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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования 

 

Все белки-транспортеры могут быть отнесены к двум основным 

суперсемействам – ABC-транспортеры (англ.: АTP-binding cassette) и 

транспортеры растворенных веществ (англ.: solute carrier family, SLC) – SLC- 

транспортеры. При этом первые осуществляют трансмембранный перенос 

субстратов за счет энергии АТФ, а вторые – без ее использования [272]. 

Основными клинически значимыми представителями ABC-транспортеров 

являются Р-гликопротеин (англ.: P-glycoprotein, Pgp, ABCB1-белок, MDR1-белок) 

и белок резистентности рака молочной железы (англ.: Breast Cancer Resistance 

Protein, BCRP, ABCG2-белок) [106], а SLC-транспортеров – полипептид, 

транспортирующий органические анионы ОАТР1В1 и полипептид, 

транспортирующий органические анионы ОАТР1В3 (англ.: organic anion 

transporting polypeptide, OATP) [90].  

Pgp и BCRP являются эффлюксными белками-транспортерами, то есть 

обеспечивают выведение веществ из клеток во внеклеточное пространство и 

биологические жидкости. Данные транспортеры экспрессируются в клетках 

печени, кишечника, почечных канальцев, эндотелиальных клетках 

гистогематических барьеров, где выполняют защитную функцию, препятствуя 

всасыванию субстратов в системный кровоток, выводя их в желчь и мочу или 

ограничивая проникновение через тканевые барьеры в забарьерные органы [254]. 

Pgp и BCRP обладают широкой субстратной специфичностью. Субстратами Pgp 

являются биобиотики (стероидные и тиреоидные гормоны) и ксенобиотики 

(противоопухолевые, гипотензивные и антигистаминные препараты, сердечные 

гликозиды, антиагреганты, антикоагулянты, антибиотики, ингибиторы ВИЧ-

протеазы, иммунодепрессанты и др.) [20]. К субстратам BCRP относят 

противоопухолевые средства (метотрексат, митоксантрон), празозин, циметидин, 

глибенкламид, сульфасалазин, нитрофурантоин, розувастатин [186, 289, 321]. 
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ОАТР1В1/ОАТР1В3 являются инфлюксными белками-транспортерами, то 

есть обеспечивают проникновение субстратов внутрь клеток. ОАТР1В1/OATP1B3 

экспрессируются в основном в гепатоцитах и обладают достаточно узкой 

субстратной специфичностью. Их субстратами являются статины (аторвастатин, 

розувастатин) и сартаны (валсартан, телмисартан) [106]. 

Функционирование белков-транспортеров может изменяться под влиянием 

различных веществ. Индукторы повышают их активность, а ингибиторы ее 

снижают [20, 136].  

В ряде исследований изучалось влияние половых гормонов на 

функционирование Pgp и BCRP [329]. В опытах in vivo на самках кроликов 

показано, что эстрадиол и прогестерон стимулируют активность и количество Pgp 

[176]. В эксперименте in vitro выявлено, что 17β-эстрадиол индуцирует экспрессию 

BCRP в клетках хориокарциномы плаценты человека BeWo [109, 256]. 

Установлено, что тестостерон не влияет на синтез BCRP в клетках BeWo, однако 

совместно с 17β-эстрадиолом увеличивает количество белка и мРНК BCRP в два 

раза [329]. Выявлено, что эстриол, плацентарный лактоген и пролактин повышают 

количество BCRP в клетках BeWo, а хорионический гонадотропин человека не 

оказывает влияния на данный белок-транспортер [329]. Молекулярные механизмы 

влияния половых гормонов на экспрессию Pgp и BCRP на данный момент не 

установлены. В научной литературе нами не обнаружено сведений о гормональной 

регуляции OATP1B1/OATP1B3. 

Ядерные рецепторы (англ.: nuclear receptors, NR) – это большое 

суперсемейство лиганд-активируемых факторов транскрипции клеток, которые 

ответственны за регуляцию экспрессии генов посредством взаимодействия с 

соответствующими лигандами, коактиваторами и корепрессорами, тем самым 

контролируя дифференцировку клеток, поддержание гомеостаза и метаболические 

процессы организма.  

Ядерные рецепторы кодируются у человека 48 генами, образуют суперсемей-

ство филогенетически родственных белков и классифицируются на эндокринные 

рецепторы (рецепторы стероидных и тиреоидных гормонов, витаминов D и A), 
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орфанные рецепторы и усыновленные рецепторы [331]. 

К усыновленным рецепторам относят прегнан-Х-рецептор (англ.: pregnane X 

receptor, PXR), конститутивный андростановый рецептор (англ.: constitutive 

androstane receptor, CAR), печеночный Х рецептор альфа и бета (англ.: liver X 

receptor, LXR) и фарнезоидный Х рецептор (англ.: farnesoid X receptor, FXR). 

До недавнего времени эти рецепторы рассматривались только в качестве 

ксеносенсоров, однако позже была выявлена их роль в регуляции метаболических 

процессов организма, в частности под действием половых гормонов [54, 82, 293]. 

Учитывая то обстоятельство, что данные рецепторы регулируют экспрессию 

белков-транспортеров, логично предположить, что воздействие половых гормонов 

на Pgp, BCRP, OATP1B1 и OATP1B3 может быть опосредовано указанными 

усыновленными рецепторами. 

В рамках настоящего исследования и проверялась данная гипотеза. 

 

Степень разработанности проблемы 
 

 

При изучении влияния половых гормонов на функционирование Pgp и BCRP 

были получены противоречивые результаты. 

Так, в человеческих эпителиальных клетках проксимальных почечных 

канальцев эстрадиол повышал экспрессию мРНК белка Pgp и активность 

транспортера [180]. В другом исследовании на клетках рака молочной железы, с 

учетом наличия/отсутствия эстрогенновых рецепторов (англ.: estrogen receptor, 

ER), двух ERα+ положительных (MCF-7 и T47-D) и двух ER− отрицательных (MDA-

MB-231 и NCI/ADR-RES), было показано, что эстрадиол снижал уровень белка Pgp 

в ERα-положительных клеточных линиях [119].  

В клеточной линии хориокарциномы плаценты человека JAR прогестерон 

снижал поглощение саквинавира – субстрата Pgp, а верапамил блокировал данный 

эффект [92]. В эксперименте на роговицах новозеландских кроликов выявлено, что 

тестостерон в концентрации 100 и 150 мкМ не влиял на опосредованный Рgp 

транспорт эритромицина через роговицу, однако в концентрациях 250 и 500 мкМ 
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ингибировал активность белка-транспортера, при этом IC50 составила 241±27,6 

мкМ [101]. Однако в другом исследовании тестостерон не влиял на уровень белка 

Pgp в культурах почечной ткани мышей и в эпителиальных клетках проксимальных 

канальцев почек человека [180].  

Обработка эстрадиолом клеток аденокарциномы молочной железы человека 

MCF-7 снижала уровень белка BCRP. Напротив, в альвеолярных базальных 

эпителиальных клетках A549, не содержащих рецепторов эстрогена, эстрадиол не 

оказывал существенного влияния на данный показатель [117]. В клеточной линии 

BeWo обработка прогестероном снизила экспрессию гена BCRP. Но, в то же время, 

в другом исследовании обработка клеток BeWo совместно прогестероном и 

эстрадиолом вызвала большее повышение экспрессии белка BCRP, чем при 

использовании только прогестерона. ICI (антагонист ядерных эстрогеновых 

рецепторов) и RU486 (антагонист ядерного прогестеронового рецептора) 

подавляли эффекты, вызванные двумя половыми стероидными гормонами [256]. 

В линии клеток рака молочной железы человека MCF-7 лечение 

дегидротестостероном снизило уровни экспрессии гена ABCG2, кодирующего 

BCRP [65]. 

Исследований по оценке влияния половых гормонов на активность и 

количество OATP1B1/OATP1B3 в доступной литературе обнаружить не удалось. 

Научный коллектив кафедры фармакологии ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава 

России на протяжении нескольких лет занимается изучением функционирования и 

механизмов регуляции белков-транспортеров [4, 25, 40, 49, 50]. В работах была 

изучена активность Pgp при моделировании патологических состояний таких как: 

нарушения мозгового кровообращения [44], гипоксии [6], неврологические 

расстройства [33], патологии эндокринной системы [15].  

Учитывая все вышеизложенное целесообразно провести экспериментальное 

исследование in vitro, посвященное оценке функционирования и механизмов 

регуляции Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 через усыновленные рецепторы под 

действием половых гормонов. 
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Цель исследования 

 

Изучить влияние половых гормонов на функционирование клинически 

значимых белков-транспортеров (Р-гликопротеина, белка резистентности рака 

молочной железы, полипептидов, транспортирующих органические анионы 1В1 и 

1В3) и оценить роль усыновленных рецепторов (прегнан Х рецептора, 

конститутивного андростанового рецептора, печеночного Х рецептора альфа, 

фарнезоидного Х рецептора) в данном процессе.  

  

Задачи исследования 

 

Для достижения поставленной цели решались следующие задачи: 

1. Изучить прямое влияние эстрадиола, прогестерона и тестостерона на 

активность клинически значимых белков-транспортеров (Р-гликопротеина, белка 

резистентности рака молочной железы, полипептидов, транспортирующих 

органические анионы 1В1 и 1В3) при кратковременном воздействии. 

2. Изучить влияние эстрадиола, прогестерона и тестостерона на экспрессию 

генов, количество белка и активность клинически значимых белков-транспортеров 

(Р-гликопротеина, белка резистентности рака молочной железы, полипептидов, 

транспортирующих органические анионы 1В1 и 1В3) при длительном воздействии. 

3. Изучить роль усыновленных рецепторов (прегнан Х рецептора, 

конститутивного андростанового рецептора, фарнезоидного Х рецептора, 

печеночного Х рецептора альфа) в регуляции Р-гликопротеина под действием 

половых гормонов. 

4. Изучить роль усыновленных рецепторов (прегнан Х рецептора, 

конститутивного андростанового рецептора, фарнезоидного Х рецептора, 

печеночного Х рецептора альфа) в регуляции белка резистентности рака молочной 

железы под действием половых гормонов. 

5. Изучить роль усыновленных рецепторов (прегнан Х рецептора, 

конститутивного андростанового рецептора, фарнезоидного Х рецептора, 
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печеночного Х рецептора альфа) в регуляции полипептида, транспортирующего 

органические анионы 1В1 под действием половых гормонов. 

6. Изучить роль усыновленных рецепторов (прегнан Х рецептора, 

конститутивного андростанового рецептора, фарнезоидного Х рецептора, 

печеночного Х рецептора альфа) в регуляции полипептида, транспортирующего 

органические анионы 1В3 под действием половых гормонов. 

 

Научная новизна 

 

В ходе выполнения работы впервые: 

на клетках линии Caco-2 изучено влияние эстрадиола, прогестерона и 

тестостерона на количество и активность белков-транспортеров Pgp и BCRP. 

Установлена роль усыновленных рецепторов PXR, CAR, FXR, LXRα в данном 

процессе; 

на клетках линии HepG2 изучено влияние эстрадиола, прогестерона и 

тестостерона на количество и активность белков-транспортеров OATP1B1 и 

OATP1B3. Показана роль усыновленных рецепторов PXR, CAR, FXR, LXRα в 

данном процессе; 

показано, что в большинстве случаев изменение количества транспортеров 

(Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3) под действием половых гормонов связано с 

однонаправленным изменением экспрессии их генов и сопровождается 

соответствующей модуляцией их активности; 

выявлено, что действие половых гормонов на изучаемые белки-

транспортеры через усыновленные рецепторы в клетках, которые не являются их 

мишенями, наблюдается при использовании гормонов в высоких концентрациях, 

превышающих физиологические (1, 10, 100 мкм), поэтому данный механизм 

регуляции реализуется только при терапевтическом применении гормональных 

лекарственных препаратов. 
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Теоретическая и практическая значимость работы 

 

В ходе выполнения исследования изучено влияние половых гормонов – 

эстрадиола, прогестерона, тестостерона на количество и активность клинически 

значимых белков-транспортеров и оценена роль в данном процессе усыновленных 

рецепторов – CAR, PXR, FXR, LXRα. 

При кратковременном воздействии на клетки Сасо-2 и HepG2 установлено 

прямое дозозависимое тканеспецифическое ингибирующее действие половых 

гормонов на активность белков-транспортеров. 
Показано, что эстрадиол, стимулируя CAR, повышает количество и 

активность Pgp. Прогестерон, стимулируя PXR, повышает количество данного 

белка-транспортера. Тестостерон снижает количество Pgp, ингибируя 

конститутивный андростановый рецептор. 

Изученные половые гормоны во всех концентрациях, превышающих 

физиологические, повышают количество BCRP, причем в реализации действия 

эстрадиола принимают участие CAR и PXR, а тестостерона и прогестерона – FXR 

и PXR.  

Эстрадиол повышает количество белка-транспортера ОАТР1В1, действуя 

через CAR и PXR, а тестостерон повышает количество белка-транспортера 

ОАТР1В1, посредством FXR, PXR и LXRα. Прогестерон вызывает снижение 

количества OATP1B1 без участия изученных усыновленных рецепторов.   

В ходе исследования показано, что эстрадиол повышает уровень ОАТР1В3, 

действуя через FXR, тестостерон увеличивает количество данного белка-

транспортера за счет влияния на LXRα, а прогестерон не оказывает воздействия на 

содержание ОАТР1В3.  

Выявлено, что изменение экспрессии генов, кодирующих белки-

транспортеры, под действием половых гормонов сопровождается 

однонаправленной динамикой количества транспортеров, но не всегда совпадает с 

изменением их активности. Длительность воздействия гормонов влияет на 

направленность эффекта на транспортеры.  
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Действие половых гормонов на изучаемые белки-транспортеры через 

усыновленные рецепторы реализуется при применении гормонов в высоких 

концентрациях, превышающих физиологические, что свидетельствует о том, что 

данные эффекты реализуется только при терапевтическом применении 

лекарственных препаратов на основе половых гормонов. 

Полученные результаты раскрывают механизмы влияния половых гормонов 

на клинически значимые белки-транспортеры в клетках, не являющихся мишенями 

половых гормонов (энтероциты, гепатоциты). Усыновленные рецепторы, 

принимающие участие в регуляции белков-транспортеров, могут рассматриваться 

как мишени для модуляции их активности с целью эффективной и безопасной 

фармакотерапии их субстратами.  

 

Методология и методы исследования 

 

Исследование выполнено in vitro на клетках линий Caco-2 и HepG2 (анализ 

функционирования Pgp, BCRP и OATP1B1/OATP1B3 соответственно). 

Уровень изучаемых белков-транспортеров, а также усыновленных 

рецепторов оценивался методом вестерн блот, экспрессия генов определялась 

методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-RT).  

Активность транспортеров анализировалась по проникновению внутрь 

клеток их субстратов: Pgp – фексофенадина, BCRP – сульфасалазина, 

ОАТР1В1/OATP1B3 – аторвастатина.  

Концентрации веществ анализировались методом ВЭЖХ-МС/МС с 

помощью разработанных и валидированных методик.  

Роль усыновленных рецепторов в регуляции транспортеров оценивалась с 

помощью применения их специфических ингибиторов: PXR – кетоконазола, CAR 

– CINPA1, FXR – тауро-β-холевая кислота, LXRα – TFCA. Полученные результаты 

обрабатывались адекватными статистическими методами. 

Исследование соответствует пунктам 2, 7, 8 паспорта научной специальности 

1.5.4. Биохимия (медицинские науки).  
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Положения, выносимые на защиту 

 

1. Эстрадиол, стимулируя CAR, повышает количество и активность Pgp. 

Прогестерон, стимулируя PXR, повышает количество белка-транспортера, однако 

повышения активности Pgp при этом не происходит, так как гестаген обладает 

негеномной (прямой) ингибирующей активностью по отношению к молекуле 

транспортера. Тестостерон снижает количество Pgp, ингибируя CAR. 

2. Изученные половые гормоны во всех концентрациях, превышающих 

физиологические, увеличивают количество BCRP. В реализации действия 

эстрадиола принимают участие CAR и PXR, тестостерона и прогестерона – FXR и 

PXR.  

3. Эстрадиол повышает количество ОАТР1В1, действуя через CAR и PXR, а 

тестостерон увеличивает уровень данного белка-транспортера, действуя через FXR, 

PXR и LXRα. Прогестерон вызывает снижение количества OATP1B1. 

4. Эстрадиол повышает уровень ОАТР1В3, действуя через FXR, тестостерон 

увеличивает количество данного белка-транспортера за счет влияния на LXRα. 

Прогестерон не оказывает воздействия на уровень ОАТР1В3.   

 

Степень достоверности и апробация результатов 

 

Высокая степень достоверности полученных результатов обусловлена 

достаточным объемом экспериментальных данных, полученных с использованием 

современных методов исследования с последующей статистической обработкой. 

Работа выполнена при частичной поддержке грантов РФФИ №16-04-00320 а, 

№18-415-623001 р_мол_а. 

Основные положения диссертации доложены, обсуждены и опубликованы в 

материалах: 76-й международной научно-практической конференции студентов и 

молодых ученых «Достижения фундаментальной, прикладной медицины и 

фармации» (Самарканд, 2022); Всероссийской конференции молодых ученых, 

посвященной 100-летию со дня рождения профессора А.А. Никулина и 80-летию 
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Рязанского государственного медицинского университета имени академика И.П. 

Павлова (Рязань, 2023); XXIV съезде физиологического общества им. И.П. Павлова 

(Санкт-Петербург, 2023);  Международной конференции «Рецепторы и 

внутриклеточная сигнализация» (Серпухов, 2023); Общероссийской научно-

практической конференции акушеров-гинекологов «Оттовские чтения» (Москва, 

2024); I Пленуме фармакологов России, посвященному 160-летию со дня рождения 

академика Н.П. Кравкова «Традиции и перспективы развития Российской 

фармакологии» (Рязань, 2025). 

Апробация работы состоялась 27 июня 2025 г. на заседании кафедр 

биологической химии; фармакологии; фармацевтической химии и фармакогнозии; 

управления и экономики фармации; профильных гигиенических дисциплин; 

математики, физики и медицинской информатики; сердечно-сосудистой, 

рентгенэндоваскулярной хирургии и лучевой диагностики и центральной научно-

исследовательской лаборатории (протокол № 3 от 27.06.2025). 

 

Внедрение результатов исследования в практику 

 

Основные положения работы используются в учебном процессе при 

обучении студентов на кафедрах биологической химии и фармакологии ФГБОУ 

ВО РязГМУ Минздрава России, а также внедрены в практику работы Центральной 

научно-исследовательской лаборатории ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России. 

 

Личный вклад автора 

 

Автором самостоятельно подготовлен аналитический обзор литературы по 

изучаемой проблеме, составлена программа исследования, проведены 

эксперименты in vitro, хроматографические исследования, вестерн-блот анализ, 

обработка и интерпретация данных, подготовка публикаций по диссертационной 

работе.  
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Связь задач исследования с основным планом научно-исследовательских 

работ университета 

 

Диссертационная работа выполнена в соответствии с тематическим планом 

научно-исследовательских работ ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России.  

 

Сведения о публикациях по теме диссертации 

 

По результатам диссертационной работы опубликовано 23 работы: 12 статей 

в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК при Минобрнауки России, 

включая 10 статей в изданиях, входящих в базы Web of Science и Scopus; 2 патента 

Российской Федерации, 9 статей в других изданиях и тезисов докладов в 

материалах российских и международных конференций.  

 

Структура и объем диссертации 

 

Диссертация состоит из следующих разделов: введение, обзор литературы 

(глава 1), материалы и методы исследования (глава 2), результаты исследования 

(глава 3), обсуждение полученных результатов, заключение, выводы, практические 

рекомендации, перспективы дальнейшей разработки темы, список сокращений, 

список литературы.  

Диссертационная работа изложена на 187 страницах, проиллюстрирована 53 

рисунками и 14 таблицами. Список литературы включает 50 источников 

отечественной и 288 иностранной научной литературы.  
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ГЛАВА I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Транспортные белки 

 

1.1.1. Классификация транспортных белков 

 

Для нормальной жизнедеятельности клеток им необходимо поддерживать и 

контролировать постоянство своей внутренней среды. Достигается это с одной 

стороны свойствами билипидной клеточной мембраны, которая не проницаема для 

заряженных молекул, а с другой – функционированием специальных транспортных 

белков, которые обеспечивают определенным молекулам, таким как метаболиты и 

ионы, возможность проходить через липидный бислой – поступать или удаляться 

из клетки, контролируя таким образом уровни питательных и токсических веществ 

внутри клеток [211].  

Все основные транспортные белки могут быть разделены на 3 основных 

суперсемейства [63, 71, 241]: 

1) ионные каналы; 

2) АТФ-зависимые насосы; 

3) белки-переносчики растворенных веществ (англ.: solute carrier family, SLC 

SLC).  

Ионные каналы осуществляют пассивный транспорт веществ 

(преимущественно ионов) по их электрохимическому и концентрационному 

градиенту. Этот транспорт происходит быстро, поскольку каналы не претерпевают 

радикальных конформационных изменений. Как следует из их названия, семейство 

ионных каналов транспортирует широкий спектр ионов через клеточные 

мембраны, поддерживая мембранный потенциал и играя решающую роль в 

возбуждении и передаче сигналов в клетках [271]. 

АТФ-зависимые насосы перемещают субстраты через мембраны против 

электрохимического градиента за счет энергии АТФ. Среди них выделяют 4 типа 

переносчиков [234]: 

P-тип – управляет транспортом ионов и липидов через клеточные мембраны, 
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используя значительные конформационные изменения, вызванные свободной 

энергией, высвобождаемой при гидролизе АТФ [209, 231]; 

F-тип – осуществляет синтез АТФ из АДФ во внутренней мембране 

митохондрий (АТФ-синтаза); 

V-тип – транспортирует Н+ через цитоплазматическую мембрану вакуолей 

растительных клеток и лизосом животных клеток [270]; 

Четвертый тип – АВС-транспортеры (англ.: АTP-binding cassette). 

У человека описано 49 генов, кодирующих АВС-транспортеры, 

объединенных в семь подсемейств (обозначаемые A-G). Мутации в ряде генов 

могут приводить к развитию заболеваний. Например, мутации в гене ABCC7 

ассоциируются с развитием муковисцидоза, а в гене ABCB11 – с развитием 

семейного внутрипеченочного холестаза [86].  

ABC-транспортеры являются в основном эффлюксными, то есть выводят 

субстраты из клеток [156]. Обычно они состоят из четырех доменов: двух 

трансмембранных доменов (англ.: trasmembrane domain, TMD), которые действуют 

как канал для субстратов, и двух нуклеотидсвязывающих доменов (англ.: 

nucleotide-binding domains, NBD), которые присоединяют и гидролизуют АТФ 

(Рисунок 1). 

 

Рисунок 1 – Структура транспортера ABC (цит. по Dermauw W., 2014) [98] 
Примечание – TMD – трансмембранный домен; NBD – нуклеотидсвязывающий домен 

 

 

В то время как трансмембранные домены имеют широкий спектр структур и 

аминокислотных последовательностей, нуклеотидсвязывающие домены 

демонстрируют консервативность последовательности [272]. Многие ABC-
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транспортеры переносят лекарственные вещества и участвуют в формировании 

устойчивости к противоопухолевым препаратам [191, 265]. Из всех АВС-

транспортеров самыми изученными и клинически значимыми являются P-

гликопротеин (Pgp, ABCB1-белок, MDR1-белок) и белок резистентности рака 

молочной железы (англ.: breast cancer resistance protein, BCRP, ABCG2-белок). 

Суперсемейство SLC в настоящее время включает 458 транспортных белков, 

составляющих 65 семейств, которые транспортируют широкий спектр веществ 

через клеточные мембраны [241, 286, 304]. Эти семейства определены Комитетом 

по номенклатуре генов (англ.: Gene Nomenclature Committee, GNC) Организации 

генома человека (англ.: Human Genom Organization, HUGO) и организованы таким 

образом, что белки-члены в каждом семействе имеют не менее 20–25% сходства 

последовательностей по крайней мере с одним из других членов семейства. В 

среднем каждое семейство SLC состоит из семи членов, в то же время, восемь 

семейств содержат только по одному члену (SLC32, SLC40, SLC48, SLC50, SLC53, 

SLC61, SLC62 и SLC64), а самое большое семейство – SLC25, содержит 53 члена.  

В целом, белки SLC транспортируют широкий спектр молекул, включая 

сахара, аминокислоты, витамины, нуклеотиды, металлы, неорганические ионы, 

органические анионы, олигопептиды и ксенобиотики (лекарственные вещества) 

[298]. Ряд SLC белков транспортируют несколько биомолекул, в то время как 

другие – транспортируют только одну биомолекулу, а третьи – являются 

«сиротами», для которых субстрат/субстраты не установлены. Считается, что до 

30% белков SLC остаются такими «сиротами» [236]. 

Транспортеры суперсемейства SLC не используют энергию, 

высвобождаемую при гидролизе АТФ, для транспорта веществ против градиента 

их концентрации. Считается, что эти белки действуют как пассивные 

фасилитативные транспортеры или вторичные активные транспортеры [90].  

Фасилитативный транспорт – это система транспорта, в которой SLC 

действует как простой посредник для пассивного перемещения соединения по его 

градиенту [288]. Фасилитативный транспорт относится к системам, в которых 

только одна молекула транспортируется в термодинамически выгодном 
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направлении. При вторичном активном транспорте транспортеры связывают 

прохождение двух или более веществ. Один субстрат движется по своему 

электрохимическому градиенту, что обеспечивает свободную энергию для 

управления транспортом другого субстрата(ов).  

Таким образом, термодинамически выгодный транспорт одного вещества 

обеспечивает необходимую свободную энергию для транспортировки другого в 

неблагоприятном направлении. Во многих из этих случаев скорость транспорта 

пропорциональна электрохимическому градиенту связанного иона [91]. Такие 

вторичные активные транспортеры могут быть либо симпортерами, которые 

транспортируют свои субстраты в одном направлении, либо антипортерами, в 

которых субстраты пересекают мембрану в противоположных направлениях. 

Считается, что большинство вторичных активных транспортеров используют 

транспортный механизм «альтернирующего доступа», при котором домены белка 

располагаются так, чтобы иметь сайт связывания лиганда, доступный только с 

одной стороны мембраны в каждый момент времени, изменяя конформации для 

транспортировки своих субстратов путем смещения на другую сторону мембраны 

[205]. 

В основном SLC-транспортеры опосредуют проникновение веществ в 

клетки, то есть являются инфлюксными транспортерами, однако некоторые могут 

функционировать как эффлюксные транспортеры (например, переносчики 

лекарственных средств и токсинов (англ.: multidrug and toxin extrusion, MATEs)) 

или же опосредовать двунаправленный транспорт веществ [23, 286, 324]. 

Практически все SLC-транспортеры сходны по своему строению и состоят из 

12 трансмембранных доменов (TMD). N- и С-концевые участки переносчика 

зафиксированы на цитоплазматической мембране [32] (Рисунок 2). 

Ряд SLC-транспортеров помимо переноса эндогенных веществ, могут 

участвовать и в транспорте ксенобиотиков. Самыми изученными из них являются 

ОАТР1В1 и ОАТР1В3 (надсемейство ОАТР, семейство 1, подсемейство В) [144].  

 



 

 

20 

 

 

Рисунок 2 – Схематическое изображение вторичной структуры транспортеров 

SLC (цит. по: Nielsen M.M.K. et al, 2021) [221] 

 

1.1.2. Р-гликопротеин: локализация, функции, регуляция 

 

P-гликопротеин (англ.: P-glycoprotein, Pgp/ABCB1), впервые был обнаружен 

Juliano R.L. и Ling V. в 1976 г [177] в клетках яичника китайского хомячка, 

устойчивых к цитостатикам. На данный момент он считается самым изученным 

АВС-транспортером. 

Pgp представляет собой эффлюксный (удаляющий субстраты из клеток) 

белок плазматической мембраны массой 170 кДа [11, 188, 328].   

