นไซม์ G6Pase ซึ่งอาจมีผลลดการสร้างกลูโคสใหม่เข้าสู่กระแสเลือด  จากผลดังกล่าว 
LXR อาจเป็นเป้าหมายสําหรับพัฒนาเป็นยาที่ผลลดระดับนํ้าตาลในเลือดได้สําหรับรักษาโรคเบาหวาน อย่างไร
ก็ตามการกระตุ้น LXR ยังมีผลลดการทํางานของตัวขนส่งยา OCT2 ซึ่งอาจมีผลเพ่ิมระดับยา metformin ใน
เลือดได้ 
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Abstract Liver X receptor (LXR) is transcriptional factor that
plays an important role in the regulation of energy metabolism
such as cholesterol, lipid, and glucose metabolism as well as
membrane transporters and channels. Using both in vitro and
in vivo models, LXR regulation of the expression and function
of renal organic cation transporter 2 (OCT2) was observed.
Synthetic LXR agonist (GW3965) and endogenous LXR ago-
nist (22R-hydroxycholesterol) significantly reduced the uptake
of 3H–MPP+, a prototypic substrate of OCT2, in both OCT2-
Chinese hamster ovary K1 and human renal proximal tubular
cells (RPTEC/TERT1). GW3965 decreased transport activity
of OCT2 via a reduction of the maximal transport rate of MPP+

without affecting transporter affinity. The inhibitory effect of
GW3965 was attenuated by co-treatment with LXR antagonist
(fenofibrate) indicating the inhibition was LXR-dependent
mechanism. In addition, co-treatment with a retinoic X receptor
(RXR) ligand, 9-cis retinoic acid enhanced the inhibitory effect
of GW3965, indicating negative regulation of OCT2 transport
activity by the LXR/RXR complex. Treatment RPTEC/TERT1

cells with GW3965 significantly reducedOCT2 protein expres-
sion without changing mRNA expression. In parallel, the effect
of LXR activation on OCT2 function was investigated in intact
mouse kidney. Treating mice with 50 mg/kg BWT0901317 for
14 days significantly decreased 3H–MPP+ uptake into renal
cortical slices, correlating with decreased OCT2 protein expres-
sion in renal cortex without changes in mRNA expression
levels. Taken together, LXR/RXR activation downregulates
the protein expression and function of OCT2 in renal proximal
tubule, suggesting LXR might affect the total profile of renal
excretion of cationic compounds.

Keywords Kidney . Regulation . Proximal tubule .

Secretion . Nuclear receptors . Retinoic x receptor

Introduction

Renal organic cation transporters (OCTs) play a crucial role in
tubular secretion of a wide range of endogenous organic cat-
ions, including creatinine, guanidine, choline, dopamine, epi-
nephrine, and histamine [4, 42, 45]. In addition to transport of
endogenous compounds, OCTs also transport many therapeu-
tic drugs such as quinidine, cisplatin, metformin,
phenoxybenzamine, prazosin, procainamide, and cimetidine
[6, 17, 19]. Three members of the OCT (SLC22A) family of
transport proteins have been cloned and characterized, includ-
ing OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2), and OCT3
(SLC22A3) [13, 36]. Human OCT1 and OCT2 are highly
expressed in liver and kidney, respectively, whereas OCT3 is
ubiquitously expressed at a low level in multiple tissues, for
instance, the skeletal muscle, brain, placenta, liver, and kidney
[15, 19]. Renal organic cation secretion requires uptake of
organic cations from the peritubular fluid into the renal proxi-
mal tubular epithelial cells via OCTs, which is driven by an
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inside-negative membrane potential [31]. Transport of organic
cation across the apical membrane into the tubular fluid is
mediated largely by electroneutral H+/organic cation exchang-
er, multidrug and toxin extrusion 1 (MATE1/SLC47A1),
MATE2-K/SLC47A2, and/or OCTN1/SLC22A4 [32].
Among the members of the OCT family, OCT2 (SLC22A2)
localized at basolateral membrane has the highest expression
levels in the kidney [29]. Therefore, alterations in functions
and/or expression levels of OCT2 can affect tubular secretion
of organic cationic therapeutic drugs, thereby affecting drug
pharmacokinetics and therapeutic efficacies [16, 26].
Function of OCT2 is regulated by several factors in both
short-term and long-term regulations (see detail in review)
[7]. Several disease conditions, nuclear receptors, and protein
kinases have been shown to modulate OCT2 function [41, 43].
The molecular structure of OCT2 contains phosphorylation
sites for various protein kinases such as PKA, PKC, PKG,
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-K), calcium/calmodulin-
dependent protein kinase (CAMK), and mitogen-activated
protein kinase (MAPK); thus, activation of these protein ki-
nases can regulate the activity of OCT2 [38, 46]. In addition,
OCT2 is upregulated by activation of several nuclear receptors
including glucocorticoid receptor, androgen receptor, and
pregnane X receptor [24, 37].

Liver X receptor (LXR) is a ligand-activated transcriptional
factor belonging to the nuclear receptor superfamily regulat-
ing diverse aspects of cholesterol, lipid, and glucose metabo-
lism as well as the expression of several membrane transport
proteins [3, 14]. Two isoforms of LXR exist in mammals,
LXRα (NR1H3) and LXRβ (NR1H2). LXRα is highly
expressed in liver, spleen, lung, intestine, adipose tissue, and
kidney, while LXRβ is ubiquitously expressed in all tissues
with particularly high levels in the brain [9, 33]. Working as a
heterodimer with retinoic X receptor (RXR, NR1B2), a com-
mon partner, LXR binds to LXR responsive element (LXRE)
in the promoter region of target genes regulating gene tran-
scription processes. LXR functions as a sterol sensor to protect
from cellular cholesterol overload by promoting reverse cho-
lesterol transport from peripheral tissue to liver as well as
converting cholesterol to bile acids [3]. Also, LXR acts as an
anti-diabetic glucose sensor, suppressing hepatic glucose out-
put and stimulating peripheral glucose disposal [27].
Furthermore, LXR has been shown to regulate the expression
and function of ATP-binding cassette (ABC) transporters such
as ABCA1, ABCG1, ABCG5, and ABCG8 in macrophages
and small intestine [48].

Indeed, LXR is present along the nephron, including the
glomeruli, proximal tubule, and glomerular mesangial cells
[28, 47]. Accordingly, LXRmay be involved in the regulation
of solutes, electrolytes, and water transport within renal cells.
LXR is reported to regulate expression of renal transporters
and channels, for example, Na-Pi transporters [5], epithelial
sodium channel (ENaC) [39], and cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator (CFTR) [35]. As pre-
viously shown, activation of LXR downregulates organic an-
ion transporter 1 (OAT1) by reducing its protein expression
[18]; however, whether LXR modulates OCT2-mediated or-
ganic cation transport is unknown. A possible hypothesis is
that LXR also regulates OCT2 activity in renal proximal tu-
bule. The present study investigated the effects and mecha-
nisms of LXR activation on OCT2-mediated organic cation
transport in OCT2 expressing cells systems including a
Chinese hamster ovary (CHO-K1) cell stably transfected with
rabbit (rb) OCT2 and human renal proximal tubular cells
(RPTEC/TERT1 cells). Moreover, an in vivo mouse model
was used to confirm LXR’s effects.

Materials and methods

Chemicals

N-methyl-3H-4-phenylpyridinium acetate (3H–MPP+; 80 Ci/
mmol) was purchased from American Radio Labeled
Chemical Inc. (MO, USA). Nutrient mixture F-12 Ham
Kaighn’s modification culture medium, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), Ham’s F-12 nutrient mix (1:1),
GW3965 (a synthetic LXR agonist), 9-cis retinoic acid (9c–
RA; a RXR agonist), and 22(R)-hydroxycholesterol (endoge-
nous ligand of LXR), fenofibrate, and human OCT2 antibody
were from purchased Sigma-Aldrich (MO, USA). T0901317
(a synthetic LXR agonist) was purchased from Cayman
Chemical Inn. (MI, USA). Mouse OCT2 antibody was pur-
chased from LifeSpan BioSciences (WA, USA), and antibod-
ies against LXRα and β were purchased from Abcam (MA,
USA). Na+-K+-ATPaseαmonoclonal antibodies was obtained
from Novus Biologicals. Other chemicals used were of ana-
lytical grade from commercial sources.

