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Р-гликопротеин (Pgp) – эффлюксный мембранный белок-транспортер, играю-

щий важную роль в фармакокинетике лекарственных веществ. Известно, что те-

стостерон может снижать активность и количество Pgp, однако механизмы его

действия остаются неизученными. Цель исследования – изучить механизмы

влияния тестостерона на функционирование Рgp, в частности оценить роль ан-

дрогенного (AR), прегнан Х (PXR) и конститутивного андростанового рецепто-

ров (CAR) в данном процессе in vitro и in vivo. In vitro на клетках линии Caco-2

воздействие тестостерона (1 и 10 мкМ) в течение 24 ч снижало количество Pgp

(метод вестерн-блот) по сравнению с контролем. Ингибитор PXR – кетоконазол

(1 и 10 мкМ, экспозиция 24 ч) не влиял на количество Pgp, а ингибитор CAR –

CINPA в концентрации 10 мкМ уменьшал содержание Pgp. Комбинация CINPA

10 мкМ и тестостерона 10 мкМ также снижала содержание Pgp, однако количе-

ство транспортера достоверно не отличалось от показателей групп изолирован-

ного применения тестостерона и CINPA. In vivo на кроликах-самцах породы

Шиншилла показано, что однократное внутримышечное введение тестостерона

ундеканоата в дозе 24 мг/кг массы повышало уровень тестостерона в сыворотке

крови на 21-е сутки исследования по сравнению с контролем, а после выполне-

ния орхиэктомии его содержание на 21-е сутки снижалось. Относительное коли-

чество Pgp и CAR в тощей кишке кроликов при введении тестостерона уменьша-

лось, а после выполнения орхиэктомии – увеличивалось. Количество PXR и AR

в тощей кишке кроликов в указанных группах статистически значимо не изменя-

лось. Таким образом, в опытах in vitro и in vivo показано, что тестостерон снижает

количество белка-транспортера Pgp, ингибируя CAR.
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Р-гликопротеин (Pgp, АВСВ1), белок суперсемейства АВС-транспортеров, ко-

торый экспрессируется в цитоплазматических мембранах и препятствует проник-

новению своих субстратов внутрь клеток, выводя их в межклеточное пространство

и биологические жидкости [1]. Доказана локализация Pgp в энтероцитах кишечни-

ка, гепатоцитах, эпителии почечных канальцев, эндотелии гистогематических ба-

рьеров, эндокринных и опухолевых клетках. При этом максимальная экспрессия

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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гена MDR1, кодирующего данный белок, обнаружена в надпочечниках и тонком

кишечнике [2]. Исходя из данной локализации, принято считать, что основными

функциями Pgp являются транспорт эндогенных веществ (стероидные, тиреоид-

ные гормоны), развитие резистентности опухолей к химиотерапевтическим аген-

там (за счет их эффлюкса из опухолевых клеток) и участие в фармакокинетике

(всасывании, распределении и выведении) лекарственных веществ [3].

Показано, что активность Pgp может изменяться под действием ряда веществ и

факторов внешней и внутренней среды. Так, гипокcия [4], окислительный стресс

[5], рифампицин [6] повышают активность транспортера, а прогестерон [7], кето-

коназол и амиодарон [6] ее снижают. Регуляция активности Pgp имеет важное

практическое значение. Ингибиторы синтеза и активности транспортера могут ис-

пользоваться в комплексной терапии онкологических заболеваний (подавление

функционирования Pgp повышает проникновение цитостатиков внутрь клеток)

[8], а изучение влияния лекарственных веществ на активность Pgp важно для про-

гнозирования межлекарственных взаимодействий. Ингибирование транспортера в

клетках кишечника, печени и почек может привести к повышению в крови кон-

центрации его субстратов и развитию побочных эффектов фармакотерапии (по-

средством повышения всасывания и замедления выведения), а повышение актив-

ности Pgp в данных органах – наоборот, к уменьшению уровня субстратов и сни-

жению эффективности лечения (путем снижения всасывания и ускорения

выведения) [3]. Наибольшее клиническое значение имеют субстраты Pgp антикоа-

гулянты – дабигатрана этексилат, ривароксабан, изменение концентрации кото-

рых в плазме крови может привести к кровотечению или к развитию тромбозов со-

ответственно [6]. Поэтому актуальным является тестирование принадлежности ле-

карственных и биологически активных веществ к субстратам, индукторам и

ингибиторам Pgp.

