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Актуальность. Гликопротеин-Р (Pgp, АВСВ1) – белок-транспортер, обеспечивающий за-

щиту органов и тканей от ксенобиотиков, являющихся его субстратами, выводя их из кле-

ток во внеклеточное пространство и биологические жидкости.  
Цель. Изучить влияние эстрадиола на активность Pgp in vitro на линии клеток Caco-2.  
Материалы и методы. Исследования выполнены на линии клеток Caco-2. Активность 

Pgp анализировали по транспорту его маркерного субстрата – фексофенадина в трансвелл-
системе. Концентрацию фексофенадина оценивали методом высокоэффективной жидко-

стной хроматографии. Количество Pgp определяли методом ИФА. Эксперимент включал 

следующие серии: клетки, которые преинкубировали с чистой транспортной средой без 

добавления каких-либо веществ (контрольная серия); влияние рифампицина в концентра-

ции 10 мкмоль/л при преинкубировании в течение 3 сут на активность и синтез Pgp (кон-

троль индукции); влияние эстрадиола в концентрациях 1 и 10 мкмоль/л при преинкубиро-

вании в течение 30 мин на активность и синтез Pgp; влияние эстрадиола в концентрациях 

1 и 10 мкмоль/л при преинкубировании в течение 3 сут на активность и синтез Pgp. 
Результаты. Эстрадиол в концентрациях 1 и 10 мкМ при инкубации с клетками в течение 

30 мин достоверно не влиял на активность и синтез Pgp, также как и 1 мкМ эстроген при 

инкубации 3 сут. В то же время эстрадиол в концентрации 10 мкМ при инкубации в тече-

ние 3 сут повышал активность и синтез белка-транспортера.  
Заключение. Эстрадиол в эксперименте in vitro на клетках линии Caco-2 в концентрации 

10 мкМ при инкубировании в течение 3 сут повышает синтез и активность белка-
транспортера гликопротеина-Р. 
Ключевые слова: гликопротеин-Р; эстрадиол; Сaco-2. 
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Background. P-Glycoprotein (Pgp) is a transport protein that provides protection of organs and 
tissues from xenobiotics being its substrates, through excretion of them from cells into the extra-
cellular space and biological fluids. 

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ЭСТРАДИОЛА НА АКТИВНОСТЬ  
ГЛИКОПРОТЕИНА-Р IN VITRO 
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Aim. To study the effect of estradiol on Pgp activity in vitro on Caco-2 cell line. 
Materials and Methods. The studies were performed on Caco-2 cell line. Pgp activity was  
analyzed by the transport of its marker substrate, fexofenadine, in Transwell system. The con-
centration of fexofenadine was evaluated by HPLC. The amount of Pgp was determined by 
ELISA method. The experiment included the following series of cells: cells preincubated with 
clean transport medium without addition of any substances (control series); the effect of rifam-
picin at a concentration of 10 μM on Pgp activity and synthesis in preincubation for 3 days (in-
duction control); the effect of estradiol at concentrations of 1 and 10 μM on Pgp activity and syn-
thesis in preincubation for 30 min; the effect of estradiol at concentrations of 1 and 10 μM on 
Pgp activity and synthesis in preincubation for 3 days. 
Results. Estradiol at concentrations of 1 and 10 μM in incubation with cells for 30 min did not 

show any reliable influence on the activity and synthesis of Pgp, the same as 1 μM estrogen dur-
ing incubation for 3 days. At the same time, estradiol at a concentration of 10 μM induced in-
crease in the activity and synthesis of the transport protein in incubation for 3 days. 
Conclusion. In in vitro experiments on Caco-2 cells, estradiol at a concentration of 10 μM  
increases the activity and synthesis of P-glycoprotein transporter in incubation for 3 days. 
Keywords: P-glycoprotein; estradiol; Сaco-2. 
_____________________________________________________________________________________________ 

 
Гликопротеин-Р (Pgp, ABCB1) – бе-

лок-транспортер, локализованный пре-

имущественно в билипидной мембране 

клеток. Эволюционно у данного белка 

была выработана защитная функция – он 

препятствует проникновению эндо- и эк-

зобиотиков внутрь клеток, выводя их во 

внеклеточное пространство и биологиче-

ские жидкости. Например, экспрессируясь 

в опухолевых клетках, Pgp обеспечивает 

развитие их резистентности к химиотера-

пии, в энтероцитах кишечника препятст-

вует всасыванию веществ, в гепатоцитах и 

эпителии почечных канальцев выводит 

субстраты в желчь и мочу соответственно, 

в эндотелиальных клетках гистогематиче-

ских барьеров – препятствует их проник-

новению в забарьерные органы [1]. 
Показано, что ряд веществ способен 

влиять на активность Pgp – повышать ее, то 

есть являться его индукторами, или сни-

жать, то есть являться ингибиторами [2]. 
При тестировании влияния эстрадиола 

на функционирование Pgp были получены 

противоречивые результаты. На клетках ра-

ка молочной железы, экспрессирующих Pgp, 
было показано, что эстрадиол (10 пМ-10нМ) 

при инкубации в течение 4 сут снижал коли-

чество и активность белка-транспортера. 

