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В исследовании на клетках линии Сасо-2 проведена оценка принадлежности малонового диальде-
гида (МДА) к модуляторам и субстратам Р-гликопротеина (Pgp), а также изучена биологическая
роль Pgp в условиях окислительного стресса (ОС). МДА использовали в концентрациях 10, 50, 100 и
150 мкМ, ОС моделировали добавлением пероксида водорода (Н2О2) в концентрациях 0.1–100 мкМ
в течение 24 ч. Относительное количество Pgp оценивали методом вестерн-блот, активность – по
транспорту его субстрата фексофенадина (метод ВЭЖХ с УФ-детектированием), количество МДА
(ВЭЖХ МС/МС). В ходе исследования было показано, что МДА в концентрациях 10 и 50 мкМ и
длительности экспозиции 24 ч повышает относительное количество и активность Pgp, действуя че-
рез CAR и PXR, при этом МДА может транспортироваться Pgp. Индукция Pgp под действием МДА при
развитии ОС возможно, имеет иметь защитное значение, обеспечивая выведение продукта пероксида-
ции из клеток во внеклеточное пространство, тем самым увеличивая жизнеспособность клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Р-гликопротеин (Pgp, ABCB1, MDR1-белок) –
эффлюксный белок-транспортер суперсемейства
АВС-транспортеров, обеспечивающий выведе-
ние субстратов из клеток во внеклеточное про-
странство и биологические жидкости [1].

Впервые Pgp был выделен R.L. Juliano и V. Ling
в 1976 г. из цитоплазматической мембраны кле-
ток яичника китайского хомячка, отобранных по
устойчивости к колхицину и демонстрирующих
перекрестную резистентность к широкому спек-
тру амфифильных веществ [2].

Белок был назван P-гликопротеином от слова
permeability (от англ. проницаемость), потому что
считалось, что он участвует в развитии лекар-

ственной устойчивости, снижая проницаемость
клеточной мембраны для химиопрепаратов [3].

В дальнейшем A.T. Fojo et al. (1987) показали,
что ген, кодирующий Pgp – MDR1, у людей в
больших количествах экспрессируется в надпо-
чечниках и почках, на среднем уровне – в легких,
печени, тощей кишке, ободочной и прямой киш-
ке (образцы получены парацентезом) [4].

F. Thiebaut et al. (1987) на тканях человека, по-
лученных при аутопсии или хирургических опе-
рациях, иммуногистохимически изучили локали-
зацию Pgp. Ими было показано, что в печени Pgp
локализуется преимущественно на билиарной
поверхности гепатоцитов и на апикальной по-
верхности эпителиальных клеток в маленьких би-
лиарных протоках. В поджелудочной железе Pgp
был обнаружен на апикальной поверхности эпи-
телиальных клеток маленьких, но не больших
протоков. В почках – на апикальной поверхности
эпителиальных клеток проксимальных почечных
канальцев. Ободочная и тощая кишки показали
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высокий уровень Pgp на апикальной поверхности
эпителиальных клеток. Надпочечники характе-
ризовались высоким уровнем Pgp на поверхности
клеток в мозговом и корковом веществе [5]. В
1994 г. A.H. Schinkel et al. выявили экспрессию
mdr1a в капиллярах эндотелиальных клеток в ге-
матоэнцефалическом барьере [6].

Учитывая указанную локализацию, в настоя-
щее время считается, что Pgp выполняет следую-
щие функции: на апикальной поверхности энте-
роцитов тонкого и толстого кишечника – препят-
ствует всасыванию субстратов из просвета
кишечника; на билиарной поверхности гепато-
цитов – выводит эндо- и ксенобиотики в желчь;
на апикальной поверхности эпителия почечных
канальцев – выводит эндо- и ксенобиотики в
просвет почечных канальцев; в эндотелиальных
клетках гистогематических барьеров (гематоэн-
цефалического, гематоплацентарного, гематоте-
стикулярного) – препятствует проникновению
эндо- и ксенобиотиков в забарьерные органы; в
опухолевых клетках – защищает их от воздействия
цитостатиков за счет выведения из клеток [7].

В ряде исследований было показано, что раз-
витие окислительного стресса (ОС) приводит к
повышению количества и активности Pgp, а так-
же экспрессии его гена [8].