В ряде исследований было показано, что тестостерон может влиять на актив-

ность и количество Pgp. В эксперименте на роговицах новозеландских кроликов

было установлено, что тестостерон в концентрациях 100 и 150 мкМ не влиял на

опосредованный Рgp транспорт эритромицина через роговицу, однако в концен-

трациях 250 и 500 мкМ ингибировал активность белка-транспортера, при этом IC50

(концентрация, ингибирующая активность Pgp на 50%) составила 241 ± 27.6 мкМ [9].

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

ант, резистентный к лекарственной терапии) показано, что тестостерон в концен-

трациях 50–150 мкМ ингибировал активность Pgp, оцениваемую по эффлюксу суб-

страта белка-транспортера – даунорубицина [10]. В исследовании на линии клеток

VBL-resistant cell lines, J7.Vl-1 выявлено, что тестостерон в концентрации 50 мкМ умень-

шал содержание белка-транспортера в мембранах микросом на 45% [11]. В опытах

на изолированных участках двенадцатиперстной, тощей и подвздошной кишок

крыс установлено, что тестостерон в концентрации 20 мкМ повышал всасывание

субстрата Pgp – винбластина в двенадцатиперстной и тощей кишках, что свиде-

тельствует о его способности ингибировать белок-транспортер [12]. В эксперимен-

те на самках крыс линии Sprague-Dawley было показано, что введение им тестосте-

рона в дозе 10 мг/день в течение 7 дней приводило к снижению экспрессии (ве-

стерн-блот) и активности Pgp, оцениваемой по билиарному клиренсу доксорубицина

до показателей самцов [13]. На кроликах породы Шиншилла нами было показано,

что введение тестостерона вызывало уменьшение количества и активности Pgp в

тонком кишечнике, а орхиэктомия, наоборот, повышала количество и активность

транспортера [14, 15].

Таким образом, в большинстве исследований доказано, что тестостерон снижает

активность и количество Pgp. Однако механизмы выявленных изменений на дан-

ный момент не известны. Цель исследования – изучить механизмы влияния тесто-
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стерона на функционирование белка-транспортера Рgp, в частности оценить роль

андрогенного, прегнан Х и конститутивного андростанового рецепторов в данном

процессе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все процедуры выполнены с участием животных и соответствовали этическим

стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-

рации. Протокол исследования был рассмотрен и утвержден на заседании биоэти-

ческой комиссии Рязанского государственного медицинского университета Мин-

здрава России № 12 от 08.04.16 г.

Исследование выполнено in vitro и in vivo. Для экспериментов in vitro использо-

валась линия клеток аденокарциномы ободочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП

“Коллекция культур клеток позвоночных”, Санкт-Петербург, Россия). Клетки

культивировали при 37°С и 5%-ном содержании СО2 в инкубаторе WS-189C

(“World Science”, Корея) в среде Игла, модифицированной Дульбекко (DMEM), с

высоким содержанием глюкозы (4.5 г/л) (“Sigma-Aldrich”, Германия), с добавле-

нием L-глутамина (4 мМ) (“Sigma-Aldrich”, Германия), 15% эмбриональной бы-

чьей сыворотки (“Sigma-Aldrich”, Германия), 100 ЕД/мл и 100 мкг/мл пеницилли-

на и стрептомицина (“Sigma-Aldrich”, Германия) соответственно. Для определения

количества Pgp клетки культивировали в 6-луночных планшетах в течение 21 сут, по-

скольку при данном сроке происходит их спонтанная дифференцировка в энтеро-

цитоподобные клетки, гиперэкспрессирующие Pgp [16].

