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 АННОТАЦИЯ 
Р-гликопротеин – эффлюксный белок-транспортер, активность и количество которого повышаются в условиях окислительного стресса. 
Индукция Pgp при развитии окислительного стресса имеет защитное значение, что сопровождается поддержанием жизнеспособности 
клеток и опосредовано возможным транспортом малонового диальдегида из клеток.  
Ключевые слова: Р-гликопротеин, DL-бутионинсульфоксимин, окислительный стресс, цитотоксичность. 
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             PROTECTIVE ROLE OF P-GLYCOPROTEIN UNDER ENDOGENOUS OXIDATIVE STRESS IN VITRO 
 

ANNOTATION 
P-glycoprotein is an efflux transporter protein, the activity and amount of which increase under conditions of oxidative stress. The induction of Pgp 
during the development of oxidative stress has a protective value, which is accompanied by the maintenance of cell viability and is mediated by the 
possible transport of malondialdehyde from cells. 
Key words: P-glycoprotein, DL-butionine sulfoximine, oxidative stress, cytotoxicity. 

  
Введение. Р-гликопротеин (Pgp) – это эффлюксный белок-

транспортер, характеризующийся низкой субстратной 
специфичностью, способный распознавать широкий спектр 
веществ, включающий эндогенные лиганды, такие как цитокины, 
гормоны коры надпочечников, билирубин, а также лекарственные 
вещества [11-14]. Так как Рgp обнаружен в эпителии кишечника, 

почек, печени и эндотелиальных клетках гистогематических 
барьеров, считается, что данный белок выполняет защитную 
функцию за счет АТФ-зависимого выведения ксенобиотиков из 
клеток во внеклеточное пространство или просвет органов [1-4].  

В настоящее время доказано, что экспрессия Pgp 
увеличивается при изменении условий окружающей среды – 
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гипоксия, рН, уровень гормонов, а также [15-18] при изменении 
редокс-статуса клетки.  Так, например, количество и активность 
Pgp возрастают в условиях умеренного окислительного стресса 
(ОС) экзогенной и эндогенной природы [19-20] а также под 
действием прооксидантов, но снижается при высоких уровнях 
активных форм кислорода, что связано с их токсическим 
действием [3-5]. 

Цель – определить роль Р-гликопротеина в условиях 
эндогенного окислительного стресса in vitro. 

Материалы и методы. Исследование выполнено на линии 
клеток Caco-2 (клетки аденокарциномы ободочной кишки 
человека), полученной из ФГБУН ИНЦ РАН, Санкт-Петербург. 

Клетки линии Caco-2 культивировали при 37º С и 5% 
содержании СО2 в Дульбекко модифицированной среде Игла 
(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 («SigmaAldrich», 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 6- и 96-
луночные планшеты («Corning», США). Клетки культивировали в 
течение 21 сут, поскольку при данном сроке происходит их 
спонтанная дифференцировка в энтероцитоподобные клетки, 
гиперэкспрессирующие Pgp [6]. 

Эндогенный ОС воспроизводили с помощью ингибитора 
синтеза глутатиона – DL-бутионинсульфоксимина (БСО, 
ингибитор γ-глутамилцистеинсинтетазы) в конечных 
концентрациях в питательной среде 1, 5, 10, 50, 100 и 500 мкМ. 
Длительность экспозиции составила 24 ч. 

Эксперимент состоял из нескольких серий:  
Первая серия – контроль – клетки инкубировали в 

питательной среде с добавлением в эквивалентном объеме воды 
для инъекций (растворитель БСО). 

Вторая серия – моделирование ОС – клетки культивировали в 
питательной среде в течение 24 ч с добавлением БСО в 
концентрациях 1, 5, 10, 50, 100 и 500 мкМ и оценивали их 
выживаемость по результатам МТТ-теста. 

Третья серия – влияние ингибирования Pgp на выживаемость 
клеток под действием БСО. За 30 мин до добавления БСО в 
питательную среду вносили ингибитор Pgp - верапамил в 
концентрации 200 мкМ. 

Четвертая серия – влияние индукции Pgp на выживаемость 
клеток под действием БСО. За 24 ч до добавления БСО в 
питательную среду вносили индуктор Pgp – рифампицин в 
концентрации 10 мкМ. 