Человеческий Pgp кодируется геном MDR1 (ABCB1). У грызунов есть два 

гомолога Pgp, транспортирующих лекарственные препараты, Mdr1a (кодируется 

геном Abcb1a) и Mdr1b (кодируется геном Abcb1b), которые имеют приблизительно 

85% аминокислотной идентичности друг с другом и > 80% аминокислотной 

идентичности с человеческим Pgp. Pgp состоит из двух гомологичных половин, 

каждая из которых имеет TMD и NBD. Два половинных транспортера имеют 

только 43% идентичности аминокислотной последовательности. Pgp экспортирует 

свой субстрат из клетки, используя энергию гидролиза АТФ. Стехиометрия 

составляет 0,3~3 молекулы АТФ на молекулу субстрата [123, 128, 326].  

У млекопитающих Pgp локализуется в кишечнике, печени, почках, мозге, 

яичках, плаценте, что согласуется с его ролью в защите организма от 

ксенобиотиков (за счет ограничения их всасывания в желудочно-кишечном тракте 
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или выведении в печени и почках) и обеспечивает дополнительное ограничение 

проницаемости гематоэнцефалического, фетально-материнского и гемато-

ретинального барьеров [81, 207].  

Более того, Pgp также экспрессируется в митохондриальной мембране [153, 

238] и ядре [153] MDR-позитивных клеток, где он удаляет противоопухолевые 

препараты из митохондрий или ядер в цитозоль, что также вносит вклад в развитие 

лекарственной устойчивости [3, 21]. 

Pgp содержит несколько участков связывания субстрата в домене связывания 

лиганда [35, 195, 291]. Благодаря этому он проявляет широкую субстратную 

специфичность и является переносчиком гидрофобных субстратов таких как 

химиотерапевтические препараты, ингибиторы протеазы ВИЧ, 

иммунодепрессанты, антиаритмические препараты, блокаторы кальциевых 

каналов, анальгетики, антигистаминные препараты, антибиотики, натуральные 

продукты, флуоресцентные красители и пестициды [41]. Существует несколько 

общих структурных характеристик субстратов Pgp. Единственной общей 

характеристикой, выявленной на данный момент во всех субстратах Pgp, является 

их амфипатическая природа. Это может быть связано с механизмом транслокации 

лекарственных веществ Pgp: было постулировано, что внутриклеточные субстраты 

Pgp сначала должны встраиваться во внутреннюю полусферу клеточной мембраны, 

прежде чем они будут «перевернуты» во внешнюю полусферу или, возможно, 

вытеснены непосредственно во внеклеточную среду Pgp. Только амфипатические 

молекулы могут иметь необходимые свойства встраивания в мембрану [280]. 

Известно, что экспрессия MDR1, а также многих ферментов, 

метаболизирующих лекарственные вещества, регулируется ядерными 

рецепторами, включая прегнан X рецептор (англ.: pregnane X receptor, PXR), 

конститутивный андростановый рецептор (англ.: constitutive androstane receptor, 

CAR) и фарнезоидный X рецептор (англ.: farnesoid X receptor, FXR). Данные 

рецепторы могут действовать напрямую (PXR) или косвенно (FXR через PXR) в 

ответ на хроническое введение ксенобиотиков, таких как рифампицин. По этой 

причине, если исследуемое вещество является субстратом Pgp ожидается 
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замедление его всасывания и ускорение выведения (за счет активации 

транспортера) при совместном введении с сильными активаторами PXR/CAR [109, 

228]. Экспрессия MDR1 регулируется эпигенетически, поскольку усиленное 

ацетилирование гистонов при ингибировании гистондеацетилаз модулирует 

уровни MDR1 как в раковых, так и в незлокачественных клетках [336].  

В гене MDR1, кодирующем Pgp, описан ряд полиморфизмов, приводящих к 

изменению количества и активности транспортера [190, 213]. 

 

1.1.3. Белок резистентности рака молочной железы: локализация, функции, 

регуляция 

 

BCRP был открыт в 1998 году в клетках рака молочной железы (MСF-

7/AdrVp), которые проявляли лекарственную резистентность и характеризовались 

активным клеточным эффлюксом  антрациклиновых противоопухолевых средств, 

но при этом не экспрессировали Pgp [51].  

В настоящее время BCRP выявлен не только в опухолевых клетках, но и в 

ряде органов и тканей животных и человека, таких как тонкий и толстый кишечник, 

печень и почки [292], гистогематические барьеры (гематоплацентарный, 

гематоэнцефалический, гематотестикулярный, гематоофтальмический) [289]. 

В данных органах и тканях BCRP, как и Pgp выполняет защитную функцию 

ограничивая всасывание субстратов, ускоряя их выведение или защищая от их 

проникновения в забарьерные органы. 

BCRP представляет собой мембранный белок массой 72 кДа, состоящий из 

655 аминокислотных остатков  [289]. Он содержит один нуклеотидсвязывающий 

домен (NBD) и один трансмембранный домен (TMD), состоящий из 6 

трансмембранных сегментов (англ.: transmembrane, ТM) [264].  

BCRP может функционировать как гомодимер за счет образования 

межмолекулярных дисульфидных связей между остатками цистеина (Cys603) и как 

олигомер высокого порядка, например тетрамера [289]. 

BCRP обладает широкой субстратной специфичностью, осуществляя 
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транспорт из клеток эндогенных (флавоноиды, порфирины, ураты, стероидные 

гормоны и др.) и экзогенных веществ, в том числе многих лекарственных 

препаратов (статины, противоопухолевые, антисекреторные, антимикробные 

средства и др.) [107, 170]. Известно более 200 субстратов BCRP, однако точной 

связи между структурой вещества и его принадлежностью к субстратам белка-

транспортера не установлено, при этом доказано, что он может переносить как 

липофильные, так и гидрофильные молекулы. 

Выявлен ряд эндогенных субстратов BCRP. Известно, что данный белок-

транспортер участвует в эффлюксе женских половых гормонов и их глюкуронидов 

[111]. Установлена роль BCRP в выведении уратов почками и кишечником, что 

обуславливает его значение в развитии подагры [107].  

Экспрессия BCRP может регулироваться на уровне транскрипции [218, 295]. 

На сегодняшний день регуляторные элементы, идентифицированные в промоторе 

BCRP, включают элемент ответа на эстроген (англ.: estrogen response element, ERE), 

элемент ответа на прогестерон (англ.: progesterone response element, PRE), элемент 

ответа на гипоксию (англ.: hypoxia response element, HRE), элемент ответа на 

антиоксиданты (англ.: antioxidant response element, ARE), элемент ответа на 

арилуглеводороды (англ.: aryl hydrocarbon response element, AhRE) и элемент 

ответа на субъединицу активного ядерного фактора каппа B (англ.: Nuclear Factor 

Kappa B, NFkB) [70, 268].  

Таким образом, ген ABCG2 активируется в условиях гипоксии через фактор 

индуцируемый гипоксией 1α (англ.: hypoxia-inducible factor 1α, HIF-1α) [314], 

агонистами арильных углеводородных рецепторов через арильный 

углеводородный рецептор (англ.: aryl hydrocarbon receptor, AhR) [325]. Было также 

показано, что экспрессия BCRP индуцируется через рецептор, активируемый 

пролифераторами пероксисом гамма (англ.: peroxisome proliferator-activated 

Receptor γ, PPARγ) [237] или подавляется дексаметазоном, возможно, через 

глюкокортикоидный рецептор (англ.: glucocorticoid receptor, GR) [99].  

Также сообщалось об эпигенетической регуляции гена ABCG2. В раковых 

линиях клеток, устойчивых к лекарственным препаратам, повышенные уровни 
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BCRP были связаны с гипометилированием или неметилированием CpG-островка 

[57, 317] и с гиперацетилированием гистонов промотора ABCG2 [317]. 

Экспрессия BCRP может быть подавлена микроРНК путем связывания с 

нетранслируемыми областями (англ.: untranslated regions, 3'-UTR) гена ABCG2 и 

отрицательной модуляцией стабильности транскрипта и трансляции белка [255] 

Было идентифицировано несколько таких микроРНК, включая hsa-miR-519c, hsa-

miR520h и hsa-miR328. 

Посттрансляционная регуляция может влиять на транслокацию и экспрессию 

BCRP на поверхности клетки. Как было сказано ранее, эстрадиол снижает 

экспрессию BCRP в ERα-положительных раковых клетках за счет снижения 

синтеза и созревания белка BCRP [117] или в капиллярах мозга через негеномный 

путь [147]. 

 

1.1.4. Полипептид, транспортирующий органические анионы, 1B1: 

локализация, функции, регуляция 

 

ОАТР1В1 впервые был обнаружен в печени тремя независимыми научными 

группами [54, 55, 161]. 

Этими же авторами было показано, что OATP1B1 является специфичным для 

печени белком, который локализован в синусоидальной (базолатеральной) 

мембране гепатоцитов и экспрессируется равномерно по всем долькам. OATP1B1 

является инфлюксным транспортером, то есть обеспечивает проникновение 

субстратов внутрь клеток. ОАТР1В1 человека представляет собой гликопротеин, 

состоящий из 691 аминокислотного остатка, и кодируется геном SLCO1B1. 

Молекулярная масса транспортера составляет около 84 кДа [37, 55, 145]. 

ОАТР1В1, как и все представители надсемейства транспортёров 

органических анионов, состоит из 12 трансмембранных доменов (TMD) [260]. 

Несмотря на свое название, OATP1B1 обладает субстратной 

специфичностью, которая включает анионные, цвиттер-ионные и нейтральные 

липофильные молекулы. Он также транспортирует эндогенные вещества, включая 
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желчные кислоты, билирубин, копропорфирины I и III, конъюгаты глюкуронида и 

пептиды [54, 227]. 

Известно, что экспрессия OATP1B1 регулируется ядерными гормональными 

рецепторами FXR, ядерными факторами гепатоцитов (англ.: hepatocyte nuclear 

factor, HNF) HNF1α, HNF3β и HNF4α. Они также транскрипционно регулируют 

другие важные OATP, такие как OATP1B3 и OATP2B1 [126, 269]. 

 

1.1.5. Полипептид, транспортирующий органические анионы, 1B3: 

локализация, функции, регуляция 

 

OATP1B3 (ранее известный как OATP8 и LST-2), кодируется геном SLCO1B3 

и имеет 80% идентичности аминокислотной последовательности с OATP1B1. 

Данный транспортер в основном экспрессируется на синусоидальной 

(базолатеральной) мембране центрилобулярных гепатоцитов (т.е. тех, которые 

расположены вокруг центральной вены) человека. Cчитается, что он специфичен 

исключительно для печени; однако низкая экспрессия его мРНК также была 

зарегистрирована в простате, яичках, толстой кишке и некоторых других тканях, а 

также во многих типах опухолей [19, 229]. 

OATP1B3 – это интегральный мембранный белок, который, как 

предполагается, содержит 12 трансмембранных доменов.  

OATP1B3 – является инфлюксным транспортером, то есть обеспечивает 

проникновение субстратов внутрь гепатоцитов. Обычно его считают 

однонаправленным транспортером с облегченной диффузией, хотя есть данные о 

двунаправленном транспорте. Механизм реализации транспортной активности 

OATP1B3 не известен, как и для многих других OATP [260]. 

OATP1B3 способствует поглощению гепатоцитами различных экзогенных и 

эндогенных соединений. Эндогенные субстраты OATP1B3 включают билирубин, 

копропорфирины I и III, желчные кислоты, конъюгированные стероиды, 

эйкозаноиды и гормоны щитовидной железы [55]. 

Считается, что одновременный и полный дефицит OATP1B1 и OATP1B3 
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вызывает развитие синдрома Ротора, при котором нарушается обратный захват 

печенью конъюгированного билирубина и клинически проявляется легкая 

гипербилирубинемия [93, 102].  

OATP1B3 также транспортирует лекарственные препараты, являющиеся его 

субстратами, например, атрасентан, босентан, доцетаксел, дигоксин, эналаприл, 

эритромицин, фексофенадин, флувастатин, метотрексат, микофеноловую кислоту, 

глибенкламид, олмесартан, уабаин, паклитаксел, питавастатин, правастатин, 

рифампицин, розувастатин, рифампицин, SN-38, телмисартан, валсартан. Следует 

отметить, что субстраты OATP1B3 и OATP1B1 часто совпадают. 

Предполагалось, что нейропептидный гормон кишечника – холецистокинин 

транспортируется исключительно OATP1B3 [151], хотя эта точка зрения недавно 

была оспорена. Специфическими субстратами OATP1B3 (в пределах семейства 

OATP) могут являться доцетаксел, дигоксин, глибенкламид, глипизид [169] и 

грибной токсин аманитин [214].  

Кларитромицин, циклоспорин, азитромицин, эритромицин, рифампицин, 

глибенкламид, глимепирид, натеглинид, рокситромицин и толбутамид были 

идентифицированы как ингибиторы OATP1B3, что позволяет предположить, что 

эти соединения могут взаимодействовать с субстратами OATP1B3 [224].  

Механизмы регуляции ОАТР1В1/ОАТР1В3, как и других транспортеров 

ОАТР, в настоящее время активно изучаются [260].  

Так, например, показано, что промотор OATP1B3 трансактивируется 

фарнезоид Х рецептором [158], ядерным фактором гепатоцитов HNF1α и фактором 

транскрипции, активируемым гормоном роста и пролактином (англ.: signal 

transducer and activator of transcription 5, STAT5) [158]. С другой стороны, 

транскрипция OATP1B3 может подавляться HNF 3β [303]. Также установлено, что 

фенобарбитал, активатор конститутивного андростанового рецептора, снижает 

экспрессию OATP1B3 в срезах печени человека [103]. 

 

 



 

 

27 

 

1.2. Усыновленные рецепторы 

 

1.2.1. Классификация ядерных рецепторов 

 

Ядерные рецепторы (англ.: nuclear receptors, NR) – это суперсемейство лиганд-

активируемых транскрипционных факторов [140, 185], участвующих в регуляции 

многих физиологических процессов, включая метаболизм, электролитный баланс, 

пролиферацию клеток, иммунный ответ, активность ферментов, развитие и 

размножение, а также в патогенезе многих патологических процессов, таких как 

рак, неврологические и психиатрические синдромы, иммуносупрессия, диабет, 

ревматоидный артрит, астма, синдромы гормонорезистентности, сердечно-

сосудистые заболевания, метаболический синдром, преждевременное старение и 

др. [155, 178, 194, 202, 252]. 

Первый член этого семейства был клонирован в 1985 году. В настоящее время 

семейство включает в себя 48 представителей в организме человека [89, 309]. 10 из 

них до сих пор считаются «сиротскими» или орфанными рецепторами, так как их 

лиганды еще не идентифицированы [67, 331, 335]. 

В последние годы были обнаружены низкоаффинные лиганды для многих 

рецепторов, которые ранее считались орфанными. Впоследствии они были 

объединены в группу усыновленных (син. принятые) ядерных рецепторов, 

включающую 26 из 48 представителей семейства [82, 137]. Остальные 12 

рецепторов используют в качестве эндогенных лигандов эндокринные гормоны, 

поэтому их относят к группе эндокринных ядерных рецепторов [104] 

У человека всех представителей этого суперсемейства классифицируют на 

семь подсемейств (NR0 - NR6), что основано на их функциях и механизмах 

регуляции. Систематический обзор по основным характеристикам ядернных 

рецепторов (семейство, ген, лиганды) на основании отечественной и зарубежной 

литературы литературных представлен в Таблице 1. 
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Таблица 1 – Характеристика ядерных рецепторов (цит. по: Довжикова И.В., 

Андриевская  И.А., 2019; Ивашкин В.Т., 2010; Смирнов А.Н., 2002; Weikum E.R., 

2018) [12, 14, 36, 331] 

 

Семейс

-тво 

Полное название Аббреви-

атура 

Ген Лиганды / 

Группа ядерных 

рецепторов 

0B Дозозависимая реверсия пола – 

врожденная Х-сцепленная 

гипоплазия надпочечников, ген 

1 

DAX1 NR0B1 Орфанные 

Короткий гетеро-димерный 

партнер 

SHP NR0B2 

1А -рецептор тиреоидных 

гормонов 

TR THRA Тиреоидные 

гормоны / 

Эндокринные  -рецептор тиреоидных 

гормонов 

TR THRB 

1B -рецептор ретиноевой кислоты RAR RARA Ретиноевая 

кислота / 

Эндокринные  

-рецептор ретиноевой кислоты RAR RARB 

-рецептор ретиноевой кислоты RAR RARG 

1C -рецептор, активируемый 

пролифераторами пероксисом 

PPAR PPARA Жирные 

кислоты / 

Усыновленные  

 

 -рецептор, активируемый 

пролифераторами пероксисом 

PPAR PPARB  

 -рецептор, активируемый 

пролифераторами пероксисом 

PPAR PPARG  
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Продолжение Таблицы 1 

1D Reverse-Erb- REV-

ERB 

NR1D1 Гем / 

Усыновленные  

Reverse-Erb- REV-

ERB 

NR1D2 

1F RAR-связанный орфанный 

рецептор- 

ROR RORA Стеролы / 

Усыновленные 

RAR-связанный орфанный 

рецептор- 

ROR RORB 

RAR-связанный орфанный 

рецептор- 

ROR RORC 

1H Фарнезоидный Х рецептор- FXR NR1H4 Желчные 

кислоты / 

Усыновленные  

Фарнезоидный Х рецептор- FXR NR1H5 

Печеночный Х рецептор- (-

рецептор оксистеролов) 

LXR NR1H3 Оксистеролы / 

Усыновленные 

Печеночный Х рецептор- (-

рецептор оксистеролов) 

LXR NR1H2 

1I Рецептор витамина D VDR VDR 1, 25-

дигидрокси-

витамин D3 / 

Эндокринные  

Прегнан Х рецептор PXR NR1I2 Эндобиотики и 

ксенобиотики / 

Усыновленные  

Конститутивный 

андростановый рецептор 

CAR NR1I3 Ксенобиотики / 

Усыновленные 
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Продолжение Таблицы 1 

2А Ядерный фактор гепатоцитов 4 HNF4 HNF4A Жирные 

кислоты / 

Усыновленные  

Ядерный фактор гепатоцитов 4 HNF4 HNF4G 

2В Ретиноидный Х рецептор- RXR RXRA 9-цисретиноевая 

кислота / 

Усыновленные  

Ретиноидный Х рецептор- RXR RXRB 

Ретиноидный Х рецептор- RXR RXRG 

2C Тестикулярный рецептор 2 TR 2 NR2C1 Орфанные 

Тестикулярный рецептор 4 TR 4 NR2C2 Полиненасы-

щенные жирные 

кислоты, 

тиазолидин-

дионы/ 

Усыновленные  

2E Ядерный рецептор TLX TLX NR2E1 Орфанные 

 Ядерный рецептор 

фоторецепторных клеток 

PNR NR2E3  

2F Ранний промотор овальбумина 

цыпленка–транскрипционный 

фактор  

COUP-

TF 

NR2F1 Орфанные 

Ранний промотор овальбумина 

цыпленка–транскрипционный 

фактор  

COUP-

TF 

NR2F2 

Ранний промотор овальбумина 

цыпленка–транскрипционный 

фактор  

COUP-

TF 

NR2F6 

3А Эстрогеновый рецептор- ER ESR1 Эстрогены / 

Эндокринные  Эстрогеновый рецептор- ER ESR2 
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Продолжение Таблицы 1 

3В Эстроген-связанный рецептор- ERR ESRRR

A 

Фитоэстрогены, 

эстрогены, 

гидрокситамокс

ифен, 

диэтилстильбест

рол/ 

Усыновленные  

Эстроген-связанный рецептор- ERR ESRRR

B 

Эстроген-связанный рецептор- ERR ESRRR

G 

3C Андрогеновый рецептор AR AR Андрогены / 

Эндокринные  

Глюкокортикоидный рецептор GR NR3C1 Глюкокорти-

коиды / 

Эндокринные  

 Минералокортикоидный 

рецептор 

MR NR3C2 Минерало-

кортикоиды / 

Эндокринные  

Прогестероновый рецептор PR PGR Прогестерон / 

Эндокринные  

4А Фактор роста нервов 1В NGF1-B NR4A1 Орфанные 

Связанный с Nurrфактор 1 NURR1 NR4A2 Ненасыщенные 

жирные кислоты 

/ Усыновленные 

Орфанный рецептор нейронного 

происхождения 1 

NOR-1 NR4A3 Орфанный 

5А Стероидогенный фактор 1 SF-1 NR5A1 Фосфолипиды / 

Усыновленные Гомолог-1 рецептора печени LRH-1 NR5A2 

6А Ядерный фактор половых 

клеток 

GCNF NR6A1 Орфанные 
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1.2.2. Общая структура ядерных рецепторов 

Все ядерные рецепторы имеют общую белковую структуру, состоящую из 

следующих доменов: N-концевого, ДНК-связывающего (англ.: DNA binding 

domain, DBD), лиганд-связывающего (англ.: ligand binding domain, LBD), С-

концевого доменов и шарнирного участка [310]. N-концевой домен содержит 

домен транскрипционной активаторной функции 1 (англ.: activator function, AF-1), 

отвечающий за слабую транскрипционную активность, не зависящую от лиганда 

[171]. DBD состоит из двух цинк-связывающих мотивов («цинковые пальцы»), 

каждый из которых включает в себя 4 остатка цистеина [129, 331]. DBD 

непосредственно взаимодействует с гормон-чувствительными элементами, что 

приводит к активации транскрипции генов [171, 307]. Шарнирный участок 

представляет собой короткую гибкую белковую структуру, соединяющую DBD и 

LBD [45, 233] (Рисунок 3). 

 

 

 

Рисунок 3 – Общая структура ядерных рецепторов 
Примечание: AF-1 – домен активаторной функции 1 (англ.: activator function) 

 

LBD – это сложный аллостерический сигнальный домен, который не только 

связывается с лигандами, но и напрямую взаимодействует с белками-

корегуляторами [330]. Этот структурно консервативный домен обычно состоит из 

11 α-спиралей и 4 β-нитей, которые складываются в 3 параллельных слоя, образуя 

дополнительную α-спираль, что способствует формированию гидрофобного 

лиганд-связывающего кармана (англ.: ligand binding pocket, LBP) [52]. LBD 

содержит AF-2, которая отвечает за сильную лиганд-зависимую 

транскрипционную активность ядерных рецепторов [61, 160, 216, 223]. Основные 

отличия всех известных ядерных рецепторов заключаются в структуре их лиганд-

связывающих доменов [64]. 
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1.2.3. Конститутивный андростановый рецептор 

 

Конститутивный андростановый рецептор (CAR, NR1I3) человека (hCAR) 

впервые был выделен в 1994 году [253]. Позже было установлено, что он 

кодируется геном NR1I3 [250, 315]. 

CAR локализован преимущественно в печени и кишечнике, однако низкая 

экспрессия была также выявлена в тканях мозга, сердца, надпочечников, яичек, 

простаты и почек [53]. 

В нормальных физиологических условиях CAR, как правило, находится в 

цитоплазме клетки [34]. Несмотря на это, CAR также может быть локализован в 

ядре и конститутивно активен в иммортализованных клеточных линиях [165, 251]. 

CAR активируется прямым (лиганд-зависимым) и непрямым (лиганд-

независимым) способом. Независимо от механизма, активация CAR заключается в 

том, что под воздействием лигандов происходит дефосфорилирование CAR и 

диссоциация его цитоплазматических комплексов с HSP90 и с цитоплазматическим 

удерживающим белком CAR (англ.: cytoplasmic retention protein CAR, CCRP). 

Далее CAR транслоцируется в ядро, где гетеродимеризуется с ретиноидным X 

рецептором (англ.: retinoid X receptor, RXR), в результате чего образуется 

комплекс CAR/RXR [18, 250, 300]. 

Установлено, что CAR участвует в регуляции экспрессии генов ферментов I 

и II фаз биотрансформации (цитохром (англ.: cytochrome, CYP) CYP2C, CYP3A, 

сульфотрансферазы, глюкуронозилтрансферазы, глутатион-S-трансферазы), генов 

белков-переносчиков лекарств (например, ген белка OATP2), а также в регуляции 

углеводного и липидного обменов, клеточной пролиферации, обмене билирубина 

и гема [82], в том числе в опухолевых клетках . 

Лигандами CAR является большое количество веществ, причем они 

отличаются у человека и животных. К основным лигандам человеческого CAR 

относят: аторвастатин, карбамазепин, никардипин, CITCO, фенитоин, нефазодон 

[85, 105, 157].  

Описаны следующие способы регуляции CAR: транскрипционная регуляция 
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CAR, модификация гистонов, метилирование ДНК, регуляция длинными 

некодирующими РНК, посттрансляционная регуляция. Однако основным из них 

считается изменение экспрессии его гена. Одним из первых охарактеризованных 

элементов ответа CAR был фенобарбитал-чувствительный энхансерный модуль 

(англ.: phenobarbital responsive enhancer module, PBREM) в гене Cyp2b10 мыши [79] 

Соответствующие элементы ДНК были обнаружены в генах CYP2B1/2 крысы и 

CYP2B6 человека [312]. 

Активация глюкокортикоидных рецепторов (англ.: glucocorticoid receptor, 

GR) физиологическими концентрациями глюкокортикоидов приводит к 

увеличению экспрессии CAR. Субмикромолярные концентрации дексаметазона 

увеличивают экспрессию CAR [100]. Кетоконазол и миконазол, два 

противогрибковых препарата, ингибируют экспрессию мРНК CAR посредством их 

антагонистического влияния на GR [182]. 

 

1.2.4. Прегнан Х рецептор 

 

Впервые NR1I2 был клонирован в 1998 году и назван рецептором прегнана 

X (PXR) или рецептором, активируемым прегнаном (англ.: pregnane activated 

receptor, PAR) [334]. 

PXR экспрессируется преимущественно в печени, тонком кишечнике, 

толстой кишке, желчном пузыре и, в меньшей степени, в почках, легких, желудке, 

моноцитах периферической крови, надпочечниках, костном мозге, некоторых 

отделах головного мозга, тканях репродуктивных органов, молочной железе [313]. 

PXR у человека кодируется геном NR1I2 [285]. 

PXR имеет классическое строение ядерных рецепторов [64, 334].  

Вопрос о локализации PXR в клетке в его неактивной форме до сих пор 

остается открытым. Согласно Squires E.J. et al, 2004 [287] цитозольная локализация 

PXR преобладает над ядерной в печени мыши, а его связывание с лигандом 

прегненолоном-16-карбонитрилом (англ.: pregnenolone 16α-carbonitrile, PCN) 

приводит к ядерной транcлокации комплекса лиганд-PXR [287]. 
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В ходе исследований, проведенных японскими учеными в 2017 году на 

клеточной линии гепатокарциномы человека HepG2, была установлена 

преимущественно ядерная локализация PXR [173]. В то же время в 3D-культуре 

этих клеток была определена цитозольная локализация PXR, способного 

транслоцироваться в ядро после инкубации с рифампицином [10 ,173, 261]. 

После связывания с лигандом PXR транслоцируется в ядро, где 

гетеродимеризуется с ретиноидным Х рецептором  (англ.: retinoid Х receptor, 

RXR), образуя комплекс PXR-RXR. Далее этот комплекс коммутирует с 

элементами ксенобиотического (англ.: xenobiotic response element, XREs) и/или 

гормонального ответа (англ.: element hormonal response, HREs), изменяет статус 

корепрессоров и коактиваторов, например, коактиваторов стероидных рецепторов 

(англ.: steroid receptor coactivator, SRC-1 и SRC-3), которые реструктурируют 

хроматин посредством гистоновых ацетилтрансфераз [152, 285]. Впоследствии 

активированный комплекс PXR-RXR регулирует экспрессию целевого гена [56]. 

PXR регулирует экспрессию генов ферментов I (изоферменты цитохрома 

Р450, например CYP3A4) и II (например, сульфотрансфераза, 

глюкуронилтрансфераза) фазы биотрансформации [72, 308], а также переносчиков 

лекарственных веществ Pgp, ABCC2, OATP2, транспортера органических катионов 

(англ.: organic cation transporters, OCT1) [198, 285]. 

Известно, что активация PXR в гепатоцитах способна усиливать 

регенерацию печени и даже приводить к гепатомегалии [245]. 

Стимуляция PXR прегненолоном-16-карбонитрилом индуцирует 

пролиферацию клеток рака молочной железы [198]. Кроме того, было показано, что 

сверхэкспрессия PXR в этих клетках приводит к повышению промоторной 

активности и уровня белков, ассоциированных с множественной лекарственной 

устойчивостью (англ.: multidrug resistance-associated protein, MRP1) и BCRP 

(ABCG2), которые отвечают за выведение ксенобиотиков из клеток в 

межклеточное пространство [46, 108, 206]. Регуляция PXR может осуществляться 

следующим механизмами: транскрипционная регуляция гена NR1I2, микроРНК-

опосредованная регуляция, метилирование ДНК, фосфорилирование, 



 

 

36 

 

убиквитирование и SUMO-илирование [319]. 