В ходе исследования in vitro было сформировано пять экспериментальных групп.

При выполнении каждого эксперимента было выполнено по 3 повторения (n = 3).

Первая группа – контроль, представлена клетками линии Сасо-2, которые инку-

бировали в питательной среде без добавления тестируемых веществ (n = 3). Вторая

группа – оценка влияния тестостерона на количество Pgp, включала клетки линии

Сасо-2, которые инкубировали с тестостероном в концентрациях 1 и 10 мкМ в те-

чение 24 ч (n = 3). Третья группа – изучение влияния ингибирования прегнан Х ре-

цептора (PXR) на количество Pgp, представляла собой клетки линии Caco-2, кото-

рые инкубировали с кетоконазолом (ингибитор PXR, “Sigma Aldrich”, Германия) в

концентрациях 1 и 10 мкМ в течение 24 ч (n = 3) [17]. Четвертая группа – исследо-

вание влияния ингибирования конститутивного андростанового рецептора (CAR)

на количество Pgp – клетки линии Caco-2 инкубировали с 5-[(Диэтиламино)аце-

тил]-10,11-дигидро-5Н-дибензо[b,f]азепин-3-[ил]этиловым эфиром карбаминовой

кислоты (CINPA 1, ингибитор CAR, “Tocris”, Великобритания) в концентрациях 1

и 10 мкМ в течение 24 ч (n = 3) [18]. Выбор данного ингибитора обусловлен его се-

лективностью по отношению к CAR и отсутствием влияния на PXR, например, в отли-

чие от другого ингибитора 1-(2-хлорофенил)-N-метил-N-(1-метилпропил)-3-изохино-

линкарбоксамида (PK11195). Пятая группа – оценка влияния комбинации 10 мкМ

CINPA и 10 мкМ тестостерона при длительности инкубации 24 ч на количество Pgp

(n = 3).

После окончания экспозиции клетки снимали с лунок раствором трипсин-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 (“Sigma-Aldrich”,

Германия) в течение 30 мин при 4°С и постоянном перемешивании из расчета

107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный лизат центрифугировали при 22440 g в

течение 10 мин (“AvantiJXN-3”, “BeckmanCoulter”, США). Супернатант использо-

вали для анализа.
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Исследование in vivo выполнено на кроликах-самцах породы Шиншилла, мас-

сой 3000–3500 г, в возрасте 7–10 мес. Выбор вида животных обусловлен наиболь-

шей схожестью механизмов регуляции Pgp у человека и кроликов [19, 20]. Все жи-

вотные были разделены на 4 экспериментальные группы. Первая группа (контроль 1) –

интактные кролики, которым внутримышечно вводили физиологический раствор

в объеме, эквивалентном объему раствора тестостерона, и через 21 сутки выводили

из эксперимента (n = 5). Вторая группа – кролики, которым однократно внутри-

мышечно вводили тестостерона ундеканоат (раствор для внутримышечного введе-

ния “Небидо” 250 мг/мл (“Bayer Pharma AG”, Германия) в дозе 24 мг/кг массы [21]

и выводили из эксперимента на 21-е сутки (n = 5). Третья группа (контроль 2) –

интактные кролики, которым выполняли “ложную” операцию и через 21 сутки вы-

водили из эксперимента (n = 5). Четвертая группа – кролики, которым выполняли

орхиэктомию и выводили из эксперимента на 21-е сутки после операции (n = 5).

Длительность наблюдения и доза тестостерона ундеканоата выбраны на основе ра-

нее полученных результатов об изменении активности и количества Pgp при повы-

шении и снижении уровня тестостерона [14, 15].

Оперативные вмешательства проводили в условиях операционной вивария Ря-

занского государственного медицинского университета с соблюдением методов

асептики и антисептики под наркозом, который осуществляли в/м введением кси-

лазина гидрохлорида (“Рометар”, “СПОФА”, Чехия) в дозе 4.0–6.0 мг/кг массы и

золетила-50 (“Virbac”, Франция) в дозе 5–10 мг/кг массы [22]. У всех животных пе-

ред выведением из эксперимента из ушной вены забиралась кровь и в сыворотке

определяли концентрацию тестостерона радиоиммунным методом с использова-

нием тест-систем “IMMUNOTECH” (Чехия). Концентрацию тестостерона выра-

жали в нмоль/л.

