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ВЛИЯНИЕ ПОЛОВЫХ ГОРМОНОВ НА БЕЛОК ТРАНСПОРТЕР ABCG2
В КЛЕТКАХ ЛИНИИ Caco-2
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АBCG2-белок (BCRP, белок резистентности рака молочной железы) – эффлюксный трансмем-
бранный белок, принимающий участие в транспорте эндо- и экзогенных веществ, а также развитии
резистентности опухолей к химиотерапии. В рамках настоящей работы оценивалось влияние поло-
вых гормонов прогестерона, эстрадиола и тестостерона на относительное количество ABCG2 в
клетках линии Caco-2, а также роль орфанных рецепторов (фарназоид Х рецептора (FXR), консти-
тутивного андростанового рецептора (CAR), прегнан Х рецептора (PXR), печеночного X рецептора
подтипа альфа (LXRa)) в данном процессе. Количество ABCG2 оценивали методом вестерн-блот.
Гормоны использовали в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ и длительностью экспозиции 24 ч. Все гор-
моны во всех концентрациях вызывали повышение количества ABCG2. Ингибирование PXR и FXR
препятствовало повышению уровня ABCG2 под действием прогестерона. Подавление CAR и PXR
частично уменьшало экспрессию ABCG2, вызванную эстрадиолом по сравнению с изолированным
воздействием эстрогена, но все равно уровень транспортера превышал показатели контроля. Инги-
бирование PXR и FXR снижало индуцирующее действие тестостерона, тем не менее уровень транс-
портера превышал показатели контроля. Таким образом, в ходе исследования было показано, что
все половые гормоны во всех концентрациях повышали количество ABCG2, причем в реализации
действия эстрадиола принимают участие CAR и PXR, а тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

Ключевые слова: АBCG2, белок резистентности рака молочной железы, орфанные рецепторы, кле-
точная линия Сасо-2
DOI: 10.31857/S0233475523050109, EDN: NXXQGR

ВВЕДЕНИЕ

АBCG2-белок (BCRP, белок резистентности
рака молочной железы) – мембранный транспор-
тер массой 75 кДа, который впервые был иденти-
фицирован в линии клеток рака молочной желе-
зы человека (MCF-7/AdrVp). Данные клетки ха-
рактеризовались ATP-зависимым механизмом,
который уменьшал внутриклеточное накопление
и токсичность химиотерапевтического препарата
митоксантрона [1].

В настоящее время установлено, что ABCG2
является членом суперсемейства АВС-транспор-
теров человека (подсемейство G) и использует
гидролиз ATP для активного транспорта субстра-
тов против их электрохимического градиента из
клеток во внеклеточное пространство, биологи-
ческие жидкости и полости органов. Функцио-
нальная единица ABC-транспортеров характери-
зуется двумя нуклеотид-связывающими домена-

ми (NBD) и двумя трансмембранными доменами
(TMD), которые вместе образуют полость транс-
локации субстрата.

В отличие от многих других членов суперсе-
мейства ABC-транспортеров, ген ABCG2 кодиру-
ет половину белковой молекулы ABCG2 с одной
цитоплазматической областью NBD, за которой
следует одна область TMD, состоящая из шести
α-спиралей, необходимых для распознавания и
транспорта субстрата. Недавний анализ кристал-
лической структуры показал, что ABCG2 суще-
ствует как в димерном, так и в тетрамерном со-
стоянии, состоящем из двух димеров [2, 3].

ABCG2 обладает широкой субстратной специ-
фичностью и способен транспортировать струк-
турно и химически несвязанные вещества эндо-
генной и экзогенной природы, например, миток-
сантрон, метотрексат, доксорубицин, топотекан,
а также порфирины, желчные кислоты и эстро-
ны [4].

УДК 576.54
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ABCG2 экспрессируется в гепатоцитах, энте-
роцитах, эпителии почечных канальцев, эндоте-
лии гистогематических барьеров в мозге, тестику-
лах, плаценте, а также в опухолевых клетках, где
он выполняет важнейшую защитную роль, огра-
ничивая клеточное и тканевое накопление ксено-
биотиков [5, 6]. Кроме того, ABCG2 принимает
участие в выведении мочевой кислоты в прокси-
мальных канальцах почек, и снижение его актив-
ности, например, в результате полиморфизмов в
гене, кодирующем транспортер, может предрас-
полагать к развитию подагры [7].