При этом эстроген не влиял на содержание 

мРНК гена MDR1, кодирующего Pgp [3]. 

На линии клеток NCI-ADR-RES, ко-

торая не содержит ER эстрогеновый ре-

цептор, выявлено, что экспрессия гена 

MDR1 и белка Pgp не изменялись при воз-

действии эстрадиола в концентрациях 10
-10 

– 10-8
М, но увеличивались в 2 и 2,4 раза под 

действием концентраций 10
-7 – 10-6 М и ин-

кубации в течение 8 ч. На линии клеток 

JAR, содержащей высокие уровни эстроге-

новых рецепторов ER и ER, индукция 

экспрессии Pgp наблюдалась уже при низ-

ких концентрациях эстрадиола (10
-9 М) [4]. 

В экспериментах in vivo было пока-

зано, что эстрадиол повышает активность 

и синтез Pgp в энтероцитах кишечника [5]. 
При этом исследований на линиях 

клеток органов, отвечающих за фармако-

кинетику лекарственных веществ (кишеч-

ном и почечном эпителии, гепатоцитах, 

эндотелии гистогематических барьеров), 

практически не проводилось. 
Поэтому целью настоящего исследо-

вания было изучить влияние эстрадиола 

на активность Pgp in vitro на клеточной 

модели тонкокишечного эпителия. 
Материалы и методы 

Исследования выполнены на линии 

клеток аденокарциномы толстого кишеч-

ника человека – Caco-2. При культивиро-

вании более 21 сут данные клетки начи-

нают спонтанно дифференцироваться в 
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структуру, проявляющую большинство 

морфологических и функциональных ха-

рактеристик энтероцитов тонкого кишеч-

ника, экспрессирующую ферменты I и II 

фазы биотрансформации, а также мем-

бранные белки-транспортеры, включая 

Pgp и белок множественной лекарствен-

ной устойчивости (MRP) [6]. 
Клетки линии Caco-2 культивирова-

ли при 37ºС и 5% содержании СО2 в 
Дульбекко модифицированной среде Игла 
(DMEM) с содержанием глюкозы 4500 
мг/л («Sigma-Aldrich», Германия), 4 мМ L-
глутамина («Sigma-Aldrich», Германия), 
15% бычьей сыворотки («Sigma-Aldrich», 
Германия), 100 ЕД/мл пенициллина и 100 
мкг/мл стрептомицина («Sigma-Aldrich», 
Германия). При достижении конфлюент-
ности более 70% клетки снимали с фласка 
раствором трипсин-ЭДТА (0,25% трипси-
на и 0,2% ЭДТА, «Sigma-Aldrich», Герма-
ния) и высеивали или в трансвелл-систему 
для определения активности Pgp, или в 6-
луночные планшеты для оценки влияния 
эстрадиола на синтез Pgp. Клетки культи-
вировали в течение 21 сут. 

Трансвелл-система представлена дву- 
мя камерами: апикальной и базолатераль-

ной. Дно апикальной камеры является по-

лупроницаемой мембраной, на которую 
высеивали клетки с плотностью 10

5
/см

2 
(или 33 000 клеток/ячейка). В работе ис-

пользовали 12-луночный планшет с полу-

проницаемой мембраной диаметром 1,12 

см и диаметром пор 0,4 мкм (12 mm 
Transwell® with 0.4 µm Pore Polycarbonate 

Membrane Insert, Sterile, Corning, США). 