Однако механизм индукции и ее значение на
данный момент не известны. Можно предполо-
жить, что накапливающиеся при ОС продукты
пероксидации стимулируют экспрессию гена
MRD1, кодирующего Pgp, через рецепторы ксено-
биотиков (CAR и PXR), а сам Pgp выполняет за-
щитную роль, выводя их из клеток во внеклеточ-
ное пространство и, таким образом, снижая их
токсическое действие. На проверку данной гипо-
тезы и направлено настоящее исследование.

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°С и
5% содержании СО2 в инкубаторе WS-189C
(“World Science”, Корея) в модифицированной
по способу Дульбекко среде Игла (DMEM) с вы-
соким содержанием глюкозы (4500 мг/л), с добав-
лением L-глутамина (4 мМ), 15% эмбриональной
бычьей сыворотки, 100 ед./мл и 100 мкг/мл пени-
циллина и стрептомицина (все составляющие
производства “Sigma-Aldrich” Германия) соот-
ветственно. Клетки культивировали в течение
21 сут, поскольку при данном сроке происходит их
спонтанная дифференцировка в энтероцитоподоб-
ные клетки, гиперэкспрессирующие Pgp [9].

Оценка цитотоксического действия МДА вы-
полнялась в ходе МТТ-теста. Для этого клетки
культивировали в 96-луночном планшете. МДА
(“Sigma-Aldrich”, Германия) добавляли в пита-
тельную среду до получения конечных концен-
траций 10, 50, 100 и 150 мкМ и инкубировали в те-
чение 24 ч. На каждый эксперимент было выпол-
нено по 3 повторения. После завершения
инкубации в каждую лунку 96 луночного планше-
та добавляли по 20 мкл 0.5% раствора бромида
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетра-
золия (МТТ) и инкубировали в течение 2 ч, затем
раствор МТТ удаляли и добавляли 200 мкл
1% раствора диметилсульфоксида (“ПанЭко”,
Россия). Поглощение измеряли через 10 мин при
530 нм на спектрофотометре для планшетов Stat
Fax 2100 (“Awareness Technology”, США).

Жизнеспособность клеток Сасо-2 в присут-
ствии МДА рассчитывали по формуле:

 

где ОП – оптическая плотность.
Оценка влияния МДА на уровень Pgp в клетках

линии Caco-2 осуществлялась при их культивиро-
вании в 6-луночных планшетах в течение 21 сут.
Затем к клеткам добавляли МДА до получения
конечной концентрации 10, 50, 100 и 150 мкМ и
инкубировали в течение 24 ч (n = 3 для каждой
концентрации). К контрольным клеткам в экви-
валентном объеме прибавляли воду для инъекций
(растворитель МДА).

При оценке механизма индукции Pgp под
действием МДА в питательную среду за 30 мин
до добавления МДА вносили: ингибитор пре-
гнан Х рецептора (PXR) – кетоконазол, 10 мкМ
(“Sigma Aldrich”, Германия) [10], ингибитор кон-

ститутивного андростанового рецептора (CAR) –
5-[(Диэтиламино)ацетил]-10,11-дигидро-5Н-ди-
бензо[b,f]азепин-3-ил]этиловый эфир карбами-
новой кислоты (CINPA 1, “TOCRIS”, Велико-
британия) в концентрации 10 мкМ [11].

После окончания экспозиции с МДА клетки
снимали с лунок 6-луночных планшетов раство-
ром 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 добавлени-
ем смеси ингибиторов протеиназ (4-(2 амино-
этилбензенсульфонил флуорида гидрохлорид
(AEBSF) 2 мМ, апротинин 0.3 мкМ, бестатин

−
= ×

−
ОП опытных лунок ОП среды

Жизнеспособность 100%,
ОП контрольных лунок ОП среды
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130 мкМ, ЭДТА 1мМ, транс-эпоксисукцинил-L-
лейциламидо(4-гуанидино)бутан (Е-64) 14 мкМ,
лейпептин 1 мкМ, “Sigma-Aldrich”, Германия) в
течение 30 мин при +4°С и постоянном переме-
шивании из расчета 107 клеток на 100 мкл буфера.
Полученный лизат центрифугировали при 5000 g
(CM-50, “Eppendorf”, Германия). Супернатант
использовали для выполнения биохимических
анализов.