Первые исследования, направленные на изучение молекулярных механизмов 

регуляции NR1I2, позволили предположить о возможном взаимодействии между 

GR и PXR. Так, лиганд GR дексаметазон усиливает транскрипцию NR1I2, которая 

частично ингибировалась антагонистом GR – мифепристоном [95,100, 297]. 

Также была описана двойственная регуляция экспрессии PXR 

глюкокортикоидами:  

1) опосредованная GR трансактивация промотора NR1I2;  

2) стабилизация мРНК PXR через её 3’-нетранслируемую область (3’-НТО), 

что вероятно связано с GR-опосредованным снижением экспрессии miR-18a-5p 

[297]. 

PXR способен взаимодействовать с широким спектром лигандов, среди 

которых есть как эндобиотики, такие как желчные кислоты и их предшественники, 

прогестерон, прегненолон, 17-гидроксипрегненолон, холестерин и его метаболиты 

и литохолевая кислота, а также широкий спектр ксенобиотиков: рифампицин, 

гиперфорин, дексаметазон [257, 311, 320, 337]. 

 

1.2.5. Фарнезоидный Х рецептор 

 

Первоначально FXR был идентифицирован как ядерный рецептор, 

активируемый метаболитами фарнезола (ациклический сесквитерпеновый спирт) 

[163]. Более поздние исследования показали, что FXR в первую очередь является 

рецептором желчных кислот [162, 203]. FXR активируется специфическими 

метаболитами желчных кислот, включая хенодезоксихолевую кислоту, холевую 

кислоту, дезоксихолевую кислоту и литохолевую кислоту, также их глициновые и 

таурин-конъюгированные метаболиты [113, 306].  

У млекопитающих выделяют две изоформы FXR – FXRa и FXRb [132]. FXRb 

– это псевдоген у людей и приматов, но кодирует функциональный рецептор у 

других видов. FXR кодируется геном NR1H4 [323].   

FXR имеет классическую организацию ядерного рецептора (NR): лиганд-
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независимый домен транскрипционной активации (AF1), основной ДНК-

связывающий домен (DBD), шарнирная область, С-концевой лиганд-связывающий 

домен (LBD) и лиганд-зависимый домен функции активации (AF2) [127, 331]. 

FXR регулирует метаболизм желчных кислот, углеводов и липидов [5, 39, 

131]. 

После активации FXR связывается гетеродимерно с рецептором ретиноевой 

кислоты X (RXR) и индуцирует экспрессию гена малого гетеродимерного партнера 

(англ.: small heterodimeric partner, SHP), что приводит к транскрипционной 

репрессии ферментов, участвующих в синтезе холестерина – 7a-монооксигеназы 

(CYP7A1) и гомолога рецептора печени 1 (англ.: homologue of the liver receptor, 

LRH-1) [125]. FXR также ингибирует экспрессию CYP7A1 и стерол-12a-

гидроксилазы (CYP8B1) через путь рецептора фактора роста фибробластов 4 

(англ.: fibroblast growth factor receptor, FGFR4) в гепатоцитах [75, 149, 168].  

Пути FXR/SHP и FXR/FGF19/FGFR4 представляют собой основные 

отрицательные регуляторы синтеза желчных кислот. FXR ингибирует полипептид 

котранспорта таурохолата натрия (англ.: Na+-Taurocholate Cotransporting 

Polypeptide, NTCP) через SHP-зависимый механизм, тем самым подавляя 

поглощение желчных кислот печенью [196]. FXR повышает экспрессию гена 

эффлюксного переносчика желчных солей (англ.: bile salt export pump, BSEP) и 

белка множественной лекарственной устойчивости-3 (англ.: multidrug resistance 

protein 1, MDR3) и увеличивает отток желчных кислот из печени в просвет 

канальцев [42, 43, 166]. FXR также увеличивает экспрессию транспортера 

органических растворенных веществ альфа/бета (OSTa/b), который увеличивает 

отток желчных кислот из печени в воротную вену [152, 240]. Кроме того, FXR 

регулирует ключевые ферменты, участвующие в конъюгации и детоксикации 

желчных кислот [166]. Подводя итог, можно сказать, что FXR тесно связан с 

метаболическими процессами синтеза, транспорта и реабсорбции желчных кислот 

[114, 130]. Снижение функции FXR из-за мутаций NR1H4 (p.R176*, 

Tyr139_Asn140insLys) вызывает тяжелый прогрессирующий семейный 

внутрипеченочный холестаз с низкой активностью гамма-глутамилтрансферазы 
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[217]. Как в экстра-, так и в интрапеченочных моделях холестаза активация FXR 

приводит к уменьшению холестаза для защиты печени от высокой 

цитотоксичности желчных кислот [175].  

У людей можно выделить два основных семейства желчных кислот. 

Первичные желчные кислоты, холевая кислота (ХК) и хенодезоксихолевая кислота 

(ХДХК), вырабатываются из холестерина [13]. Вторичные желчные кислоты, 

литохолевая кислота (ЛХК) и дезоксихолевая кислота (ДХК) вырабатываются из 

ХК и ХДХК соответственно [74]. Эффективность желчных кислот в активации FXR 

ранжируется следующим образом: ХДХК > ДХК > ЛХК > ХК [113]. Желчные 

кислоты могут функционировать как сигнальные молекулы для регулирования 

собственного синтеза и влиять на различные биологические и 

патофизиологические процессы, такие как регенерация печени, проапоптотические 

и провоспалительные функции [210, 243]. 

Учитывая потенциал лигандов FXR как эффективного подхода к лечению 

заболеваний печени, связанных с желчными кислотами, в настоящее время 

разрабатывается большое количество синтетических агонистов FXR для таких 

заболеваний печени, как неалкогольный стеатогепатит и первичный билиарный 

холангит [110]. Синтетические агонисты FXR включают стероидные и 

нестероидные лиганды [94, 124].  

Антагонисты FXR оказались полезными в животных моделях холестаза и 

гиперхолестеринемии, а также при раке поджелудочной железы и толстой кишки 

[139, 249]. Антагонисты FXR могут использоваться для лечения диабета 2 типа или 

других метаболических заболеваний [78].  

A и b-мурихолевые кислоты (англ.: muricholic acid, MCA), образующиеся в 

печени из хенодезоксихолевой кислоты, являются первичными желчными 

кислотами и антагонистами FXR [141]. Повышенный уровень тауро-b-MCA 

ингибирует экспрессию FGF15 и синтез церамидов FXR [215]. Gly-MCA является 

потенциальным кандидатом для лечения метаболических заболеваний благодаря 

его селективному ингибированию FXR кишечника, а не FXR печени [172]. 

Гуггулстерон является первым примером неселективного естественного 
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антагониста FXR [53]. Гуггулстерон снижал активацию FXR, вызванную ХДХК, со 

значениями полумаксимальной ингибирующей концентрации (англ.: half maximal 

inhibitory concentration, IC50) 15–17 мМ [138]. Гуггулстерон когда-то считался 

потенциально эффективным средством лечения для пациентов с генотипом 1 

вируса гепатита С, которые плохо реагировали на терапию первой линии 

(NCT01492998) [115]. 

 

1.2.6. Печеночный Х рецептор 

 

LXR, впервые извлеченный из печени Willy P.J. et al., 1995, изначально был 

идентифицирован как орфанный рецептор [197]. В 1996 году Janowski B.A. было 

высказано предположение, что оксистеролы, монооксигенированные производные 

холестерина являются субстратами LXR [193, 235].  

Изоформа LXRα (также известный как NR1H3) была открыта двумя 

отдельными группами [69, 197], в то время как другие группы ученых 

идентифицировали LXRβ (также известный как NR1H2) [219, 273]. 

LXRα и LXRβ расположены на коротком 11 (11p11.2) и длинном плече 

(19q13.3) хромосомы 19 соответственно [193].  

Человеческие LXRα и LXRβ состоят из 447 и 460 аминокислот 

соответственно [235]. Эти два LXR нельзя формально считать истинными 

изоформами, поскольку они кодируются двумя разными генами, и имеют более 

78% гомологии последовательностей в их полноразмерных ДНК и лиганд-

связывающих доменах [226]. 

Распределение LXRα и LXRβ в тканях чрезвычайно различно. LXRα 

наиболее сильно представлен в макрофагах, а также в ткани печени, жировой 

ткани, почках и надпочечниках, в то время как LXRβ экспрессируется повсеместно, 

что предполагает различные механизмы регуляции физиологических функций этих 

двух рецепторов [48, 318]. Многочисленные исследования продемонстрировали, 

что LXR являются ключевыми сенсорами внутриклеточных уровней холестерина, 

которые запускают ряд адаптивных механизмов в ответ на перегрузку 
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холестерином [179, 267].  

Кроме того, вклад LXRα и LXRβ в регуляцию липидного обмена также 

различен. Было показано, что LXRα вносит более высокий вклад в регуляцию 

транспорта холестерина, что может замедлять образование пенистых клеток и 

развитие атеросклероза, тогда как LXRβ играет важную роль в жировом обмене 

[192, 208]. Однако механизмы, которые контролируют экспрессию и функцию этих 

двух изоформ, до сих пор неясны. 

Следовательно, LXRα, по-видимому, играет центральную роль в 

поддержании гомеостаза холестерина в печени. LXRβ, в то же время, участвует в 

регуляции жирового обмена, в частности, связанного с сопротивлением набору 

веса, поскольку масса тела и количество перигонадного жира у мышей LXRβ−/− 

ниже, чем у мышей дикого типа на той же диете [199]. 

Более того, ряд исследований выявил важную роль LXR в модуляции 

воспаления путем регулирования экспрессии различных воспалительных генов в 

макрофагах [201, 222].  

Функционирование LXR основано на их гетеродимеризации с другими 

членами семейства ядерных рецепторов, в частности с ретиноидным Х рецептором 

(RXR). Промоторы некоторых генов имеют специфические последовательности 

ДНК, которые связываются с LXR, называемые элементами ответа LXR (англ.: 

response elements LXR, LXRE) [69]. Активированные LXR связываются с LXRE, 

расположенными в регуляторных областях целевых генов, и модулируют их 

транскрипцию. Когда димер LXR-RXR не связывается с лигандом, он связывается 

с промоторной областью целевых генов и взаимодействует с сосуществующими 

факторами, такими как ядерный рецепторный корепрессор (англ.: nuclear receptor 

corepressor, NcoR)/медиатор подавления ретиноевой кислоты и тиреоидного 

рецептора (англ.: mediator of retinoic acid and thyroid receptor suppression, SMRT), 

тем самым ингибируя транскрипцию и активацию целевых генов. Однако, как 

только LXR активируются своими лигандами, корепрессор диссоциирует, и 

коактиватор ядерного рецептора привлекается к промоторам, что приводит к 

транскрипционной активации целевых генов. 
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LXR считаются сенсорами гомеостаза холестерина. Транскрипционная 

активность LXR индуцируется повышенным уровнем холестерина. Активация 

LXR способствует оттоку холестерина в макрофагах, тем самым поддерживая 

баланс внутриклеточного метаболизма холестерина. Удаление холестерина из 

тканей, периферических по отношению к печени, с последующей секрецией 

желчью и последующим удалением через фекалии — это процесс, известный как 

обратный транспорт холестерина. LXR регулирует обратный транспорт 

холестерина в основном путем изменения экспрессии членов суперсемейства 

мембранных транспортеров, а именно ABCA1, ABCG1, ABCG5 и ABCG8; 

аполипопротеинов внеклеточных рецепторов холестерина, включая ApoE. ABCA1 

и ABCG1 являются интегральными мембранными транспортерами и играют 

важную роль в генерации зарождающихся липопротеинов высокой плотности 

(ЛПВП) и гомеостазе холестерина. LXRα является основным транскрипционным 

регулятором ABCA1 и ABCG1 в макрофагах, который в основном ограничивает 

накопление холестерина в макрофагах и других периферических клетках за счет 

увеличения экспрессии ABCA1 и ABCG1 [338]. 

LXR также являются критически важными регуляторами экспрессии ApoE. 

Уровень ApoE в макрофагах и адипоцитах регулируется LXR, что демонстрирует, 

что активация LXR ApoE является тканеспецифичной [200]. 

LXRα является основной изоформой, которая регулирует гомеостаз 

холестерина. Подавление LXRβ не влияет на экспрессию целевых генов LXR, таких 

как ABCA1 и ABCG1. Когда LXRα не активен, LXRβ не может поддерживать 

максимальный уровень оттока холестерина в первичных макрофагах человека. 

Hong С. et al. (2012) доказали, что удаление LXRα, но не LXRβ, может привести к 

заметному увеличению накопления периферического холестерина, иллюстрируя, 

что LXRα необходим для максимального обратного транспорта холестерина у 

мышей с нокаутом ApoE [198].  

Помимо связывания лиганда, активность LXR регулируется 

посттрансляционной модификацией. Посттрансляционная модификация является 

механизмом, с помощью которого модулируется активность и функция ядерных 
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рецепторов. Модификация белка LXRα оказывает важное влияние на его 

активность и функцию, поэтому понимание посттрансляционной модификации 

LXRα, несомненно, имеет большое значение для применения LXRα в таргетной 

терапии [84]. 

 

1.3. Влияние половых гормонов на изучаемые белки-транспортеры и 

усыновленные рецепторы 

 

1.3.1. Влияние половых гормонов на Р-гликопротеин 

 

В ряде исследований были оценены половые различия и влияние половых 

гормонов на количество белка, экспрессию гена и активность Pgp [ли]. 

Уровень Pgp в почках мышей показал примерно в 1,5 раза более высокий 

уровень у самок, чем у самцов [180]. 

На мышах линии C57BL/6 выявлено, что ген mdr1b имеет более высокую 

экспрессию у самок, чем у самцов, в то время как в мозге экспрессия была выше у 

самцов. Кроме того, экспрессия гена mdr1a в почках была выше у самок по 

сравнению с самцами мышей [96]. 

В барьере между кровью и спинномозговой жидкостью гены mdr1a и mdr1b 

не показали различий в экспрессии между самцами и самками крыс, и их 

экспрессия не зависела от женских или мужских половых гормонов [68, 278]. 

У беременных самок мышей C75BL, которым в течение 4 дней вводили 17α-

этинилэстрадиол (агонист рецепторов эстрогена) было выявлено увеличение мРНК 

mdr1a и белка Pgp в плаценте. С другой стороны, 17α-этинилэстрадиол не 

показывал существенного влияния на экспрессию гена mdr1b в плаценте. Введение 

17α-этинилэстрадиола также снизило транспорт дигоксина – субстрата Pgp от 

матери к плоду [301]. 

В почках 17β-эстрадиол повышал экспрессию гена mdr1b и уровень белка Pgp 

в культурах почечной ткани мышей [180]. Кроме того, Cui et al. показали, что после 

гонадэктомии экспрессия гена mdr1a увеличивалась у самцов и снижалась у самок 

мышей [96]. 
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В клеточных линиях NCI-ADR-RES и плацентарных JAR эстрадиол 

дозозависимо приводил к повышению уровня белка Pgp. В том же исследовании 

было показано, что эстрадиол снижал поглощение саквинавира-субстрата Pgp в 

клеточной линии JAR. Этот эффект блокировался верапамилом, ингибитором Pgp 

[92]. В человеческих цитотрофобластах эстрадиол повышал экспрессию белка Pgp 

и уровень его мРНК. Эстрадиол также вызывал снижение внутриклеточного 

накопления дигоксина [120]. 

Кроме того, эстрадиол в клетках аденокарциномы толстой кишки LS-180 

приводил к повышению экспрессии гена MDR1 и увеличивал активность Pgp, 

оцениваемую по эффлюксу родамина 123 [58].  

В человеческих эпителиальных клетках проксимальных почечных канальцев 

эстрадиол повышал экспрессию мРНК, белка Pgp и активность транспортера [180]. 

При изучении механизмов влияния эстрадиола на MDR1 было высказано 

предположение, что оно может осуществляться через оба ядерных рецептора 

эстрогена (англ.: the estrogen receptor, ER). В клетках Caco-2, которые 

экспрессируют только ERβ [230], введение 17α-этинилэстрадиола увеличивает 

экспрессию мРНК и белка Pgp, а также его активность. Предварительная обработка 

клеток Caco-2 антагонистом рецептора эстрогена – ICI, предотвращала повышение 

экспрессии MDR1, вызванное 17α-этинилэстрадиолом [27, 29, 259].  

Другое исследование с четырьмя линиями клеток рака молочной железы, 

двумя Erα+ положительными (MCF-7 и T47-D) и двумя ER − отрицательными 

(MDA-MB-231 и NCI/ADR-RES), показало, что эстрадиол снижает уровень белка 

Pgp в ERα-положительных клеточных линиях [118].  

При обработке эндотелиальных клеток микрососудов человеческого мозга 

5α-андростан-3β,17β-диолом, продемонстрировано снижение уровня Pgp. Тем не 

менее, предварительная обработка ICI предотвращала эффект 5α-андростан-

3β,17β-диола [299]. 5α-андростан-3β,17β-диол является метаболитом андрогена, 

который является полным агонистом ERβ и связывается с ERα с низким сродством. 

В гематоэнцефалическом барьере ERβ экспрессируется в большей степени, чем 

ERα [164]. Таким образом, ERβ может быть способен модулировать экспрессию 
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MDR1 в гематоэнцефалическом барьере. 

В клетках Caco-2 эстрадиол активировал ERβ и повышал экспрессию MDR1, 

в отличие от снижения экспрессии, наблюдаемого в клетках линии hBMEC.  

Возможное объяснение выявленных отличий может заключаться в 

различных взаимодействиях ERβ с другими факторами транскрипции и в 

привлечении ERβ различных корегуляторов хроматина в этих двух типах клеток, 

что подчеркивает гипотезу о тканезависимой регуляции эстрогенами.  

В клеточной линии JAR прогестерон снижал поглощение саквинавира – 

субстрата Pgp, а верапамил блокировал данный эффект [92].  

В ряде исследований изучалось влияние тестостерона на Pgp. Было показано, 

что тестостерон не изменяет уровень белка Pgp в культурах почечной ткани мышей 

и в эпителиальных клетках проксимальных канальцев почек человека [180].  

В эксперименте на роговицах новозеландских кроликов было обнаружено, 

что тестостерон в концентрациях 100 и 150 мкМ не влиял на опосредованный Рgp 

транспорт эритромицина через роговицу, однако в концентрациях 250 и 500 мкМ 

ингибировал активность белка-транспортера, при этом IC50 составила 241±27,6 

мкМ [101]. 

В эксперименте на культуре клеток 2780AD (карцинома яичника человека, 

вариант резистентный к лекарственной терапии) установлено, что тестостерон в 

концентрациях 50-150 мкМ ингибировал активность Pgp, оцениваемую по 

эффлюксу субстрата белка-транспортера – даунорубицина [327]. 

В исследовании на линии клеток, резистентных к винбластину (англ.: Vinca 

alkaloid, VBL, VBL-резистентных клеточных линий, J7.Vl-1), выявлено, что 

тестостерон в концентрации 50 мкМ уменьшал содержание белка-транспортера в 

мембранах микросом на 45% [51]. 

Гонадэктомия самцов мышей увеличивала экспрессию генов mdr1a и mdr1b 

в почках, а последующая гормональная терапия дигидротестостероном возвращала 

уровни экспрессии mrd1a и mdr1b, наблюдаемым у контрольных мышей [96].  
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1.3.2. Влияние половых гормонов на белок резистентности рака молочной 

железы 

 

В ряде работ выявлены половые различия в количестве и активности BCRP в 

некоторых тканях. Например, экспрессия гена Abcg2, кодирующего Bcrp, в 

гардеровой железе (железе мигательной перепонки) выше у самок по сравнению с 

самцами хомяков [121]. Экспрессия гена ABCG2 в желудочно-кишечном тракте 

человека одинакова у мужчин и женщин [248]. Кроме того, установлены половые 

различия в мозге крысы и печени мыши. В мозге крысы экспрессия мРНК Abcg2 

выше у самок по сравнению с самцами. Напротив, в печени мыши экспрессия 

Abcg2 (мРНК) выше у самцов [316]. Это указывает на возможную регуляцию BCRP 

половыми гормонами. 

Обработка клеток MCF-7, трансфицированных плазмидой, содержащей ген 

ABCG2, эстрадиолом повысила экспрессию мРНК и белка BCRP. Тамоксифен, 

антиэстрогенное соединение, подавлял индукцию, вызванную эстрадиолом. 

Анализы сдвига электрофоретической подвижности, проведенные с ядерными 

экстрактами клеток MCF-7, которые содержат эстрогеновый рецептор (англ.: 

estrogen receptor, ER) (ERα-положительные), параллельно с ядерными экстрактами 

MDA-MB-231 ERα-отрицательных клеток, выявили сдвиг полосы, возникающий в 

результате связывания ERα с зондом, содержащим промотор гена, не наблюдаемый 

в клетках MDA-MB-231 [2, 57].  

Обработка эстрадиолом клеток MCF-7 снижала уровень белка BCRP. 

Напротив, в клетках A549 (не содержащих рецепторов эстрогена) эстрадиол не 

оказывал существенного влияния на данный показатель [117]. Эти противоречивые 

эффекты на регуляцию BCRP на клетках MCF-7 могут быть связаны с различной 

продолжительностью воздействия эстрадиолом. 

Кроме того, в исследовании, где ERα-отрицательная линия клеток человека 

MDA-MB-453 была трансфицирована плазмидами, содержащими гены ABCG2 и 

ERβ, обработка эстрадиолом повысила экспрессию мРНК и белка BCRP. 

Тамоксифен подавлял эффекты, вызванные эстрадиолом. В том же исследовании 
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эстрадиол также повысил экспрессию мРНК и белка BCRP в клетках MBA-MB-

468. Также, в этой клеточной линии подавление гена Erβ предотвратило 

повышение уровня BCRP (мРНК и белка), вызванное эстрадиолом [146, 189].  

Обработка клеток человеческой плаценты BeWo эстриолом увеличила 

экспрессию мРНК и белка BCRP, а ICI - антагонист рецептора эстрогена 

блокировал эти эффекты [329]. Показано, что эстриол имеет более высокое 

сродство к ERβ, чем к ERα [139]. В другом исследовании выявлено, что обработка 

клеток BeWo эстрадиолом подавила экспрессию белка BCRP, а ICI блокировал 

данный эффект. Более того, в том же исследовании было показано, что эстрадиол 

в клетках BeWo подавлял ген Erβ и не влияет на экспрессию гена Erα [256].  

Обработка клеток T47D, трансфицированных репортерной плазмидой, 

содержащей ген люциферазы под промотором гена BCRP, прогестероном 

увеличила флуоресценцию люциферазы. RU486, антагонист прогестероновых 

рецепторов, блокировал эффекты, вызванные прогестероном. Кроме того, 

обработка прогестероном в присутствии мифрамицина А, блокатора Sp1, не 

оказала существенного влияния на флуоресценцию люциферазы [264]. Выявленная 

совместная иммунопреципитации Sp1 и прогестеронового рецептора (англ.: 

progesterone receptor, PR), указывает на взаимодействие между двумя белками [247, 

260].  

Полученные данные свидетельствуют о том, что в клетках T47D 

прогестероновый рецептор регулирует экспрессию гена Abcg2 через косвенный 

геномный сигнальный механизм. Прогестероновый рецептор взаимодействует с 

промотором гена Abcg2 путем связывания с фактором транскрипции Sp1. 

Обработка клеток BeWo прогестероном увеличила экспрессию белка BCRP, но 

RU486 не устранил эффект, вызванный прогестероном [135, 256]. Это предполагает 

передачу сигнала через мембранный прогестероновый рецептор и подчеркивает 

гипотезу о тканезависимой регуляции BCRP прогестероном.  

В клеточной линии BeWo обработка прогестероном снизила экспрессию гена 

BCRP [122]. Но, в то же время, в другом исследовании, обработка клеток BeWo как 

прогестероном, так и эстрадиолом вызвала повышение экспрессии белка BCRP 
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выше, чем при использовании только прогестерона. ICI и RU486 подавляли 

эффекты, вызванные обоими половыми стероидными гормонами [256]. 

Обработка изолированных мозговых капилляров самок и самцов крыс 

эстрадиолом снизила уровни экспрессии BCRP (мРНК и белка) [147].  

В исследовании in vivo, при введении эстрадиола мышам, показано снижение 

уровня белка BCRP в мозговых капиллярах [147].  

Капилляры мозга крыс, обработанные эстрадиолом инкубировали с BODIPY-

празозином, субстратом BCRP, и флуоресценцию просвета измеряли с помощью 

конфокальной микроскопии. Обработка эстрадиолом снижала активность BCRP в 

капиллярах мозга крысы [147].  

Аналогичные результаты были получены при обработке эндотелиальных 

клеток мозга крысы 17α-этинилэстрадиолом [220]. Обработка эстрадиолом 

капилляров мозга, выделенных от мышей ErαKO, показала, что эстрадиол снизил 

экспрессию и активность белка BCRP. Однако та же обработка эстрадиолом не 

показала значительных эффектов на экспрессию и активность белка BCRP в 

капиллярах мозга, выделенных от мышей ERβKO [147, 148]. Капилляры мозга 

крысы также инкубировали с селективными агонистами ERα и ERβ, 

пропилпиразолтриолом (англ.: propylpyrazoltriol, PPT) и диарилпропионитрилом 

(англ.: diarylpropionitrile, DNP) соответственно. DNP снизил уровень белка BCRP и 

активность в капиллярах мозга, в то время как PPT не оказал значительного 

влияния на уровень белка BCRP или его активность. Капилляры мозга крыс также 

обрабатывались антагонистом ERα MPP или ICI. MPP не влиял на подавление 

активности BCRP, вызванное эстрадиолом, в то время как ICI предотвращал 

подавление экспрессии и активности белка BCRP в капиллярах мозга крыс при 

обработке эстрадиолом.  

Данные о регуляции BCRP эстрогенами и прогестероном предполагают 

тканезависимую регуляцию BCRP этими двумя гормонами.  

В линии клеток рака молочной железы человека MCF-7 лечение 

дегидротестостероном снизило уровни экспрессии гена ABCG2 [65].  

У грызунов гонадэктомия самцов хомяков увеличила экспрессию гена Abcg2 
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в гардеровой железе [121]. Кроме того, гонадэктомия у самцов мышей не оказала 

никакого влияния на экспрессию Abcg2 в почках, но снизила экспрессию Abcg2 в 

печени самцов мышей. Введение дегидротестостерона увеличило экспрессию гена 

Abcg2 в печени гонадэктомированных мышей-самцов. Что касается самок мышей, 

гонадэктомия увеличила экспрессию Abcg2 в почках, а введение 

дегидротестостерона увеличило экспрессию гена Abcg2 в печени 

овариэктомированных мышей-самок [316]. 

 

1.3.3. Влияние половых гормонов на ОАТР1В1/ ОАТР1В3 

 

Влияние половых гормонов на ОАТР1В1/ ОАТР1В3 в доступной литературе 

обнаружить не удалось. Единичные исследования оценивали половые различия в 

активности и экспрессии, а также влияние половых гормонов на другие 

транспортеры суперсемейства SLC. 

Например, показано, что в почках экспрессия OATP1 (OATP1A2) 

стимулируется тестостероном и слабо ингибируется эстрогеном. Это объясняет 

гендерные различия в экскреции с мочой глюкуронидированных стероидов в 

качестве субстратов OATP1 [262]. 

В печени самцов мышей преобладает Oatp1a1, а у самок выше экспрессия 

Oatp1a4. В почках у самок преобладают Oatp1a1 и Oatp3a1 [112].  

Экспрессия генов SLC3A1 в печени в 2,35 раза, а SLC10A1 в 1,48 раза выше у 

женщин, а SLC13A1 в 1,57 раза выше у мужчин [277]. 

 

1.3.4. Влияние половых гормонов на конститутивный андростановый 

рецептор 

 

CAR важен для половых различий в экспрессии генов СYP2b, которые более 

высоко экспрессированы и более активны у женщин, чем у мужчин [161]. Самцы, 

по-видимому, менее чувствительны, чем самки к активаторам CAR. Например, 

нонилфенол индуцирует целевые гены CAR cyp2b10, cyp2c29 и cyp3a11 только у 

самок [279]. Транскрипционная активность CAR у самцов, по-видимому, частично 
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нейтрализуется относительно высокими физиологическими уровнями андрогенов. 