Cell cultures

CHO-K1 cells stably transfected with rbOCT2 (OCT2-
CHO-K1 cells) were kindly provided by Prof. Stephen
H. Wright, University of Arizona, USA. They were cul-
tured in F12 Ham Kaighn’s modification (F12 K) medi-
um supplement with 10% FBS, 100 U/ml penicillin and
100 μg/ml streptomycin under a humidified 5% CO2/
95% air at 37 °C. The RPTEC/TERT1 cells were obtain-
ed from American Type Culture Collection (ATCC) and
cultured in mixture of DMEM and Ham’s F-12 (1:1)
supplemented with 5 μg/ml insulin, 5 μg/ml transferrin,
5 ng/ml sodium selenite, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml
streptomycin, 10 ng/ml epithelial growth factor, and
36 ng/ml hydrocortisone, 100 U/ml penicillin, and
100 μg/ml streptomycin in humidified incubator under
5% CO2/95% air at 37 °C.
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Uptake experiments in cell culture studies

The transport activity of OCT2 in OCT2-CHO-K1 and
RPTEC/TERT1 cells was quantified by 3H–MPP+ uptake as
described previously [1, 38]. Briefly, cells were cultured in 24-
well plates until confluent, and then cells were treated with test
compounds. At the end of incubation period, cells were
washed twice with 1 ml of Dulbecco’s modified phosphate-
buffered saline (D-PBS) solution containing NaCl 137 mM,
KCl 3 mM, NaHPO4.7H2O 0.5 mM, KH2PO4 1 mM,
CaCl2.2H2O 1 mM, MgCl2.6H2O 0.5 mM, and D-glucose
5.6 mM at pH 7.4. Then, the cells were further preincubated
in 37 °C for 30 min.

The uptake experiment was performed by incubating the
cells with 200 μl of D-PBS containing ~10 nM of 3H–MPP+,
which is a prototypic substrate of OCT2 [19], for 1 and 5 min
at 37 °C for OCT2-CHO-K1 and RPTEC/TERT1 cells, re-
spectively. Then, cells were washed three times with ice-
cold D-PBS solution containing 100 μM unlabeled MPP+ to
stop transport activity. Cells were then lysed by adding 200 μl
of 0.4 N NaOH in 10% SDS and left for at least 3 h. The
samples were neutralized by adding 1 N HCl into each well,
and then transferred into scintillation vials. Accumulated la-
beled MPP+ was determined by liquid scintillation counter.
The 3H–MPP+ uptake were calculated as fmol/min/cm2 of
the confluent monolayer surface and expressed as percentage
of control.

Kinetic analysis of OCT2 transport function

OCT2-CHO-K1 and RPTEC/TERT1 cells were cultured in
24-well plates and were subsequently treated with vehicle or
GW3965 for 24 h. Then, 3H–MPP+ uptake was measured
after incubating the cells with D-PBS solution containing
10 nM 3H–MPP+ in the presence of various concentrations
of unlabeled MPP+. The 3H–MPP+ uptake was calculated as
fmol/min/cm2 of the confluent monolayer surface and calcu-
lated for kinetic parameters using Michaelis-Menten equation
of competitive interaction between labeled and unlabeled
MPP+ [25].

Cell viability assay

Cell viability was determined using 3-(4,5-dimethyl-thiazole-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay. The
OCT2-CHO-K1 or RPTEC/TERT1 cells were seeded on 96-
well plates, and subsequently incubated with vehicle or LXR
agonists at the indicated concentrations for 24 h. At the end of
the incubation period, cells were incubated with MTT reagent
(0.5 mg/ml) at 37 °C for 2 h. Then, the medium was replaced
with 0.15 ml of 100% dimethylsulfoxide (DMSO) before
measuring absorbance at 540 nm (EL 312 spectrophotometer,
Bio-Kinetics Reader; Bio-Tek Instruments Inc., Helsinki,

Finland). Results are expressed as a percent viability com-
pared to that of the control value.

Animals

Male CD1-ICR-outbred mice (8 weeks old, 35–40 g) were
obtained from the National Laboratory Animal Center at
Salaya Campus, Mahidol University. All of the animal exper-
iments were conducted in accordance with the Guidelines for
Laboratory Animal Ethical Committee of Mahidol University,
Bangkok, Thailand. Mice were fed with standard laboratory
chow andwater ad libitum andwere administeredwith vehicle
or 50 mg/kg T0901317 for 7 and 14 days via oral gavage.

Renal cortical slice preparation and uptake study

Renal cortical slice preparation was performed as previously
described [1, 34]. In Brief, mice were sacrificed by intraperi-
toneal sodium pentobarbital injection, and then kidneys were
removed. Renal cortical slices (≤0.5 mm; 5–10 mg, wet
weight) were cut with Stadie-Riggs microtome and incubated
in ice-cold oxygenated modified Cross and Taggart buffer
containing NaCl 95 mM, KCl 5 mM, CaCl2.2H2O
0.74 mM, Na2HPO4.7H2O 9.5 mM, mannitol 80 mM, and
Tris-ultra pure 20 mM at pH 7.4. For uptake experiments,
the slices were incubated in 0.5 ml of buffer containing
10 nM of 3H–MPP+ for 30 min. The 3H–MPP+ uptake was
stopped by washing the slices in an ice-cold buffer solution
containing 100 μM unlabeled MPP+. Then, the slices were
blotted, weighed, solubilized in 1 N NaOH overnight, and
neutralized with 1 N HCl prior to determining 3H–MPP+ ac-
cumulation using liquid scintillation analyzer. The uptake of
3H–MPP+ was calculated and expressed as tissue per medium
(T/M) ratio (dpm/mg of tissue divided by dpm/μl of transport
buffer).

Real-time PCR

Total RNA from RpTEC/TERT1 cells and mouse renal cortex
tissues was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA), and cDNA was synthesized using iScript
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). PCR amplification was then
performed using the KAPA SYBR FAST master mix (KAPA
Biosystem, Wobun, MA, USA). The primers (forward/re-
verse) used in this study are the following:

& mouseOCT2
& Forward: 5′-CAACCCAACCTCACTTACCCCTGA-3′
& Reverse: 5′-AGCTTAGCCCCCTCTTCTTG-3′
& mouse GAPDH
& Forward: 5′-GCCAAGAGGGTCATCATCTC-3′
& Reverse: 5′-GCATTCCCCAGGACTGTTGAGAG-3′
& human OCT2
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& Forward: 5′-AGTCTGCCTGGTCAATGCT-3′
& Reverse: 5′-AGGAATGGCGTGATGATGC-3
& human GAPDH
& Forward: 5′-CAAGCTCATTTCCTGGTATGAC-3′
& Reverse: 5′-GTGTGGTGGGGGACTGAGTGTGG-3′

The cycle threshold (CT) values were obtained from ABI
Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems),
and the relative expression levels of mRNA were determined
by the 2−ΔΔCt method [23].

Isolation of membrane proteins

Biotinylation: membrane expression of hOCT2 was deter-
mined by cell-surface biotinylation using the membrane-
impermeable biotinylation reagents EZ-Link Sulfo-NHSSS-
Biotin (Thermo Scientific). RPTEC/TERT1 cells were incu-
bated on ice with biotinylation reagents for 30-min periods
then rinsed with PBS/Ca2/Mg2 buffer containing 0.1 M gly-
cine. To ensure complete quenching of the unchanged bio-
tinylation reagents, the cells were incubated on ice with the
same solution for 20 min. The cells were harvested in lysis
buffer and 4 °C centrifuged at 1,2000 rpm for 20 min, and
supernatants were incubated with 150 μl streptavidin-agarose
beads (Thermo Scientific) with end-over-end mixing at 4 °C
for overnight. The beads were collected and then three times
washed with lysis buffer and once with PBS. The surface
proteins were released by incubation with buffer containing
100 mM dithiothreitol at 50 °C for 30 min.

Isolation of membrane fraction of mouse renal proximal
tubule: the renal cortex was dissected and homogenized in
ice-cold solution containing sucrose 0.25 M, 10 mM KCl,
1.5mMMgCl, 0.684mMEDTA, 1mMphenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), and complete protease inhibitor with pH 7.2.
The tissue homogenate were centrifuged at 12,000 rpm for
20 min at 4 °C, and the supernatant was kept at −80 °C. The
whole cell lysate was taken and centrifuged at 100,000 g at
4 °C for 20 min. The pallet was a membrane fraction and
was resuspended with buffer containing 10 mM Tris-HCl,
125 mM sucrose, 0.684 mM EDTA, 2 mM PMSF, and com-
plete protease inhibitor.