При завершении эксперимента животных каждой серии выводили из него пере-

дозировкой золетила (“Золетил 100”, “Virbac C.A.”, Франция) в дозе 30 мг/кг массы.

Для исследования забирали образец тощей кишки. Полученные образцы измельча-

ли и гомогенизировали в NP40 Cell Lysis Buffer Thermo (“Thermo Fisher Scientific”,

США) c добавлением смеси ингибиторов протеиназ (“Sigma-Aldrich”, Германия) с

помощью гомогенизатора Поттера (16–20 ударов) в соотношении масса ткани (мг) :

объем буфера (мл) 1 : 1, а затем инкубировали в течение 3 ч при 4°С и постоянном

перемешивании. Полученный гомогенат центрифугировали при 22440 g в течение

10 мин (“AvantiJXN-3”, “BeckmanCoulter”, США). Супернатант использовали для

анализа.

В полученных лизатах и гомогенатах методом вестерн-блот оценивали относи-

тельное количество Pgp, CAR, PXR и андрогенного рецептора (АR). Для этого белки

(30 мкг, количество белка анализировали методом Брэдфорда) подвергали элек-

трофорезу с использованием TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit (“Bio-Rad”) в

буферной системе Laemmli (“BioRad”). Перед загрузкой образцы обрабатывали в

соответствии с протоколом Bio-Rad. Их смешивали с буфером для образцов Laem-

mli (“Bio-Rad”), содержащем 2.5% 2-меркаптоэтанола (“Bio-Rad”) в соотношении

1 : 3, инкубировали 5 мин при температуре 70°C. Гели прогоняли при 100 В в тече-

ние 90 мин. Для определения относительного количества Pgp, CAR, PXR и AR ме-

тодом вестерн-блот использовали первичные мышиные моноклональные антитела

P-Glycoprotein Antibody MA5-13854 (“Invitrogen”, США), MB67 CAR Monoclonal

Antibody (“Invitrogen”, США), MA5-31808 PXR Monoclonal Antibody (1D12G1) (“In-

vitrogen”), США, Anti-Androgen Receptor antibody [DHTR/882] (“Abcam”, США) в

разведении 1 : 200. Визуализацию первичных антител осуществляли с использова-

нием вторичных кроличьих антител (Rabbit anti-Mouse IgG (H + L) Secondary Anti-

body, HRP, “Invitrogen”, США) в разведении 1 : 4000. Белки визуализировали хеми-

люминесценцией с помощью Chemi Doc XRS+ (“Bio-Rad”, США). Молекулярная
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масса белков была подтверждена путем сравнения с маркерами молекулярной мас-

сы (Precision plus protein standards Dual Color, “Bio-Rad”, США). Интенсивность

полученных полос (бэндов) анализировали денситометрически с помощью про-

граммного обеспечения ImageLab (“Bio-Rad”, США). Количество Pgp, CAR, PXR,

АR оценивали относительно содержания белка домашнего хозяйства GAPDH

(первичные GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68, “In-

vitrogen”, США, разведение 1 : 1000, вторичные антитела – вторичные кроличьи

антитела к первичным антителам GAPDH – Rabbitanti-Mouse IgG (H + L) Second-

ary Antibody, HRP, “Invitrogen”, США, разведение 1 : 4000).

Полученные результаты анализировали с помощью программы GgraphPadPrism 8.

Характер распределения данных оценивали с помощью критерия Шапиро–Уилка.

Учитывая, что данные имели нормальное распределение, для оценки статистиче-

ской значимости различий использовали дисперсионный анализ (ANOVA) для несвя-

занных выборок, попарные сравнения выполняли с помощью критерия Фишера.