Механизмы регуляции ABCG2 активно изуча-
ются в настоящее время. Учитывая высокую экс-
прессию ABCG2 в опухолевых клетках, чувстви-
тельных к женским половым гормонам, а также в
синцитиотрофобластах плаценты в ряде исследо-
ваний было показано влияние половых гормонов
на данный белок-транспортер.

Обработка ER-позитивных клеток (ER – ре-
цептор эстрогена) рака молочной железы челове-
ка T47D:A18 10 нМ 17β-эстрадиолом в течение
24 ч индуцировала увеличение мРНК ABCG2 в
3 раза. Более того, мутации и делеции эстроген-
респонсивного элемента в промоторе ABCG2 со-
ответственно ослабляли и отменяли эту индукцию,
предполагая прямую регуляторную роль эстроге-
на [8]. Однако клеточная линия T47D (протоко-
вая карцинома молочной железы), трансфициро-
ванная конструкцией люциферазы промотора
ABCG2, показала, что обработка 17β-эстрадио-
лом (0.1–10000 нМ) в течение 24 ч не влияла на
активность люциферазы. Авторы предположили,
что отсутствие промоторной активности может
быть связано с низким эндогенным уровнем ERα
в этих клетках. Трансфекция клеточной линии
T47D конструкцией с ERα приводила к значи-
тельной индукции активности люциферазы по-
сле обработки 17β-эстрадиолом [9].

Эстрадиол в концентрации 100 нМ при воз-
действии в течение 12 и 48 ч повышал экспрессию
мРНК ABCG2 (12 ч) и уровень белка (48 ч) в 1.5 ра-
за по сравнению с контрольными носителями в
первичных трофобластах, выделенных из доно-
шенных плацент человека [10].

Инкубация клеточной линия хориокарцино-
мы человека BeWo с прогестероном (1–10 мкМ) в
течение 72 ч индуцировала экспрессию мРНК и
белка ABCG2 до 2 раз [11]. Кроме того, прогестерон
уменьшал внутриклеточное накопление класси-
ческого субстрата ABCG2 митоксантрона, что со-
гласуется с повышенной активностью транспор-
тера [12].

В исследовании Yasuda и соавт. трансфициро-
вали клеточную линию T47D плазмидой с про-
мотором ABCG2 и люциферазой. После воздей-
ствия ряда концентраций прогестерона (1 нМ–
10 мкМ) в течение 24 ч было продемонстрировано

~2.6-кратное повышение активности люцифера-
зы. Активацию люциферазы можно было инвер-
тировать при добавлении 100 нМ мифепристона
(RU-486) – стероидного гормона, сходного по
структуре с природным прогестероном [9]. Ин-
тересно, что после обработки прогестероном
(0.0001 нМ–10 мкМ) в течение более длительного
периода времени (48 ч) экспрессия и активность
ABCG2 значительно снижались как в клеточных
линиях T47D, так и в MCF-7 [13, 14].

Таким образом, в данных исследованиях были
получены противоречивые результаты. При этом
работы были выполнены преимущественно на
опухолевых клетках-мишенях для женских поло-
вых гормонов. В то же время, учитывая локализа-
цию ABCG2 не только в опухолевых клетках и
клетках репродуктивной системы, но и в органах,
участвующих в фармакокинетике лекарственных
веществ (например, кишечнике, печени), акту-
альным является изучение влияния половых гор-
монов на ABCG2 и в клетках данных органов. Вли-
яние тестостерона на данный белок-транспортер
в доступной литературе обнаружено не было.