Количество белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Brad-
ford) Assay Kit, “ThermoFisher”, США).

Определение относительного количества Pgp в
клетках линии Сасо-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”,
США) в буферной системе Laemmli (“BioRad”,
США). Образцы смешивали с буфером Laemmli
(“Bio-Rad”, США), содержащим 50 мМ β-мер-
каптоэтанола (“Helicon”, США) в соотношении
1 : 3, инкубировали 10 мин при температуре 70°C.
Гели прогоняли при 100 В в течение 90 мин.

Белки переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану (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 инкуба-
ции в течение 1 ч и комнатной температуре.

Детекцию белка Pgp проводили с использова-
нием первичных мышиных моноклональных ан-
тител (P-Glycoprotein Antibody MA5-13854, “Invit-
rogen”, США) в концентрации 1: 200 в блокирую-
щем растворе Cassein bloker (“Bio-Rad”, США) в
течение 2 ч при 37°C. Визуализацию первичных
антител осуществляли с использованием вторич-
ных кроличьих антител (Rabbit-anti-Mouse IgG
(H+L) Secondary Antibody, HRP, “Invitrogen”,
США) в разведении 1:4000 и инкубацией в тече-
ние 1 ч при комнатной температуре. Хемилюми-
несценцию фиксировали с помощью Chemi-
DocXRS+ (“Bio-Rad”, США). Интенсивность
полученных полос (бэндов) анализировали ден-
ситометрически с помощью программного обес-
печения ImageLab (“Bio-Rad”, США).

Молекулярная масса Pgp была подтверждена
путем сравнения с маркерами молекулярной мас-
сы (Precision plus protein standards Dual Color,
“Bio-Rad”, США).

Содержание Pgp оценивали относительно со-
держания белка домашнего хозяйства GAPDH
(первичные антитела GAPDH Loading Control
Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68 (“Invit-
rogen”, США), разведение 1:1000, вторичные ан-
титела – вторичные кроличьи антитела к первич-

ным антителам GAPDH – Rabbit-anti-Mouse IgG
(H+L) Secondary Antibody, HRP (“Invitrogen”,
США), разведение 1:4000).

Исследование влияния МДА на активности Pgp
в клетках линии Caco-2. Клетки высеивали в спе-
циальные трансвеллы, состоящие из двух камер
апикальной и базолатеральной (рис. 1). Дно апи-
кальной камеры представлено полупроницаемой
мембраной, на которую высеивали клетки линии
Caco-2 с плотностью 105/см2 и культивировали в
течение 21 сут.

Целостность клеточного монослоя оценивали
по величине трансэпителиального сопротивле-
ния. При его значении выше 500 мОм см2 выпол-
няли транспортные эксперименты. Для этого в
лунки трансвеллов добавляли питательную среду
с МДА в концентрациях 10, 50 и 100 мкМ. В кон-
трольные лунки добавляли дистиллированную
воду – растворитель МДА. Длительность инкуба-
ции составила 30 мин (оценка прямого влияния
МДА на молекулу Pgp) или 24 ч (оценка влияния
МДА на количество Pgp).

После окончания инкубации питательную
среду заменяли на транспортную среду, представ-
ляющую собой раствор Хэнкса (“Sigma-Aldrich”,
Германия) с 25 мМ Хепес (“Sigma-Aldrich”, Гер-
мания) и 1% диметилсульфоксида (“ПанЭко”,
Россия), а также содержащую соответствующую
концентрацию МДА.

Затем добавляли субстрат Pgp – фексофенадин
(“Sigma-Aldrich”, Германия) в апикальную каме-
ру в конечной концентрации 150 мкМ. Через 1, 2
и 3 ч забирали образцы из базолатеральной каме-
ры-реципиента для определения концентрации
субстрата (a–b транспорт, обусловленный пас-
сивной диффузией против функционирования
Pgp).