Western blot analysis

Equal amounts of protein from the lysate were separated by
10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and transferred to a nitrocellulose membrane. The membranes
were blocked by incubation in 5% non-fat dry milk for 1 h at
room temperature and then blotted with rabbit polyclonal an-
tibody against human or mouse OCT2 overnight at 4 °C. After
washing three times with Tris-buffered saline (TBST) for
15 min each, the membrane was incubated with goat anti-
rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary

antibody for 1 h at room temperature. Then, immunoreactivity
was detected using enhanced chemiluminescence (ECL) de-
tection kit (Perkin Elmer, MA, USA). The protein expression
levels were quantified by the Gel and Graph Digitizing
System.

Total cellular cholesterol level determination

Total cellular cholesterol levels were determined using the
Amplex Red Cholesterol Assay Kit according to the manufac-
turer’s protocol (Invitrogen, CA, USA). Briefly, OCT2-CHO-
K1 cells were seeded in a 96-well plate and cultured for 2 days
until confluence. After treating the cells with vehicle or LXR
agonists for 24 h, the cells were lyzed and resuspended in
100 μl of reaction buffer containing potassium phosphate
0.1 mM, NaCl 0.05 mM, cholic acid 5 mM, and Triton X-
100 0.1% at pH 7.4. The reaction was initiated by addition of a
working solution composed of Amplex Red Reagent 300 μM,
horseradish peroxidase 2 U/ml, cholesterol oxidase 2 U/ml,
and cholesterol esterase 0.2 U/ml for 30 min at 37 °C.
Subsequently, Amplex Red Fluorescence was measured on a
Wallac Victor 2 V1420 Multilabel HTS Counter (Perkin
Elmer, MA, USA) using an excitation wavelength of
570 nm and an emission wavelength of 590 nm. Total cellular
cholesterol was measured as cholesterol per well, estimated
from a standard curve using the supplied cholesterol reference
standards, and normalized to the total protein content for each
sample.

Statistical analysis

All data are presented as mean and standard error of mean
(mean ± S.E.). Aminimum of three separate experiments were
performed to generate each data point. Data from kinetic stud-
ies and intact renal tissue were analyzed by using unpaired
student t test or one-way analysis of variance (one-way
ANOVA) with the post hoc Newman-Keuls test. A P value
of less than 0.05 was set for testing the significant difference
between each group of data.

Results

Effect of LXR agonists on OCT2-mediated MPP+ uptake

To determine whether LXR could regulate the transport activ-
ity of OCT2, the dose-response of a synthetic LXR agonist
(GW3965) on OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake in OCT2-
CHO-K1 cells was investigated. Protein expressions of
LXRα and LXRβ are found in in CHO-K1 cells (Fig. 1a).
The cells were treated with vehicle or various concentrations
of GW3965 for 24 h, and then the 3H–MPP+ uptake was mea-
sured. As shown in Fig. 1b, treatment with GW3965 (2–5 μM)
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resulted in a decrease of 3H–MPP+ uptake. To establish wheth-
er the 22(R)-hydroxycholesterol (22R–HC), endogenous li-
gand of LXR, was also capable of inhibiting OCT2 transport
activity, the effect of 22R–HC on 3H–MPP+ uptake was exam-
ined in OCT2-CHO-K1 cells. As expected, OCT2-mediated
3H–MPP+ uptake was reduced by 33.8 ± 10.7% inhibition
following 10 μM 22R–HC treatments for 24 h (Fig. 1c).
Next, a time-response experiment was performed in order to
determine the optimal time for LXR agonist to exert its action.
The suppressive effect of GW3965 treatment on OCT2 activity
began after 12 h incubation and increased by 24 h. Longer
exposure time, to 48 h, however, did not appear to increase
inhibition (Fig. 1d).

Effect of LXR agonists on cell viability, interaction
with OCT2, and cellular cholesterol levels

To test whether the inhibitory effect of LXR agonists onOCT2-
mediated 3H–MPP+ uptake was associated with the reduced
cell viability, OCT2-CHO-K1 cells were treated with either
GW3965 (5 μM) or 22R–HC (10 μM) for 24 h before deter-
mining cell viability using MTT assay. As shown in Fig. 2a,
GW3965 and 22R–HC did not affect cell viability in OCT2-
CHO-K1 cells compared with controls. In addition, cis-effect
of LXR agonists on OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake was
performed to determine whether LXR agonists interact with

the OCT2 leading to inhibition of its transport activity.
Results showed that GW3965 and 22R–HC produced no sig-
nificant cis-effect on 3H–MPP+ uptake (Fig. 2b). Cholesterol
level has an impact on the function and expression on SLC
transporters [8]. To establish whether the inhibitory effect on
OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake was the result of a reduction
in cellular cholesterol levels, cellular cholesterol levels in
OCT2-CHO-K1 cells were measured. As shown in Fig. 2c,
no difference was observed in the total cellular cholesterol
levels after 24 h treatment with vehicle or 5 μM GW3965.

Effect of LXR antagonist and RXR and on GW3965’s
effect

To determine whether the inhibitory effect of GW3965 is
LXR-dependent mechanism, the effect of LXR antagonist,
fenofibrate [40], on GW3965-induced inhibition of 3H–
MPP+ uptake was determined. The results showed that
fenofibrate had no effect on OCT2-mediated 3H–MPP+ up-
take, but it significantly attenuated inhibitory effect of
GW3965 on OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake (Fig. 3a). In
addition, we determined whether RXR activation potentiated
LXR’s effect on OCT2 transport activity. The effect of 9-cis
retinoic acid (9c–RA), a RXR agonist, on GW3965-induced
the inhibition was examined. As shown in Fig. 3b, treatment
with GW3965 alone significantly inhibited the 3H–MPP+

Fig. 1 Effect of LXR agonists on OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake. a
Protein expression of LXRα and LXRβ in CHO-K1 cells. Dose-response
effect of GW3965 (b) and 22R–HC (c); OCT2-CHO-K1 cells treated
with vehicle (DMSO) or various concentrations of GW3965 or 22R–
HC for 24 h. d The time course of responses to 5 μMGW3965 followed

by 3H–MPP+ uptake measurement. The accumulation of 3H–MPP+ was
determined, and the data are expressed as a mean percentage of control
(mean ± S.E.) from four independent experiments. *Significantly differ-
ent from control (P < 0.05)
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uptake, whereas treatment with 1 μM 9c–RA produced a
slight effect on OCT2 activity. Interestingly, exposing cells
to GW3965 and 9c–RA simultaneously resulted in a statisti-
cally significant reduction of OCT2-mediated 3H–MPP+ up-
take compared with GW3965 alone.

Kinetic study on LXR activation inhibited
OCT2-mediated MPP+ uptake

To investigate the mechanism by which LXR inhibited OCT2-
mediated MPP+ uptake, a kinetic study was performed. As
shown in Fig. 4, treating the cells with 5 μM GW3965 for
24 h significantly decreased Jmax from 30.1 ± 1.7 to
19.0 ± 1.2 pmol/min/cm2, whereas GW3965 had no effect on
Kt indicating a decrease in the functional number of OCT2 in the
cell membrane but not the affinity of OCT2 with its substrate.