Учитывая низкую экспрессию рецепторов по-
ловых гормонов в кишечнике, можно предполо-
жить, что прогестерон, эстрадиол и тестостерон
будут оказывать свои эффекты через другие ре-
цепторы. С этих позиций обращают на себя вни-
мание орфанные рецепторы, являющиеся члена-
ми суперсемейства ядерных рецепторов. Свое на-
звание они получили из-за того, что в отличие от
классических ядерных рецепторов для них не бы-
ли известны эндогенные лиганды [15]. На данный
момент считается, что лигандом печеночного X
рецептора подтипа альфа (LXRα) являются окси-
стеролы, конститутивного андростанового ре-
цептора (CAR) – андростан, прегнан Х рецептора
(PXR) – прегненолон 16α-карбонитрил, фарна-
зоид Х рецептора (FXR) –желчные кислоты [16–18].

Доказана важная роль LXRα в регуляции мета-
болизма липидов и холестерина, CAR и PXR –
внутриклеточного метаболизма и окислительно-
восстановительного баланса, FXR в регуляции
синтеза желчных кислот. Кроме того, все эти ре-
цепторы (LXRα, CAR, PXR, FXR) могут прини-
мать участие в регуляции ферментов I и II фазы
биотрансформации (например, изоферментов ци-
тохромов Р450), а также белков-транспортеров [19].

В ряде исследований было показано, что поло-
вые гормоны могут влиять на LXRα [20], CAR [21],
PXR [22], FXR [23, 24].

Поэтому целью настоящей работы явилось
изучение воздействия половых гормонов проге-
стерона, эстрадиола и тестостерона на относи-
тельное количество ABCG2 в клетках линии
Caco-2, а также оценка роли орфанных рецепто-
ров (фарназоид Х рецептора, конститутивного
андростанового рецептора, прегнан Х рецептора,
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СЛЕПНЕВ и др.

печеночного X рецептора подтипа альфа) в дан-
ном процессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток. Исследование вы-

полнено на линии клеток аденокарциномы обо-
дочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП “Коллек-
ция культур клеток позвоночных”, Санкт-Петер-
бург, Россия). Клетки культивировали при 37°C
и 5% содержании СО2 в инкубаторе WS-189C
(World Science, Корея) в Дульбекко модифициро-
ванной среде Игла (DMEM) с высоким содержа-
нием глюкозы (4500 мг/л) (Sigma-Aldrich, Герма-
ния), с добавлением L-глутамина (4 мМ) (Sigma-
Aldrich), 15% эмбриональной бычьей сыворотки
(Sigma-Aldrich), 100 ед/мл и 100 мкг/мл пеницил-
лина и стрептомицина (Sigma-Aldrich) соответ-
ственно.

Клетки культивировали в течение 21 сут, по-
скольку при данном сроке происходит их спон-
танная дифференцировка в энтероцитоподобные
клетки, экспрессирующие ABCG2 [25].

Клетки культивировали в 6-луночных план-
шетах. Прогестерон (Sigma-Aldrich, США), эст-
радиол (Sigma-Aldrich), тестостерон (Sigma-Al-
drich), добавляли к монослою клеток в концен-
трациях 1, 10 и 100 мкМ и инкубировали в течение
24 ч. Клетки контрольной группы инкубировали
в течение 24 ч в питательной среде с добавлением
этанола (растворитель тестируемых веществ) в
конечной концентрации 0.01%.

Для оценки роли орфанных рецепторов (LXRα,
CAR, PXR, FXR) совместно с половыми гормона-
ми в концентрации 10 мкМ к клеткам добавляли
ингибитор LXRα 3-(3,4-Диметоксифенил)-N-[4-
(трифлуорометил)фенил]-2-пропенамид (TFCA,
30 мкМ, Sigma-Aldrich) [26], ингибитор CAR
5-[(Диэтиламино)ацетил]-10,11-дигидро-5Н-ди-
бензо[b,f]азепин-3-ил]этиловый эфир карбами-
новой кислоты (CINPA1, 10 мкМ, Tocris, Велико-
британия) [27], ингибитор PXR кетоконазол
(10 мкМ, Sigma-Aldrich) [28], ингибитор FXR та-
уро-β-холевую кислоту в концентрации 200 мкМ
(β-TA, Sigma Aldrich) [29]. Ингибиторы добавляли
за 30 мин до внесения гормонов.