При трансэпителиальном сопротивлении 

выше 500 мОм*см
2 выполняли транс-

портные эксперименты.  
Активность Pgp оценивали по транс-

порту фексофенадина («Sigma-Aldrich», 

Германия) – маркерного субстрата белка-
транспортера в трансвелл-системе. Для это-

го питательную среду заменяли на транс-

портную среду, представляющую собой 

раствор Хэнкса («Sigma-Aldrich», Герма-

ния) с 25 мМ Хепес («Sigma-Aldrich», Гер-

мания) и 1% диметилсульфоксида («ПанЭ-

ко», Россия). Затем добавляли фексофена-

дин в апикальную камеру в конечной кон-

центрации 150 мкМ [7]. Через 1, 2 и 3 ч за-

бирали образцы из базолатеральной камеры 

для определения концентрации маркерного 

субстрата (ab транспорт, обусловленный 

пассивной диффузией против работы Pgp). 
В аналогичных трансвелл-системах 

оценивали транспорт фексофенадина из ба-

золатеральной камеры в апикальную (ba 
транспорт, обусловленный пассивной диф-

фузией и Pgp). Для этого субстрат в той же 

концентрации добавляли в базолатераль-

ную камеру, а затем через 1, 2 и 3 ч забира-

ли образцы из апикальной камеры для оп-

ределения концентрации фексофенадина. 
Транспорт маркерного субстрата 

рассчитывали по формуле [6]: 

     
  

  
 

 

      
   

где Рарр – коэффициент кажущейся про-

ницаемости (apparent permeability 

coefficient), dQ/dt – изменение концентра-

ции субстрата в камере реципиенте за 

время инкубации, A – площадь полупро-

ницаемой мембраны лунки в трансвелл-
системе, C0 – начальная концентрация 

субстрата в камере-доноре. 
Затем рассчитывали отношение ко-

эффициентов кажущейся проницаемости: 

ba к ab. Данный параметр является инте-

гральным и оценивает общий вклад Pgp в 

транспорт фексофенадина через билипид-

ную мембрану. 
Концентрацию фексофенадина оп-

ределяли методом ВЭЖХ-УФ при длине 

волны 220 нм на ВЭЖХ хроматографе 

«Стайер» (Россия).  
Для оценки влияния эстрадиола на 

активность Pgp in vitro его добавляли в 

обе камеры (апикальную и базолатераль-

ную) вне зависимости от направления 

транспорта фексофенадина. 
Для изучения влияния эстрадиола на 

синтез Pgp клетки снимали с лунок 6-
луночного планшета добавлением раство-

ра трипсин-ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% 

ЭДТА, «Sigma-Aldrich», Германия). По-

лученные клетки лизировали трехкратным 

циклом замораживания-размораживания. 

В полученном лизате определяли содер-
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жание Pgp методом ИФА с помощью на-

бора (Human Permeability glycoprotein 
ELISA kit, «Blue gene», Китай). Количест-

во белка в пробах анализировали методом 

Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Brad-
ford) Assay Kit, «ThermoFisher», США). 