Например, мощный лиганд CAR TCPOBOP вызвал выраженную пролиферацию 

гепатоцитов у самок, но в меньшей степени у самцов мышей [276].  

В опытах in vitro на клеточной линии гепатоцеллюлярной карциномы 

человека HepG2 установлено, что 17β-эстрадиол и эстрон в концентрации 10 мкМ 

активировали экспрессию CAR [181].  

На линии клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2, 

трансфицированных экспрессионной плазмидой mCAR и показывающих высокую 

конститутивную экспрессию mCAR с активацией энхансерного элемента NR1, 

выявлено, что эстрадиол повышал экспрессию CAR, а тестостерон и прогестерон 

ее подавляли [181]. 

 

1.3.5. Влияние половых гормонов на прегнан Х рецептор 

 

Активация PXR прегненолон-16α-карбонитрилом индуцировала 

специфичную для самок мРНК cyp3a44 у самцов мышей, а у самок индукция не 

была обнаружена [134]. Однако у мышей PXR-CAR с двойным нулевым уровнем 

введение литохолевой кислоты вызывало выраженный холестаз у самцов, но не у 

самок. Более того, он был связан с подавлением транспортеров желчных кислот в 

печени самцов [244].  

В эксперименте на клетках CV-1, трансфицированных транскрипционным 

фактором PXR, выявлено, что прогестерон в концентрациях 10-7-10-4 М 

стимулировал экспрессию PXR [66].  

На клетках CV-1, котрансфицированных репортерным геном tk(MH100)4-luc 

и химерным рецептором, состоящим из ДНК-связывающего домена GAL4 и 

домена связывания PXR-лиганда, было показано, что эстрадиол, прогестерон и 

дигидротестостерон активируют PXR [293]. 

 

1.3.6. Влияние половых гормонов на фарнезоидный Х рецептор 

 

Wang S. et al., 2006 идентифицировали андростерон как новый естественный 
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лиганд FXR [256].  

Андростерон – стероидный гормон без известной биологической активности. 

Он является основным продуктом распада тестостерона, и его концентрация в 

кровотоке отражает синтез мужских стероидных гормонов [62]. Андростерон, по-

видимому, не имеет сродства к андрогеновым рецепторам и, следовательно, не 

модулирует биологическую активность этого рецептора. Однако метаболиты 

андрогенов, такие как андростерон, могут иметь биологическую активность 

посредством связывания с другими ядерными рецепторами, как показано для FXR.  

Таким образом, эти наблюдения предполагают биологическую роль 

андростерона посредством активации FXR либо на репродуктивные функции, либо 

на метаболические пути, регулируемые FXR. Андростерон может активировать 

FXR в органах, которые одновременно вырабатывают тестостерон и 

экспрессируют FXR, но также и в других тканях, поскольку концентрация 

неконъюгированного андростерона в плазме достигает 0,5–1,5 нм у мужчин [333]. 

Помимо этого, на мышах C57BL6 было показано, что 3β-сульфатированный 

метаболит прогестерона эпиаллопрегнанолона сульфат, предотвращал индукцию 

FXR вызванную холевой кислотой, что свидетельствует об ингибировании FXR 

под действием метаболита гестагена [174]. 

Liu X.  et al, 2018 выдвинули гипотезу, что FXR, вероятно, является 

регулятором метаболизма эстрогена в печени. В клиническом исследовании 

повышенные уровни эстрогена были отмечены у пациентов с более высокими 

уровнями желчных кислот, особенно у пациентов с холестазом. Интересно, что в 

моделях мышей с перевязанными желчными протоками уровни эстрогена были 

аналогичным образом повышены, а делеция FXR привела к более низким уровням 

эстрадиола [331]. 

 

1.3.7. Влияние половых гормонов на печеночный Х рецептор α 

 

На крысах Sprague-Dawley было установлено, что после овариэктомии 

уровень LXRα значительно снижался, а введение эстрадиола увеличивало уровень 
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данного рецептора в печени [302]. 

На моноцитах человека, дифференцированных в макрофаги (клеточная 

линия THP-1), было показано, что тестостерон (1–10 нМ, 24–72 ч) увеличивал 

экспрессию гена и количества белка LXRα [184]. 

В единичных исследованиях были оценены половые особенности 

функционирования LXR. Когда самцов и самок мышей с двойным нокаутом 

LXRαβ−/− подвергали воздействию высокожирной диеты, была выявлена схожая 

резистентность при развитии ожирения [274], что указывает на одинаковое 

функционирование LXR у обоих полов. Однако активация LXRα увеличивала 

выведение желчных кислот с мочой у самок, что, по-видимому, придавало 

специфическую для самок резистентность к гепатотоксичности, вызванной 

литохолевой кислотой, и холестазу, вызванному перевязкой желчных протоков. 

Эти эффекты не были заметны у самцов [60].  

Интересно, что прогрессирующее возрастное ухудшение фертильности 

наблюдается как у самок, так и у самцов мышей с нокаутом LXR. 

Экспериментальные исследования показывают, что натуральные или 

синтетические агонисты LXR также могут эффективно лечить некоторые 

репродуктивные патологии, такие как бесплодие, нарушение сократимости матки, 

гормонозависимые виды рака и резистентность к инсулину. Побочные эффекты 

агонистов LXR включают нарушение инвазии трофобласта, чрезмерный 

трансплацентарный транспорт холестерина от матери к плоду, приводящий к 

гиперхолестеринемии плода, и усиление дефицита эстрогена после менопаузы [73, 

142]. 

 

1.3.8. Заключение по обзору литературы 

 

Белки-транспортеры Pgp, BCRP, OATP1B1/OATP1B3 играют важную роль в 

трансмембранном переносе как эндогенных, так и экзогенных веществ, в том числе 

и лекарственных препаратов. Различные факторы и вещества могут влиять на их 

активность, что может изменять транспорт их субстратов, и как следствие 
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воздействовать на биохимические процессы в организме. Поэтому, механизмы 

регуляции белков-транспортеров Pgp, BCRP, OATP1B1/OATP1B3 активно 

изучаются в настоящее время.  

При оценке влияния половых гормонов на функционирование Pgp были 

получены противоречивые результаты. В большинстве из них выявлено 

индуцирующее действие эстадиола и ингибирующее действие тестостерона. Роль 

усыновленных рецепторов CAR, PXR, FXR и LXRα в данном процессе не 

анализировалась. При изучении влияния половых гормонов на функционирование 

BCRP были получены противоречивые результаты, которые сильно зависели от 

типа ткани, а роль усыновленных рецепторов CAR, PXR, FXR и LXRα в данном 

процессе также не оценивалась. Влияние половых гормонов на функционирование 

ОАТР1В1/ ОАТР1В3, как и роль усыновленных рецепторов CAR, PXR, FXR и 

LXRα в данном процессе на настоящий момент не исследовалась. 

Все вышеперечисленное обуславливает актуальность выполнения 

диссертационного исследования (Рисунок 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4 – Гендерные различия в регуляции белков-транспортеров и 

усыновленных рецепторов: перспективы изучения 
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ГЛАВА II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Объект экспериментальных исследований 

 

Исследование выполнено на линии клеток аденокарциномы ободочной 

кишки человека Caco-2 и линии клеток HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома 

человека), которые были получены из коллекции клеточных линий ФГБУН ИНЦ 

РАН (Санкт-Петербург).  

Линия клеток Caco-2 широко используется для изучения функционирования 

и механизмов регуляции белков-транспортеров Pgp и BCRP [327], а линия клеток 

HepG2 – для изучения функционирования и механизмов регуляции транспортеров 

ОАТР1В1/OATP1B3 [80]. 

 

2.2. Культивирование клеток 

 

Клетки линий Caco-2 и HepG2 культивировали при 370С и 5% содержании 

СО2 в Дульбекко модифицированной среде Игла (англ.: Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, DMEM) с высоким содержанием глюкозы (4500 мг/л) («Sigma-Aldrich», 

Германия), содержащей L-глутамин (4 мМ) («Sigma-Aldrich», Германия), 15% 

эмбриональной бычьей сыворотки («Sigma- Aldrich», Германия), 100 ЕД/мл и 100 

мкг/мл пенициллина и стрептомицина («Sigma-Aldrich», Германия) 

соответственно. После достижения 70-90% конфлюентности клетки снимали с 

фласка добавлением раствора трипсин-ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% ЭДТА, 

«Sigma-Aldrich», Германия) и высеивали в 24-луночные или 6-луночные планшеты 

(«Corning», США) [17, 22].  

Клетки Caco-2 культивировали в течение 21 сут, когда происходит их 

спонтанная дифференцировка в поляризованные энтероцитоподобные клетки, 

гиперэкспрессирующие Pgp и BCRP [154]. Клетки линии HepG2 использовали в 

экспериментах при достижении монослоя.  

На каждый эксперимент было выполнено по 3 повторения (n=3). 
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2.3. Дизайн исследования 

 

В ходе исследования были сформированы следующие группы (Рисунок 5): 

Первая группа – изучение влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона 

на активность Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 при кратковременном воздействии 

– 15 и 30 мин (оценка прямого влияния гормонов на белки-транспортеры);  

Вторая группа – изучение влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона 

на экспрессию генов, кодирующих Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3. 

Третья группа – изучение влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона 

на относительное количество Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3. 

Четвертая группа – изучение влияния эстрадиола, прогестерона и 

тестостерона на активность Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 при длительном 

воздействии – 24 ч.  

Пятая группа – изучение способности эстрадиола, прогестерона и 

тестостерона активировать CAR, PXR, FXR, LXRa. 

Шестая группа – изучение роли CAR, PXR, FXR, LXRa во влиянии 

эстрадиола, прогестерона и тестостерона на относительное количество Pgp, BCRP, 

OATP1B1, OATP1B3. 

 

Рисунок 5 – Дизайн исследования 
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2.3.1. Изучение влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона на 

активность Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 

 

Клетки линии Caco-2 (при изучении Pgp и BCRP) и клетки линии HepG2 (при 

изучении OATP1B1/OATP1B3) культивировали в 24-луночных планшетах. При 

достижении монослоя (клетки линии HepG2) или при достижении монослоя и 

инкубации в течение 21 сут (клетки линии Caco-2) к клеткам добавляли гормоны в 

концентрациях  1 нМ, 10 нМ, 100 нМ, 1 мкМ, 10 мкМ, 100 мкМ: эстрадиол / 

прогестерон / тестостерон («Sigma Aldrich», США) и инкубировали в течение 24 ч. 

В контрольные лунки добавляли питательную среду, содержащую этанол 

(растворитель тестируемых веществ) в конечной концентрации 0,0001%. После 

окончания инкубации клетки троекратно промывали фосфатным буфером и 

оценивали функциональную активность белков-транспортеров по проникновению 

их субстратов (фексофенадина для Pgp, сульфасалазина - BCRP, аторвастатина -  

OATP1B1/OATP1B3) внутрь клеток. Анализ проводили методом ВЭЖХ МС/МС.  

Для оценки прямого влияния половых гормонов на активность изучаемых 

белков-транспортеров, их добавляли к клеткам во всех тестируемых 

концентрациях и преикубировали 30 мин с клетками Caco-2 или 15 мин с клетками 

HepG2. Затем транспортную среду меняли на среду, содержащую комбинацию – 

тестируемые гормоны и субстраты транспортеров и оценивали проникновение 

субстратов внутрь клеток. Разная продолжительность преинкубации связана c 

типом транспортеров (Pgp и BCRP – эффлюксные; OATP1B1/OATP1B3 - 

инфлюксные) и достаточна для того, чтобы молекула тестируемого вещества могла 

соединиться с транспортером и изменить его активность [207]. В качестве 

классических ингибиторов транспортеров (для подтверждения адекватности 

методики) использовали кетоконазол – ингибитор Pgp, кверцетин – ингибитор 

BCRP, рифампицин (все компоненты «Sigma Aldrich», США) – ингибитор 

OATP1B1/ OATP1B3. При оценке длительного влияния половых гормонов на 

активность транспортеров (в течение 24 ч) дополнительную преинкубацию не 

проводили, а сразу оценивали транспорт их субстратов. 
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2.3.2. Изучение влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона на 

экспрессию генов, кодирующих Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 и на 

относительное количество изучаемых белков-транспортеров 

 

Клетки линии Caco-2 (при изучении Pgp и BCRP) и клетки линии HepG2 (при 

изучении OATP1B1/OATP1B3) культивировали в 6-луночных планшетах. При 

достижении монослоя (клетки линии HepG2) или при достижении монослоя и 

инкубации в течение 21 сут (клетки линии Caco-2) к клеткам добавляли эстрадиол 

(1 нМ, 10 нМ, 100 нМ, 1 мкМ, 10 мкМ, 100 мкМ), прогестерон (1 нМ, 10 нМ, 100 

нМ, 1 мкМ, 10 мкМ, 100 мкМ), тестостерон (1 нМ, 10 нМ, 100 нМ, 1 мкМ, 10 мкМ, 

100 мкМ) и инкубировали в течение 24 ч. В контрольные лунки добавляли 

питательную среду, содержащую этанол (растворитель тестируемых веществ) в 

конечной концентрации 0,0001%. После окончания инкубации клетки снимали с 

лунок и анализировали экспрессию генов, кодирующих Pgp, BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 методом ПЦР в реальном времени и относительное количество 

изучаемых белков-транспортеров методом вестерн-блот. 

 

2.3.3. Изучение способности эстрадиола, прогестерона и тестостерона 

активировать CAR, PXR, FXR, LXR 

 

Клетки линии Caco-2 (при изучении Pgp и BCRP) и клетки линии HepG2 (при 

изучении OATP1B1/OATP1B3) культивировали в 6 луночных планшетах. При 

достижении монослоя (клетки линии HepG2) или при достижении монослоя и 

инкубации в течение 21 сут (клетки линии Caco-2) к клеткам добавляли эстрадиол 

(1, 10, 100 мкМ), или прогестерон (1, 10, 100 мкМ), или тестостерон (1, 10, 100 мкМ) 

и инкубировали в течение 24 ч. В контрольные лунки добавляли питательную 

среду, содержащую этанол (растворитель тестируемых веществ) в конечной 

концентрации 0,0001%. После окончания инкубации клетки снимали с лунок и 

анализировали относительное количество изучаемых усыновленных рецепторов 

CAR, PXR, FXR, LXR в цитоплазматической и мембранной фракциях клеток 
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методом вестерн-блот.  

 

2.3.4. Изучение роли CAR, PXR, FXR, LXR во влиянии эстрадиола, 

прогестерона и тестостерона на относительное количество Pgp, BCRP, 

OATP1B1, OATP1B3 

 

Клетки линии Caco-2 (при изучении Pgp и BCRP) и клетки линии HepG2 (при 

изучении OATP1B1/OATP1B3) культивировали в 6 луночных планшетах. При 

достижении монослоя (клетки линии HepG2) или при достижении монослоя и 

инкубации в течение 21 сут (клетки линии Caco-2) для оценки роли усыновленных 

рецепторов (FXR, CAR, PXR, LXRα) во влиянии половых гормонов на 

относительное количество изучаемых белков-транспортеров совместно с 

половыми гормонами к клеткам добавляли ингибитор CAR - 5-

[(Диэтиламино)ацетил]-10,11-дигидро-5Н-дибензо[b,f]азепин-3-ил]этиловый эфир 

карбаминовой кислоты (CINPA 1, «Tocris», Великобритания) 10 мкМ [85], 

ингибитор PXR – кетоконазол 10 мкМ («Sigma Aldrich», Германия) [83], ингибитор 

FXR – тауро-β-холевая кислота в концентрации 200 мкМ (β-TA, «Sigma Aldrich», 

США) [141], ингибитор LXRα – 3-(3,4-Диметоксифенил)-N-[4-

(трифлуорометил)фенил]-2-пропенамид, N-(4-Трифлуорометилфенил) 3,4-

диметоксициннамамид (TFCA, «Sigma Aldrich», США) 30 мкМ [88]. В 

контрольные лунки добавляли питательную среду, содержащую этанол 

(растворитель тестируемых веществ) в конечной концентрации 0,0001%. После 

окончания инкубации клетки снимали с лунок и анализировали относительное 

количество изучаемых белков-транспортеров методом вестерн-блот. 

 

2.4. Определение экспрессии генов, кодирующих Pgp, BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 

 

Экспрессию генов MDR1, ABCG2, SLCO1B1 и SLCO1B3, кодирующих Pgp, 

BCRP, OATP1B1, OATP1B3 соответственно в клетках Caco-2 (Pgp и BCRP,) и 
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HepG2 (OATP1B1 и OATP1B3) анализировали методом полимеразной цепной 

реакции в реальном времени. Для этого клетки культивировали в 6-луночных 

планшетах (Corning, США), а после воздействия тестируемых веществ в течение 24 

ч во всех изучаемых дозах механически снимали с лунок скребком, трижды 

промывали в фосфатно-солевом буфере и центрифугировали в течение 5 мин при 

3000 об/мин.  

Суммарную РНК выделяли с использованием набора RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN, Германия) в соответствии с инструкцией производителя. 

Концентрацию РНК в образцах определяли спектрофотометрически с 

помощью прибора NanoPhotometr NP80-Touch (Implen GmbH, Германия).  

Для проведения ПЦР в реальном времени на первом этапе РНК в количестве 

1 мкг подвергали обратной транскрипции c использованием набора реактивов 

«БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (2×) для проведения ОТ-ПЦР в реальном времени 

с SYBR Green I» (Биолабмикс, Россия). Обратная транскрипция проводилась при 

температуре 45°С, время инкубации составило 10 минут, количество циклов – 1. 

Этот этап необходим для синтеза цепей кДНК. На втором этапе с синтезированной 

кДНК проводили ПЦР в реальном времени. 

В качестве референсного, относительно которого вычислялась экспрессия 

генов, был выбран ген, кодирующий глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу 

(GAPDH). 

Исследование проводилось по нижеприведенным условиям температурных 

циклов: денатурация (нагрев реакционной смеси) – при 95°С, охлаждение – при 

53°С, элонгация – при 72°С.  

Дальнейший анализ осуществляли на амплификаторе нуклеиновых кислот 

Applied Biosystems Quant Studio 5 с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

продуктов ПЦР в режиме реального времени (Life Technologies Holdings Pte. Ltd., 

Сингапур) с программным обеспечением QuantStudio Design and Analysis (Thermo 

Fisher Scientific, США). Расчет уровня экспрессии генов относительно 

референсного гена был осуществлен с помощью программного обеспечения 

LinRegPCR v.11.0 (Heart failure research center, Нидерланды).  
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Последовательности прямых и обратных праймеров были подобраны с 

помощью программы DNASTAR Lasregene, PrimerSelect (Таблица 2).  

Таблица 2 – Праймеры, использованные в работе (Евроген, Россия) 

 

Для MDR1 

Прямой праймер 5'-CTTCTTTGCTCCTCCATTGC-3' 

Обратный праймер 5'-CCGCTGTTCGTTTCCTTTAG-3' 

Для ABCG2 

Прямой праймер 5'-CTGTCTACTCTTTGCTCAGCTTC-3' 

Обратный праймер 5'-GCTCAGTTAACTCCTGTAAGTGC-3' 

Для SLCO1B1 

Прямой праймер 5'-GGTGAATGCCCAAGAGATGATG-3' 

Обратный праймер 5'-TGGAAACCCAGTGCA AGTGATT-3' 

Для SLCO1B3 

Прямой праймер 5'-GAAGGGTCTACTTGGGCTTATCT-3' 

Обратный праймер 5'-CGATGCCTTGGTATCTTTTCCTT-3' 

Для GAPDH 

Прямой праймер 5'-GTCCCTCTGACTTCAACAGCG-3' 

Обратный праймер 5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3' 

 

2.5. Определение относительного количества Pgp, BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 

 

2.5.1. Получение тотальных клеточных лизатов 

 

Клетки культивировали в 6-луночных планшетах. После окончания 

инкубации с анализируемыми веществами клетки снимали с лунок раствором 

трипсин-ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% ЭДТА, «Sigma-Aldrich», Германия), 

трижды промывали раствором фосфатного буфера («BioRad», США) и лизировали 

в NP40 Cell Lysis Buffer Thermo («Thermo Fisher Scientific», США) c добавлением 

смеси ингибиторов протеиназ (4-(2 аминоэтилбензенсульфонил фторида 
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гидрохлорид (AEBSF) 2 мМ, апротинин 0,3 мкМ, бестатин 130 мкМ, ЭДТА 1мМ, 

транс-эпоксисукцинил-L-лейциламидо(4гуанидино)бутан (Е-64) 14 мкМ, 

лейпептин 1 мкМ, «Sigma-Aldrich», Германия) в течение 30 минут при +4 °С и 

постоянном перемешивании из расчета 107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный 

лизат центрифугировали при 5000 g (CM-50, «Eppendorf», Германия). Супернатант 

использовали для выполнения биохимических анализов.  

 

2.5.2. Проведение анализа вестерн-блот 

 

20 мкг белков супернатанта клеточного лизата подвергали электрофорезу с 

использованием 7,5% TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit («Bio-Rad», США) в 

буферной системе Laemmli («BioRad», США).  

Образцы смешивали с буфером Laemmli («Bio-Rad», США), содержащем 50 

мМ β-меркаптоэтанола («BioRad», США) в соотношении 1:3, инкубировали 10 мин 

при температуре 70°C. Гели подвергали электрофорезу при 100 В в течение 90 мин. 

Белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Trans-Blot Turbo Mini- Size 

nitrocellulose, «Bio-Rad», США) с использованием Mini Trans-Blot («Bio-Rad», 

США) в течение 10 мин при 25 В и 1,3 А [28].  

Белки на мембране блокировали 1% раствором Casein Blocker («Bio-Rad», 

США), содержащим 0,1% Tween-20 («Sigma», Германия), при инкубации в течение 

1 ч при комнатной температуре.  

Детекцию белков Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 проводили с 

использованием первичных антител (P-Glycoprotein Antibody MA5-13854, 

Invitrogen; США; AF5177 ABCG2 Antibody, Affinity, Китай; OATP2 Polyclonal 

Antibody, PA5-113548, «Invitrogen», CША; SLCO1B3 Monoclonal antibody, 

Proteintech antibody 66381-1-Ig) в концентрации 1:200 в блокирующем растворе 

Casein bloсker («Bio-Rad», США) в течение 2 ч при 37°C. Визуализацию первичных 

антител осуществляли с использованием вторичных антител (Rabbit-anti-Mouse 

IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, «Invitrogen», США или Goat anti-Rabbit IgG 

(H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, HRP, «Invitrogen», США) в разведении 
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1:4000 и инкубацией в течение 1 ч при комнатной температуре.  

Хемилюминесценцию фиксировали с помощью ChemiDocXRS+ («Bio-Rad», 

США). Интенсивность полученных полос (бэндов) анализировали 

денситометрически с помощью программного обеспечения ImageLab («Bio-Rad», 

США).  

Молекулярная масса тестируемых белков была подтверждена путем 

сравнения с маркерами молекулярной массы (Precision plus protein standards Dual 

Color, «Bio-Rad», США).  

Содержание Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 оценивали относительно 

содержания белка домашнего хозяйства глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 

(GAPDH, англ.: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase); первичные антитела 

GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68 («Invitrogen», 

США), разведение 1:1000, вторичные кроличьи антитела – Rabbit-anti-Mouse IgG 

(H+L) Secondary Antibody, HRP («Invitrogen», США), разведение 1:4000).  

 

2.6. Определение относительного количества CAR, PXR, FXR, LXRa в 

ядерной и цитоплазматической фракциях лизатов клеток 

 

2.6.1. Получение тотальных клеточных лизатов 

 

Клетки культивировали в 6-луночных планшетах. После окончания 

экспозиции клетки снимали с лунок раствором трипсин-ЭДТА (0,25% трипсина и 

0,2% ЭДТА, «Sigma-Aldrich», Германия), трижды промывали раствором 

фосфатного буфера («BioRad», США). Выделение ядерной и цитоплазматической 

фракции лизата клеток осуществляли с помощью набора Protein Extraction Kit 

(Cytoplasmic Nuclear), («Bio-Rad», США).  

 

2.6.2. Проведение анализа вестерн-блот 

 

20 мкг белков супернатанта клеточного лизата подвергали электрофорезу с 

использованием 7,5% TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit («Bio-Rad», США) в 
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буферной системе Laemmli («BioRad», США).  

Образцы смешивали с буфером Laemmli («Bio-Rad», США), содержащем 50 

мМ β-меркаптоэтанола («BioRad», США) в соотношении 1:3, инкубировали 10 мин 

при температуре 70°C. Гели подвергали электрофорезу при 100 В в течение 90 мин.  

Белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Trans-Blot Turbo Mini- 

Size nitrocellulose, «Bio-Rad», США) с использованием Mini Trans-Blot («Bio-Rad», 

США) в течение 10 мин при 25 В и 1,3 А.  

Белки на мембране блокировали 1% раствором Casein Blocker («Bio-Rad», 

США), содержащим 0,1% Tween-20 («Sigma», Германия), при инкубации в течение 

1 ч и комнатной температуре.  

Детекцию белков CAR, PXR, FXR, LXRα проводили с использованием 

первичных кроличьих поликлональных антител: 

- MB67 CAR Monoclonal Antibody, «Invitrogen», США;  

- MA5-31808 PXR Monoclonal Antibody 1D12G1, «Invitrogen», США;  

- PAC042Hu01 Polyclonal Antibody to Farnesoid X Receptor, «Cloud-Clone 

Corp», Китай;  

- PAC044Hu01 Polyclonal Antibody to Liver X Receptor Alpha, «Cloud-Clone 

Corp», Китай). 

Концентрация антител 1:200, разведение в блокирующем растворе Casein 

bloсker («Bio-Rad», США), инкубация в течение 2 ч при 37°C. Визуализацию 

первичных антител осуществляли с использованием вторичных антител (Rabbit-

anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, «Invitrogen», США или Goat anti-

Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, HRP, "Invitrogen", США) в 

разведении 1:4000 и инкубацией в течение 1 ч при комнатной температуре.  

Хемилюминесценцию фиксировали с помощью ChemiDocXRS+ («Bio-Rad», 

США). Интенсивность полученных полос (бэндов) анализировали 

денситометрически с помощью программного обеспечения ImageLab («Bio-Rad», 

США).  

Содержание CAR, PXR, FXR, LXRα оценивали относительно содержания 

белка домашнего хозяйства глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH). 
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2.7. Определение активности Pgp и BCRP 

 

Функциональную активность Pgp или BCRP анализировали по оценке 

накопления внутри клеток Caco-2 их маркерных субстратов фексофенадина или 

сульфасалазина соответственно. Количественный анализ веществ в лизате клеток 

выполняли с применением разработанной и валидированной методики ВЭЖХ-

МС/МС [31]. 

Непосредственно перед проведением транспортного эксперимента из лунок 

удаляли ростовую среду, а клетки однократно промывали нагретой до 37°C 

транспортной средой, после чего в лунки добавляли транспортную среду, 

содержащую фексофенадин или сульфасалазин в конечной концентрации 150 и 50 

мкМ соответственно.  

Транспортная среда состояла из раствора Хэнкса («Sigma-Aldrich», 

Германия) с 25 мМ буферного раствора (англ.: 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid, HEPES) («Sigma- Aldrich», Германия) и 1% 

диметилсульфоксида («ПанЭко», Россия) с добавлением тестируемых веществ. 

Клетки инкубировали в течение 5, 15, 30, 45 и 60 минут. Реакцию 

останавливали ДМСО удалением транспортной среды, содержащей тестируемое 

вещество, и немедленной промывкой клеток 500 мкл ледяной транспортной среды. 

После этого клетки трижды промывали 500 мкл ледяного фосфатно-солевого 

буфера («ПанЭко», Россия).  

Лизис клеток осуществляли трехкратным циклом заморозки-разморозки 

(замораживание при -80°C, затем размораживание при комнатной температуре). 

Концентрацию общего белка в образцах определяли по методу Бредфорда с 

помощью коммерческого набора Pierce Coomassie Plus Bradford Assay Kit 

(«ThermoFisher», США).  