Статистически значимыми считали различия при p < 0.05. Результаты представле-

ны в виде M ± SD.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Воздействие тестостерона на клетки линии Caco-2 в течение 24 ч приводило к

снижению количества Pgp в концентрации 1 мкМ на 32.4% (р < 0.0001), 10 мкМ на

42.9% (р < 0.0001) по сравнению с контролем (рис. 1). В то же время уровень CAR и

PXR достоверно не изменялся, а АR практически не детектировался (рис. 1).

Специфические ингибиторы CAR и PXR оказывали следующее влияние на уро-

вень Pgp. Ингибитор PXR – кетоконазол в концентрациях 1 и 10 мкМ и экспозиции

24 ч не влиял на количество Pgp, а ингибитор CAR – CINPA в концентрации 10 мкМ

снижал содержание Pgp на 37.6% (р < 0.0001) по сравнению с контролем (рис. 2).

Комбинация 10 мкМ CINPA и 10 мкМ тестостерона также снижала содержание Pgp в

клетках линии Caco-2 по сравнению с показателями контроля на 44.3% (р < 0.0001), од-

нако количество транспортера достоверно не отличалось от показателей групп изо-

лированного применения тестостерона и CINPA (рис. 2).

Рис. 1. Относительное количество гликопротеина-Р (Pgp, 1), конститутивного андростанового рецепто-

ра (CAR, 2), прегнан-Х-рецептора (PXR, 3), андрогенного рецептора (АR) в клетках линии Сасо-2 при

воздействии тестостерона в концентрациях 1 и 10 мкМ в течение 24 ч (M ± SD, n = 3). ****p < 0.0001 по

сравнению с контролем (C) (критерий Фишера).
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В эксперименте in vivo установлено, что внутримышечное введение тестостерона

ундеканоата кроликам в дозе 24 мг/кг массы приводило к повышению уровня те-

стостерона в сыворотке крови на 21-е сутки исследования на 166.7% (p = 0.001) по

сравнению с контролем 1. После выполнения орхиэктомии содержание тестосте-

рона в сыворотке крови на 21-е сутки снижалось на 92.9% (р = 0.012) относительно

контроля 2 (рис. 3).

Относительное количество Pgp в тощей кишке кроликов при введении тестосте-

рона ундеканоата снижалось на 35.5% (р < 0.001), а при выполнении орхиэктомии – уве-

личивалось на 50.9% (р < 0.01) (рис. 4а). Содержание CAR в тощей кишке при ис-

пользовании тестостерона ундеканоата снижалось на 30.4% (р < 0.001), а при вы-

полнении орхиэктомии увеличивалось на 100% (р < 0.0001) (рис. 4b).

Рис. 2. Относительное количество гликопротеина-Р (Pgp) в клетках линии Сасо-2 в контроле (1), при

воздействии CINPA 1 мкМ (2) и 10 мкМ (3), сочетанном применении тестостерона 10 мкМ и CINPA

10 мкМ (4), при инкубации с кетоконазолом 1 мкМ (5) и 10 мкМ (6) в течение 24 ч (M ± SD, n = 3). ****p <

< 0.0001 по сравнению с контролем (критерий Фишера).
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Количество PXR в тощей кишке кроликов оставалось на уровне контроля при

изменении сывороточной концентрации тестостерона. АR детектировался в следо-

вых количествах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Pgp (ABCB1) – самый изученный белок-транспортер из суперсемейства АВС-

транспортеров. Он играет важную роль в феномене резистентности опухолей к ци-

тостатикам, удаляя их из клеток в межклеточное пространство, а также обеспечи-

вает транспорт экзогенных и эндогенных веществ [3, 8]. Механизмы регуляции Pgp

активно изучаются с целью разработки подходов к преодолению множественной

лекарственной устойчивости опухолей, а также для улучшения доставки фармако-

логических активных веществ и прогнозирования развития фармакокинетических

межлекарственных взаимодействий.