LXR activation reduced 3H–MPP+ uptake in human renal
proximal tubular cells

The effect of LXR agonist on OCT2 transport activity in hu-
man renal proximal tubular cells was investigated using
RPTEC/TERT1 cells which show characteristics of human
renal proximal tubular cells and express OCT2 [2, 44]. This
cell line expresses both LXRα and LXRβ (Fig. 5a). The
RPTEC/TERT1 cells were treated with six different treat-
ments: (1) vehicle, (2) 5 μMGW3965, (3) 10 μM fenofibrate,
(4) 5 μM GW3965 plus 10 μM fenofibrate. For group 4, the
cells were pretreated with 10 μM fenofibrate for 4 h, followed
by incubation with GW3965 plus fenofibrate for a further 24 h.
After incubation, 3H–MPP+ uptake was determined. As ex-
pected, GW3965 reduced 3H–MPP+ uptake. Interestingly,
fenofibrate significantly attenuated the inhibitory effects of
GW3965 (Fig. 5b). To investigate whether the decrease of

Fig. 3 Effect of LXR antagonist
and RXR activation on OCT2-
mediated 3H–MPP+ uptake in
OCT2-CHO-K1 cells. a Cells
were treated with vehicle, 5 μM
GW3965, 10 μM fenofibrate, and
GW3965 plus fenofibrate for 24 h
followed by uptake of 3H–MPP+.
b The 3H–MPP+ uptake was
evaluated after 24 h incubation
with vehicle alone or together
with LXR agonist (5 μM
GW3965) and/or RXR agonist
(1 μM 9c–RA) as indicated.
Values are represented as
mean ± S.E. from five indepen-
dent experiments. *P < 0.05
compared to vehicle-group.
#P < 0.05 compared to GW3965-
treatment group

Fig. 2 Effect of LXR agonists on cell viability, cis-effect of LXR
agonists, and total cellular cholesterol levels after exposure to LXR
agonist. a The OCT2-CHO-K1 cells were treated with vehicle, 5 μM
GW3965, or 20μM22R–HC as indicated for 24 h. Following incubation,
cell viability was measured using MTT assay. b Interaction of LXR ago-
nists with OCT2. Cis-effect was determined by measuring 3H–MPP+

uptake in the presence of 5 μMGW3965 or 10μM22R–HC. c The effect
of LXR agonist on total cellular cholesterol level. Cells were incubated
with vehicle or 5 μM GW3965 for 24 h. The data are shown as mean
percentage of control (mean ± S.E.) from four independent experiments.
*P < 0.05 vs control
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OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake following GW3965 treat-
ment was caused by toxicity of LXR agonist to the cells,
MTT assay was performed. Exposing the cells to 5 μM
GW3965 for 24 h had no effect on cell viability (Fig. 5c).

Mechanism of action of LXR activation on OCT2 function
in human renal proximal tubular cells

To determine whether LXR affected expression of OCT2,
RPTEC/TERT1 cells were treated with vehicle or 5 μM

GW3965 for 24 h followed by measurement of expression
of OCT2. Our result showed that treating RPTEC/TERT1
cells with GW3965 significantly reduced total and membrane
protein expression of OCT2 compared with vehicle treatment
(Fig. 6a), whereas it had no effect on OCT2 mRNA expres-
sion (Fig. 6b).

Effect of LXR agonist on 3H–MPP+ uptake inmouse intact
renal proximal tubule

In order to confirm the inhibitory effects of LXR agonists
observed in cell culture systems were reflective of those in
intact renal tissues, the effects of potent LXR agonist,
T0901317, on the transport function of OCT2 in mouse kid-
ney were examined by assessing 3H–MPP+ uptake. As shown
in Fig. 7a, treating mice with T0901317 (50 mg/kgBW) for
7 days tended to inhibit 3H–MPP+ uptake into intact renal
cortical slices. Increasing exposure time to T0901317 for
14 days produced a significant reduction of 3H–MPP+ uptake
compared with vehicle-treated mice. Furthermore, when
mRNA and protein expression of OCT2 following treatment
with T0901317 for 14 days was measured, there was no sig-
nificant difference of mRNA expression of OCT2 in renal
cortex between vehicle- and T0901317-treated groups (Fig.
7b). In contrast to mRNA expression, total and membrane
protein expressions of OCT2 were significantly decreased af-
ter treatment with T0901317 compared with vehicle treatment
(Fig. 7c).

Fig. 5 Effect of LXR agonist on OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake in
RPTEC/TERT1 cells. a Protein expression of LXRα and LXRβ in
RPTEC/TERT1 cells. b RPTEC/TERT1 cells were treated with vehicle
alone or together with LXR agonist (5 μMGW3965) and/or LXR antag-
onist (10 μM fenofibrate) as indicated for 24 h followed by measurement

of 3H–MPP+ uptake. c Cell viability of RPTEC/TERT1 cells after expo-
sure to vehicle or 5 μM GW3965 for 24 h. Data are obtained from three
experiments. *P < 0.05 compared to vehicle-group. #P < 0.05 compared
to GW3965-treatment group

Fig. 4 Kinetic studies of OCT2-mediated 3H–MPP+ uptake in OCT2-
CHO-K1 cells. OCT2-CHO-K1 cells were treated with vehicle or 5 μM
GW3965 for 24 h, followed by the determination of 3H–MPP+ uptake in
the presence of various concentrations of unlabeled MPP+. Results are
shown as mean ± S.E. from three experiments. *P < 0.05 vs control
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Discussion

OCT2-mediated organic cation uptake in renal proximal tubu-
lar cells is an important process in excretion of cationic xeno-
biotic compounds [19]. Therefore, modulation of this trans-
porter will affect total profile excretion of drugs subsequently

altering drug efficacy. Accordingly, understanding the regula-
tion of renal OCT2 is crucial. As previously shown, activation
of LXR regulates renal transporters and channels including
Na-Pi co-transporters, OAT1, ENaC, CFTR, and aquaporin
[5, 10, 35, 39]; thus, LXR has a potential role in regulating
renal OCT2. To address concerns regarding LXR activation’s

Fig. 7 Effect of LXR agonist on
3H–MPP+ transport in mouse
model. a 3H–MPP+ uptake in
renal cortical slice was
determined from mice treated
with vehicle or T0901317 (50mg/
kg BW). 3H–MPP+ uptake was
calculated as tissue per medium
ration. b Quantitative real-time
PCR analysis of mRNA from
mouse renal cortex-treated with
T0901317 for 14 days. The re-
sults were normalized to GAPDH
and represented as relative ex-
pression to control. c
Representative Western blots and
the densitometry quantification of
OCT2 protein expressions in
mouse renal cortex following
treatment with T0901317 for
14 days. Data are expressed as
mean ± S.E. from five animals.
*P < 0.05 compared with vehicle-
treated

Fig. 6 Mechanisms of action of LXR activation on OCT2 function in
RPTEC/TERT1 cells. a Representative Western blots and the densitom-
etry quantification of OCT2 protein. b Expression mRNA expression

following treatment with 5 μM GW3965 for 24 h. The data are shown
as mean ± S.E. from three independent experiments. *P < 0.05 compared
with vehicle-treated group
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impact on organic cation transport in renal proximal tubular
cells, the current study investigated LXR’s effect on OCT2-
meditated organic cation transport in different models includ-
ing cell culture systems (heterologous and endogenousOCT2-
expressing cell lines) and intact renal proximal tubule.

The present study demonstrated that LXR agonists, both
synthetic ligand (GW3965) and physiological LXR ligand
(22R–HC), inhibited OCT2-mediated 3H–MPP+ MPP+ up-
take in OCT2 singly expressing CHO-K1 cells. The time-
response effect of the LXR agonists on OCT2 activity in
CHO-K1 cells revealed a significant decrease in 3H–MPP+

uptake after 12 h incubation of GW3965, indicating LXR
agonists have a slow mode of action on OCT2. As cell viabil-
ity was unaffected by LXR agonists, it seemed unlikely that
the inhibitory effects observed were the results of toxicity and
ability to act as OCT2 inhibitors, because the agonists pro-
duced no interaction with the OCT2. Since LXR is a well-
characterized cholesterol sensormodulating cellular cholester-
ol levels via cholesterol transporter regulation [49], one spec-
ulation was LXR activation-mediated cholesterol efflux in
OCT2-CHO-K1 cells. Notably, cholesterol itself could affect
OCT2 transporter activity, because, reportedly, it regulates
gene expression of OCT1 and Na+-bile acid co-transporter in
HepG2 cells [8]. Exposure to LXR agonist did not alter cellu-
lar cholesterol levels in OCT2-CHO-K1 cells, illustrating that
the inhibitory effect caused by LXR agonist was not associat-
ed with changes in cellular cholesterol levels.