После окончания экспозиции с тестируемыми
веществами клетки снимали с поверхности лунок
раствором трипсин-EDTA (0.25% трипсина и
0.2% EDTA, Sigma-Aldrich), трижды промывали
раствором фосфатного буфера (Bio-Rad, США) и
лизировали в буфере Ripa (Sigma-Aldrich) c добав-
лением смеси ингибиторов протеиназ: 2 мМ
гидрохлорида 4-(2-аминоэтил)бензолсульфонил-
фторида (AEBSF), 0.3 мкМ апротинин, 130 мкМ
бестатин, 1мМ EDTA, 14 мкМ транс-эпоксисук-
цинил-L-лейциламидо(4-гуанидино)бутан (Е-64),
1 мкМ лейпептин (Sigma-Aldrich) в течение 30 мин

при +4°С и постоянном перемешивании из рас-
чета 107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный
лизат центрифугировали при 5000g (CM-50, Ep-
pendorf, Германия). Супернатант использовали
для выполнения биохимических исследований.

Количество белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорд (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, ThermoFisher, США) [30].

Определение относительного количества ABCG2 в
клетках линии Caco-2 проводили методом ве-
стерн-блот. 20 мкг белков супернатанта подверга-
ли электрофорезу с использованием 7.5% TGX
Stain-Free FastCast Acrylamide Kit (Bio-Rad) в бу-
ферной системе Laemmli (BioRad). Образцы сме-
шивали с буфером Laemmli, содержащим 50 мМ
β-меркаптоэтанол (Bio-Rad) в соотношении 1 : 2,
инкубировали 10 мин при температуре 70°C. Гели
пропускали при 100 В в течение 90 мин. Белки
переносили на нитроцеллюлозную мембрану
(Trans-Blot Turbo Mini-Size nitrocellulose, Bio-
Rad) с использованием Mini Trans-Blot (Bio-Rad)
в течение 10 мин при 20 В и 1.3 А. Белки на мем-
бране блокировали 1% раствором Casein Blocker
(Bio-Rad), содержащим 0.1% Tween-20 (Sigma-Al-
drich, Германия), при инкубации в течение 1 ч и
комнатной температуре. Детекцию белков ABCG2
проводили с использованием первичных кроли-
чьих антител (ABCG2 antibody, CSB-PA001081-
GA01HU, Cusabio, США) в концентрации 1 : 200
в блокирующем растворе Casein blocker (Bio-Rad)
в течение ночи при +4°С. Визуализацию первич-
ных антител осуществляли с использованием вто-
ричных антител козы (Goat anti-Rabbit IgG (H + L)
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, HRP, Invitro-
gen, США) в разведении 1 : 4000 и инкубацией в
течение 1 ч при комнатной температуре.

Хемилюминесценцию фиксировали с помо-
щью ChemiDocXRS+ (Bio-Rad). Интенсивность
полученных полос (бэндов) анализировали ден-
ситометрически с помощью программного обес-
печения ImageLab (Bio-Rad).

Молекулярная масса ABCG2 была подтвер-
ждена путем сравнения с маркерами молекуляр-
ной массы (Precision plus protein standards Dual
Color, Bio-Rad).

Содержание ABCG2 оценивали относительно
уровня белка домашнего хозяйства GAPDH (пер-
вичные мышиные моноклональные антитела
GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody
(GA1R), DyLight 68 (Invitrogen), разведение 1 : 1000,
вторичные кроличьи антитела к первичным анти-
телам GAPDH – Rabbit-anti-Mouse IgG (H + L)
Secondary Antibody, HRP (Invitrogen), разведение
1 : 4000.

Статистический анализ. Полученные результа-
ты анализировали с помощью программ Graph-
Pad Prism Version 9.5.0. Результаты представлены
в виде M ± SD. Для оценки статистической зна-
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чимости различий использовали дисперсионный
анализ (ANOVA), попарные сравнения выполня-
ли с помощью критерия Тьюки. Статистически
значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние половых гормонов на относительное
количество ABCG2 в клетках линии Caco-2. Инку-
бирование клеток линии Caco-2 с прогестероном
в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ приводило к по-
вышению уровня белка ABCG2 на 151.4, 114.9 и
90.3% соответственно (р < 0.0001 для каждой се-
рии) относительно контрольного значения, при-
нятого за 1 (рис. 1 (1, 2, 3, 4)).