Для подтверждения адекватности транспортной модели использовали 

классические ингибиторы для Pgp – кетоконазол, для BCRP – кверцетин в 

концентрациях 1, 10, 100 нМ и 1, 10, 100 мкМ.  
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2.8. Определение активности OATP1B1/OATP1B3 

 

Активность ОАТР1B1/ОАТР1B3 оценивали по проникновению в клетки 

субстрата транспортеров – аторвастатина («Sigma-Aldrich», Германия) в 

концентрации 1 мкМ в транспортной среде (раствор Хэнкса («ПанЭко», Россия), 

забуференной 25 мМ HEPES при рН 7,4 («Sigma-Aldrich», Германия) с 

содержанием 1% ДМСО («ПанЭко», Россия)) [30].  

Непосредственно перед проведением транспортного эксперимента из лунок 

удаляли ростовую среду, а клетки однократно промывали нагретой до 37°C 

транспортной средой, после чего в лунки добавляли транспортную среду, 

содержащую аторвастатин в конечной концентрации 1 мкМ.  

Клетки инкубировали в течение 5, 15, 30, 45 и 60 минут. Реакцию 

останавливали удалением транспортной среды, содержащей тестируемое 

вещество, и немедленной промывкой клеток 500 мкл ледяной транспортной среды. 

После этого клетки трижды промывали 500 мкл ледяного фосфатно-солевого 

буфера («ПанЭко», Россия). Лизис клеток осуществляли трехкратным циклом 

заморозки-разморозки (замораживание при -80 °C, затем размораживание при 

комнатной температуре). Концентрацию общего белка в образцах определяли по 

методу Бредфорда с помощью коммерческого набора Pierce Coomassie Plus 

Bradford Assay Kit («ThermoFisher», США).  

Адекватность транспортной модели подтверждали использованием 

классического ингибитора OATP1B1/B3 – рифампицина в концентрациях 1, 10, 100 

нМ и 1, 10, 100 мкМ. 

 

2.9. Определение концентрации фексофенадина в лизате клеток 

 

Концентрацию фексофенадина в лизате клеток анализировали методом 

ВЭЖХ-МС/МС на высокоэффективном жидкостном хроматографе «Ultimate 3000» 

(«ThermoFisher», США) с тандемным масс-селективным детектором TSQ Fortis 

(«ThermoFisher», США), градиентным насосом, дегазатором и автосемплером [24]. 

Пробоподготовка осуществлялась добавлением к 300 мкл лизата клеток 
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эквивалентного (300 мкл) количества ацетонитрила («Химмед», Россия) с 

амантадином («Sigma-Aldrich», США) в концентрации 10 нг/мл в качестве 

внутреннего стандарта. Полученный раствор перемешивали на Vortex («Heidolph», 

Германия). Затем образцы центрифугировали 10 мин при 4°С и скорости 21 000 g 

на центрифуге Avanti JXN-3 Beckman Coulter («Beckman Coulter», США). 

Супернатант переносили в виалы объемом 1 мл («ThermoFisher», США) и 

помещали в автосемплер. 

Условия анализа на хроматографе: предколонка Selectra C18 Guard Cartridges 

SLC-18GDC46-5UM, хроматографическая колонка UCT Selectra C18 4,6 mm × 100 

mm 5 um, 100 А, термостатирование колонки 35°С.  

Скорость потока подвижной фазы составила 0,3 мл/мин, объем вводимой 

пробы – 20 мкл. В работе был применен градиентный режим элюирования. 

Профиль градиента представлен в Таблице 3. 

 

Таблица 3 – Соотношение компонентов подвижной фазы по объему в зависимости 

от времени хроматографического анализа 

 

Время, мин Водный 0,1%-й раствор муравьиной кислоты Ацетонитрил 

0 75% 25% 

0,2 30% 70% 

6 1% 99% 

8 75% 25% 

 

Время удерживания фексофенадина составило в среднем 5,7 мин, амантадина 

– 3,6 мин. Длительность анализа – 10 мин. 

Молекулы ионизировали в режиме положительной ионизации на электроспрее 

при атмосферном давлении. Напряжение спрея составило 3500 В; скорость потока 

оболочечного газа (sheath gas) равнялась 50 отн.ед. (Arb), вспомогательного газа 

(aux gas) − 10 отн.ед. (Arb), продувочного газа (sweep gas) − 1 отн.ед. (Arb), 

температура трубки для переноса ионов − 300°С, температура испарителя − 350°С.  

Для детектирования фексофенадина использовали следующие переходы 
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масс: 502,3 m/z → 171,0 m/z при энергии столкновения 37 В, 502,3 m/z → 466,2 m/z 

при энергии столкновения 27 В и 502,3 m/z → 484,2 m/z при энергии столкновения 

22 В, фрагментация источника 5, CID gas 1,5 мТорр. Переходы масс для 

внутреннего стандарта (амантадина): 152,1 m/z → 79,08 m/z при энергии 

столкновения 33 В и 152,1 m/z → 135,08 m/z при энергии столкновения 17 В.  

Количественный анализ фексофенадина проводили по дочернему иону с 

наибольшей интенсивностью сигнала с m/z 466,2; анализ амантадина – по 

дочернему иону с m/z 135,08.  

Аналитический диапазон методики составил 0,5-50 нг/мл. 

 

2.10. Определение концентрации сульфасалазина в лизате клеток 

 

Концентрацию сульфасалазина в лизате клеток анализировали методом 

ВЭЖХ-МС/МС на высокоэффективном жидкостном хроматографе «Ultimate 3000» 

(«ThermoFisher», США) с тандемным масс-селективным детектором TSQ Fortis 

(«ThermoFisher», США), градиентным насосом, дегазатором и автосемплером. 

Для пробоподготовки к 300 мкл объекта (лизат клеток) добавляли 300 мкл 

метанола («Химмед», Россия) с внутренним стандартом валсартаном (100 нг/мл), 

перемешивали на вортексе Vortex («Heidolph», Германия) 5 мин, 

центрифугировали при +4С 10 мин, скорость - 21000 g (центрифуга Avanti JXN-3 

«Beckman Coulter», США). 400 мкл супернатанта переносили в виалы и помещали 

в автосемплер для дальнейшего анализа. Объем инжекции составил 10 мкл. 

Для хроматографического анализа использовали колонку Luna Omega 3 мкм 

Polar C18 50x2.1, 3 мкм, предколонку аналогичного типа – C18 3 мкм. Температура 

разделения – 35˚С, скорость потока – 0,3 мл/мин. Применяли градиентный режим 

элюирования (таблица 4). Время удерживания сульфасалазина составило в среднем 

3,18 мин, валсартана – 3,49 мин. Длительность анализа – 8 мин. 

Условия детектирования были следующими: ионизацию молекул проводили 

электроспреем в режиме негативной ионизации (H-ESI) (высокотемпературный 

электроспрей) при атмосферном давлении, напряжение 2500 В, температура ион-
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транспортирующего капилляра – 300˚С, температура испарителя – 350˚С, 

вспомогательный газ – азот, оболочечный газ (Sheath gas) – 50 отн.ед. (Arb), 

вспомогательный газ (Aux gas) – 10 отн.ед. (Arb), продувочный газ (Sweep gas) – 1 

отн.ед. (Arb), режим – мониторинг множественных реакций (МRМ). Используемые 

MRM переходы для детектирования веществ: сульфасалазин m/z 397,1 → 197,1; 

m/z 397,1 → 289,1, энергия столкновения 24 В, напряжение линз 57 В; валсартан 

m/z 434,2 → 179,1; m/z 434,2 → 350,2, энергия столкновения 26 В, напряжение линз 

104 В. 

Таблица 4 – Соотношение компонентов подвижной фазы по объему в зависимости 

от времени хроматографического анализа 

 

Время, мин 

 

Водный 0,1%-й раствор 

муравьиной кислоты 
Метанол 

0,0 60% 40% 

0,3 15% 85% 

4 1% 99% 

6 60% 40% 

10 60% 40% 

 

Для количественного анализа использовались дочерние ионы – 197,1 и 179,1 

соответственно для целевого вещества и внутреннего страндарта. 

В качестве фрагментирующего газа использовали аргон при давлении 2 

mTorr (мТорр), фрагментация в источнике составила 10 В. Аналитический 

диапазон методики составил 5-5000 нг/мл. 

 

2.11. Определение концентрации аторвастатина в лизате клеток 

 

Концентрацию аторвастатина в лизате клеток анализировали методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-

спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС). Анализ был выполнен на 

высокоэффективном жидкостном хроматографе «Ultimate 3000» («ThermoFisher», 
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США) с тандемным масс-селективным детектором TSQ Fortis («ThermoFisher», 

США), градиентным насосом, дегазатором и автосемплером. 

Пробоподготовку осуществляли добавлением к 300 мкл лизата клеток 

эквивалентного (300 мкл) количества ацетонитрила с валсартаном в концентрации 

10 нг/мл в качестве внутреннего стандарта. Полученный раствор перемешивали на 

Vortex («Heidolph», Германия).  

Затем образцы центрифугировали 10 мин при 4°С и скорости 21000 g на 

центрифуге Avanti JXN-3 Beckman Coulter («Beckman Coulter», США). 

Супернатант переносили в виалы объемом 1 мл («ThermoFisher», США) и 

помещали в автосемплер.  

Условия анализа на хроматографе: предколонка Selectra C18 Guard Cartridges 

SLC-18GDC46-5UM, хроматографическая колонка UCT Selectra C18 4,6 mm × 100 

mm 5 um, 100 А, термостатирование колонки 35°С.  

В работе был применен градиентный режим элюирования. Профиль 

градиента представлен в Таблице 5. 

 

Таблица 5 – Соотношение компонентов подвижной фазы по объему в зависимости 

от времени, прошедшего с начала хроматографического анализа 

 

Время, мин Раствор 0,1%-муравьиной кислоты  Ацетонитрил  

0,0 35% 65% 

0,3 35% 65% 

0,6 5% 95% 

5,0 5% 95% 

5,05 35% 65% 

8,0 35% 65% 

 

Молекулы ионизировали в режиме положительной ионизации на электроспрее 

при атмосферном давлении. Напряжение спрея составило 3500 В. 

Детектирование вещества проводилось в следующем режиме: оболочечный 

газ (sheath gas) – 50 отн.ед. (Arb), вспомогательный газ (aux gas) – 10 отн.ед. (Arb), 
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продувочный газ (sweep gas) – 1 отн.ед. (Arb), температурный режим трубки для 

переноса ионов 300°С, температура испарителя составляла 350°С.  

В качестве внутреннего стандарта использовали валсартан. Детектирование 

веществ осуществлялось по нижеприведенным условиям: аторвастатин – 

положительный режим ионизации, 559,30 m/z → 466,20 m/z, энергия столкновения 

– 17 В, фрагментация источника – 0, CID gas (collision-induced dissociation gas) – 2 

мТорр; 559,30 m/z → 440,20 m/z, энергия столкновения 32 В, фрагментация 

источника – 0, CID gas – 2 мТорр; валсартан 436,2 m/z →206,3* m/z (использовался 

для количественного анализа), энергия столкновения – 27 В, фрагментация 

источника – 0, CID gas (collision-induced dissociation gas) – 2 мТорр; 436,2 m/z 

→234,9 m/z, энергия столкновения – 18 В, напряжение линз 104 В, фрагментация 

источника – 0, CID gas (collision-induced dissociation gas) – 2 мТорр. Скорость 

потока – 0,3 мл/мин, пробы вводили в хроматограф в объеме 2 мкл. Анализ 

проводили в течение 10 мин. При данных условиях время удерживания 

аторвастатина составило 4,53 мин, валсартана – 4,45 мин. Аналитический диапазон 

методики составил 0,5-200 нмоль/л. 

 

2.12. Статистический анализ 

 

Полученные результаты анализировали с помощью программ StatSoft 

Statistica 13,0, Microsoft Excel, GraphPad Prism8. Статистическую значимость 

различий оценивали дисперсионном анализом (ANOVA), парные сравнения c 

контролем выполняли с помощью теста Даннетта или Тьюки. При анализе двух 

групп оценку проводили с помощью t-критерия Стьюдента. Результаты в таблицах 

и на рисунках приведены в виде среднего арифметического и стандартного 

отклонения (М±SD). Статистически значимыми считали различия при p<0,05.  

Значения IC50 (концентрации полумаксимального ингибирования) 

рассчитывали с помощью нелинейной регрессии на основе трехпараметрической 

логистической функции в программе GraphPad Prism8. 
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ГЛАВА III. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

3.1. Влияние половых гормонов на активность Pgp, BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 при кратковременном воздействии (оценка прямого влияния 

гормонов на белки-транспортеры) 

 

Продолжительность кратковременного воздействия тестируемых половых 

гормонов в экспериментах in vitro составила 30 мин в опытах на клетках Сасо-2 и 

15 мин - на клетках HepG2, что позволяет оценить прямое влияние изучаемых 

веществ на активность белков-транспортеров. 

Активность Pgp оценивали по проникновению в клетки Caco-2 его субстрата 

фексофенадина в конечной концентрации в транспортной среде 150 мкМ.  

Адекватность транспортной модели подтверждали в эксперименте с 

использованием классического ингибитора Pgp – кетоконазола. Кетоконазол в 

выбранной модельной системе в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ увеличивал 

внутриклеточное накопление субстрата данного транспортера на 47,17% (p=0,02), 

98,49% (p<0,001) и 201,61% (p<0,001) соответственно (Таблица 6). При этом IC50 

кетоконазола составила 13,17 мкМ (Рисунок 6). 

 

Таблица 6 – Влияние кетоконазола при длительности воздействия 30 мин на 

концентрацию фексофенадина в лизате клеток Caco-2 (нг/мг белка)  

 

Концентрации кетоконазола Концентрации фексофенадина 

Контроль 128,81±22,43 

1 нМ 132,75±6,60 

10 нМ 139,90±15,69 

100 нМ 165,30±26,11 

1 мкМ 189,57±11,51* 

10 мкМ 255,67±25,89*** 

100 мкМ 388,50±32,22*** 

Примечание – * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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Полученные результаты свидетельствуют об ингибировании активности Pgp 

(так как снижается выведение его субстрата – фексофенадина из клеток и 

увеличивается его накопление в клетках), что подтверждает адекватность 

выбранной модельной системы.  

При изучении влияния половых гормонов на активность Pgp при 

кратковременном воздействии были получены следующие результаты (Таблица 7). 

Эстрадиол во всех протестированных концентрациях (1 нМ – 100 мкМ) 

достоверно не изменял проникновение фексофенадина внутрь клеток линии Caco-

2, что свидетельствует о том, что изученный эстроген не влияет на активность Pgp 

напрямую (Таблица 7). 

 

Таблица 7 – Влияние половых гормонов при длительности воздействия 30 мин на 

концентрацию фексофенадина в лизате клеток Caco-2 (нг/мг белка)  

 

Прогестерон в концентрации 1 мкМ вызывал увеличение проникновения 

фексофенадина в клетки Caco-2 на 25,72% (p=0,03), в концентрации 10 мкМ – на 

52,89% (p<0,001), в концентрации 100 мкМ – на 69,09% (p<0,001), что 

характеризует ингибирование активности Pgp (Таблица 7). Показатель IC50 

прогестерона составил 2,59 мкМ (Рисунок 6). 

Протестированный аналогичным образом, тестостерон вызывал увеличение 

Концентрации 

гормонов 

Концентрации фексофенадина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 132,67±21,13 122,23±10,82 126,06±25,76 

1 нМ 124,23±11,40 131,45±11,36 131,77±16,08 

10 нМ 137,19±10,90 132,71±9,58 118,57±10,50 

100 нМ 143,13±16,51 144,97±12,33 147,05±20,71 

1 мкМ 149,65±34,47 153,67±3,94* 134,51±7,01 

10 мкМ 142,86±13,93 186,88±18,56*** 175,73±21,17* 

100 мкМ 148,88±14,91 206,68±11,16*** 195,62±25,83*** 

Примечание – * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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проникновения фексофенадина внутрь клеток Caco-2 в концентрациях 10 и 100 

мкМ на 39,40% (p=0,03) и 55,18% (p<0,001) соответственно (Таблица 7). При этом 

IC50 тестостерона составила 5,95 мкМ (Рисунок 6). 

Рисунок 6 – IC50 кетоконазола (А), эстрадиола (Б), прогестерона (В) и 

тестостерона (Г), рассчитанные по влиянию на проникновение фексофенадина 

внутрь клеток Caco-2 

 

Активность BCRP оценивали по проникновению в клетки Caco-2 его 

субстрата сульфасалазина в конечной концентрации в транспортной среде 50 мкМ.  

Адекватность транспортной модели подтверждали в эксперименте с 

использованием классического ингибитора BCRP – кверцетина. Кверцетин в 

выбранной модельной системе в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ увеличивал 

накопление субстрата данного транспортера на 39,36% (p=0,047), 58,80% (p=0,003) 

и 98,14% (p<0,001) соответственно (Таблица 8). Показатель IC50 кверцетина 

А Б 

В Г 
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составил 3,70 мкМ (Рисунок 7). 

 

Таблица 8 – Влияние кверцетина при длительности воздействия 30 мин на 

концентрацию сульфасалазина в лизате клеток Caco-2 (нг/мг белка)  

  

А Б 

В Г 

Рисунок 7 – IC50 кверцетина (А), эстрадиола (Б), прогестерона (В) и 

тестостерона (Г), рассчитанные по влиянию на проникновение сульфасалазина 

внутрь клеток Caco-2 

Концентрации кверцетина Концентрации сульфасалазина 

Контроль 206,89±19,50 

1 нМ 213,85±25,68 

10 нМ 223,91±34,50 

100 нМ 251,37±26,68 

1 мкМ 288,32±28,38* 

10 мкМ 328,54±46,50** 

100 мкМ 409,94±46,07*** 

Примечание – * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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Полученные результаты свидетельствуют об ингибировании активности 

BCRP, поскольку выявлено снижение выведения его субстрата – сульфасалазина 

из клеток и увеличение его накопления в клетках, что подтверждает адекватность 

выбранной модельной системы.  

При изучении влияния половых гормонов на активность BCRP при 

кратковременном воздействии (оценка прямого влияния гормонов на белки 

транспортеры) были получены следующие результаты. 

Эстрадиол в концентрации 100 мкМ увеличивал концентрацию 

сульфасалазина в лизате клеток Сaco-2 на 50,8% (p=0,01) (Таблица 9). 

Прогестерон в концентрациях 100 нМ, 1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ вызывал 

увеличение проникновения сульфасалазина в клетки Caco-2 на 26,15% (p=0,04), 

26,18% (p=0,04), 40,81% (p=0,001) и 57,45% (p<0,001) по сравнению с контролем 

соответственно (Таблица 9). Показатель IC50 прогестерона составил 1,13 мкМ 

(Рисунок 7). 

Тестостерон в концентрациях 10 и 100 мкМ приводил к увеличению 

проникновения сульфасалазина внутрь клеток Caco-2 на 33,70% (p=0,05) и 52,43% 

(p=0,0028) соответственно (Таблица 9).  

Таблица 9 – Влияние половых гормонов при длительности воздействия 30 мин на 

концентрацию сульфасалазина в лизате клеток Caco-2 (нг/мг белка)  

 

Концентрации 

гормонов 

Концентрации сульфасалазина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 206,79±33,28 243,36±20,37 221,56±19,38 

1 нМ 226,20±24,67 253,19±36,70 238,39±26,83 

10 нМ 241,25±21,55 260,31±28,24 252,31±34,04 

100 нМ 234,71±43,13 307,00±32,91* 276,92±43,07 

1 мкМ 237,96±20,86 307,14±15,96* 283,47±35,82 

10 мкМ 278,27±30,39 342,66±27,88*** 296,23±20,66* 

100 мкМ 311,93±45,23** 383,17±8,40*** 337,71±36,96** 

Примечание – * - p≤0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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Учитывая очень близкую субстратную специфичность OATP1B1/OATP1B3, 

влияние половых гормонов на их активность оценивали совместно по анализу 

проникновения аторвастатина внутрь клеток HepG2. 

Вначале изучили влияние классического ингибитора OATP1B1/OATP1B3 

рифампицина на проникновение аторвастатина в клетки, чтобы подтвердить 

адекватность выбранной транспортной модели (Таблица 10). 

Классический ингибитор OATP1B1/OATP1B3 – рифампицин в выбранной 

модельной системе в концентрациях 10 и 100 мкМ снижал накопление субстрата 

данных транспортеров на 28,58% (p=0,045) и на 42,49% (p=0,003) по сравнению с 

контролем соответственно (Таблица 10). При этом IC50 рифампицина составила 

3,17 мкМ (Рисунок 8). 

Таблица 10 – Влияние рифампицина при длительности воздействия 15 мин на 

концентрацию аторвастатина в лизате клеток HepG2 (нг/мг белка)  

 

Полученные результаты характеризуют ингибирование активности 

OATP1B1/OATP1B3 (инфлюксных транспортеров) поскольку снижается 

проникновение их субстрата аторвастатина внутрь клеток, что подтверждает 

адекватность выбранной модельной системы.  

При изучении влияния половых гормонов на активность OATP1B1/OATP1B3 

при кратковременном воздействии (оценка прямого влияния гормонов на белки 

транспортеры) были получены следующие результаты. 

Концентрации рифампицина Концентрации аторвастатина 

Контроль 13,01±1,74 

1 нМ 12,57±1,66 

10 нМ 11,20±1,20 

100 нМ 11,58±0,96 

1 мкМ 10,58±1,32 

10 мкМ 9,28±1,06* 

100 мкМ 7,48±2,35** 

Примечание – * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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Эстрадиол в концентрации 100 мкМ снижал содержание аторвастатина в 

лизате клеток HepG2 на 38,88% (p=0,023) (Таблица 11). 

Прогестерон в концентрациях 1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ уменьшал 

концентрацию аторвастатина в клетках HepG2 на 28,79% (p=0,031), 30,25% 

(p=0,023) и 44,99% (p=0,01) соответственно (Таблица 11). Показатель IC50 

прогестерона составил 0,03 мкМ (Рисунок 8). 

Тестостерон во всех протестированных концентрациях достоверно не влиял 

на проникновение аторвастатина внутрь клеток, только в концентрации 100 мкМ 

отмечалась тенденция к ее снижению на 24,85% (p=0,088) (Таблица 11). 

 

Таблица 11 – Влияние половых гормонов при длительности воздействия 15 мин на 

концентрацию аторвастатина в лизате клеток HepG2 (нг/мг белка)  

 

 

Таким образом, эстрадиол оказывает прямое ингибирующее действие на 

активность BCRP, OATP1B1, OATP1B3 только в максимальной концентрации - 100 

мкМ. Прогестерон ингибирует Pgp в концентрациях 10 и 100 мкМ, BCRP в 

диапазоне изученных концентраций от 100 нМ до 100 мкМ, OATP1B1, OATP1B3 в 

концентрациях от 1 до 100 мкМ. Тестостерон ингибирует только АТФ-зависимые 

транспортеры – Pgp и BCRP в концентрациях 10 и 100 мкМ. Минимальная 

концентрация полумаксимального ингибирования IC50, рассчитанная по влиянию 

Концентрации 

гормонов 

Концентрации аторвастатина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 13,01±1,74 11,89±1,58 11,27±1,57 

1 нМ 11,84±0,98 12,86±1,22 10,42±0,96 

10 нМ 9,47±2,36 10,64±1,36 12,09±1,85 

100 нМ 11,41±2,55 9,24±1,51 12,20±1,36 

1 мкМ 9,93±1,73 8,47±1,31* 11,39±0,63 

10 мкМ 9,14±2,24# 8,29±1,00* 10,75±1,58 

100 мкМ 7,95±0,49* 6,54±1,19** 8,47±0,74# 

Примечание – # - p<0,1, * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые 

различия по сравнению с показателями контроля 
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на проникновение фексофенадина внутрь клеток Caco-2, определяется для 

прогестерона (IC50 - 2,59 мкМ); наименьшая IC50, рассчитанная по влиянию на 

проникновение сульфасалазина внутрь клеток Caco-2, установлена для 

тестостерона (IC50 - 0,08 мкМ); минимальная IC50, рассчитанная по влиянию на 

проникновение аторвастатина внутрь клеток HepG2 зафиксирована для 

прогестерона (IC50 - 0,03 мкМ).    

А Б 

В Г 

Рисунок 8 – IC50 рифампицина (А), эстрадиола (Б), прогестерона (В) и 

тестостерона (Г), рассчитанные по влиянию на проникновение аторвастатина 

внутрь клеток HepG2 

 

3.2. Влияние половых гормонов на экспрессию генов, кодирующих Pgp, 

BCRP, OATP1B1, OATP1B3 

 

Влияние половых гормонов на экспрессию генов, кодирующих Pgp, BCRP, 

OATP1B1, OATP1B3 изучали на клетках линии Сасо-2 и HepG2 при длительности 

инкубации 24 ч. На клетках линии Caco-2 при экспозиции 24 ч эстрадиол в 

концентрации 1 мкМ вызывал повышение экспрессии гена MDR1 на 78,9% 
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(p=0,047), в концентрации 10 мкМ – на 94,2% (p=0,016), в концентрации 100 мкМ 

– на 101,5% (p=0,0096) (Рисунок 9). 

 

Рисунок 9 – Относительная экспрессия мРНК MDR1 в клетках линии Caco-2 при 

воздействии эстрадиола, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  

 

Прогестерон в концентрации 10 мкМ повышал экспрессию MDR1 на 65,1% 

(p=0,04), в концентрации 100 мкМ – на 81,8% (p=0,009) (Рисунок 10). 

 

Рисунок 10 – Относительная экспрессия мРНК MDR1 в клетках линии Caco-2 

при воздействии прогестерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии) 

 

 

В отличие от женских половых гормонов, тестостерон в концентрациях 10 и 

100 мкМ вызывал снижение уровня мРНК MDR1 на 43,4% (p=0,039) и на 45,3% 

(p=0,03) соответственно (Рисунок 11). 
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Рисунок 11 – Относительная экспрессия мРНК MDR1 в клетках линии Caco-2 при 

воздействии тестостерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  

 

Воздействие эстрадиола в концентрациях 100 нМ, 1, 10 и 100 мкМ в течение 

24 ч увеличивало экспрессию гена ABCG2, кодирующего BCRP, в клетках линии 

Caco-2 на 56,8% (p=0,0012), 54,4% (p=0,0017), 67,0% (p=0,0002) и 53,2% (p=0,0021) 

соответственно (Рисунок 12).  

 

Рисунок 12 – Относительная экспрессия мРНК ABCG2 в клетках линии Caco-2 

при воздействии эстрадиола, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  
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Инкубирование клеток линии Caco-2 с прогестероном приводило к 

повышению мРНК гена ABCG2 в концентрации гормона 10 мкМ на 76,3% 

(p=0,0113), в концентрации 100 мкМ – на 107,4% (p=0,0007) (Рисунок 13).  

 

Рисунок 13 – Относительная экспрессия мРНК ABCG2 в клетках линии  

Caco-2 при воздействии прогестерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии) 

 

Тестостерон в концентрации 1 мкМ повышал экспрессию гена ABCG2 на 

76,7% (p=0,034), в концентрации 10 мкМ – на 86,4% (p=0,016), в концентрации 100 

мкМ – на 90,8% (p=0,011) (Рисунок 14). 

 

Рисунок 14 – Относительная экспрессия мРНК ABCG2 в клетках линии  

Caco-2 при воздействии тестостерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии) 
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Влияние эстрадиола в концентрациях 10 и 100 мкМ в течение 24 ч увеличивало 

экспрессию гена SLCO1B1, кодирующего OATP1B1, в клетках линии HepG2 на 

50,9% (p=0,027) и 60,2% (p=0,009) соответственно (Рисунок 15). 

 

Рисунок 15 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B1 в клетках линии HepG2 

при воздействии эстрадиола, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  

 

При инкубации клеток линии HepG2 с прогестероном в концентрации 100 

мкМ в течение 24 ч отмечалась тенденция к снижению уровня мРНК SLCO1B1 на 

34,8% (p=0,0675) (Рисунок 16). 

 
 

Рисунок 16 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B1 в клетках линии HepG2 

при воздействии прогестерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  
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Тестостерон в концентрации 1 мкМ повышал экспрессию гена SLCO1B1 на 

53,2% (p=0,014), в концентрации 10 мкМ – на 62,7% (p=0,004), в концентрации 100 

мкМ – на 66,7% (p=0,0026) (Рисунок 17). 