В аналогичных трансвеллах оценивали транс-
порт фексофенадина из базолатеральной камеры
в апикальную (b–a транспорт, обусловленный
пассивной диффузией и функционированием
Pgp). Для этого субстрат в той же концентрации
добавляли в базолатеральную камеру, а затем че-

Рис. 1. Структура трансвелл-системы. Трансвелл-си-
стема представлена двумя камерами: апикальной и
базолатеральной. Дно апикальной камеры является
полупроницаемой мембраной, на которую высеивали
клетки линии Caco-2 с плотностью 105/см2.

Вставочная
лунка

Апикальная
камера

Базолатеральная
камера

Монослой
клеток

Полупроницаемая
мембрана
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рез 1, 2 и 3 ч забирали образцы из апикальной ка-
меры для определения концентрации фексофе-
надина.

Транспорт субстрата (фексофенадина) рассчи-
тывали по формуле:

где Рарр – коэффициент кажущейся проницае-
мости (apparent permeability coefficient, см/сек),
dQ/dt – изменение концентрации субстрата в ка-
мере реципиенте за время инкубации (мкМ/сек),
A – площадь полупроницаемой мембраны лунки
в трансвелл-системе (см2), C0 – начальная кон-
центрация субстрата в камере-доноре (мкМ).

Затем рассчитывали отношение коэффициен-
тов кажущейся проницаемости: b–a к a–b, харак-
теризующее общий вклад Pgp в транспорт фексо-
фенадина через билипидную мембрану.

Определение концентрации фексофенадина.
Концентрации фексофенадина в транспортной
среде определяли методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с УФ-детек-
тированием при длине волны 220 нм. Исследова-
ние выполнялось на ВЭЖХ хроматографе “Стай-
ер” (Россия) по оригинальной методике. Полу-
ченная проба транспортной среды (50 мкл),
содержащая фексофенадин, разводилась в 150 мкл
подвижной фазы, и 100 мкл полученного раство-
ра вводились в хроматограф.

При анализе использовалась хроматографиче-
ская колонка Phenomenex Synergi 4u Polar-RP 80A
(250 × 4.6) (США) с зернением 4 мкм. Температура
разделения – 45°С. Скорость потока – 1 мл/мин.
Состав подвижной фазы: 128 мл ацетонитрила
(“PanReac AppliChem”, Испания), 267.4 мл воды
деионизированной, 6.33 мл кислоты уксусной ле-
дяной (“PanReac AppliChem”, Испания), с добав-
лением триэтиламина (“PanReac AppliChem”,
Испания) до pH = 6.7. Время удерживания фексо-
фенадина в данных условиях составляло 12.8 мин.
Количественное определение проводилось мето-
дом абсолютной калибровки по площади пиков.
Аналитический диапазон методики составлял
1.2–57.4 мкМ.

Тестирование принадлежности малонового ди-
альдегида (МДА) к субстратам Pgp также выпол-
нялось в трансвеллах.

Через 21 сут культивирования клеток линии
Caco-2 питательную среду заменяли на транс-
портную среду с добавлением МДА (“Sigma-Al-
drich”, Германия) в апикальную камеру в конеч-
ной концентрации 1, 50, 100 мкМ. Через 1, 2 и 3 ч
забирали образцы из базолатеральной камеры-
реципиента для определения концентрации те-
стируемого вещества (a–b транспорт, обуслов-
ленный пассивной диффузией против функцио-
нирования Pgp).

=
0

1Рарр ,dQ
dt AC

Затем аналогичным образом оценивали транс-
порт МДА из базолатеральной камеры в апикаль-
ную (b–a транспорт, обусловленный пассивной
диффузией и функционированием Pgp).

Рассчитывали коэффициент кажущейся про-
ницаемости МДА Papp a–b, Papp b–a и их отно-
шение. Значение данного отношения более “2”
свидетельствует об асимметрии транспорта МДА
через монослой клеток Caco-2. Для подтвержде-
ния участия Pgp в формировании асимметрии
транспорта выполнялись транспортные экспери-
менты с ингибитором белка-транспортера – ве-
рапамилом. Для этого его добавляли в обе камеры
трансвеллов за 30 мин до внесения МДА в кон-
центрации 200 мкМ. Выравнивание транспорта
МДА по обе стороны от монослоя клеток Caco-2
на фоне верапамила свидетельствует об участии
Pgp в транспорте продукта пероксидации.