Воздействие эстрадиола в концентрациях 1, 10
и 100 мкМ в течение 24 ч увеличивало относи-
тельное количество ABCG2 на 126.2, 152.0 и 95.7%
(р < 0.0001 для каждой серии) соответственно по
сравнению с контролем (рис. 1 (1, 5, 6, 7)).

При инкубации клеток с тестостероном в кон-
центрациях 1, 10 и 100 мкМ также отмечалось уве-
личение относительного количества ABCG2 на
129.5, 130.2 и 88.5% соответственно (р < 0.01 для
каждой серии) относительно контрольных значе-
ний (рис. 1 (1, 8, 9, 10)).

Таким образом, в ходе исследования установ-
лено, что все половые гормоны (прогестерон, эст-
радиол и тестостерон) повышают количество
ABCG2 в клетках линии Caco-2.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием прогестерона. Прогестерон
в концентрации 10 мкМ вызывал повышение от-
носительного количества ABCG2 на 118.3% (p <
< 0.0001) по сравнению с контролем (рис. 2 (6)).
Ингибитор PXR кетоконазол и ингибитор FXR
тауро-β-холевая кислота препятствовали повы-
шению ABCG2 под действием прогестерона, его
относительное количество достоверно не отлича-
лось от показателей контроля и снижалось на 51.5

Рис. 1. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле и при воздействии прогестерона, эстрадиола и тестостерона: 1 – контроль, 2, 3, 4 – прогестерон
в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответственно; 5, 6, 7 – эстрадиол в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответствен-
но; 8, 9, 10 – тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответственно. * p < 0.01 − статистически значимые от-
личия от показателей контроля. Результаты дисперсионного анализа: F = 7.27, р < 0.0001.
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и 50.1% соответственно относительно изолиро-
ванного воздействия гормона (рис. 2 (1, 4, 5)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор CAR
CINPA1 достоверного эффекта на индуцирующее
действие прогестерона (10 мкМ) не оказали, от-
носительное количество ABCG2 превышало по-
казатели контроля на 113.5% (p < 0.0001) и 115.4%
(p < 0.0001) и достоверно от изолированного при-
менения гормона не отличалось (рис. 2 (1, 2, 3)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под дей-
ствием прогестерона принимают участие FXR
и PXR.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием эстрадиола. Эстрадиол в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество ABCG2 на 156.2% (p < 0.0001) по срав-
нению с контролем (рис. 3 (6)).

Ингибитор CAR CINPA1 и ингибитор PXR ке-
токоназол вызывали снижение количества ABCG2
в клетках линии Caco-2 при воздействии эстра-
диола в концентрации 10 мкМ на 21.1% (р =
= 0.0002) и 22.3% (р < 0.001) соответственно по
сравнению с изолированным применением эст-
рогена, но все равно уровень транспортера пре-
вышал показатели контроля на 102.1 и 99.1% соот-
ветственно (p < 0.0001) (рис. 3 (1, 3, 4)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор FXR тау-
ро-β-холевая кислота достоверного эффекта на
индуцирующее действие эстрадиола (10 мкМ) не
оказали, относительное количество ABCG2 пре-
вышало показатели контроля на 137.4 и 166.3% со-
ответственно (p < 0.0001 для обеих групп), досто-
верно от изолированного применения гормона не
отличалось (рис. 3 (1, 2, 5)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под дей-
ствием эстрадиола принимают участие CAR и PXR.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием тестостерона.Тестостерон в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество ABCG2 на 135.6% (p < 0.0002) по срав-
нению с контролем (рис. 4 (6)).