 

Рисунок 17 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B1 в клетках линии HepG2 

при воздействии тестостерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  

 

Эстрадиол при длительности воздействия 24 ч в концентрациях 1, 10 и 100 

мкМ повышал экспрессию гена SLCO1B3 на 80,3% (p=0,0021), 115,6% (p<0,0001) и 

115,5% (p<0,0001) соответственно (Рисунок 18). 

 

Рисунок 18 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B3 в клетках линии HepG2 

при воздействии эстрадиола, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  
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Прогестерон во всех протестированных концентрациях статистически 

значимо не влиял на экспрессию гена SLCO1B3 (Рисунок 19). 

 
Рисунок 19 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B3 в клетках линии HepG2 

при воздействии прогестерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  

 

Тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ увеличивал экспрессию 

SLCO1B3 на 53,2% (p=0,0297), 62,7% (p=0,007) и 66,7% (p=0,032) соответственно 

по сравнению с контролем (Рисунок 20). 

 

Рисунок 20 – Относительная экспрессия мРНК SLCO1B3 в клетках линии HepG2 

при воздействии тестостерона, среднее±SD (n=3 в каждой серии)  
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Таким образом, эстрадиол при длительности воздействия 24 ч повышает 

экспрессию гена MDR1, кодирующего Pgp, в концентрациях 1-100 мкМ, 

экспрессию гена ABCG2, кодирующего BCRP, в концентрациях 100 нМ, 1, 10 и 100 

мкМ в клетках линии Сасо-2 и увеличивает экспрессию гена SLCO1B1, 

кодирующего OATP1B1, в концентрациях 10 и 100 мкМ и экспрессию гена 

SLCO1B3, кодирующего OATP1B3, в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ в клетках 

линии HepG2. Прогестерон при длительности воздействия 24 ч повышает 

экспрессию генов MDR1 и ABCG2 в клетках линии Сасо-2 в концентрациях 10-100 

мкМ, вызывает тенденцию к снижению экспрессии гена SLCO1B1 в концентрации 

100 мкМ, не влияет на экспрессию гена SLCO1B3 в клетках линии HepG2. 

Тестостерон в аналогичных условиях эксперимента в концентрациях 10 и 100 мкМ 

снижает уровень мРНК гена MDR1, повышает экспрессию гена ABCG2 в диапазоне 

концентраций 1-100 мкМ, увеличивает экспрессию генов SLCO1B1 и SLCO1B3 в 

концентрациях 1, 10 и 100 мкМ. 

 

3.3. Влияние половых гормонов на относительное количество Pgp, BCRP, 

OATP1B1, OATP1B3 

 

В данной главе представлены экспериментальные данные, полученные в ходе 

изучения влияния эстрадиола, прогестерона и тестостерона на относительное 

количество белков-транспортеров: Pgp, BCRP, а также OATP1B1 и OATP1B3. 

В соответствии с дизайном работы результаты структурированы по группам 

эксперимента.  

Исследование было выполнено на двух общепризнанных клеточных 

моделях: линии клеток аденокарциномы ободочной кишки человека Caco-2 и 

линии клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2. Влияние половых 

гормонов при длительности инкубации в течение 24 ч на относительное количество 

белков-транспортеров Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 оценивали методом 

вестерн-блот. 

Все эксперименты были выполнены в трех независимых повторностях (n=3), 
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а полученные данные статистически обработаны. 

Все изученные половые гормоны (эстрадиол, прогестерон, тестостерон) в 

концентрациях 1-100 нМ при длительности воздействия 24 ч достоверно не влияли 

на относительное количество Pgp в клетках линии Caco-2 (Рисунок 21).  

 

Рисунок 21 – Влияние половых гормонов (1-100 нМ) на уровень белка Pgp 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии Caco-2 

 

 

Эстрадиол при длительности воздействия 24 ч в концентрации 1 мкМ 

достоверно не влиял на количество Pgp, а в концентрациях 10 и 100 мкМ повышал 

уровень Pgp на 50,7% (p=0,019) и на 66,3% (p=0,0045) соответственно по 

сравнению с показателями контроля (Рисунок 22А). 
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Прогестерон при длительности воздействия 24 ч достоверно не влиял на 

уровень Pgp в концентрациях 1-10 мкМ, а в концентрации 100 мкМ увеличивал его 

на 123,7% (p=0,0076) (Рисунок 22Б). 

Воздействие тестостерона на клетки линии Caco-2 в течение 24 ч в 

концентрации 1 мкМ приводило к снижению уровня Pgp на 32,3% (р=0,04), в 

концентрациях 10 мкМ и 100 мкМ на 43,5% (р=0,009) и 33,7% (p=0,033) 

соответственно по сравнению с контролем (Рисунок 22В). 

 

 

Рисунок 22 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень белка Pgp 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии Caco-2 
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Эстрадиол в концентрациях 1-10 нМ, прогестерон и тестостерон в 

концентрациях 1-100 нМ при длительности инкубации 24 ч статистически значимо 

не влияли на относительное количество BCRP, уровень белка – транспортера не 

отличался от значений контроля (Рисунок 23).  

Воздействие эстрадиола в концентрациях 100 нм, 1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ 

в течение 24 ч увеличивало относительное количество BCRP на 34,4% (p=0,03), 

126,2%, 152,0% и 95,7% (р<0,0001 для каждой серии) соответственно по сравнению 

с контролем (Рисунки 23А и 24А).  

Инкубирование клеток линии Caco-2 с прогестероном в концентрациях 1, 10 

и 100 мкМ приводило к повышению уровня BCRP на 151,4%, 114,9% и 90,3% 

(р<0,0001 для каждой серии) относительно значений контроля (Рисунок 24Б).  

При инкубации клеток с тестостероном в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ 

также отмечалось увеличение относительного количества BCRP на 129,5%, 130,2% 

и 88,5% (р<0,01 для каждой серии) относительно контрольных значений (Рисунок 

24В).  

Половые гормоны (эстрадиол, прогестерон, тестостерон) в концентрациях 1-

100 нМ при длительности воздействия 24 ч достоверно не влияли на относительное 

количество ОАТР1В1 в клетках линии HepG2 (Рисунок 25).  

Инкубирование клеток линии HepG2 с эстрадиолом в концентрации 1 мкМ 

не влияло на количество OATP1B1 и увеличивало его при использовании гормона 

в концентрациях 10 и 100 мкМ на 40,8% (р=0,002) и 31,3% (р=0,007) 

соответственно по отношению к значениям контроля (Рисунок 26А). 

Прогестерон в концентрации 1 мкМ не влиял на относительное количество 

ОАТР1В1, а в концентрациях 10 и 100 мкМ вызывал его снижение на 24,9% 

(р=0,003) и 27,2% (р=0,002) соответственно по сравнению с контролем (Рисунок 

26Б). 

Инкубирование клеток линии HepG2 с тестостероном в концентрациях 1, 10 

и 100 мкМ в течение 24 ч приводило к повышению относительного количества 

OATP1B1 на 84,5%, 98,5% и 102,3% соответственно (p<0,0001 для каждой группы) 

по сравнению с показателями контроля (Рисунок 26В). 
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Рисунок 23 – Влияние половых гормонов (1-100 нМ) на уровень белка BCRP 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии Caco-2 
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Рисунок 24 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень белка BCRP 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии Caco-2 
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Рисунок 25 – Влияние половых гормонов (1-100 нМ) на уровень белка OATP1B1 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии HepG2 
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Рисунок 26 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень белка OATP1B1 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии HepG2 
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Половые гормоны (эстрадиол, прогестерон, тестостерон) в концентрациях 1-

100 нМ при длительности воздействия 24 ч достоверно не влияли на относительное 

количество ОАТР1В3 в клетках линии HepG2 (Рисунок 27).  

Эстрадиол в концентрации 1 мкМ значимо не влиял на относительное 

количество ОАТP1B3, а в концентрациях 10 и 100 мкМ повышал его на 83,4% и 

101,4% (p<0,05) соответственно по сравнению с контролем (Рисунок 28А). 

Прогестерон во всех протестированных концентрациях достоверного эффекта 

на уровень ОАТР1В3 не оказывал (Рисунок 28Б). 

Тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ увеличивал относительное 

количество ОАТР1В3 на 94,1%, 120,8% и 131,6% (p<0,05) соответственно по 

сравнению со значениями контроля (Рисунок 28В). 

Таким образом, эстрадиол при длительности воздействия 24 ч на клетки 

линии Caco-2 в концентрациях 10 и 100 мкМ повышает уровень Pgp, прогестерон 

увеличивает его в концентрации 100 мкМ, напротив, тестостерон снижает 

относительное количество Pgp в диапазоне концентраций от 1 до 100 мкМ. 

Воздействие всех изученных половых гормонов в течение 24 ч приводит к 

повышению относительного количества BCRP в клетках линии Caco-2: эстрадиол 

увеличивает уровень белка-транспортера в наибольшем диапазоне концентраций – 

100 нМ – 100 мкМ, прогестерон и тестостерон в интервале 1 – 100 мкМ. 

Эстрадиол при инкубации в течение 24 ч увеличивает количество OATP1B1 в 

клетках линии HepG2 в концентрациях 10 и 100 мкМ. Прогестерон в 

концентрациях 10 и 100 мкМ снижает уровень белка-транспортера. Тестостерон 

повышает относительное количество OATP1B1 в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ. 

Эстрадиол в клетках линии HepG2 повышает уровень ОАТP1B3 в 

концентрациях 10 и 100 мкМ, тестостерон – в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ, в 

свою очередь прогестерон на количество транспортера не влияет. 
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Рисунок 27 – Влияние половых гормонов (1-100 нМ) на уровень белка OATP1B3 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии HepG2 
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Рисунок 28 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень белка OATP1B3 

(вестерн-блот анализ) в клеточной линии HepG2 



 

 

95 

 

3.4. Влияние половых гормонов на активность Pgp, BCRP, 

OATP1B1/OATP1B3 при воздействии 24 ч 

 

На следующем этапе исследования оценивали как изменение количества 

изучаемых белков-транспортеров влияет на их активность. Активность Pgp, BCRP, 

OATP1B1/OATP1B3 оценивали по проникновению их субстратов (фексофенадина, 

сульфасалазина и аторвастатина) внутрь клеток Caco-2 и HepG2 соответственно. 

При изучении активности Pgp были получены следующие результаты 

(Таблица 12). 

Таблица 12 – Влияние половых гормонов на концентрацию фексофенадина в лизате 

клеток Caco-2 (нг/мг белка) при длительности воздействия 24 ч 

 

 

Инкубация клеток Caco-2 c эстрадиолом в течение 24 ч приводила к 

снижению концентрации фексофенадина в клетке по отношению к контролю при 

концентрации гормона 10 мкМ – на 42,83% (p=0,03), при концентрации 100 мкМ – 

на 43,3% (p=0,03). Полученные результаты свидетельствуют о повышении 

активности Pgp. 

Прогестерон во всех протестированных концентрациях достоверно не влиял 

на проникновение фексофенадина в клетки Caco-2. 

Тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ вызывал увеличение 

концентрации фексофенадина в клетках Caco-2 на 51,52% (p=0,05), 75,55% (p=0,01) 

и 101,31% (p<0,001) соответственно по сравнению с контролем. Повышение 

концентрации фексофенадина внутри клеток свидетельствуют о снижении 

Концентрация 

гормонов 

Концентрация фексофенадина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 128,81±22,43 146,19±26,58 128,04±7,90 

1 мкМ 107,44±32,05 114,46±27,92 194,00±10,45* 

10 мкМ 73,64±9,06* 114,36±5,57 224,78±27,18** 

100 мкМ 73,10±9,88* 107,33±30,84 257,75±49,33*** 

Примечание – * - p≤0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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активности Pgp при инкубации с тестостероном в течение 24 ч. 

При изучении активности BCRP были получены следующие результаты 

(Таблица 13). 

Таблица 13 – Влияние половых гормонов на концентрацию сульфасалазина в 

лизате клеток Caco-2 (нг/мг белка) при длительности воздействия 24 ч 

 

 

Эстрадиол в концентрации 1 мкМ и длительности инкубации 24 ч вызывал 

снижение концентрации сульфасалазина внутри клеток Сасо-2 на 24,45% (p=0,039) 

по сравнению с контролем. Полученные результаты свидетельствуют о повышении 

активности белка-транспортера. 

Эстрадиол в остальных концентрациях 10-100 мкМ, а также прогестерон и 

тестостерон во всех изученных концентрациях достоверного эффекта на 

проникновение сульфасалазина в клетки не оказали. 

При изучении активности OATP1B1/OATP1B3 были получены следующие 

результаты (Таблица 14). 

Эстрадиол в концентрации 10 мкМ увеличивал содержание аторвастатина в 

клетках HepG2 на 22,29% (p=0,021), а в концентрации 100 мкМ – на 24,1% (p=0,014) 

по сравнению с контролем соответственно. Полученные результаты характеризуют 

повышение активности транспортеров OATP1B1/OATP1B3. 

Прогестерон в концентрации 10 мкМ уменьшал содержание аторвастатина 

внутри клеток на 29,8% (p=0,018), в концентрации 100 мкМ – на 45,48% (p=0,0016), 

что свидетельствует о снижении активности изучаемых транспортеров. 

Тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ вызывал повышение 

Концентрация 

гормонов 

Концентрация сульфасалазина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 231,59±20,52 236,26±14,66 236,26±14,66 

1 мкМ 174,96±16,55* 223,33±27,02 200,21±10,6 

10 мкМ 201,99±14,52 292,34±65,48 257,14±31,25 

100 мкМ 248,21±34,04 279,01±20,40 260,02±15,51 

Примечание – * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически значимые различия по 

сравнению с показателями контроля 
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внутриклеточного уровня аторвастатина на 24,37% (p=0,05), 31,44% (p=0,017) и 

22,26% (p=0,08) соответственно по отношению к контролю. 

 

Таблица 14 – Влияние половых гормонов на концентрацию аторвастатина в лизате 

клеток HepG2 (нг/мг белка) при длительности воздействия 24 ч 

 

 

Таким образом, эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ при инкубации 

клеток Caco-2 в течение 24 ч снижает уровень фексофенадина в клетках, что 

свидетельствует о повышении активности Pgp. Прогестерон не влияет на 

проникновение фексофенадина в клетки Caco-2. Тестостерон в концентрациях 1, 

10 и 100 мкМ увеличивает концентрацию фексофенадина в клетках, что 

характеризует снижении активности Pgp. 

Эстрадиол снижает проникновение субстрата BCRP сульфасалазина в клетки 

Сасо-2 только в концентрации 1 мкМ, что характеризует повышение активности 

транспортера. Прогестерон и тестостерон во всех изученных концентрациях не 

влияют на уровень сульфасалазина внутри клетки. 

Эстрадиол увеличивает содержание аторвастатина в клетках HepG2 в 

концентрациях 10 и 100 мкМ, тестостерон – в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ, что 

указывает на повышение активности транспортеров OATP1B1/OATP1B3. 

Прогестерон в концентрациях 10 и 100 мкМ уменьшает уровень аторвастатина в 

клетках, что свидетельствует о снижении активности изучаемых транспортеров. 

Концентрации 

гормонов 

Концентрации аторвастатина 

Эстрадиол Прогестерон Тестостерон 

Контроль 13,47±1,57 13,47±1,57 13,47±1,57 

1 мкМ 13,98±0,27 11,21±1,76 16,76±1,57* 

10 мкМ 16,48±1,04* 9,46±0,98* 17,71±1,53* 

100 мкМ 16,72±0,93* 7,35±1,03** 16,47±0,99# 

Примечание – # - p<0,1, * - p≤0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 – статистически 

значимые различия по сравнению с показателями контроля 



 

 

98 

 

3.5. Влияние половых гормонов на относительное количество CAR, PXR, 

FXR, LXR в ядерной фракции лизата клеток Caco-2 

 

На следующем этапе исследования оценивалась влияние половых гормонов на 

активацию рецепторов CAR, PXR, FXR, LXRα. Для этого методом вестерн-блот 

анализировали относительное количество данных рецепторов в ядерной фракции 

лизатов клеток Caco-2 (раздел 3.5) и HepG2 (раздел 3.6) при экспозиции гормонов 

в течение 24 часов в дозах 1-100 мкМ. На клетках Caco-2 были получены 

следующие результаты. Эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ повышал 

уровень CAR в ядерной фракции лизата клеток на 51,1% (p=0,035) и 59,3% 

(p=0,017) соответственно, а в концентрации 1 мкМ вызывал тенденцию к его 

повышению на 40,4% (p=0,093) (Рисунок 29А). Прогестерон достоверно не влиял 

на уровень CAR в ядре во всех протестированных концентрациях (Рисунок 29Б). В 

то же время тестостерон в концентрации 100 мкМ вызывал тенденцию к снижению 

содержания CAR в ядерной фракции клеток Caco-2 на 34,7% (p=0,078) (Рисунок 

29В). 

Эстрадиол во всех концентрациях 1, 10 и 100 мкМ вызывал повышение уровня 

PXR в ядерной фракции лизата клеток на 43,4% (p=0,04), 58,6% (p=0,009) и 47,3% 

(p=0,028) соответственно (Рисунок 30А). Прогестерон в концентрациях 10 и 100 

мкМ также увеличивал содержание PXR на 54,6% (p=0,04) и 58,1% (p=0,03) 

соответственно (Рисунок 30Б). Тестостерон в концентрации 10 мкМ увеличивал 

количество PXR на 57,0% (p=0,028), а также вызывал тенденцию к его увеличению 

в концентрации 1 мкМ на 42,8% (p=0,09) и в концентрации 100 мкМ на 45,3% 

(p=0,077) (Рисунок 30В). Эстрадиол достоверно не влиял на уровень FXR в ядерной 

фракции клеток во всех протестированных концентрациях (Рисунок 31А). 

Прогестерон в концентрации 1 мкМ увеличивал FXR на 44,6% (p=0,0063), в 

концентрации 10 мкМ – на 46,9% (p=0,0047), в концентрации 100 мкМ – на 44,8% 

(p=00,0062) по сравнению с контролем (Рисунок 31Б). Тестостерон достоверно 

влиял на содержание FXR только в одной концентрации 10 мкМ, увеличивая его на 

61,7% (p=0,035) по сравнению с контролем (Рисунок 31В). 
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Рисунок 29 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень CAR в ядерной 

фракции клеток Caco-2 
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Рисунок 30 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень PXR в ядерной 

фракции клеток Caco-2 
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Рисунок 31 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень FXR в ядерной 

фракции клеток Caco-2 

 

Изученные половые гормоны (эстрадиол, прогестерон и тестостерон) во всех 

протестированных концентрациях достоверно не влияли на уровень LXRα в 
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ядерной фракции лизата клеток Caco-2 (Рисунок 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 32 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень LXRα в ядерной 

фракции клеток Caco-2 

 

Таким образом, эстрадиол повышает уровень CAR (концентрации 10 и 100 

мкМ) и PXR (1, 10 и 100 мкМ) в ядерной фракции лизата клеток Caco-2, 

прогестерон увеличивает содержание PXR (10 и 100 мкМ) и FXR (1, 10, 100 мкМ), 
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тестостерон повышает количество PXR и FXR (10 мкМ).  

 

3.6. Влияние половых гормонов на относительное количество CAR, PXR, 

FXR, LXRα в ядерной фракции лизата клеток HepG2 

 

На клетках HepG2 были получены следующие результаты. 

Эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ повышал уровень CAR на 30% 

(р=0,003) и 36,4% (р=0,0001) соответственно (Рисунок 33 А). Прогестерон не влиял 

на экспрессию CAR в клетках HepG2 (Рисунок 33Б). Тестостерон в концентрации 

1 мкМ не влиял на уровень CAR, в концентрациях 10 и 100 мкМ снижал его на 

31,9% (р=0,0004) и 37,1% (р=0,0002) соответственно (Рисунок 33В).  

Эстрадиол в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ не влиял на уровень PXR в 

клетках HepG2 (Рисунок 34А). Прогестерон в концентрациях 10 и 100 мкМ 

повышал уровень PXR на 53% (р<0,0001) и 57,6% (р<0,0001) соответственно 

(Рисунок 34Б). Тестостерон увеличивал уровень PXR на 116,3% и 88,5% (р<0,0001 

для обеих групп) в концентрациях 10 и 100 мкМ соответственно (Рисунок 34В).  

Эстрадиол в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ повышал уровень FXR на 26,2% 

(р=0,05), 37,3% (р=0,03) и 64,4% (р=0,0007) соответственно (Рисунок 35А). 

Прогестерон в концентрациях 1 и 10 мкМ повышал уровень FXR на 162,5% 

(р<0,0001) и 128,8% (р<0,0001) соответственно (Рисунок 35Б). Тестостерон в 

концентрациях 1, 10 и 100 мкМ приводил к повышению уровня FXR на 207% 

(р<0,0001), 195,1% (р<0,0001) и 60,7% (р=0,008) соответственно (Рисунок 35В). 

Эстрадиол не влиял на уровень LXRα при всех протестированных 

концентрациях (Рисунок 36А). Прогестерон в концентрациях 1 и 10 мкМ вызывал 

повышение уровня LXRα на 75,2% (р<0,00001) и 159,6% (р<0,0001) соответственно 

(Рисунок 36Б), тестостерон повышал уровень LXRα только в концентрации 10 мкМ 

на 39,8% (р<0,0096) (Рисунок 36В). 
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Рисунок 33 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень CAR в ядерной 

фракции клеток HepG2 
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Рисунок 34 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень PXR в ядерной 

фракции клеток HepG2 
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Рисунок 35 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень FXR в ядерной 

фракции клеток HepG2 
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Рисунок 36 – Влияние половых гормонов (1-100 мкМ) на уровень LXRα в ядерной 

фракции клеток HepG2 

 

Таким образом, эстрадиол в ядерной фракции лизата клеток HepG2 повышает 

уровень CAR (концентрации 10 и 100 мкМ) и FXR (1, 10 и 100 мкМ), прогестерон 
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увеличивает содержание PXR (концентрации 10 и 100 мкМ), FXR (1 и 10 мкМ), 

LXRα (1 и 10 мкМ), тестостерон снижает количество CAR (концентрации 10 и 100 

мкМ), увеличивает количество PXR (10 и 100 мкМ), FXR (1, 10 и 100 мкМ) и LXRα 

(10 мкМ). 

 

3.7. Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на базальный уровень 

изучаемых белков транспортеров 

 

Для оценки роли усыновленных рецепторов (CAR, PXR, FXR, LXRα) во 

влиянии половых гормонов на изучаемые белки-транспортеры применяли 

специфические ингибиторы данных рецепторов. 

Вначале оценивали влияние ингибиторов усыновленных рецепторов (CINPA 

1 – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор LXRα, β-ХК 

– ингибитор FXR) на базальный уровень изучаемых белков транспортеров. 

Ингибитор CAR – CINPA 1 снижал относительное количество Pgp на 38,7% 

(p=0,048) по сравнению с контролем в клетках линии Сасо-2. Остальные 

ингибиторы статистически значимого влияния на уровень Pgp не оказали (Рисунок 

37А). 

Все ингибиторы изучаемых усыновленных рецепторов (CAR, PXR, FXR, 

LXRα) статистически значимо не влияли на содержание BCRP в клетках линии 

Сасо-2 (Рисунок 37Б). 

Оценка влияния ингибиторов усыновленных рецепторов CAR, PXR, FXR, 

LXRα на количество транспортеров OATP1B1 и OATP1B3 в клетках HepG2 

показала отсутствие статистически значимого эффекта (Рисунок 37В, Г).  

Таким образом, ингибитор CAR – CINPA 1 снижает относительное 

количество Pgp по сравнению с контролем. Остальные ингибиторы усыновленных 

рецепторов значимого влияния на уровень изучаемых транспортеров не оказывают. 

 



 

 

109 

 

 

 

Рисунок 37 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов (CAR, PXR, FXR, 

LXRa) на уровень Pgp (А), BCRP (Б), OATP1B1 (В), OATP1B3 (Г) в клетках Caco-

2 
Примечание – CINPA1 – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 
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3.8. Роль усыновленных рецепторов в регуляции Pgp половыми гормонами 

 

При оценке роли CAR, PXR, FXR, LXRα в механизмах регуляции Pgp в 

клетках линии Сасо-2 были получены следующие результаты (Рисунок 38). 

Эстрадиол в концентрации 10 и 100 мкМ вызывал повышение 

относительного количества Pgp на 67,1% (p=0,014) и на 71,63% (p=0,0024). 

Ингибитор CAR CINPA 1 нивелировал индуцирующее действие эстрогена на 

уровень Pgp: количество белка-транспортера при комбинировании CINPA 1 с 

эстрадиолом достоверно не отличалось от значений контроля.  

 

 

Рисунок 38 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие эстрадиола на уровень Pgp 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 

 

В то же время ингибитор PXR – кетоконазол, ингибитор FXR – тауро-β-

холевая кислота и ингибитор LXRα – TFCA существенно не влияли на способность 

эстрадиола повышать уровень белка-транспортера: количество Pgp при 



 

 

111 

 

воздействии комбинации ингибитор (перечисленные выше)-эстрадиол превышало 

значения контроля при концентрации эстрадиола 10 мкМ на 54,5% (p=0,048), 65,0% 

(p=0,018), 67,0% (p=0,015) (Рисунок 38А) и при концентрации эстрадиола 100 мкМ 

на 46,7% (p=0,041), 47,3% (p=0,038), 63,6% (p=0,006) (Рисунок 38Б) 

соответственно. 

Прогестерон в концентрации 100 мкМ повышал уровень Pgp на 95,7% 

(p=0,0008). Кетоконазол и CINPA 1 нивелировали индуцирующее действие 

прогестерона на количество Pgp: уровень белка-транспортера при совместном 

применении кетоконазола и прогестерона, CINPA1 и прогестерона статистически 

значимо не отличался от показателей контроля. В то же время ингибиторы FXR и 

LXRα существенного влияния на индуцирующее действие прогестерона не 

оказали, относительное количество Pgp превышало в данных сериях показатели 

контроля на 77,9% (p=0,004) и 61,7% (p=0,019) соответственно (Рисунок 39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 39 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие прогестерона на уровень Pgp 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 

 

 

Тестостерон в концентрациях 10 и 100 мкМ вызывал снижение уровня Pgp 

на 45,2% (p=0,016) и 39,4% (p=0,049) соответственно. Применение всех 

ингибиторов (рецепторов CAR, PXR, FXR и LXRα) не влияло на подавляющее 
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действие тестостерона на уровень Pgp, так при концентрации андрогена 10 мкМ 

относительное количество Pgp снижалось на 39,1% (p=0,038), 44,4% (p=0,018), 

43,7% (p=0,02) и 38,7% (p=0,04) при применении CINPA 1, кетоконазола, β-ХК и 

TFCA, при концентрации 100 мкМ – на 47,2% (p=0,018), 46,2% (p=0,02), 44,6% 

(p=0,025) и 45,7% (p=0,021) по сравнению с контролем соответственно (Рисунок 

40). 

 

 

Рисунок 40 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на подавляющее 

действие тестостерона на уровень Pgp 
Примечание: CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 

 

Таким образом, ингибитор CAR CINPA 1 нивелирует индуцирующее 

действие эстрадиола (10 и 100 мкМ) на количество Pgp, ингибитор РХR - 

кетоконазол и ингибитор CAR CINPA 1 компенсируют индуцирующее действие 

прогестерона (100 мкМ) на количество Pgp, что свидетельствует о роли указанных 
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ядерных рецепторов в регуляции синтеза данного белка-транспортера. 

 

3.9. Роль усыновленных рецепторов в регуляции BCRP половыми 

гормонами 

 

При оценке роли CAR, PXR, FXR, LXRα в механизмах регуляции BCRP в 

клетках линии Сасо-2 были получены следующие результаты. 

Эстрадиол в концентрации 1 мкМ вызывал увеличение относительного 

количества BCRP в клетках Сасо-2 на 102,7% (p=0,001), в концентрации 10 мкМ – 

на 119,3% (p=0,0003), в концентрации 100 мкМ – на 122,1% (p=0,004) по сравнению 

с контролем соответственно. 

При концентрации эстрадиола 1 мкМ ингибирование всех изучаемых 

усыновленных рецепторов не влияло на индуцирующее действие эстрогена: при 

комбинации эстрадиола с CINPA 1 уровень BCRP увеличивался на 61,1% 

(p=0,0376), при комбинации эстрадиола с кетоконазолом – на 60,4% (p=0,04), при 

комбинации эстрадиолом с тауро-β-холевой кислотой – на 112,2% (p<0,001), при 

комбинации эстрадиола с TFCA – на 96,6% (p=0,0017) по сравнению с контролем 

(Рисунок 41А). 