Для оценки уровня продуктов перекисного окисления липидов 
клетки разрушали в 450 мкл лизирующего буфера (50 мМ pH 7,4 
Tris-HCl, 150 мМ KCl, 0,5% тритон X-100, ингибиторы протеиназ). 
Метод определения продуктов ПОЛ – малонового диальдегида и 
4-гидрокси-олефинов (4-гидрокси-2-ноненаля и 4-гидрокси-2-
гексеналя) – основан на их взаимодействии с 1-метил-2-
фенилиндолом с образованием стабильного хромофора, который 
имеет максимум поглощения при 586 нм [7]. Полученные 
результаты выражали в мкмоль/мг белка. 

Оценку выживаемости клеток (цитотоксического действия 
изучаемых агентов) определяли по результатам МТТ-теста. Клетки 
культивировали в 96-луночном планшете. После завершения 
экспозиции с тестируемыми веществами в каждую лунку 96-
луночного планшета добавляли по 20 мкл 0,5% раствора бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетразолия (МТТ) и 
инкубировали в течение 2 ч, затем раствор МТТ удаляли и 
добавляли 200 мкл 1% раствора диметилсульфоксида («ПанЭко», 
Россия) [8]. Поглощение измеряли через 10 мин при 530 нм на 
спектрофотометре для планшетов Stat Fax 2100 («Awareness 
Technology», США). 

Жизнеспособность клеток Сасо-2 рассчитывали по формуле:  

 
где ОП — оптическая плотность. 
Полученные результаты aнализировали с помощью 

программ StatSoft Statistica 13,0, Microsoft Excel, GraphPad Prism8. 
Результаты в таблицах и графиках представлены в виде M±SD. Для 
оценки статистической значимости различий использовали 
дисперсионный анализ (ANOVA), попарные сравнения выполняли 
с помощью теста Даннетта. 

Результаты исследования. В результате воздействия БСО в 
концентрациях от 10 до 500 мкМ наблюдалось развитие 
эндогенного ОС, о чем свидетельствует снижение уровня 
глутатиона и повышение концентрации продуктов окислительного 
повреждения белков [4]. Однако, концентрация малонового 
диальдегида (МДА) статистически значимо не изменялась и 
составила 2,482±0,028 мкмоль/мг белка в контроле и 2,465±0,065 
мкмоль/мг белка в среднем при воздействии БСО в концентрациях 
1-500 мкМ. Вероятно, что МДА является субстратом Pgp и 
выводит это токсическое соединение из клетки [9], способствуя 
поддержанию ее жизнеспособности. 

Для подтверждения выдвинутой гипотезы изучалась 
выживаемость клеток линии Caco-2 при воздействии БСО (1-500 
мкМ) в течение 24 ч на фоне индукции и ингибирования Pgp. 
Жизнеспособность клеток при воздействии БСО в концентрации 
500 мкМ и сроке инкубации 24ч снижалась на 23,9% относительно 
контроля, а при внесении рифампицина статистически значимо не 
отличалась от значений контроля и была статистически значимо 
выше на 20,1% (р=0,028) относительно значений группы БСО 500 
мкМ. 

Применение ингибитора белка-транспортера (верапамил) 
снижало жизнеспособность клеток: при концентрации 10 мкМ на 
18,5% (р=0,017), 50 мкМ – 13,4% (р=0,008), 100 мкМ – 26,1% 
(р=0,0004), 500 мкМ – 45,6% (р<0,0001) относительно значений 
контроля. Важно отметить, что при предварительном 
ингибировании Pgp и использовании БСО в концентрациях 100 и 
500 мкМ жизнеспособность клеток статистически значимо 
снижалась на 15,4% (р=0,026) и 28,4% (р=0,0022) относительно 
самостоятельного воздействия прооксиданта (рис. 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. Изменение жизнеспособности клеток в 

условиях моделирования окислительного стресса (3, БСО), 
предварительной индукции (1, рифампицин) и ингибирования 
(4, верапамил) активности Р-гликопротеина при 
моделировании ОС, контроль принимали за 100 % (2).  

Примечание: * - р < 0,05 статистически значимые отличия 
относительно контроля; # - р < 0,05 статистически значимые 
отличия относительно группы БСО. 
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Заключение. На основании результатов представленного 
исследования выдвинута гипотеза, что продукт перекисного 
окисления липидов МДА может транспортироваться Pgp, выводя 
его из клетки в условиях эндогенного ОС. Известно, что МДА 
может взаимодействовать с белками и нуклеиновыми кислотами, 

усугубляя окислительное повреждение клеток. Именно поэтому 
удаление МДА из клеток тормозит дальнейшее развитие и 
усугубление ОС, способствуя сохранению жизнеспособности 
клеток. Данные результаты свидетельствуют о том, что Pgp играет 
защитную роль в клетках при развитии эндогенного ОС. 
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