Ингибитор PXR кетоконазол и ингибитор FXR
тауро-β-холевая кислота снижали индуцирующее
действие тестостерона, количество ABCG2 в
клетках линии Caco-2 снижались на 30.6% (р =
= 0.02) и 18.1% (р = 0.05) соответственно по срав-
нению с изолированным применением тестосте-
рона, тем не менее уровень транспортера превы-
шал показатели контроля на 63.4% (p = 0.05) и
93.0% (р = 0.01) относительно контроля (рис. 4 (1,
4, 5)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор CAR
CINPA1 достоверного эффекта на индуцирующее
действие тестостерона не оказали, относительное
количество ABCG2 превышало показатели кон-
троля на 134.1% (р = 0.0002) и 97.9% (р = 0.004) и
достоверно от изолированного применения гор-
мона не отличалось (рис. 4 (1, 2, 3)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под
действием тестостерона принимают участие FXR
и PXR.

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе настоящего исследования оценивалось

воздействие половых гормонов прогестерона,
эстрадиола и тестостерона на относительное ко-
личество ABCG2 в клетках линии Caco-2, являю-

Рис. 2. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к ABCG2
в контроле (1) и при воздействии прогестерона в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с ингибиторами
LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), тауро-β-холевой кислотой (5). * p < 0.0001 − статистиче-
ски значимые отличия от показателей контроля, # p < 0.0001 − статистически значимые отличия от показателей изоли-
рованного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 153, p < 0.0001.

1 2 3 4 5 6

ABCG2 75 кДа

GAPDH 37 кДа

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
1 2 3 4 5 6

* * *

##

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ое
 к

ол
ич

ес
тв

о,
A

B
C

G
2/

G
A

PD
H



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 5  2023

ВЛИЯНИЕ ПОЛОВЫХ ГОРМОНОВ НА БЕЛОК ТРАНСПОРТЕР 375

щейся моделью тонкокишечного эпителия, а так-
же роль орфанных рецепторов (LXRα, CAR, PXR,
FXR) в механизмах регуляции белка-транспорте-
ра в данных экспериментальных условиях.

В ходе настоящего исследования было уста-
новлено, что все изученные половые гормоны
(прогестерон, эстрадиол и тестостерон) повыша-
ют относительное количество ABCG2 в клетках
Caco-2.

Выделяют следующие механизмы регуляции
ABCG2: изменение активности синтезированно-

го белка, изменение экспрессии гена, кодирую-
щего ABCG2, полиморфизм в гене ABCG2, пост-
трансляционная модификация молекулы транс-
портера, амплификация гена, деметилирование
ДНК, влияние микроРНК, модификация гисто-
нов [31].

При этом основная роль отводится изменению
экспрессии гена ABCG2 под действием транскрип-
ционных факторов, поэтому именно этот меха-
низм и был изучен в данном исследовании.

Рис. 3. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле (1) и при воздействии эстрадиола в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с инги-
биторами LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), FXR – тауро-β-холевой кислотой (5). * p <
< 0.0001 − статистически значимые отличия от показателей контроля, # p < 0.001 − статистически значимые отличия
от показателей изолированного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 110, p < 0.0001.
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Рис. 4. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле (1) и при воздействии тестостерона в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с ин-
гибитором LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), FXR – тауро-β-холевой кислотой (5). * p <
< 0.01 − статистически значимые отличия от показателей контроля, # p ≤ 0.05 − статистически значимые отличия от
показателей изолированного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 13, p < 0.0002.
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В качестве изучаемых факторов транскрипции
были выбраны орфанные рецепторы LXRα, CAR,
PXR, FXR, поскольку они являются основными
регуляторами ферментов биотрансформации и
белков-транспортеров, а также взаимодействуют
с половыми гормонами. Для оценки роли орфан-
ных рецепторов в механизме влияния половых
гормонов на относительное количество ABCG2
были применены их специфические ингибиторы.

Для инактивации LXRα использовали N-(4-
трифторметилфенил)3,4-диметоксициннамид
(TFCA). Считается, что TFCA ингибирует акти-
вацию лиганд-связывающего домена LXRα за
счет водородной связи с Arg305 в области H5 это-
го домена [26]. CINPA1 (CAR inhibitor not PXR ac-
tivator 1) использовали в качестве ингибитора
CAR. Он блокирует лиганд-связывающий домен
CAR, а также подавляет его взаимодействие с ко-
активаторами [27].