Оценка концентрации МДА в транспортной сре-
де выполнялась методом ВЭЖХ-МС/МС с ис-
пользованием хроматографической системы “Di-
onex Ultimate 3000” и тандемного масс-селектив-
ного детектора TSQ Fortis (“ThermoFisher”,
США).

Хроматографию проводили на колонке UCT
Selectra C18 4.6 mm × 100 mm, 3 um, 100 A в ком-
плексе с предколонкой Selectra C18 Guard Car-
tridges SLC-18GDC46-3UM; температура колон-
ки 35°С. Был использован изократический режим
элюирования со скоростью потока 300 мкл/мин
подвижной фазой, состоящей из 20% ацетонит-
рила и 80% водного раствора формиата аммония
с концентрацией 10 мМоль/л.

Детектирование МДА проводили при следую-
щих условиях. Осуществлялась ионизация путем
формирования электроспрея в негативном режи-
ме при атмосферном давлении. В ходе работы ис-
пользовались условия источника ионов: напря-
жение электроспрея 2700 В, оболочечный газ
(sheath gas) 50 л/мин, вспомогательный газ (aux gas)
10 л/мин, продувочный газ (sweep gas) 1 л/мин, тем-
пература испарителя 350°С, ион-транспортирую-
щей трубки 300°С. Для детектирования был ис-
пользован режим MRM со следующими парамет-
рами: разрешение Q1 и Q3 установлено на 0.7,
скорость подачи аргона (CID gas) 1 мТорр. Для
количественного определения использовался пе-
реход m/z 71.1 Да → 41 Да. Для качественного ана-
лиза использовали переходы m/z 71.1 Да → 43 Да,
m/z 71.1 Да → 53 Да.

С целью подготовки проб к хроматографиро-
ванию проводилось осаждение белков путем сме-
шивания 10 мкл пробы с 90 мкл ацетонитрила,
последующим встряхиванием и дальнейшим цен-
трифугированием при 10000 g в течение 10 мин
при температуре +4°С. Полученный супернатант
переносили в виалы (“ThermoFisher”, США) со
специальными вставками объемом 300 мкл, после



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 507  2022

ОЦЕНКА ПРИНАДЛЕЖНОСТИ МАЛОНОВОГО ДИАЛЬДЕГИДА К МОДУЛЯТОРАМ 469

чего пробы помещали в автосемплер с поддержи-
ваемой температурой +6°С.

Объем вводимой пробы 5 мкл, время удержи-
вания МДА при указанных условиях составило
3.05 мин. Общее время анализа – 7 мин.

Количественное определение проводили ме-
тодом абсолютной калибровки по площади пи-
ков. Аналитический диапазон методики состав-
лял 600 – 20000 нмоль/л.

На заключительном этапе исследования оце-
нивали выживаемость клеток линии Caco-2 при ин-
дукции/ингибировании активности Pgp в условиях
развития окислительного стресса (ОС).

Клетки культивировали в 96-луночном план-
шете. ОС моделировали добавлением в культу-
ральную среду пероксида водорода Н2О2 (“Sigma-
Aldrich”, Германия) в конечных концентрациях
0.1, 0.5, 1, 5, 10 и 50 мкМ и инкубацией в течение
24 ч. На каждый эксперимент было выполнено по
3 повторения.

Ингибирование Pgp вызывали внесением в
культуральную среду за 30 мин до добавления
Н2О2 верапамила в концентрации 200 мкМ, а ин-
дукцию – добавлением 10 мкМ рифампицина за
24 ч до моделирования ОС. В дальнейшем инги-
битор и индуктор добавляли к клеткам совместно
с Н2О2 на протяжении всего исследования. После
завершения эксперимента оценивали жизнеспо-
собность клеток в ходе цитотоксического МТТ-
теста.