В ходе исследования были выполне-

ны следующие серии экспериментов: 
1) Контроль – клетки, которые пре-

инкубировали с чистой транспортной сре-

дой без добавления каких-либо веществ; 
2) Влияние рифампицина в концен-

трации 10 мкмоль/л при преинкубирова-

нии в течение 3 сут на активность и син-

тез Pgp (контроль индукции); 
3) Влияние эстрадиола в концентраци-

ях 1 и 10 мкмоль/л при преинкубировании в 

течение 30 мин на активность и синтез Pgp; 
4) Влияние эстрадиола в концентраци-

ях 1 и 10 мкмоль/л при преинкубировании в 

течение 3 сут на активность и синтез Pgp. 
Полученные результаты анализиро-

вали с помощью программ Stat Soft 
Statistica 13.0 и Microsoft Excel for MAC 

ver. 16.24. Для оценки статистической 

значимости различий использовали дис-

персионный анализ (ANOVA), попарные 

сравнения выполняли с помощью крите-

рия Ньюмена-Кейлса. Статистически зна-

чимыми считали различия при p<0,05. 
Результаты и их обсуждение 

Культивирование клеток линии 

Caco-2 c 10 мкМ рифампицина в течение 3 

сут приводило к повышению активности 

Pgp, что проявлялось в снижении Papp ab 
на 31,7% (p<0,05) и повышении отноше-

ния Papp ba к Papp ab на 93,2% (p<0,05).  
Эстрадиол в концентрациях 1 и 10 

мкМ при инкубации с клетками в течение 

30 мин достоверно не влиял на активность 

Pgp, так же, как и 1 мкМ эстрогена при 

инкубации 3 сут. 
В то же время эстрадиол в концен-

трации 10 мкМ при инкубации в течение 3 

сут вызывал повышение отношения Papp 
ba к Papp ab фексофенадина на 73,5% 

(p<0,05), что является проявлением по-

вышения активности Pgp (табл. 1). 
Для изучения механизмов изменения 

активности Pgp (собственно изменение ак-

тивности белка-транспортера или измене-

ние синтеза Pgp) было оценено количество 

белка-транспортера методом ИФА (рис. 1). 
Рифампицин в концентрации 10 мкМ 

при инкубировании в течение 3 сут вызы-

вал повышение Pgp на 52,7% (p<0,05). 
Эстрадиол в концентрации 1 и 10 

мкМ при инкубировании с клетками ли-

нии Caco-2 в течение 30 мин достоверно 

не влиял на количество белка-
транспортера, так же, как и эстроген в 

концентрации 1 мкМ при инкубировании 

в течение 3 сут. 
При этом эстрадиол в концентрации 

10 мкМ при инкубировании в течение 3 

сут повышал количество Pgp на 49,6% 

(p<0,05) (рис. 1). 
Полученные результаты свидетельст-

вуют о том, что повышение активности Pgp 
при воздействии эстрадиола в концентрации 

10 мкМ в течение 3 сут связано с увеличени-

ем синтеза белка-транспортера. 
 

Таблица 1 
Влияние эстрадиола на транспорт фексофенадина  

через билипидную мембрану клеток линии Caco-2 (MSD,  10-6 см/сек) 
 

 Papp ba Papp ab Papp ba/ Papp ab 

Контроль, n=5 2,320,66 0,820,15 2,790,36 
Рифампицин 10 мкМ 3 сут, n=3 2,90,31 0,560,09* 5,391,24* 
Эстрадиол 1 мкМ 30 мин, n=3 2,520,45 0,700,13 3,741,32 

Эстрадиол 10 мкМ 30 мин, n=3 2,20,61 1,080,55 2,682,06 
Эстрадиол 1 мкМ 3 сут, n=3 1,930,28 0,520,33 4,682,32 

Эстрадиол 10 мкМ 3 сут, n=3 2,690,7 0,580,17 4,841,33* 
 
Примечание: * – p<0,05 – достоверные различия по сравнению с показателями контроля 
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Примечание: 1 – контроль (n=7), 2 – рифампицин 10 мкМ 3 сут (n=4), 3 – эстрадиол 

1 мкМ 30 мин (n=3), 4 – эстрадиол 10 мкМ 30 мин (n=3), 5 – эстрадиол 1 мкМ 3 сут (n=3), 
6 – эстрадиол 10 мкМ 3 сут (n=3) 

 
Рис. 1. Количество Pgp в клетках линии Caco-2 при воздействии эстрадиола  

(MSD, нг/мг белка) 
 
Эстрадиол может индуцировать син-

тез Pgp за счет повышения экспрессии гена 

MDR1, кодирующего белок-транспортер, 

при взаимодействии со своими специфиче-

скими рецепторами (ER и ER) или с 

транскрипционными факторами, например, 

прегнан-Х-рецептором (PXR) и конститу-

тивным андростановым рецептором (CAR).  
PXR и CAR – члены суперсемейства 

ядерных рецепторов. Показано, что они 

повышают экспрессию генов, кодирую-

щих цитохромы P450, сульфотрансфера-

зы, глюкуронозилтрансферазы и белки 

множественной лекарственной устойчи-

вости, в том числе и Pgp [8]. 
С использованием базы данных 

TRANSFAC в промоторе гена MDR1 вы-

явлено наличие места связывания с эстро-

геновыми рецепторами [4].  
В то же время с использованием ба-

зы данных TFSEARCH в промоторе гена 

MDR1 не было обнаружено estrogen re-
sponse element. Однако авторами были по-

казаны сайты связывания транскрипцион-

ного фактора AP-1, что может свидетель-
ствовать об опосредованном влиянии эст-

радиола на экспрессию Pgp [9]. Эстрогены 

подавляют экспрессию c-Jun, являющего-

ся основным компонентом AP-1. Повы-

шенная экспрессия c-Jun подавляет экс-

прессию гена MDR1 [10]. 
На линии клеток MCF-7/PTX было 

показано, что ERα активирует транскрип-

цию MDR1, связываясь в промоторе MDR1 
с estrogen response element (halfERE)-(N)x-
(GC rich), состоящим из 1/2 estrogen re-
sponse element и двух сайтов связывания 

Sp1 [11,12]. 
На клетках линии HepG2 выявлено, 

что 17β-эстрадиол и эстрон в концентрации 

10 мкМ активируют экспрессию CAR [13].  
Заключение 

Эстрадиол в эксперименте in vitro на 

клетках линии Caco-2 в концентрации 10 

мкМ при инкубировании в течение 3 сут 

повышает синтез и активность белка-
транспортера гликопротеина-Р. 

 
Дополнительная информация 
Конфликт интересов. Авторы деклариру-

ют отсутствие явных и потенциальных конфлик-

тов интересов, о которых необходимо сообщить в 

связи с публикацией данной статьи. 
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