Ингибирование PXR осуществляли с помо-
щью кетоконазола. Кетоконазол (противогриб-
ковый препарат группы азолов) связывается с
AF-2, областью лиганд-связывающего домена PXR,
и таким образом подавляет его активацию [32].

Тауро-β-холевая кислота использовалась в ка-
честве ингибитора FXR. Предполагается, что она
взаимодействует с лиганд-связывающим карма-
ном FXR и препятствует реализации его активно-
сти [29].

В ходе настоящего исследования было показа-
но, что в регуляции ABCG2 под действием эстра-
диола принимают участие CAR и PXR, а под дей-
ствием тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

При этом ингибирование орфанных рецепто-
ров при действии эстрадиола и тестостерона не
предотвращало полностью индуцирующее дей-
ствие гормонов, количество ABCG2 превышало
показатели контроля. Полученные результаты
свидетельствуют о том, что видимо в регуляции
ABCG2 под действием эстрадиола и тестостерона
принимают участие и другие сигнальные пути.

В клетках линии Caco-2 описана экспрессия
эстрогеновых рецепторов (преимущественно под-
тип бета) [33] и тестостероновых рецепторов [34],
поэтому логично предположить, что действие
данных гормонов будет реализоваться через соот-
ветствующие рецепторы.

В промоторе гена ABCG2 обнаружено эстро-
ген-респонсивный элемент (регион в промоторе –
243–115) [8], а также гестаген-респонсивный эле-
мент (регион в промоторе – 243–115) [12]. В то же
время в клетках линии Caco-2 выявлен крайне
низкий уровень прогестероновых рецепторов [35].

Наше исследование показало, что в регуляции
ABCG2 под действием всех половых гормонов
принимал участие FXR. Полученные результаты
согласуются с данными литературы о роли этого
рецептора в регуляции белка транспортера. Так,

например, в исследовании на клетках рака обо-
дочной кишки было показано, что цисплатин-
индуцированная химиорезистнетность, опосре-
дованная ABCG2, развивается с участием FXR [36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в исследовании на клетках ли-

нии Caco-2 было установлено, что половые гор-
моны вызывают повышение количества белка-
транспортера ABCG2, причем в реализации дей-
ствия эстрадиола принимают участие CAR и PXR,
а тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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Influence of Sex Hormones on the ABCG2 Transport Protein in Caco-2 Cells
A. A. Slepnev1, Yu. V. Abalenikhina1, *, N. M. Popova1, A. V. Shchulkin1, E. N. Yakusheva1

1Ryazan State Medical University named after Academician I.P. Pavlov of the Ministry of Health of Russia,
Ryazan, 390026 Russia

*e-mail: abalenihina88@mail.ru

Protein ABCG2 (BCRP, breast cancer resistance protein) is an eff lux transmembrane protein involved in the
transport of endo- and exogenous substances, as well as in the development of tumor resistance to chemo-
therapy. In this work, the inf luence of sex hormones progesterone, estradiol, and testosterone on the rel-
ative amount of ABCG2 in Caco-2 cells was studied, as well as the role of orphan receptors (farnazoid X
receptor (FXR), constitutive androstane receptor (CAR), pregnane X receptor (PXR), hepatic X receptor
subtype alpha (LXRa)) in this process. The amount of ABCG2 was assessed by Western blot. Hormones were
used at concentrations of 1, 10, and 100 μM, exposure time was 24 h. All hormones at all concentrations
caused an increase in the amount of ABCG2. Inhibition of PXR and FXR prevented the increase in ABCG2
under the action of progesterone. Suppression of CAR and PXR reduced ABCG2 levels with estradiol com-
pared with estrogen exposure alone, but still the transporter level was higher than in controls. Inhibition of
PXR and FXR reduced the effect of testosterone; however, the level of the transporter exceeded the control
values. Thus, our study showed that all sex hormones at all concentrations used increased the amount of
ABCG2, that CAR and PXR are involved in the implementation of the action of estradiol, and that FXR and
PXR are involved in the implementation of the effects of testosterone and progesterone.

Keywords: АBCG2, breast cancer resistance protein, orphan receptors, cell line Caco-2
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