To be certain that the inhibitory effect of GW3965 is LXR-
dependent mechanism, the effect the LXR blocking by its
antagonist was determined. The inhibitory effect of GW3965
was attenuated by LXR antagonist indicating the inhibitory
effects of LXR agonist required LXR activation. LXR re-
quires RXR to form a heterodimer before regulating target
genes [22]. Possibly, RXR activation potentiates the inhibitory
effect of LXR. Investigating the role of LXR and RXR in
regulating OCT2 activity, RXR agonist alone had no effect
on OCT2 activity; however, when co-incubating OCT2-ex-
pressing cells with LXR and RXR agonist, further inhibition
occurred. Therefore, RXR potentiated the effect of LXR on
OCT2 transport function, likely acting through the LXR/RXR
heterodimer. Although the heterologous cell system (OCT2-
CHO-K1 cells) is widely used to study single transporters, the
transfecting process can alter the characteristic of the cells.
Therefore, the effects of LXR agonist on OCT2 transport
function in renal proximal tubule cells endogenously express-
ing OCT2, RPTEC/TERT1 cells, were investigated, and the
results were similar to the results in OCT2-CHO-K1 cells.

The transport function of OCT2 could be altered by chang-
ing of the affinity of the transporter with its substrate or the
functional number of transporters [12]. Consequently, the in-
hibitory effect of LXR might be mediated by changing those
factors. The mechanism by which LXR’s effects was investi-
gated using kinetic analysis. Using heterologous OCT2-

expressing cells, GW3965 decreased maximal transport; thus,
LXR might inhibit OCT transport function by reducing the
number of transporters at themembrane which could be a result
of reduced transporter synthesis. We further determined wheth-
er LXR activation reduced expression of OCT2. Western blot-
ting revealed activation of LXRs significantly decreased total
and membrane protein expressions of OCT2 without change in
mRNA, implying LXR activation decreases protein expression
of transporters, and subsequently, reducing membrane expres-
sion by post transcriptional processes. However, the target of
LXR in regulating OCT2 at post transcriptional process is un-
known. This notion should be verified in the future.

To be certain, the data obtained fromOCT2-expressing cell
lines were relevant; the effect of LXR on the transport activity
of OCT2 was further investigated in intact renal proximal
tubule. Then, the effect of LXR on 3H–MPP+ uptake was
validated in mouse renal cortex tissues that expressed LXR
[47]. Consistent with in vitro findings, administration of
T0901317, an active LXR agonist in the in vivo mouse model
[20, 21] and decreased 3H–MPP+ uptake in RPTEC/TERT1
cells (supplement data), decreased 3H–MPP+ uptake into
mouse cortical kidney slices. Although OCT2 plays a major
role in renal proximal tubule of human, OCT1 and OCT3 also
play a role in transport of cations in mouse renal proximal
tubule [46]. Therefore, the possibility remains that LXRmight
regulate transport function of OCT1/3. As found in in vitro
model, Western blot analysis revealed a significant reduction
of OCT2 protein expression after LXR agonist treatment in
mouse renal cortex; nonetheless, the mRNA expression of
OCT2 was unchanged. Therefore, downregulation of OCT2
by LXR activation at post-transcription steps seems likely
which is consistent with OCT2-expressing cells and other re-
cently reports showing LXR agonists decreased protein ex-
pression of OAT1, CFTR, and Pit-2 proteins without affecting
mRNA levels [5, 18, 35].

Since LXR is the key regulatory factor controlling energy
metabolism [27], one may speculate LXR functions as a phys-
iological link between cellular energy metabolism and clear-
ance of organic compounds. The data obtained from this study
may explain the pathological conditions of energy imbalance
affecting the total profile of organic compound excretion.
Given previous reports that type I and type II diabetes de-
crease the protein expression and function of OCT2 in rat
kidneys [11, 30], and LXR is upregulated by hyperglycemia
state [27], there is considerable data supporting the idea that
LXR activation in high plasma glucose conditions might
downregulate renal OCT2 expression. The downregulation
may lead to decreased renal tubular uptake of organic cations
and may alter of cationic drug pharmacokinetics.

In conclusion, we have demonstrated that LXR exerts an
inhibitory effect on OCT2-mediated organic cation transport
in OCT2-expressing cells and in an in vivo mouse model.
Reduced OCT2 transport function is likely caused by
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reduction protein expression without interfering mRNA level.
Altogether, the data enhance understanding of renal excretion
of organic cationic compounds during LXR activation states.
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New findings 

What is the central question of this study? 

LXR has been reported to regulate several membrane transporters. It is imperative to invextigate 

whether LXR activation regulates SGLT2-mediated glucose transport in human renal proximal tubular 

cells. 

What is the main finding and its importance? 

LXR activation inhibits SGLT2 transport function in normal and high glucose conditions via reduction 

of SGLT2 protein expression. 

 

Abstract 

Liver X receptors (LXRs) are members of a nuclear receptor family consisting of two isoforms, LXR-α 

and LXR-β. They play a major role in energy metabolism including lipid and glucose metabolism. 

Recent studies reported LXRs regulate plasma glucose although the mechanism is still uncertain. The 

present study investigated whether LXR activation regulates sodium glucose cotransporter2 (SGLT2) 

in human renal proximal tubular cells. LXR agonists, T0901317 and GW3965, inhibited SGLT2-
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mediated glucose uptake in concentration-dependent manners. The effect of T0901317 and 

GW3965 was attenuated by a LXR antagonist, fenofibrate. Activation of retinoid X receptor (RXR) 

agonist, bexarotene, potentiates the inhibitory effect of these ligands. Thus, the inhibitory effect of 

LXR agonists on SGLT2 was mediated and facilitated by LXR and RXR activation, respectively. In 

addition, the inhibitory effect of LXR agonists was not mediated by cytotoxicity.  Exposing HK-2 cells, 

renal proximal tubular cell line, to LXR agonists significantly reduced the maximal transport rate 

(Jmax) of SGLT2 without any effect on transporter affinity. Western blot analysis revealed LXR 

activation significantly decreased protein expression of SGLT2 with no change in mRNA level. In 

addition, LXR activation inhibited canagliflozin-sensitive short-circuits current which represents 

SGLT2-mediated glucose transport in polarized human renal proximal tubular cell monolayer. 

Furthermore, LXR activation inhibited transport function of SGLT2 in hyperglycemic conditions. As 

such, this study represents the evidence of LXR activation’s inhibitory effect on glucose transport in 

human renal proximal tubular cells. 

 

Introduction 

Glucose homeostasis enlists complex mechanisms, coordinating regulation of several organs 

including liver, pancreas, adipose tissue, muscle, and kidney. Kidneys play an important role in 

regulating glucose homeostasis by preventing glucose excretion (Vallon, 2015).  Filtered glucose is 

reabsorbed back into blood circulation via renal proximal tubule using two steps requiring renal 

glucose transporters. First, glucose is taken up from tubular lumen into renal tubular cells via 

sodium-glucose co-transporters (SGLTs), including SGLT2 and SGLT1, localized on the brush border 

membrane of proximal tubule S1/S2 and S3 segments, respectively (Wright, 2001). SGLT-mediated 
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glucose transport is a secondary active process, moving glucose into the cell using energy derived 

from the sodium electrochemical potential gradient across the brush border membrane and 

maintained by the transport of intracellular sodium into the blood via Na+-K+-ATPase at the 

basolateral membrane. In contrast, GLUT facilitate passive transport of glucose across membranes 

and do not require an energy source (Brown, 2000). Although, SGLT1 expressed in renal proximal 

tubular cells, SGLT2 plays more significant roles in apical glucose uptake (Hediger et al., 1995; 

Wright, 2001).  

Mutations of SGLT2 (SLC5A2) have been found to be associated with impaired renal glucose 

reabsorption leading to glucosuria with no intestinal phenotype and kidney function impairment 

(Santer & Calado, 2010). Expression and function of SGLT2 was increased in type 2 diabetes 

(Rahmoune et al., 2005) and diabetic rodent models (Vallon et al., 2013). The mechanisms involved 

in upregulation of SGLT2 in type 2 diabetes are little known. Studies reported that SGLT2 activity is 

stimulated by protein kinase C (PKC) and protein kinase A (PKA) (Ghezzi & Wright, 2012) whereas 

expression of SGLT2 is upregulated by hepatocyte nuclear factor-1α (HNF-1α) (Freitas et al., 2008).  

The involvement of SGLT2 in type 2 diabetes raises the rationale of SGLT2 inhibitor development as 

diabetic drugs. Several evidences reported that SGLT2 inhibitors reduced hyperglycemia in type 2 

diabetes via insulin-independent mechanism in the absence of clinically relevant hypoglycemia 

(Chao & Henry, 2010). 