При концентрации эстрадиола 10 мкМ ингибитор CAR – CINPA1 и 

ингибитор PXR – кетоконазол вызывали снижение количества BCRP в клетках 

линии Caco-2: при воздействии эстрадиола в концентрации 10 мкМ на 25,5% 

(р=0,075) и 25,7% (р=0,072) соответственно по сравнению с изолированным 

применением эстрогена, однако уровень транспортера оставался повышенным 

относительно контроля на 63,3% (p=0,038) и 62,9% (p=0,039) соответственно 

(Рисунок 41Б). 
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Рисунок 41 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие эстрадиола на уровень BCRP  
Примечание: CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 
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Ингибитор LXRα – TFCA и ингибитор FXR – тауро-β-холевая кислота 

достоверного эффекта на индуцирующее действие эстрадиола (10 мкМ) не оказали, 

относительное количество BCRP превышало показатели контроля на 118,9% 

(p<0,001) и 116,5% (p<0,001) соответственно и значимо от серии изолированного 

применения гормона не отличалось (Рисунок 41Б). 

При концентрации эстрадиола 100 мкМ ингибитор CAR – CINPA1 и 

ингибитор PXR – кетоконазол предотвращали повышение относительного 

количества BCRP, оно достоверно не отличалось от показателей контроля.   

Ингибитор LXRα – TFCA и ингибитор FXR – тауро-β-холевая кислота 

значимого эффекта на индуцирующее действие эстрадиола (100 мкМ) не оказали, 

относительное количество BCRP превышало показатели контроля на 114,4% 

(p=0,0069) и на 136,6% (p=0,0018) соответственно (Рисунок 41В). 

Прогестерон в клетках линии Сасо-2 в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ 

повышал относительное количество BCRP на 126,0% (p<0,001), 101,0% (p=0,02) и 

99,9% (p<0,001) соответственно.  

При концентрации прогестерона 1 мкМ ингибитор PXR кетоконазол 

предотвращал повышение количества BCRP по сравнению с контролем, а 

ингибиторы других усыновленных рецепторов CINPA 1, тауро-β-холевая кислота 

и TFCA существенного эффекта на действие прогестерона не оказали – уровень 

BCRP превышал показатели контроля на 85,4% (p=0,01), 69,7% (p=0,036) и 99,9% 

(p=0,003) соответственно для каждой серии (Рисунок 42A). 

При концентрации прогестерона 10 мкМ ингибитор PXR – кетоконазол и 

ингибитор FXR - тауро-β-холевая кислота препятствовали повышению уровня 

BCRP под действием прогестерона, его относительное количество достоверно не 

отличалось от показателей контроля. 

Ингибитор CAR – CINPA1 и ингибитор LXRα – TFCA значимого эффекта на 

индуцирующее действие прогестерона (10 мкМ) не оказали, относительное 

количество BCRP превышало показатели контроля соответственно на 87,4% 

(p=0,048) и 92,7% (p=0,035) (Рисунок 42Б).  
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Рисунок 42 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие прогестерона на уровень BCRP 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 

 

При концентрации прогестерона 100 мкМ аналогичным образом ингибиторы 

PXR и FXR препятствовали повышению количества BCRP под действием 
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прогестерона, а ингибиторы CAR – CINPA1 и ингибитор LXRα – TFCA 

достоверного эффекта на индуцирующее действие прогестерона (100 мкМ) не 

оказали, относительное количество BCRP превышало показатели контроля 

соответственно на 59,4% (p=0,022) и на 65,8% (p=0,011) (Рисунок 42В).  

Тестостерон во всех концентрациях 1, 10 и 100 мкМ повышал относительное 

количество BCRP на 140,3% (p=0,0017), 118,7% (p=0,0015) и 108,9% (p=0,001) по 

сравнению с контролем соответственно. 

Ингибитор PXR – кетоконазол и ингибитор FXR – тауро-β-холевая кислота 

предотвращали индуцирующее действие тестостерона (1 мкМ), а ингибитор CAR 

– CINPA1 и ингибитор LXRα – TFCA достоверного эффекта на стимулирующее 

действие тестостерона не оказали, относительное количество BCRP превышало 

показатели контроля на 93,78% (p=0,028) и 142,5% (p=0,0015) соответственно 

(Рисунок 43А).  

При концентрации тестостерона 10 мкМ аналогичным образом кетоконазол 

и тауро-β-холевая кислота предотвращали индуцирующее действие тестостерона. 

Ингибиторы CAR и LXRα достоверного эффекта на стимулирующее действие 

тестостерона не оказали, относительное количество BCRP превышало показатели 

контроля на 80,6% (p=0,023) и на 108,3% (p=0,003) соответственно (Рисунок 43Б).  

При концентрации тестостерона 100 мкМ все протестированные ингибиторы 

усыновленных рецепторы достоверного эффекта на индуцирующее действие 

андрогена не оказали: при комбинации тестостерона с CINPA 1 относительное 

количество BCRP увеличивалось на 69,7% (p=0,024), при комбинации тестостерона 

с кетоконазолом – на 65,9% (p=0,032), при комбинации тестостерона с тауро-β-

холевой кислотой на 83,8% (p=0,007), при комбинации тестостерона с TFCA – на 

96,9% (p=0,0024) (Рисунок 43В). 
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Рисунок 43 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие тестостерона на уровень BCRP 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор 

LXRα, β-ХК – ингибитор FXR 

 

Таким образом, ингибитор CAR – CINPA1 и ингибитор PXR – кетоконазол 



 

 

119 

 

при концентрации эстрадиола 100 мкМ предотвращают повышение 

относительного количества BCRP. При концентрациях прогестерона 1-100 мкМ 

ингибитор PXR кетоконазол нивелирует повышение количества BCRP по 

сравнению с контролем, ингибитор FXR – тауро-β-холевая кислота препятствует 

повышению уровня BCRP под действием прогестерона в концентрациях 10 и 100 

мкМ. Ингибитор PXR – кетоконазол и ингибитор FXR – тауро-β-холевая кислота 

предотвращают индуцирующее действие тестостерона на количество BCRP в 

концентрациях 1 и 10 мкМ. Полученные результаты характеризуют участие 

рецепторов CAR, PXR, FXR в синтезе BCRP под действием половых гормонов. 

 

3.10. Роль усыновленных рецепторов в регуляции ОАТР1В1 половыми 

гормонами 

 

На данном этапе работы выполнены эксперименты с использованием 

гормонов только в тех сериях и концентрациях, в которых было установлено их 

индуцирующее или ингибирующее влияние на относительное количество CAR, 

PXR, FXR, LXRα в ядерной фракции клеток. При оценке роли CAR, PXR, FXR, 

LXRα в механизмах регуляции ОАТР1В1 в клетках линии HepG2 были получены 

следующие результаты. 

Ингибирование CAR CINPA 1 предотвращало индукцию OATP1B1 под 

действием эстрадиола в концентрациях 10 и 100 мкМ, его экспрессия не отличалась 

от контроля. Ингибирование FXR β-ТА не предотвратило индукцию OATP1B1, 

вызванную эстрадиолом. Относительное количество белка-транспортера 

превышало контрольные показатели на 31,7% (р=0,009) при использовании 

гормона в концентрации 10 мкМ и на 28,1% (р=0,003) при использовании 

эстрадиола в концентрации 100 мкМ (Рисунок 44). Таким образом, действие 

эстрадиола на OATP1B1 опосредовано транскрипционным фактором CAR, 

который, по-видимому, является единственным из изученных нами ядерным 

рецептором, опосредующим индукцию ОАТР1В1 под действием эстрадиола. 
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Рисунок 44 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие эстрадиола на уровень OATP1B1 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, β-ХК – ингибитор FXR 

 

 

Изолированное ингибирование FXR, PXR и LXRα, а также одновременное 

ингибирование исследуемых рецепторов не повлияло на подавляющее действие 

прогестерона на ОАТР1В1, количество белка-транспортера снизилось 

относительно контроля соответственно на 27,1% (р=0,004), 24,1% (р=0,0004), 

30,6% (р<0,0001) и 35,4% (р=0,0085) при использовании прогестерона в 

концентрации 10 мкМ; на 21,2% (р=0,0012), 30,5% (р=0,0003), 34,3% (р=0,0002) и 

22,9% (р=0,0026) при использовании прогестерона в концентрации 100 мкМ 

(Рисунок 45).  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что изученные ядерные 

рецепторы не участвуют в снижении относительного количества ОАТР1В1 под 

влиянием прогестерона. 
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Рисунок 45 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на подавляющее 

действие прогестерона на уровень OATP1B1 
Примечание – кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор LXRα, β-ХК – ингибитор 

FXR 

Изолированное ингибирование FXR, CAR, PXR и LXRα не изменяло 

индуцирующее действие тестостерона на ОАТР1В1, уровень белка-транспортера 

превышал контрольные показатели соответственно на 85,2% (р=0,004), 65,6% 

(р=0,02), 60,2% (р=0,03) и 63,4% (р=0,02) при применении тестостерона в 

концентрация 10 мкМ; и на 71,1% (р=0,004), 82,5% (р=0,001), 118,0% (р<0,0001) и 

85,8% (р=0,0009) при концентрации тестостерона 100 мкМ (Рисунок 46). 

Учитывая полученные в ходе исследования данные о том, что тестостерон 

вызывает увеличение количества PXR, LXRα и FRX в ядерной фракции клеток, был 

проведен эксперимент с одновременным ингибированием трех рецепторов. 

Одновременное ингибирование FXR, PXR и LXRα предотвращало увеличение 
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экспрессии OATP1B1 под действием тестостерона в концентрациях 10 и 100 мкМ 

(Рисунок 47). Таким образом, по-видимому, все три рецептора – FXR, PXR и LXRα 

опосредуют индукцию ОАТР1В1 под действием тестостерона. 

 

 

 

Рисунок 46 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на подавляющее 

действие тестостерона на уровень OATP1B1 
Примечание – кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор LXRα, β-ТА – ингибитор 

FXR 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 47 – Влияние комбинации ингибиторов усыновленных рецепторов на 

подавляющее действие тестостерона на уровень OATP1B1 
Примечание – кетоконазол – ингибитор PXR, TFCA – ингибитор LXRα, β-ТА – ингибитор 

FXR 
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3.11. Роль усыновленных рецепторов в регуляции ОАТР1В3 половыми 

гормонами 

 

На данном этапе работы выполнены эксперименты с использованием 

гормонов в тех сериях и концентрациях, в которых было установлено 

модулирующее дейтвие на относительное количество рецепторов в ядерной 

фракции клеток HepG2. При оценке роли CAR, PXR, FXR, LXRα в механизмах 

регуляции ОАТР1В3 в клетках линии HepG2 были получены следующие 

результаты. Эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ вызывал увеличение 

относительного количества OATP1B3 на 81,8% (p<0,001) и 122,9% (p=0,019) 

соответственно. В концентрации эстрадиола 10 мкМ ингибирование FXR снижало 

выраженность индукции OATP1B3 под действием гормона, уровень транспортера 

снижался на 28,9% (p=0,0011) по сравнению с изолированным воздействием 

эстрогена, однако превышал показатели контроля на 29,1% (p=0,073). 

Ингибирование остальных усыновленных рецепторов (CAR, PXR и LXRα) на фоне 

эстрадиола (10 мкМ) статистически значимого эффекта не оказало, относительное 

количество OATP1B3 превышало показатели контроля на 103,7% (p<0,001), 99,6% 

(p<0,001) и  102,9% (p<0,001) соответственно (Рисунок 48А). При использовании 

концентрации эстрадиола 100 мкМ ингибирование FXR также снижало 

выраженность индукции OATP1B3 под действием гормона, уровень транспортера 

достоверно не отличался от контрольных значений. При ингибировании CAR, PXR 

и LXRα на фоне эстрадиола (100 мкМ) статистически значимого эффекта не 

наблюдалось, относительное количество OATP1B3 превышало показатели 

контроля на 108,5% (p=0,038), 115,6% (p=0,027) и 129,6% (p=0,013) соответственно 

(Рисунок 48Б). Таким образом, FXR опосредует индуцирующий эффект эстрадиола 

на относительное количество OATP1B3 в клетках линии HepG2.  

Тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ повышал количество OATP1B3 

на 96,5% (p=0,0082), 111,9% (p=0,0088) и 137,9% (p=0,0064) относительно контроля 

соответственно. При концентрации тестостерона 1 мкМ ингибирование LXRα 

предотвращало индукцию OATP1B3, уровень транспортера достоверно не 
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отличался от контроля. Ингибирование CAR, PXR и FXR не влияло на эффект 

тестостерона, относительное количество транспортера увеличивалось на 113,5% 

(p=0,0025), 95,9% (p=0,0086) и 94,5% (p=0,0095) соответственно (Рисунок 49А). 

Аналогичные результаты были получены и при концентрации тестостерона 10 

мкМ, ингибирование LXRα предотвращало индукцию OATP1B3, а ингибирование 

CAR, PXR и FXR не влияло на индуцирующий эффект тестостерона, 

относительное количество транспортера увеличивалось на 94,1% (p=0,026), 103,4% 

(p=0,0148) и 104,1% (p=0,0141) соответственно по сравнению с контролем 

(Рисунок 49Б).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 48 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие эстрадиола на уровень OATP1B3 
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, β-ХК – ингибитор FXR, кетоконазол – ингибитор 

PXR, TFCA – ингибитор LXRα 

 

В концентрации тестостерона 100 мкМ ингибирование рецепторов не влияло 

на индуцирующее действие андрогена, относительное количество OATP1B3 

увеличивалось при комбинации тестостерона с CINPA 1 на 130,0% (p=0,0096), 



 

 

125 

 

комбинации тестостерона с кетоконазолом на 111,5% (p=0,025), комбинации 

тестостерона с TFCA на 94,78% (p=0,06), комбинации тестостерона с тауро-β-

холевой кислотой на 112,5% (p=0,024) относительно контроля (Рисунок 49В). 

 

Рисунок 49 – Влияние ингибиторов усыновленных рецепторов на индуцирующее 

действие тестостерона на уровень OATP1B3  
Примечание – CINPA – ингибитор CAR, β-ХК – ингибитор FXR, кетоконазол – ингибитор 

PXR, TFCA – ингибитор LXRα 

 

Таким образом, индуцирующее действие тестостерона на количество 

OATP1B3 реализуется через LXRα. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Мембранные белки-переносчики играют важную роль в транспорте 

эндогенных соединений и ксенобиотиков через биологические мембраны. Все их 

можно разделить на два суперсемейства ABC-транспортеры и SLC-транспортеры 

[266]. 

АBC-транспортеры обеспечивают транспорт субстратов через мембрану 

клеток за счет энергии АТФ [225], SLC-транспортеры – без затраты энергии, за счет 

электрохимического потенциала, симпорта/антипорта [90]. 

Из всего многообразия белков-переносчиков наибольшее клиническое 

значение как транспортеры ксенобиотиков играют Pgp и BCRP – из суперсемейства 

ABC-транспортеров, OATP1B1 и OATP1B3 из суперсемейства SLC-транспортеров 

[298]. 

Pgp и BCRP являются эффлюксными транспортерами, то есть обеспечивают 

выведение веществ из клеток во внеклеточное пространство и биологические 

жидкости. Данные транспортеры экспрессируются в клетках кишечника, печени, 

почечных канальцев, эндотелиальных клетках гистогематических барьеров, где 

выполняют защитную функцию, препятствуя всасыванию субстратов в системный 

кровоток, выводя их в желчь и мочу или ограничивая проникновение в забарьерные 

органы через гистогематические барьеры соответственно [109, 150]. 

Pgp и BCRP обладают широкой субстратной специфичностью. Субстратами 

Pgp являются липофильные биобиотики и ксенобиотики: противоопухолевые, 

гипотензивные и антигистаминные препараты, сердечные гликозиды, 

антиагреганты, антикоагулянты, стероидные и тиреоидные гормоны, антибиотики, 

ингибиторы ВИЧ-протеазы, иммунодепрессанты и др. [109]. К субстратам BCRP 

относят противоопухолевые средства (метотрексат, митоксантрон), празозин, 

глибенкламид, циметидин, сульфасалазин, нитрофурантоин, розувастатин. 

Полипептиды, переносящие органические анионы (OATP), представляют 

собой семейство транспортеров, входящих в суперсемейство переносчиков 

растворенных веществ (SLC) [143]. Белки OATP1B1 и OATP1B3 имеют сходные 
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аминокислотные последовательности с 80% гомологией [290]. OATP1B1 и 

OATP1B3 высоко экспрессируются в клетках печени человека и локализуются на 

базолатеральной мембране гепатоцитов [260].  

OATP1B1 и OATP1B3 опосредуют поглощение печенью из крови многих 

лекарственных веществ (например, ингибиторов 3-гидрокси-3-метилглутарил-

кофермент А (ГМГ-КoA) редуктазы, противодиабетических, противоопухолевых 

препаратов) и эндогенных соединений (например, желчных кислот) [260].  

Важная клиническая роль данных белков для транспорта ксенобиотиков 

заключается в том, что при изменении их активности, например вследствие 

индукции или ингибирования, может происходить изменение концентрации 

субстратов транспортеров в плазме/сыворотке. Например, при ингибировании 

Pgp/BCRP выведение их субстратов почками и печенью будет замедляться, 

всасывание в кишечнике будет увеличиваться, что приведет к повышению их 

концентрации в организме и может приводить к развитию нежелательных 

лекарственных реакций. И наоборот, при индукции Pgp/BCRP концентрация их 

субстратов в организме будет снижаться, что вызовет снижение эффективности 

терапии. 

Аналогичным образом, ингибирование OATP1B1/OATP1B3 приведет к 

снижению проникновения веществ-субстратов в гепатоциты из кровотока, что 

может вызывать увеличение их концентрации в крови и развитие нежелательных 

лекарственных реакций, и наоборот, повышение активности транспортера 

способствует усиленному проникновению субстратов в гепатоциты, где они будут 

подвергаться биотрансформации и выводиться с желчью в кишечник, что 

проявляется снижением эффективности лечения. 

Таким образом, транспортеры Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 защищают 

организм от воздействия избытка эндогенных и экзогенных веществ, в том числе и 

лекарственных препаратов, а изменение их активности может существенно 

повлиять на реализацию данной защитной роли. 

Регуляция белков-транспортеров в настоящее время активно изучается. 

Описаны генетические, эпигенетические и пост-трансляционные механизмы 



 

 

128 

 

регуляторного воздействия [47, 258]. 

В рамках настоящей работы оценивалось влияние половых гормонов на 

функционирование изучаемых белков-транспортеров, что позволяет лучше понять 

их биохимическое и эволюционное предназначение, половые и иные различия в их 

работе, а также прогнозировать развитие межлекарственных взаимодействий при 

совместном назначении субстратов транспортеров и препаратов, влияющих на 

уровень половых гормонов. 

Половые стероидные гормоны синтезируются гонадами и надпочечниками, а 

также в меньшей степени печенью и жировой тканью [38, 332]. Наиболее 

активными половыми стероидами являются эстрогены, андрогены и прогестины, 

которые управляют функциями клеток и тканей, а также могут способствовать 

развитию патологий, включая злокачественную трансформацию [133]. На 

сегодняшний день помимо влияния половых стероидов на репродуктивные органы 

[187], большое внимание уделяется их действию на другие органы и ткани, которые 

не являются их основными мишенями [204].  

Так, еще в 1980-х годах Хойенга и Хойенга предположили, что самки 

млекопитающих за счет влияния женских половых гормонов являются более 

резистентными к воздействию неблагоприятных факторов внешней среды, чем 

самцы, что позволяет им сохранять фертильность и оставлять потомство [159]. 

В ходе эволюции печень самок приобрела способность под контролем 

эстрогенов усиливать инфлюкс питательных веществ (белков, жирных кислот и 

холестерина), что повышает резистентность клеток и способствует сохранению 

фертильной функции и развитию гестации [97]. 

Белки-транспортеры регулируют как системные, так и локальные 

концентрации несвязанных с белками плазмы крови веществ, в том числе и 

лекарственных, поэтому могут напрямую или косвенно регулировать эффекты 

своих эндогенных субстратов, а также участвовать в развитии органотоксичности 

лекарственных веществ. За последнее десятилетие в нескольких работах [77, 232, 

322] изучалась роль транспортеров в токсичности ксенобиотиков. Кроме того, 

недавние исследования показали, что тканеспецифическая экспрессия нескольких 
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транспортеров может способствовать локальному накоплению лекарственных 

веществ, развитию межлекарственных взаимодействий, и что функциональные 

изменения этих транспортеров могут напрямую влиять на восприимчивость 

человека к поражению органов, вызванному лекарствами [26]. 

Поэтому изучение влияния половых гормонов на функционирование 

основных белков-транспортеров, участвующих в фармакокинетике лекарственных 

веществ, необходимо для понимания механизмов гендерной резистентности к 

воздействию эндогенных веществ и ксенобиотиков. 

На первом этапе работы оценивалось прямое влияние половых гормонов на 

активность изучаемых белков-транспортеров, для этого осуществляли короткую 

преинкубацию с гормонами – 30 мин для клеток Сасо-2 при исследовании Pgp и 

BCRP и – 15 мин для клеток HepG2 при изучении OATP1B1/OATP1B3. Этого 

времени достаточно, чтобы тестируемые вещества могли связаться с молекулой 

транспортера и изменить ее активность [207]. 

В ходе исследования было установлено, что эстрадиол оказывает прямое 

ингибирующее действие на активность BCRP, OATP1B1, OATP1B3 только в 

максимальной концентрации – 100 мкМ; прогестерон ингибирует Pgp в дозах 10 и 

100 мкМ, BCRP в диапазоне изученных концентраций от 100 нМ до 100 мкМ, 

OATP1B1, OATP1B3 в концентрациях от 1 до 100 мкМ [32]. Тестостерон 

ингибирует только АТФ-зависимые транспортеры – Pgp и BCRP в концентрациях 

10 и 100 мкМ.  

Таким образом, все половые гормоны оказывают ингибирующее действие на 

изучаемые транспортеры. Однако обращает на себя внимание, что оказывают они 

это действие в высоких концентрациях, существенно превосходящих 

физиологические концентрации половых гормонов в сыворотке крови.  

У женщин в пременопаузе эстрадиол продуцируется клетками гранулезы в 

фолликулах, а после наступления менопаузы гормон синтезируется в 

экстрагонадных тканях [283]. Нормальный уровень эстрадиола у 

пременопаузальных женщин находится в диапазоне между 30 и 400 пг/мл (в 

зависимости от овариальной функции), но снижается до 0-30 пг/мл в 
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постменопаузе [116].  

Прогестерон вырабатывается желтым телом и является доминирующим 

гормоном после овуляции в лютеиновой фазе. По сравнению с низкими уровнями 

(1–2 нмоль/л) во время фолликулярной фазы, уровни прогестерона увеличиваются 

до 15–20 нмоль/л в ранней лютеиновой фазе, а затем достигают пика в середине 

лютеиновой фазы (35–50 нмоль/л). Если зачатие не происходит, желтое тело 

начинает разрушаться через 9–10 дней после овуляции, в результате чего уровни 

прогестерона падают (20–40 нмоль/л) [183]. 

При беременности у женщин выработка прогестерона в конечном итоге 

поддерживается плацентой, а его сывороточные концентрации колеблются 

примерно от 100 до 500 нмоль/л. Прогестерон имеет решающее значение не только 

для развития, но и для сохранения беременности, как за счет его эндокринных, так 

и иммунологических эффектов [246, 294]. 

Таким образом, только при беременности уровень прогестерона может 

приблизиться к тем концентрациям, в которых гестаген способен оказать прямое 

ингибирующее влияние на Pgp, BCRP, OATP1B1/OATP1B3. 

Андрогены считаются основными мужскими половыми гормонами. 

Существует несколько форм циркулирующих андрогенов, при этом тестостерон и 

дигидротестостерон действуют как мощные лиганды для андрогеновых рецепторов 

(АР) [282]. Нормальные уровни общего тестостерона у мужчин составляют 10–35 

нмоль/л [296]. Свободный тестостерон и тестостерон, слабо связанный с 

альбумином в крови, могут взаимодействовать с андроненовым рецептором (АР), 

но плотный комплекс тестостерона, связанный с SHBP (sex hormone-binding 

globulin), не может связываться с АР в целевых тканях [263]. 

Однако лекарственные препараты на основе половых гормонов при 

пероральном приеме в ЖКТ могут создавать достаточно высокие концентрации. 

Например, эстрадиол («Прогинова») применяется в дозе 2 мг, а прогестерон в дозе 

200 мг («Утрожестан»). Это означает, что в просвете кишечника будет возникать 

концентрация эстрогена примерно 30 мкМ (2*10-3 г / 272 г/моль /0,25 л) (расчет 

согласно рекомендациям FDA) и концентрация гестогена 2,55 мМ (200*10-3 г / 314 
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г/моль /0,25 л ). То есть в просвете кишечника могут создаваться концентрации 

женских половых гормонов, которые способны ингибировать активность Pgp и 

BCRP. 

Препараты тестоcтерона применяются в основном парентерально, и 

повышают уровень гормона в сыворотке крови примерно до 30-150 нМ [212, 239], 

поэтому, видимо, прямое ингибирование транспортеров под действием андрогена 

не играет существенной клинической роли. 

Полученные результаты согласуются с представлениями о структуре 

клинически значимых ингибиторов SLCO1B1 (IC50 <10 мкМ). Если препарат 

имеет прогнозируемый clogP > 3,5 и >= 1 отрицательно заряженный атом, то в 94% 

случаев соединение является ингибитором SLCO1B1. Сочетание clogP > 3,5 и >= 1 

отрицательно заряженного атома обеспечивало 25-кратное обогащение 

ингибиторов по сравнению с исходным распределением набора данных [167]. 

Poongavanam V. et al., 2012 г. сформулировали 386 правил определения 

субстратов Pgp, при этом 35% соединений соответствуют хотя бы одному из 

разработанных правил [242]. Ингибиторы Pgp чаще всего являются аминами, 

третичными аминами, ароматическими соединениями, алкилариловыми эфирами, 

или гетероциклами. 

Таким образом, с использованием всех разработанных моделей возможно 

правильно предсказать более 80% всех ингибиторов Pgp с общей точностью 

прогнозирования более 70%.  

Липофильность, по-видимому, является важным фактором, определяющим 

ингибирование BCRP для некоторых соединений, включая флавоноиды, но не для 

других соединений, таких как аналоги тариквидара. Плоская структура, амин, 

связанный с углеродом гетероциклического кольца, и потенциал водородной связи 

также могут быть важны для некоторых ингибиторов BCRP. 

Таким образом, физико-химические свойства гормонов согласуются с 

характеристиками ингибиторов изучаемых транспортеров. 

На следующем этапе исследования было изучено влияние половых гормонов 

при длительности воздействия 24 ч на экспрессию генов, кодирующих изучаемые 
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белки-транспортеры, и на их относительное количество [8, 9]. 

Эстрадиол при длительности воздействия 24 ч в клетках Сасо-2 повышает 

экспрессию гена MDR1, кодирующего Pgp, в концентрациях 1-100 мкМ, в 

концентрациях 10 и 100 мкМ повышает также уровень Pgp. В концентрациях 100 

нМ – 100 мкМ, увеличивает экспрессию гена ABCG2, кодирующего BCRP, и 

увеличивает уровень белка-транспортера в диапазоне концентраций 100 нМ – 100 

мкМ. Эстрадиол в клетках линии HepG2 увеличивает экспрессию гена SLCO1B1 и 

уровень белка OATP1B1 в концентрациях 10 и 100 мкМ, а также увеличивает 

экспрессию гена SLCO1B3, кодирующего OATP1B3, в концентрациях 1, 10 и 100 

мкМ и повышает уровень ОАТP1B3 в концентрациях 10 и 100 мкМ. 

Прогестерон в концентрациях 10-100 мкМ увеличивает экспрессию гена 

MDR1 и уровень Pgp в концентрации 100 мкМ, в концентрациях 10-100 мкМ 

повышает экспрессию гена ABCG2 и уровень BCRP в концентрациях 1-100 мкМ, 

вызывает тенденцию к снижению экспрессии гена SLCO1B1 в концентрации 100 

мкМ и снижает уровень OATP1B1 в концентрациях 10 и 100 мкМ и не влияет на 

уровень мРНК SLCO1B3 и относительное количество белка OATP1B3. 