На данный момент выделяют следующие механизмы регуляции Pgp [23]: изме-

нение экспрессии гена MDR1 посредством влияния на его промотор; полимор-

физм гена MDR1; увеличение дозы гена – амплификация участка генома, содержа-

щего ген MDR1; стабилизация мРНК гена MDR1; влияние микроРНК на экспрес-

сию Pgp; передача Pgp между клетками; изменение активности синтезированного

белка-транспортера; влияние на гидролиз АТФ; изменение свойств цитоплазмати-

ческих мембран. В ряде работ было показано, что тестостерон обладает способно-

стью ингибировать активность Pgp без влияния на его количество. Согласно дру-

гим данным, тестостерон снижает и количество изучаемого белка-транспортера [9,

10, 14, 15].

В настоящем исследовании на клетках линии Caco-2 при воздействии тестосте-

рона в концентрациях 1 и 10 мкМ и инкубации 24 ч, а также на кроликах-самцах

породы Шиншилла при внутримышечном введении тестостерона ундеканоата в

дозе 24 мг/кг массы в тощей кишке было подтверждено снижение количества Pgp.

Для изучения механизмов влияния тестостерона на уровень Pgp было оценено ко-

Рис. 3. Концентрация тестостерона в сыворотке крови кроликов-самцов при внутримышечном введе-

нии физиологического раствора (1), при внутримышечном введении тестостерона ундеканоата в дозе 24 мг/кг

массы (2), при проведении “ложной” операции (3), при орхиэктомии (4) на 21-е сутки (M ± SD, n = 5).

*p ≤ 0.01; **p ≤ 0.001 по сравнению с соответствующим контролем (критерий Фишера).
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личество АR, PXR и CAR. PXR и CAR являются членами суперсемейства ядерных

рецепторов. Показано, что они стимулируют экспрессию генов, которые кодируют

белки, участвующие в метаболизме и элиминации ксенобиотиков, таких как цито-

хромы P450, глюкуронозилтрансферазы, сульфотрансферазы и белки множествен-

ной лекарственной устойчивости [24, 25]. В опытах in vitro уровень CAR и PXR при

воздействии тестостерона достоверно не изменялся, а АR практически не детекти-

ровался. Известно, что индукторы/ингибиторы CAR и PXR могут влиять на дан-

ные транскрипционные факторы без изменения их количества [26, 27]. То есть те-

стостерон теоретически может влиять на Pgp через ингибирование CAR и PXR. Для

проверки данной гипотезы на клетках линии Caco-2 были выполнены экспери-

менты с использованием прямых ингибиторов CAR и PXR. В ходе исследования

было выявлено, что ингибитор CAR – CINPA в концентрации 10 мкМ снижал ко-

личество Pgp, при этом комбинация CINPA и тестостерона также вызывала сниже-

ние уровня белка-транспортера, причем на том же уровне, что и изолированное

применение ингибитора CAR. Ингибирование PXR не оказывало достоверного

Рис. 4. Относительное количество гликопротеина-Р (Pgp) (а), конститутивного андростанового рецеп-

тора (CAR) (b) в тощей кишке кроликов-самцов при внутримышечном введении физиологического

раствора (1), при внутримышечном введении тестостерона ундеканоата в дозе 24 мг/кг массы (2), при

проведении “ложной” операции (3), при орхиэктомии (4) на 21-е сутки (M ± SD, n = 5). ** p < 0.01;

***p < 0.001; **** р < 0.0001 по сравнению с соответствующим контролем (критерий Фишера).
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влияния на уровень Pgp, это свидетельствует о том, что указанный рецептор не иг-

рает существенной роли в реализации влияния тестостерона на количество белка-

транспортера.

В экспериментах in vivo снижение уровня тестостерона в сыворотке крови, вы-

званное орхиэктомией, сопровождалось повышением количества Pgp и CAR в тощей

кишке. И наоборот, повышение концентрации тестостерона в сыворотке крови, вы-

званное внутримышечным введением тестостерона ундеканоата в дозе 24 мг/кг вы-

зывало снижение количества белка-транспортера и CAR.