Liver X receptors (LXRs) are members of a nuclear receptor family consisting of two isoforms, 

LXR-α and LXR-β (Willy et al., 1995). LXRs play a major role in glucose, lipid, and cholesterol 

metabolism (Costet et al., 2000; Repa et al., 2002; Tontonoz & Mangelsdorf, 2003; Mitro et al., 

2007). LXR activation controls glucose homeostasis by reducing liver glucose output and increasing 

peripheral glucose elimination. Wild-type mice treated with LXR agonist downregulate 
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gluconeogenesis in their livers through a decrease in the expression of the key enzymes like 

phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glucose-6-phosphatase (G6Pase) (Ding et al., 

2014). In addition to energy metabolism, LXR activation has been reported to regulate kidney 

function. LXRs have been shown to regulate membrane transport proteins including cystic fibrosis 

transmembrane conductance (CFTR) (Raksaseri et al.), epithelial sodium channel (ENaC) (Soodvilai 

et al., 2012), organic anion transporter 1 (OAT1) (Kittayaruksakul et al., 2012), sodium-phosphate 

cotransporter (Na+-Pi) (Caldas et al., 2011), and aquaporin (AQP) 1 and AQP2  (Gabbi et al., 2012; Lu 

et al., 2016). 

Therefore, it is possible that LXR activation regulates glucose transport in the renal proximal 

tubular cells by modulating transport function of SGLT2. Although SGLT2 inhibition by its inhibitors is 

found to improve diabetes, downregulation of SGLT2 such as a reduction of protein expression may 

be a novel treatment of DM. The present study investigated the role of LXRs in regulation of SGLT2-

mediated glucose uptake in human renal proximal tubular cells.  

 

Materials and Methods 

Chemicals 

T0901317 was purchased from Cayman Chemical, Inc. (MI, USA). GW3965, fenofibrate, 

cytochalasin B, deoxy-D-glucose, thiazolyl tetrazolium bromide (MTT), and phlorizin were purchased 

from Sigma Aldrich (MO, USA). Canagliflozin was obtained from Hang Zhou API Chem. (Zhejiang, 

China). Deoxy-D-glucose, 2-[1, 2-3H (N)] ([3H]-2DG) was purchased from PerkinElmer (MA, USA). 

SGLT 1 and 2 antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (TX, USA). Secondary 
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antibody, horseradish peroxidase-conjugated goat anti rabbit IgG, and hyperfilm enhanced 

chemiluminescence (ECL) were purchased from Millipore (Bangkok, Thailand). All other chemicals 

were purchased from standard sources and were generally the highest purity available. 

Cell Culture 

Human renal proximal tubular cell lines including human kidney-2 (HK-2) and RPTEC/TERT1 

cells were obtained from American Type Culture Collection (ATCC). HK-2 cells were cultured in low 

glucose Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS; 

Millipore), 100 U/ml penicillin, and 100 µg/ml streptomycin. RPTEC/TERT1 cells were cultured in 1:1 

mixture of DMEM and Ham’s F-12 nutrient mix supplemented with 5 μg/ml insulin, 5 μg/ml 

transferrin, 5 ng/ml sodium selenite, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 10 ng/ml 

epithelial growth factor, and 36 ng/ml hydrocortisone. Cells were cultured routinely in a T75 flask at 

37 °C in a 5% CO2 and 95% humidified atmosphere.  

Cell viability assay 

Cell viability was evaluated by measuring mitochondrial activity of cells with MTT assay. HK-2 

cells were seeded on 96-well tissue culture microplates at 1.5x104 cells/well for 48 h and then the 

cells were incubated with different treatments for 24 h. After incubation, medium was replaced with 

100 µl/well of MTT solution (0.5 mg/ml in serum-free medium) and further incubated for 2 h. The 

MTT solution was removed and the formazan salt form was dissolved by 100 µl/well of DMSO and 

an absorbance at 570 nm was measured by microplate reader. The data were shown as percentage 

of cell viability compared with control group. 
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Measurement of SGLT2-mediated glucose uptake in renal proximal tubular cells 

SGLT2-mediated glucose uptake was determined using radioactive labelled glucose 

analogue, [3H]-2DG, as a tracer. The accumulation of radioactive labeled glucose analogue in the 

cells was measured by scintillation counting. The cells were seeded on 24-well plates to allow cells to 

form a confluent monolayer. Then, the cell monolayer was washed twice with 1 ml of glucose 

transport buffer solution (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 1 mM KH2PO4, 10 

mM HEPES)  and incubated for a further 15 minutes. After the preincubation period, 200 µl of 

glucose transport buffer containing 10 nM [3H]-2DG and 10 µM cytochalasin B, a non-selective 

inhibitor of GLUTs, was added to each well for 10 min. Cells were washed three times with 1 ml ice-

cold transport buffer to stop transport activity of transporter. The cells were then solubilized with 

0.4 N NaOH in 10% SDS for at least 4 h, and neutralized with 1 N HCl. The samples were transferred 

to scintillation vials for measurement of accumulated radioactivity. Uptake rates were expressed as 

moles per square centimeter of surface area of confluent monolayer. The SGLT2-mediated uptake 

was calculated by subtraction of the total uptake of [3H]-2DG from uptake of [3H]-2DG in the 

presence of 10 µM canagliflozin.  

Kinetic study 

Cells were incubated with glucose transport buffer containing [3H]-2DG plus various 

concentrations of non-radioactive 2-deoxy glucose (10 µM-10,000 µM) for 10 minutes. Cellular 

uptake was calculated as fmol/min/cm2 of the confluent monolayer surface. The kinetic parameters 

including maximal rate of transport (Jmax) and Kt were determined by Michaelis-Menten kinetics of 

competitive interaction of unlabeled and labeled of [3H]-2DG as defined by the following equation 

(Malo & Berteloot, 1991) 
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J represents the rate of [3H]-2DG transport at the concentration of [3H]-2DG equal to [*T]; 

Jmax represents the maximum rate of glucose transport; Kt represents the concentration of unlabeled 

glucose that resulted in half-maximal transport; [T] represents the concentration of unlabeled 

glucose in the transport reaction; and C is a constant that represents the component of total glucose 

uptake that is not saturated over the range of substrate concentrations tested.  

Electrophysiological study 

Short-circuit current (Isc) was used to monitor electrogenic transport function of SGLT in 

polarized human renal proximal tubular cells, RPTEC/TERT1 cells. Cells were cultured on Snapwell 

insert for at least 21 days before experiments. Only the cell monolayers that developed resistance > 

100 Ω.cm2 were used for transport studies. The confluent monolayer was assembled to Ussing 

chambers and the spontaneous potential difference across monolayer was clamped to 0 mV. The 

short-circuit current (Isc) was recorded continuously using a VC600 voltage clamp (Physiologic 

Instruments, CA, USA) with Ag/AgCl electrodes and 3 M KCl agar bridges.  The apical and basolateral 

sides of the cell monolayers were bathed in physiological solution containing (mM) 117 NaCl, 25 

NaHCO3, 4.7 KCl, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCl2, 1.2 KH2PO4, 11 D-glucose at pH 7.4. The solution was 

maintained at 37 ºC and bubbled with 95 % O2 and 5% CO2 to maintain pH. To measure SGLT2-

mediated Na+/glucose flux, 10 µM of cangliflozin was added into the apical part. The transport 

function of SGLT2 is shown as canagliflozin-sensitive Isc. 
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Western blot analysis 

Cells were lysed with modified RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM NaF, 1 mM Na2VO4, 1 mM PMSF, and protease inhibitor cocktail). 

After 20 minutes of incubation on ice and being centrifuged at 12,000 rpm for 20 minutes, the 

supernatants were collected and the protein concentration was measured by BCA (Bicinchoninic 

acid) method. Equal amounts of protein samples were mixed with 5X loading dye buffer and heated 

for 5 minutes at 95ºC. Protein was resolved by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE), and subsequently, transferred to a nitrocellulose membrane by electro-

blotting. Membranes were incubated overnight at 4ºC with anti-SGLT1 and anti-SGLT2 (Santa Cruz), 

anti-actin (Sigma Aldrich), and anti-GAPDH (Cell Signaling). Signals were detected using the 

enhanced chemiluminescence procedure. 