Тестостерон в концентрациях 10 и 100 мкМ снижает уровень мРНК гена 

MDR1 и относительное количество Pgp в диапазоне концентраций от 1 до 100 мкМ, 

повышает экспрессию генов ABCG2, SLCO1B1 и SLCO1B3 и количество белков 

BCRP, OATP1B1 и OATP1B3 в диапазоне концентраций 1-100 мкМ [26, 281]. 

Таким образом, полученные результаты подтверждают, что увеличение 

уровня изучаемых транспортных белков под действием половых гормонов связано 

с повышением экспрессии генов, которые их кодируют. 

Учитывая то обстоятельство, что половые гормоны оказывали прямое 

ингибирующее действие на активность изучаемых транспортеров при 

кратковременном воздействии (15 и 30 мин), но при этом, в большинстве случаев 

повышали уровень белков Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 при длительном 

воздействии, целесообразно было проверить как изменится транспортная 

активность белков при воздействии гормонов в течение 24 ч. 

Эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ повышал активность Pgp, 
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прогестерон на нее не влиял, а тестостерон вызывал ее снижение. Таким образом 

полученные результаты свидетельствуют о том, что прямая ингибирующая 

активность прогестерона на Pgp нивелируется повышением уровня белка 

транспортера под действием гестагена. 

Эстрадиол в концентрациях 10 и 100 мкМ усиливал функциональную 

активность Pgp, что может быть связано с его способностью регулировать 

экспрессию или посттрансляционные модификации транспортера. В отличие от 

эстрадиола, тестостерон подавлял активность Pgp, что указывает на возможное 

конкурентное ингибирование или аллостерическую регуляцию. Прогестерон не 

оказывал прямого влияния на активность Pgp, однако, учитывая его способность 

повышать уровень белка транспортера, можно предположить, что его 

ингибирующий эффект компенсируется увеличением количества Pgp. Таким 

образом, модуляция Pgp стероидными гормонами зависит не только от их 

непосредственного взаимодействия с транспортерами, но и от их влияния на 

экспрессию генов, которые кодируют транспортные белки. 

Эстрадиол только в низкой концентрации 1 мкМ повышал активность BCRP, 

а прогестерон и тестостерон на нее не влияли [7]. Таким образом и в случае с BCRP 

прямая ингибирующая активность прогестерона и тестостерона на Pgp 

нивелируется повышением уровня белка транспортера под действием гормонов. 

Повышение активности BCRP под действием низкой концентрации эстрадиола, 

вероятнее всего, связано с тем, что в указанной концентрации эстроген вызывает 

повышение уровня белка-транспортера, но не оказывает прямого действия. 

Результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что 

эстрадиол в низкой концентрации (1 мкМ) усиливал активность BCRP, а 

прогестерон и тестостерон на нее не влияли. Данный факт позволяет 

предположить, что, как и в случае с Pgp, потенциальная ингибирующая 

способность прогестерона и тестостерона компенсируется повышением уровня 

белка-транспортера. Стимулирующий эффект эстрадиола в низкой концентрации, 

вероятно, связан с увеличением экспрессии BCRP, а не с прямым воздействием на 

его активность. Это согласуется с известными механизмами гормональной 
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регуляции транспортеров, при которых эстрогены могут активировать 

транскрипционные факторы (например, через рецепторы ERα/ERβ), повышающие 

синтез транспортных белков [1, 76]. 

Таким образом, регуляция BCRP стероидными гормонами зависит как от их 

концентрации, так и от баланса между прямым воздействием на транспортную 

функцию и влиянием на экспрессию белка. 

Эстрадиол и тестостерон повышали активность транспортеров 

OATP1B1/OATP1B3, а прогестерон ее снижал. Учитывая, что эстрадиол оказывал 

прямое ингибирующее действие на активность OATP1B1/OATP1B3, полученные 

результаты свидетельствуют о том, что индуцирующее действие эстрогена на 

количество транспортеров сильнее, чем его ингибирующая активность. Влияние 

прогестерона и тестостерона на количество и активность инфлюксных 

транспортеров было однонаправленным (снижение для прогестерона, увеличение 

для тестостерона) и поэтому полученные данные об изменении активности 

OATP1B1/OATP1B3 при длительном воздействии гормонов являются логичными. 

Таким образом, регуляция OATP1B1/OATP1B3 стероидными гормонами 

зависит от баланса между их прямым воздействием на транспортную функцию и 

влиянием на экспрессию кодирующих генов. Полученные результаты 

подчеркивают важность длительных воздействий гормонов, поскольку 

кратковременные эффекты in vitro могут не отражать их реального 

физиологического влияния in vivo. 

На следующем этапе исследования были изучены механизмы регуляции 

транспортеров под действием половых гормонов. 

По классическим представлениям половые гормоны регулируют клеточные 

функции в основных органах мишенях через свои специфические рецепторы. На 

данный момент описаны два типа ядерных эстрогеновых рецептора (ERα и ERβ) 

и мембранный эстрогеновый рецептор – G-protein-coupled estrogen receptor 

(GPER1), два типа ядерных прогестероновых рецептора (PR-A и PR-B) и 

ядерный и мембранный андрогеновые рецепторы (AR) [305]. 

Однако, учитывая локализацию транспортных белков в органах и тканях 
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(Pgp, BCRP – в клетках печени, кишечника, почек, гистогематических барьеров; 

OATP1B1/OATP1B3 – в клетках печени), которые не являются основными 

мишенями для половых гормонов, а также полученные данные о том, что половые 

гормоны оказывали влияние на изучаемые белки транспортеры только в высоких 

концентрациях 1-100 мкМ, мы предположили, что эстрадиол, прогестерон и 

тестостерон влияют на транспортеры не через свои специфические 

ядерные/мембранные рецепторы, а через рецепторы реагирующие на ксенобиотики 

и регулирующие белки-транспортеры и ферменты I и II фаз биотрансформации – 

CAR, PXR, FXR и LXRα. 

Данные рецепторы относятся к подгруппе «усыновленных» суперсемейства 

ядерных рецепторов. Свое название они получили из-за того, что в отличие от 

классических ядерных рецепторов для них, совсем недавно были установлены 

эндогенные лиганды, до этого они были не известны и рецепторы относились к 

подгруппе «орфанных», то есть для которых не известны эндогенные лиганды 

[307]. На данный момент считается, что лигандом фарназоид Х рецептора (FXR) 

являются желчные кислоты [87], конститутивного андростанового рецептора 

(CAR) – андростан , прегнан Х рецептора (PXR) – прегненолон 16α-карбонитрил 

[283], печеночного X рецептора подтипа альфа (LXRα) – оксистеролы [275]. 

На сегодняшний день доказана важная роль FXR в регуляции синтеза 

желчных кислот, CAR и PXR – внутриклеточного метаболизма и окислительно-

восстановительного баланса, LXRα – метаболизма липидов и холестерина. Кроме 

того, все эти рецепторы (FXR, CAR, PXR, LXRα) могут принимать участие в 

регуляции ферментов I и II фазы биотрансформации (например, изоферментов 

цитохрома Р450), а также белков-транспортеров [16, 119].  

В ходе настоящего исследования было установлено, что в клетках Caco-2 

эстрадиол повышает количество CAR (концентрации 10 и 100 мкМ) и PXR  (1, 10 

и 100 мкМ), прогестерон активирует PXR (концентрации 10 и 100 мкМ) и FXR (1, 

10, 100 мкМ), тестостерон стимулирует – PXR и FXR (концентрация 10 мкМ).  

На клетках HepG2 было установлено, что эстрадиол активирует CAR 

(концентрации 10 и 100 мкМ) и FXR (1, 10 и 100 мкМ), прогестерон стимулирует 
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PXR (концентрации 10 и 100 мкМ), FXR (1 и 10 мкМ), LXRα (1 и 10 мкМ), 

тестостерон ингибирует CAR (концентрации 10 и 100 мкМ), и активирует PXR (10 

и 100 мкМ), FXR (1, 10 и 100 мкМ) и LXRα (10мкМ). 

То есть в разных типах клеток половые гормоны активируют в основном 

одни и те же усыновленные рецепторы, но наблюдается и тканеспецифичное 

действие. 

Полученные результаты дополняют данные научной литературы и 

свидетельствуют о том, что изученные усыновленные рецепторы могут быть 

вовлечены в регуляцию как эффлюксных, так и инфлюксных белков-транспортеров 

под действием половых гормонов. 

В опытах in vitro на клеточной линии гепатоцеллюлярной карциномы 

человека (HepG2) установлено, что 17β-эстрадиол и эстрон в концентрации 10 мкМ 

активировали экспрессию CAR [181].  

На линии клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2, 

трансфицированных экспрессионной плазмидой mCAR и показывающих высокую 

конститутивную экспрессию mCAR с активацией энхансерного элемента NR1, 

выявлено, что эстрадиол повышал экспрессию CAR, а тестостерон и прогестерон 

ее подавляли [181]. 

В эксперименте на клетках CV-1, трансфицированных транскрипционным 

фактором PXR, выявлено, что прогестерон в концентрациях 10-7-10-4 М 

стимулировал экспрессию PXR [66].  

На клетках CV-1, котрансфицированных репортерным геном tk(MH100)4-luc 

и химерным рецептором, состоящим из ДНК-связывающего домена GAL4 и 

домена связывания PXR-лиганда, было показано, что эстрадиол, прогестерон и 

дигидротестостерон активируют PXR [293]. 

Андростерон – основной продукт распада тестостерона, может активировать 

FXR [333]. На моноцитах человека, дифференцированных в макрофаги (клеточная 

линия THP-1), было показано, что тестостерон (1–10 нМ, 24–72 ч) увеличивал 

экспрессию гена и количества белка LXRα [184]. 

На заключительном этапе исследования с помощью специфических 
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ингибиторов была оценена роль усыновленных рецепторов в регуляции Pgp, BCRP, 

OATP1B1, OATP1B3 под действием половых гормонов в клетках, которые не 

являются мишенями для половых гормонов – клетках кишечника (Caco-2) и 

клетках печени (HepG2). Тауро-β-холевую кислоту использовали в качестве 

ингибитора FXR. Предполагается, что она взаимодействует с лиганд-связывающим 

карманом FXR и препятствует реализации его активности [141]. CINPA1 (CAR 

inhibitor not PXR activator 1) использовали в качестве ингибитора CAR. Он 

блокирует лиганд связывающий домен CAR, а также подавляет его взаимодействие 

с коактиваторами [85]. Ингибирование PXR осуществляли с помощью 

кетоконазола. Кетоконазол (противогрибковый препарат группы азолов) 

связывается с AF-2 областью лиганд-связывающего домена PXR и, таким образом, 

подавляет его активацию [59]. Для интактивации LXRα использовали N-(4-

трифторметилфенил) 3,4-диметоксициннамид (TFCA). Считается, что TFCA 

ингибирует активацию лиганд-связывающего домена LXRα за счет водородной 

связи с Arg305 в области H5 этого домена [88].  

В нашем исследовании было установлено, что индуцирующее действие 

эстрадиола на Pgp реализуется через CAR, а индуцирующее действие прогестерона 

– через CAR и PXR.  

Индуцирующее действие эстрадиола на BCRP реализуется через CAR и PXR, 

действие прогестерона – через PXR и FXR, действие тестостерона – через PXR и 

FXR. При этом стоит отметить, что индуцирующее действие эстрадиола не 

ингибировалось полностью, что также может быть связано с участием в данном 

процессе ядерных эстрогеновых рецепторов. Действие эстрадиола на OATP1B1 

опосредовано транскрипционным фактором CAR. Изученные усыновленные 

рецепторы не участвуют в снижении относительного количества ОАТР1В1 под 

влиянием прогестерона. Вероятно, что все три рецептора – FXR, PXR и LXRα 

опосредуют индукцию ОАТР1В1 под действием тестостерона. 

FXR опосредует индуцирующий эффект эстрадиола на количество 

OATP1B3, а индуцирующее действие тестостерона на OATP1B3 реализуется через 

LXRα. 
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Таким образом, в настоящем исследовании установлено, что в клетках 

кишечника и печени, которые с одной стороны не являются основными мишенями 

для воздействия половых гормонов, а с другой играют важную роль в 

фармакокинетике лекарственных препаратов и защите организма от воздействия 

ксенобиотиков, регуляция защитных транспортных белков Pgp, BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 половыми гормонами в высоких дозах осуществляется за счет  

усыновленных ядерных рецепторов (CAR, PXR, FXR, LXRα), которые выполняют 

роль ксеносенсоров в организме человека. При воздействии на клетки печени и 

кишечника высоких доз эстрадиола, прогестерона и тестостерона, организм 

воспринимает их как ксенобиотики и активирует системы, направленные на защиту 

от них, в частности повышается экспрессия генов, количество и активность белков-

транспортеров Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3, которые препятствуют 

всасыванию веществ в кишечнике (эффлюксные транспортеры) и способствуют их 

захвату в гепатоциты для последующего метаболизма (инфлюксные транспортеры) 

и выведения клетками печени.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В рамках настоящего исследования in vitro на клеточных линиях Caco-2 и 

HepG2 изучено влияние половых гормонов эстрадиола, прогестерона и 

тестостерона на функционирование основных клинически значимых белков-

транспортеров – Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3 и оценена роль усыновленных 

рецепторов PXR, CAR, FXR и LXRα в данном процессе. 

Было установлено, что эстрадиол повышает экспрессию гена MDR1, уровень 

белка и активность Pgp. Прогестерон повышает экспрессию гена MDR1 и 

количество белка Pgp, но не влияет на его активность, что, скорее всего 

обусловлено его прямым ингибирующим действием на транспортер. Тестостерон 

снижает уровень мРНК гена MDR, уровень белка Pgp и его активность. 

Эстрадиол оказывает индуцирующее действие на Pgp через активацию CAR, 

прогестерон – через PXR и CAR, а тестостерон подавляет Pgp, вероятнее всего, 

через снижение уровня CAR (Рисунок 50). 

 
 

Рисунок 50 – Обобщенный механизм влияния половых гормонов в высоких дозах 

на Pgp 

 

Эстрадиол увеличивает экспрессию гена ABCG2 и количество белка BCRP, 

что сопровождается повышением активности белка-транспортера. Прогестерон 

стимулирует экспрессию гена ABCG2, увеличивает количество белка BCRP и не 
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влияет на его активность. Тестостерон повышает экспрессию гена ABCG2, 

количество белка BCRP, не изменяя активность белка-транспортера. Отсутствие 

повышения активности BCRP на фоне увеличения уровня транспортера, скорее 

всего, связано с прямым ингибируюшим действием гестагена и андрогена на его 

молекулу. 

Изучение механизмов индукции транспортера показало, что эстрадиол 

стимулирует BCRP через активацию CAR и PXR, прогестерон и тестостерон – 

через активацию PXR и FXR (Рисунок 51). 

 

Рисунок 51 – Обобщенный механизм влияния половых гормонов в высоких дозах 

на BCRP 

 

Эстрадиол повышает экспрессию гена SLCO1B1 и количество белка 

OATP1B1. Прогестерон вызывает снижение уровня белка OATP1B1, без 

достоверного изменения экспрессии гена SLCO1B1. Тестостерон увеличивает 

экспрессию гена SLCO1B1 и относительное количество OATP1B1.  

Действие эстрадиола на OATP1B1 опосредовано транскрипционным 

фактором CAR, который, по-видимому, является единственным из изученных нами 

ядерным рецептором, опосредующим индукцию ОАТР1В1 под действием 

эстрадиола. По результатам эксперимента можно предположить, что все три 

рецептора – FXR, PXR и LXRα опосредуют индукцию ОАТР1В1 тестостероном 

(Рисунок 52). 
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Рисунок 52 – Обобщенный механизм влияния половых гормонов в высоких дозах 

на OATP1B1 

 

Эстрадиол и тестостерон увеличивают экспрессию гена SLCO1B3 и 

количество белка OATP1B3, а прогестерон не влияет на экспрессию гена SLCO1B3 

и количество белка OATP1B3. 

Индуцирующий эффект эстрадиола на OATP1B3 опосредует FXR, а 

стимулирующее действие тестостерона реализуется через LXRα (Рисунок 53). 

 
Рисунок 53 – Обобщенный механизм влияния половых гормонов в высоких дозах 

на OATP1B3 
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Повышение количества OATP1B1/OATP1B3 под действием эстрадиола и 

тестостерона приводит к однонаправленному увеличению активности белков-

транспортеров, воздействие прогестерона напротив, уменьшает активность 

OATP1B1/OATP1B3.  

Ключевой отличительной особенностью половых гормонов во влиянии на 

изученные белки-транспортеры через усыновленные рецепторы PXR, CAR, FXR, 

LXRα было то, что они оказывают свое действие в концентрациях существенно 

превышающие физиологические. Таким образом, выявлен новый механизм защиты 

от воздействия высоких доз половых гормонов клеток, не являющихся их 

мишенями, связанный со стимуляцией синтеза мембранных белков-транспортеров, 

посредством активации усыновленных ядерных рецепторов. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В экспериментах in vitro при кратковременном воздействии на клетки 

Сасо-2 и HepG2 выявлено прямое дозозависимое тканеспецифическое 

ингибирующее действие половых гормонов на активность белков-транспортеров. 

Эстрадиол оказывает ингибирующее действие на активность BCRP, OATP1B1, 

OATP1B3 только в максимальной концентрации - 100 мкМ. Прогестерон 

ингибирует Pgp в концентрациях 10 и 100 мкМ, BCRP – в диапазоне концентраций 

от 100 нМ до 100 мкМ, OATP1B1, OATP1B3 – в концентрациях от 1 до 100 мкМ. 

Тестостерон ингибирует только АТФ-зависимые транспортеры – Pgp и BCRP в 

концентрациях 10 и 100 мкМ. 

2. На клетках линии Caco-2 при экспозиции 24 ч показано, что эстрадиол 

увеличивает количество мРНК гена MDR1 (1-100 мкМ), относительное количество 

белка и активность Pgp (10-100 мкМ). Прогестерон повышает уровень мРНК гена 

MDR1 (10-100 мкМ) и количество белка Pgp (100 мкМ), но не влияет на его 

активность. Тестостерон снижает уровень мРНК гена MDR1 (10-100 мкМ), 

содержание белка Pgp и активность транспортера (1-100 мкМ). 

3. На клетках линии Caco-2 при длительности экспозиции 24 ч отмечено, что 

эстрадиол увеличивает экспрессию гена ABCG2 и количество белка BCRP (100 нМ, 

1, 10 и 100 мкМ), а также повышает активность белка-транспортера (1мкМ). 

Прогестерон повышает экспрессию гена ABCG2 в концентрациях 10-100 мкМ, 

количество белка BCRP (1-100 мкМ) и не влияет на его активность. Тестостерон 

повышает уровень мРНК гена ABCG2, уровень белка BCRP (1-100 мкМ) и не 

изменяет его активность. 

4. На клетках линии HepG2 при длительности воздействия 24 ч показано, что 

эстрадиол повышает экспрессию гена SLCO1B1, количество белка-транспортера и 

активность OATP1B1 (10 и 100 мкМ). Прогестерон (10 и 100 мкМ) вызывает 

снижение уровня белка OATP1B1 и его активности, без достоверного изменения 

экспрессии гена SLCO1B1. Тестостерон увеличивает экспрессию гена SLCO1B1, 

относительное количество и активность OATP1B1 (1, 10 и 100 мкМ).  
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5. На клетках линии HepG2 при длительности экспозиции 24 ч установлено, 

что эстрадиол увеличивает количество мРНК гена SLCO1B3 (1-100 мкМ), уровень 

белка и активность OATP1B3 (10 и 100 мкМ). Прогестерон не влияет на 

содержание мРНК гена и количество белка OATP1B3, однако при этом уменьшает 

активность транспортера. Тестостерон увеличивает уровень мРНК гена SLCO1B3, 

количество белка и активность транспортера (1-100 мкМ). 

6. Эстрадиол (10 и 100 мкМ) индуцирует Pgp, действуя через CAR, 

прогестерон (100 мкМ) повышает количество транспортера посредством CAR и 

PXR, а тестостерон (10-100 мкМ) снижает уровень Pgp, подавляя активацию CAR.  

7. Эстрадиол в концентрации 100 мкМ индуцирует BCRP, действуя через 

CAR и PXR. PXR опосредует стимулирующее действие прогестерона в 

концентрациях 1-100 мкМ на уровень BCRP, а FXR – дополнительно в 

концентрациях 10-100 мкМ. PXR и FXR участвуют в реализации стимулирующего 

действия тестостерона (1 и 10 мкМ) на уровень BCRP. 

8. Действие эстрадиола (10 и 100 мкМ) на OATP1B1 опосредовано 

транскрипционным фактором CAR, который, по-видимому, является 

единственным из изученных нами ядерным рецептором, опосредующим индукцию 

ОАТР1В1 под действием эстрадиола. Ядерные рецепторы - FXR, PXR и LXRα 

опосредуют индукцию ОАТР1В1 под действием тестостерона в концентрации 10 и 

100 мкМ. 

9. FXR опосредует индуцирующий эффект эстрадиола (в концентрации 10 и 

100 мкМ) на относительное количество OATP1B3 в клетках линии HepG2. 

Индуцирующее действие тестостерона (1-100 мкМ) на количество OATP1B3 

реализуется через LXRα. 

10. Усыновленные ядерные рецепторы PXR, CAR, FXR, LXRα играют 

важную роль посредников при воздействии половых гормонов (эстрадиола, 

прогестерона и тестостерона) в концентрациях, превышающих физиологические, 

на клетки кишечника и печени - основных органов, участвующих в 

фармакокинетике лекарственных веществ и не являющихся для них тканями-

мишенями.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. В экспериментах in vitro эстрадиол при экспозиции 24 ч можно 

использовать в качестве индуктора Pgp, BCRP, OATP1B1, OATP1B3, а тестостерон 

в качестве ингибитора Pgp и индуктора OATP1B1/OATP1B3. 

2. Прогестерон можно применять в экспериментах in vitro при 

кратковременном воздействии (15 и 30 мин) как прямой ингибитор Pgp, BCRP, 

OATP1B1/OATP1B3, а тестостерон как ингибитор Pgp и BCRP. 

3. Усыновленные рецепторы CAR и PXR можно использовать в качестве 

мишеней для модуляции активности белка-транспортера Pgp; CAR, PXR и FXR для 

модуляции BCRP; CAR – для модуляции OATP1B1; FXR и LXRα для модуляции 

OATP1B3. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

1. Выявленный механизм защиты клеток от воздействия половых гормонов в 

концентрациях, превышающих физиологические, необходимо подтвердить в 

исследованиях in vivo, например, на пациентах с гиперпродукцией данных 

гормонов. 

2. Целесообразно изучить роль других орфанных и усыновленных 

рецепторов в регуляции клинически значимых белков-транспортеров. 

3. Перспективно оценить влияние половых гормонов на другие орфанные и 

усыновленные рецепторы, в разных клеточных линиях что позволит выявить или 

объяснить их эффекты, не связанные с влиянием на гормонзависимые ткани. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ДХК – дезоксихолевая кислота 

ЛПВП – липопротеинов высокой плотности 

ЛХК – литохолевая кислота  

ПЦР-RT – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

ХДХК – хенодезоксихолевая кислота 

ХК – холевая кислота  

ABC – АTФ-связывающая кассета (англ.: АTP-binding cassette) 

AEBSF – 4-(2-аминоэтил)бензолсульфонилфторид  

AF – активаторная функция (англ.: activator function) 

AhR – арильный углеводородный рецептор (англ.: aryl hydrocarbon receptor) 

AhRE – элемент ответа на арилуглеводороды (англ.: aryl hydrocarbon response 

element)  

AR – андрогеновый рецептор (англ.: androgen receptor) 

ARE – элемент ответа на антиоксиданты (англ.: antioxidant response element) 

BCRP – белок резистентности рака молочной железы (англ.: breast cancer 

resistance protein) 

BSEP – эффлюксный переносчик желчных солей (англ.: bile salt export pump) 

Caco-2 – клетки аденокарциномы ободочной кишки человека (англ.: сancer coli, 

colon cancer) 

CAR – конститутивный андростановый рецептор (англ.: constitutive androstane 

receptor) 

CYP – цитохром (англ.: cytochrome) 

DBD –  ДНК-связывающий домен (англ.: DNA binding domain) 

DMEM – модифицированная среда Игла (англ.: Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) 

DNP – диарилпропионитрилом (англ.: diarylpropionitrile) 

EDTA – Этилендиаминтетрауксусная кислота (англ.: Ethylenediaminetetraacetic 

acid) 
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ER – эстрогенновый рецептор (англ.: estrogen receptor) 

ERE – элемент ответа на эстроген (англ.: estrogen response element)  

FXR – фарнезоидный Х рецептор (англ.: farnesoid X receptor) 

GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (англ.: glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) 

GNC – Комитет по номенклатуре генов (англ.: gene nomenclature committee) 

GR – глюкокортикоидный рецептор (англ.: glucocorticoid receptor) 

HEPES – буферный раствор (англ.: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 

acid) 

HIF-1α – фактор, индуцируемый гипоксией 1α (англ.: hypoxia-inducible factor 1α) 

HNF – ядерный фактор гепатоцитов (англ.: hepatocyte nuclear factor) 

HRE – элемент ответа на гипоксию (англ.: hypoxia response element)  

HUGO – Организации генома человека (англ.: Human Genom Organization) 

IC50 – полумаксимальная ингибирующая концентрация (англ.: half maximal 

inhibitory concentration) 

LBD – лиганд-связывающий домен (англ.: ligand binding domain) 

LBP – лиганд-связывающий карман (англ.: ligand binding pocket) 

LRH-1 – гомолог рецептора печени 1 (англ.: homologue of the liver receptor) 

LXR – печеночный Х рецептор (англ.: liver X receptor) 

MATE – белок экструзии лекарств и токсинов (англ.: multidrug and toxin extrusion) 

MCA – A и b-мурихолевые кислоты (англ.: muricholic acid) 

MDR1 – Ген множественной лекарственной устойчивости 1 (англ.: multidrug 

resistance protein 1) 

mRNA – mатричная РНК (англ.: messenger RNA) 

MRP – белок, ассоциированный с множественной лекарственной устойчивостью 

(англ.: multidrug resistance-associated protein) 

MRP1 – белки, ассоциированные с множественной лекарственной устойчивостью 

(англ.: multidrug resistance-associated protein) 

NBD – нуклеотидсвязывающий домен (англ.: nucleotide-binding domains) 

 NFkB – элемент ответа на субъединицу активного ядерного фактора каппа B 
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(англ.: Nuclear Factor Kappa B) 

NR – ядерные рецепторы (англ.: nuclear receptors) 

NTCP – полипептид ко-транспорта таурохолата натрия (англ.: Na+-taurocholate 

cotransporting polypeptide) 

OATP – полипептид, транспортирующий органические анионы (англ.: organic 

anion transporting polypeptide) 

OCT1 – транспортер органических катионов (англ.: organic cation transporters) 

OАТР – полипептид, транспортирующий органические анионы (англ.: organic 

anion transporting polypeptide) 

PBREM – фенобарбитал-чувствительный энхансерный модуль (англ.: 

phenobarbital responsive enhancer module) 

PBS – Фосфатно-солевой буфер (англ.: phosphate-buffered saline) 

PCN – лиганд прегненолона-16-карбонитрила (англ.: pregnenolone 16α-carbonitrile) 

Pgp – P-гликопротеин (англ.: P-glycoprotein) 

PPARγ – рецептор, активируемый пролифераторами пероксисом γ (англ.: 

peroxisome proliferator-activated Receptor γ) 

PPT – пропилпиразолтриолом (англ.: propylpyrazoltriol)   

PR – прогестероновый рецептор (англ.: progesterone receptor) 

PRE – элемент ответа на прогестерон (англ.: progesterone response element) 

PXR – прегнан-Х-рецептор (англ.: pregnane X receptor) 

RXR – ретиноидный X рецептор (англ.: retinoid X receptor) 

SLC – cемейство переносчиков растворенных веществ (англ.: solute carrier family) 

TMD – трансмембранный домен (англ.: trasmembrane domain) 

VBL – винбластин (англ.: Vinca alkaloid) 

VDR – Рецептор витамина D (англ.: Vitamin D Receptor) 

XREs – элемент ксенобиотического ответа (англ.: xenobiotic response element) 
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