Как и в культуре клеток Caco-2, в тощей кишке кроликов АR практически не де-

тектировался, а концентрация PXR достоверно не изменялась в ходе эксперимен-

та. Полученные данные in vitro и in vivo в совокупности свидетельствуют о том, что

тестостерон оказывает влияние на уровень Pgp в энтероцитах, скорее всего, через

CAR. Полученные результаты косвенно подтверждаются данными литературы.

Так, на культурах клеток g2car-3 и HepG2 показано, что андростанол, андростенол,

тестостерон и андростендион (1–10 мкМ) подавляли активность CAR [28, 29].

В исследованиях на мышах выявлено, что орхиэктомия приводила к повышению

синтеза CAR [29]. В то же время в исследовании на клетках линии hCMEC/D3

установлено, что ингибирование не только CAR, но и PXR уменьшало экспрессию

Pgp [30].

Отсутствие значения PXR в регуляции Pgp, выявленное в нашем исследовании,

может быть связано с разными линиями клеток, использованными в экспериментах.

Механизм влияния андрогенов на CAR окончательно не установлен. Предполага-

ется, что андростанол и андростенол ингибируют CAR, способствуя высвобожде-

нию коактиватора из лиганд-связывающего домена рецептора [28]. Ограничением

исследования является то, что роль CAR в регуляции Pgp in vivo была доказана

лишь косвенно, по анализу уровня орфанного рецептора при изменении уровня

тестостерона. Для подтверждения полученных данных требуются дальнейшие ис-

следования, в частности эксперименты на животных с нокаутом CAR.

Таким образом, in vitro на клетках линии Caco-2 и in vivo на кроликах показано,

что тестостерон снижает количество белка-транспортера Pgp, ингибируя конститу-

тивный андростановый рецептор. Полученные результаты можно рассматривать

как способ преодоления множественной лекарственной устойчивости опухолевых

клеток, обусловленной гиперэкспрессией данного белка-транспортера, а консти-

тутивный андростановый рецептор – как возможную фармакологическую мишень

для реализации этой цели.
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The Mechanism of the Influence of Testosterone on the Transport Protein P-Glycoprotein
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P-glycoprotein (Pgp) is an efflux membrane transport-protein that plays an important

role in the protection of tumor cells from cytostatics and the drugs pharmacokinetics.

Some studies have shown that testosterone can reduce the activity and expression of Pgp,
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but the mechanisms of these changes remain unexplored. The aim of this study was to

evaluate the role of androgenic, pregnane X and constitutive androstane receptors in this

process in experiments in vitro and in vivo. In vitro on Caco-2 cells testosterone (1 and

10 μM for 24 h) reduced the amount of Pgp (western blot method) compared to the con-

trol. The pregnane X receptor (PXR) inhibitor ketoconazole (1 and 10 μM, 24 h expo-

sure) did not affect the amount of Pgp, while the constitutive androstane receptor (CAR)

inhibitor CINPA at a concentration of 10 μM reduced the Pgp content. The combina-

tion of CINPA 10 μM and testosterone 10 μM also reduced the Pgp content, however,

the amount of the transporter did not differ significantly from the values of the groups of

isolated testosterone and CINPA. In vivo on male Chinchilla rabbits it was shown that

single intramuscular injection of testosterone undecanoate at a dose of 24 mg/kg of body

weight increased the level of testosterone in the blood serum on the 21-st day of the

study compared to the control, and after orchiectomy, its content decreased on the

21st day. The relative amount of Pgp and CAR in the jejunum of rabbits decreased with

the introduction of testosterone, and increased with orchiectomy. The amount of PXR

and testosterone receptor in the jejunum of rabbits did not change significantly. Thus,

in vitro and in vivo experiments have shown that testosterone reduces the amount of the

Pgp transport protein by inhibiting the constitutive androstane receptor.

Keywords: P-glycoprotein, testosterone, Caco-2 cells, pregnan X receptor, constitutive

androstane receptor, androgen receptor, western blot
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