Real-time PCR 

PCR amplification was then performed using the KAPA SYBR FAST master mix (KAPA 

Biosystem, Wobun, MA, USA). The primers (forward/reverse) of hSGLT1 and hSGLT2 used in this 

study are followings: hSGLT1 5-CATTCGCAGGACAGCTCTTAC-3/5-ACCAAAACCAGGGCATTCCA-3, 

hSGLT2 5-AGTGCCTGCTCTGGTTTTGT-3/ 5-GAGGCTGTGGCTTATGGTGT-3, hGAPDH 5-

CAAGCTCATTTCCTGGTATGAC-3/5-GTGTGGTGGGGGACTGAGTGTGG-3. The values of cycle threshold 

(CT) were obtained from ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems) and the 

mRNA expressions were determined using  2−ΔΔCt method (Livak & Schmittgen, 2001). 

 

 



 

 

 

 

This article is protected by copyright. All rights reserved. 

 

Results 

LXR agonists inhibit SGLT2-mdiared glucose uptake in renal proximal tubular cells 

As previously demonstrated, LXRα and LXRβ are expressed and activated in the presence of 

LXR agonist in HK-2 cells (Fongsupa et al., 2015). Expression of SGLT1 and SGLT2 in HK-2 cells was 

determined by qPCR. Our data showed that mRNA expression of SGLT2 was about 9 fold higher than 

that of SGLT1. Transport function of SGLT2 in HK-2 cell was verified using phlorizin and canagliflozin, 

a non-selective and a selective SGLT2 inhibitor, respectively. The results showed that canagliflozin 

significantly inhibited [3H]-2DG uptake in this cell model. Phlorizin produced a slightly more 

inhibition of [3H]-2DG uptake compared with canagliflozin indicating SGLT2 plays a major route of 

glucose uptake (Fig. 1A). Next, the effect of LXR agonists on SGLT2-mediated uptake in HK-2 cells 

was determined. Confluent cell monolayer of HK-2 cells was 12 h fasted and treated with vehicle 

(0.1% DMSO) or various concentrations of synthetic LXR agonists, T0901317 (1-10 µM) and GW3965 

(1-5 µM), for 24 h in serum-free medium. At the end of the incubation period, 10 minute uptake of 

glucose into HK-2 cells was measured. As shown in Fig. 1B, T0901317 and GW3965 inhibited SGLT2-

mediated [3H]-2DG transport in a concentration-dependent manner. To verify whether a decrease in 

the transport activity of HK-2 cells was caused by toxicity, HK-2 cells were incubated for 24 h with 

vehicle (0.1% DMSO) or LXR agonists including T0901317 (1- 10 µM) and GW3965 (1- 5 µM) for 24 

h. Treating cells with T0901317 and GW3965 produced no effect on viability of HK-2 cells following 

24 h treatment (Fig. 1C). 

LXR agonists’ inhibitory effect on SGLT2 requires LXR-RXR activation 

To determine whether the inhibitory effect of LXR agonist on SGLT2-mediated glucose 

uptake involved a LXR-dependent mechanism, fenofibrate (a LXR antagonist) (Thomas et al., 2003), 
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was applied to HK-2 cells. The cells were fasted for 12 h, then the cells were treated with 6 different 

treatments: 1) vehicle (0.1% DMSO), 2) 10 µM T0901317, 3) 5 µM GW3965, 4) 10 µM fenofibrate, 5) 

10 µM T0901317 plus 10 µM fenofibrate, and 6) 5 µM GW3965 plus 10 µM fenofibrate. For group 5 

and 6, the cells were pretreated with 10 µM fenofibrate for 4 h, followed by incubation with 

T0901317 and GW3965 plus fenofibrate for a further 24 h. After incubation, SGLT2-mediated 

glucose uptake was determined. As expected, T0901317 and GW3965 reduced SGLT2-mediated 

glucose uptake. Interestingly, fenofibrate significantly attenuated the inhibitory effects of both 

T0901317 and GW3965 (Fig. 2A).  LXR usually heterodimerizes with RXR, we then determined 

whether RXR activation potentiated the inhibitory effect of LXR. The cells were incubated with 6 

different conditions including vehicle (0.1% DMSO), 10 µM T0901317, 5 µM GW3965, 1 µM 

bexarotene (an agonist of RXR), 5) 10 µM T0901317 plus 1 µM bexarotene, and 6) 5 µM GW3965 

plus 1 µM bexarotene. The results showed that bexarotene produced additional inhibitory effects of 

both T0901317 and GW3965 (Fig. 2B). 

Mechanism of LXR activation regulating SGLT2-mediated glucose uptake 

HK-2 cell monolayers were incubated with vehicle (0.1% DMSO), 10 µM T0901317, and 5 µM 

GW3965 for 24 h. Then, kinetic parameters including Jmax and Kt, were determined. As shown in Fig. 

3, treating HK-2 cell monolayer with T0901317 and GW3965 significantly decreased Jmax, but not Kt 

of SGLT-mediated glucose uptake compared with vehicle control.  

Effect of LXR activation on SGLT2 protein expression  

Since, LXR activation inhibited [3H]-2DG in HK-2 cells, we then determined whether it 

affected protein expression of SGLT2; confluent monolayers of HK-2 cell were fasted for 12 h and 

then exposed to vehicle (0.1% DMSO), T0901317 (10 µM), and GW3965 (5 µM) for 24 h. The 
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expression of SGLT2 was measured by Western blot analysis. As shown in Fig. 4, T0901317 and 

GW3965 significantly reduced SGLT2 expression in HK-2 cells compared with vehicle. To determine 

whether down-regulation of SGLT2 was a result of gene expression, the effect of LXR activation on 

SGLT2 mRNA expression was determined. The results showed that treating HK-2 cell monolayers 

with T0901317 or GW3965 for 24 h had no effect on mRNA expression of SGLT2.  

Effect of LXR activation on glucose transport in polarized renal proximal tubular cells 

SGLT2-mediated glucose uptake is a rate-limiting step for transepithelial transport of glucose 

in renal proximal tubular cells. To determine the effect of LXR activation on transepithelial glucose 

transport, a polarized cell system (RPTEC/TERT1 cells) was employed. First, the expression of SGLT2 

in RPTEC/TERT1 cells that expressed LXRα/β (Wongwan et al., 2017) was determined. The results 

showed that RPTEC/TERT1 cells highly expressed SGLT2 whereas weakly expressed SGLT1 (Fig. 5A). 

Next, the effect of LXR activation of SGLT2-mediated glucose transepithelial transport was 

determined by using electrophysiological study. Treating cell monolayer growing on membrane 

inserts with 5 and 10 µM T0901317 for 24 h significantly reduced canagliflozin-sensitive Isc 

compared with vehicle treatment (Fig. 5B).   

Effect of LXR activation on glucose uptake in renal proximal tubular cell under high glucose 

conditions 

The effect of LXR agonist on SGLT2-mediated uptake in HK-2 cells was determined after 

culturing cells in a high concentration of glucose (25 mM) media for at least 3 passages. As shown in 

Fig. 6A, SGLT2-mediated [3H]-2DG uptake in cells cultured in high glucose condition was higher than 

cells cultured in normal glucose condition without changing of protein expression of SGLT2. To 

determine whether LXR activation could inhibit SGLT2 function under hyperglycemic conditions, the 
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effect of LXR agonists on SGLT2 was investigated. Cell monolayers were treated with vehicle (0.1% 

DMSO) or LXR agonists, T0901317 (10 µM) and GW3965 (5 µM), for 24 h in serum-free medium. 

Treating cells with LXR agonists, T0901317 and GW3965, significantly inhibited SGLT2-mediated [3H]-

2DG uptake (Fig. 6B) and decreased protein expression of SGLT2 compared with vehicle-treated 

group (Fig. 6C). 

 

Discussion 

Renal SGLT2-mediated glucose reabsorption is a late-limiting step for renal glucose 

reabsorption which is a key mechanism to prevent glucose loses (Hediger et al., 1995; Wright, 2001; 

Chao & Henry, 2010). Accordingly, factors affecting transport function of SGLT2 will affect total renal 

glucose reabsorption and plasma glucose.  LXRs, as transcription factors, likely regulate the 

expression of the genes that encode those membrane transport proteins  (Caldas et al., 2011; Gabbi 

et al., 2012; Kittayaruksakul et al., 2012; Soodvilai et al., 2012; Raksaseri et al., 2013; Lu et al., 2016). 

Therefore, the role of LXR in regulating renal glucose transporter-mediated uptake of glucose was 

investigated using pharmacological approaches. Although, SGLT1 was found in HK-2 cells (Solocinski 

et al., 2015), contribution of SGLT1 in glucose transport in HK-2 cells may be minor as evidence 

showed that mRNA expression of SGLT1 in HK-2 cells was very low compared with SGLT2. The 

present study unveils the novel finding that LXR activation inhibits transport function of SGLT2 in 

human renal proximal tubular cells. Uptake studies revealed exposing HK-2 cells to LXR agonists 

(T0901317 and GW3965) for 24 h led to a significant inhibition of SGLT2-mediated glucose uptake. 

As such, LXRs might be involved in regulation of glucose uptake in human renal proximal tubular 

cells. The inhibitory effect of LXR agonist was attenuated by LXR antagonist indicating the inhibitory 
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effects of LXR agonist required LXR activation. In addition, both LXR agonists had no significant effect 

on cell viability; therefore, the inhibitory effect of these agonists was not mediated by their 

toxicities. RXR is a common partner of LXRs (Wan et al., 2000); we then determined whether RXR 

potentiated the LXR’s effect. In the presence of agonists of both RXR and LXR, an additive of 

suppression of SGLT2 transport function was observed. These results indicate that LXR-RXR 

activation inhibits transport function of SGLT2 in mediating glucose transport in renal proximal 

tubular cells. It should be noted that the results obtained from the present study rely on the 

pharmacological approaches, the molecular approaches, LXR or RXR knockdown cells, may be 

needed to strengthen the conclusion. 

Reduced membrane expression or affinity of transporters could contribute to reduced 

transport function of glucose membrane transporters (Ghezzi & Wright, 2012). To determine the 

mechanism responsible for down-regulation of glucose transport induced by LXR activation, a kinetic 

study was performed. Cells treated with LXR agonists for 24 h had significantly reduced Jmax, but not 

Kt, for SGLT2 suggesting down-regulation of SGLT2 may be mediated by reduced functional SGLT2 

expression on cell membrane. Reduction of SGLT2 expression could be a result of reduced the 

transporter synthesis. Western blot analysis revealed activation of LXRs by T0901317 and GW3965 

significantly decreased total protein expression of SGLT2, indicating LXR activation decreases protein 

expression of SGLT2. Although, mRNA levels of SGLT2 would be expected to reduce in response to 

activation of LXR, interestingly, SGLT2 mRNA expression was not altered following LXR activation. 

These data indicated that SGLT2 might not a direct target of LXR activation for transcriptional 

regulation. It has been reported that LXR activation regulates low-density lipoprotein receptor 

(LDLR) via post-transcriptional regulation of lipoprotein receptors through ubiquitination (Sorrentino 

& Zelcer, 2012). Therefore, modification of translational processes or protein degradation in the 
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post-translational process of SGLT2 was suspected to be the target of LXR activation. This notion 

requires further investigation.  

Since, SGLT2 mediating glucose uptake is a rate-limiting step for renal glucose reabsorption 

in intact tubule, electrophysiological study was used to confirm the effect of LXR activation on 

SGLT2-mediated glucose in polarized renal proximal tubular cell monolayer which mimics the intact 

cell monolayer of renal proximal tubular cells. Although, HK-2 cells show characteristics of renal 

proximal tubular cells, low transepithelial electrical resistance (TEER) is observed when this cell line 

is cultured on membrane insert (Wieser et al., 2008).  A new model of renal proximal tubular cell for 

determining transepithelial transport, RPTEC/TERT1 cell line, was piloted because it shows 

expression of SGLT2 and high TEER when cultured on membrane insert. As expected, LXR agonist 

reduces canagliflozin-sensitive Isc representing sodium glucose cotransport mechanism. These data 

indicate that LXR activation inhibits SGLT2-mediated transport of glucose in polarized renal proximal 

tubular cell monolayer.  

Although, hyperglycemic conditions increase glucose transport in renal proximal tubular cells 

via induction of expression of SGLT2 and GLUT2 to increase glucose reabsorption in diabetic mice 

(Marks et al., 2003; Vallon et al., 2013), our data showed that high glucose condition did not 

stimulate protein expression of SGLT2 but increased transport function in HK-2 cells. This 

phenomenon might be the adaptive process to limit glucose accumulation because the experimental 

model used in this study is nonpolarized cells that have no vectorial transport of glucose. 

Hyperglycemic condition-induced upregulation of PKC and PKA might implicate the increase in SGLT2 

function (Park et al., 2001; Ghezzi & Wright, 2012; Deb et al., 2017). We next determine whether the 

inhibitory effect of LXR on SGLT2 transport function was existed in the hyperglycemic condition. The 

effect of LXR activation on SGLT2-mediated glucose uptake in high glucose condition was 
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determined. Our data showed that transport function and protein expression of SGLT2 was reduced 

under LXR activation in high glucose condition as found in low glucose. These data indicate that LXR 

impacts regulation of SGLT2 in hyperglycemic condition.  

 

In summary, LXR activation regulates renal glucose transport by decreasing SGLT2 transport 

function in human renal proximal cells in both normal and high glucose conditions. The inhibitory 

effect of LXR activation on glucose transport is mediated by down-regulation of SGLT2 protein 

expression. This is evidence reporting LXR involvement in regulation of SGLT2 mediating glucose 

transport in human renal proximal tubular cells. 
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 Figure legends 

Figure 1 Effect of LXR agonists (T0901317 and GW3965) on [3H]-2DG uptake in HK-2 cells.   (A) mRNA 

expression and transport function of SGLT2 in HK-2 cells; canagliflozin (10 µM) and phlorizin (200 

µM) was used to inhibit SGLT2 and SGLT1/2, respectively. Data are shown as mean + SD of 3 

experiments. (B) HK-2 cells were incubated with vehicle (0.1% DMSO), T0901317 (1-10 µM), and 
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GW3965 (1-5 µM) for 24 h. (C) The effect of T0901317 and GW3965 on cell viability of HK-2 cells. 

Error bars are mean ± SD of 5 different experiments compared with control. *P<0.01 compared with 

control.  
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Figure 2 Effect of LXR activation on SGLT2-mediated [3H]-2DG uptake. The effect of LXR antagonist 

(fenofibrate) (A) and RXR agonist (bexarotene) (B), on the inhibitory effect of T0901317 and 

GW3965. The data are shown as mean ± SD. Data are obtained from 5 experiments. *P<0.05 

compared to vehicle-treated cells and 
#
P<0.05 compared to T0901317- and GW3965-treated cells. 

 

 

 

Figure 3 Effect of LXR activation on kinetic parameters of SGLT-mediated glucose transport into HK-2 

cells. Cells were treated with vehicle (0.1% DMSO) or LXR agonists (10 µM T0901317 or 5 µM 
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GW3965) for 24 h. The kinetic parameters were determined following the treatment period. Values 

of Kt and Vmax are means ± SD of 3 independent experiments. *P<0.05 compared with control.  

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Effect of T0901317 (10 µM) and GW3965 (5 µM) on SGLT2 protein expression and mRNA 

expression in HK-2 cells. (A) Representative bands of SGLT2 and β-actin are shown. Band intensities 

of SGLT2 are represented as bar graphs of 5 independent experiments. (B) mRNA expression of 
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hSGLT2 determined by qPCR obtained of 3 experiments. *P<0.05 compared with vehicle-treated 

cells. 

 

 

 

Figure 5 Effect of LXR activation on glucose transport in RPTEC/TERT1 cells. (A) mRNA and protein 

expression of SGLT1 and SGLT2 in RPTEC/TERT1 cells and (B) the effect of LXR on canagliflozin-
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sensitive Isc. Data are expressed as means ± SD of 3 experiments and data for each experiment 

which was obtained from at least 3 inserts. *P<0.05 compared with control.    
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Figure 6 Effect of LXR on [3H]-2DG uptake mediated by SGLT2 in HK-2 cells under high glucose 

conditions. Protein expression (A) and transport function (B) of SGLT2 in low (5 mM) and high (25 

mM) glucose condition (n=3).  Effect of LXR agonists on SGLT2-mediated [3H]-2DG glucose uptake (C) 

and protein expression of SGLT2 (D) under high glucose conditions. Error bars are mean ± SD of 4 

independent experiments. *P<0.05 compared with control.  
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