Статистический анализ. Полученные результа-
ты анализировали с помощью программного
обеспечения GraphPad Prism 8. Результаты пред-
ставлены в виде M ± SD. Для оценки статистиче-
ской значимости различий использовали диспер-
сионный анализ (ANOVA), попарные сравнения
выполняли с помощью теста Даннетта. Статисти-
чески значимыми считали различия при p < 0.05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Влияние МДА на жизнеспособность 
клеток линии Caco-2

На первом этапе исследования с помощью
МТТ-теста был установлен безопасный для кле-
ток линии Caco-2 диапазон концентраций МДА
при воздействии в течение 24 ч. Жизнеспособ-
ность контрольных клеток принималась за 100%.
МДА в концентрациях 10, 50 мкМ достоверно не
влиял на жизнеспособность клеток, а в концен-
трациях 100 и 150 мкМ вызывал снижение изуча-
емого показателя при концентрации субстанции
100 и 150 мкМ до 88.5 ± 4.6% (р = 0.028) и 63.9 ±
± 3.1% (р = 0.0003) (рис. 2).

Влияние малонового диальдегида на количество 
и активность Pgp в клетках линии Сасо-2

Воздействие МДА в концентрациях 10 и
50 мкМ в течение 24 ч приводило к повышению
уровня Pgp на 61.6% (р = 0.006) и 49.5% (р = 0.016)
соответственно по сравнению с контролем, в
концентрации 100 мкМ статистически значимо
не влияло на данный показатель (р > 0.05), а в
концентрации 150 мкМ вызывало его снижение
на 46.5% (р = 0.018) по сравнению с контролем
(рис. 3).

Изменение количества Pgp под действием
МДА во всех концентрациях сопровождалось
следующей динамикой его активности.

Кратковременное воздействие МДА в течение
30 мин не влияло на коэффициенты кажущейся
проницаемости Papp a–b и Papp b–a субстрата
Pgp фексофенадина – данные показатели досто-
верно от контроля не отличались. Полученные
результаты свидетельствуют о том, что МДА на-
прямую не влияет на активность Pgp, т.е. не явля-
ется его прямым ингибитором или активатором.

В то же время увеличение длительности воз-
действия МДА до 24 ч в концентрации 10 мкМ
приводило к увеличению коэффициента кажу-
щейся проницаемости Papp b–a на 35.7% (р <
< 0.0001), отношения Papp b–a/Papp a–b на 85.4%
(р = 0.003) и снижению коэффициента кажущей-
ся проницаемости Papp a–b на 31.1% (р = 0.04) по
сравнению с контролем, а в концентрации

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток линии
Сасо-2 в зависимости от концентрации МДА при ин-
кубации 24 ч (M ± SD, n = 3). Жизнеспособность кле-
ток оценивали с помощью МТТ-теста. * – достовер-
ное отличие от контроля (* р < 0.05; *** р < 0.001, тест
Даннетта).
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50 мкМ – к увеличению коэффициента кажущей-
ся проницаемости Papp b–a на 14.7% (р = 0.007) и
отношения Papp b–a/Papp a–b на 67.0% (р =
= 0.003), коэффициент кажущейся проницаемо-
сти Papp a–b снижался на 31.6% (р = 0.04) относи-
тельно контроля (табл. 1).

В концентрации 100 мкМ и длительности экс-
позиции 24 ч МДА достоверного влияния на изу-
чаемые показатели транспорта фексофенадина
не оказал.

Полученные данные свидетельствуют о повы-
шении количества и активности Pgp под действи-
ем МДА в концентрациях 10 и 50 мкМ при дли-
тельности воздействия 24 ч.

Механизм влияния малонового диальдегида 
на количество Pgp в клетках линии Сасо-2

Для изучения механизмов повышения количе-
ства Pgp под действием МДА были выполнены

эксперименты с ингибиторами CAR – CINPA1 и
PXR – кетоконазолом.

В ходе исследования было установлено, что
CINPA1 в концентрации 10 мкМ предотвращал
повышение количества Pgp при воздействии
МДА в концентрации 10 и 50 мкМ в течение 24 ч,
данный показатель достоверно от контроля не от-
личался. Инкубация клеток линии Caco-2 с МДА
в концентрации 100 мкМ совместно с CINPA1 со-
провождалось снижением относительного коли-
чества Pgp на 25.5% (р = 0.0002) по сравнению с
контролем (рис. 4а).

Кетоконазол не влиял на индуцирующее дей-
ствие МДА на количество Pgp в концентрации
10 мкМ, уровень белка-транспортера превышал
показатели контроля на 26.1% (р = 0.015), но при
этом препятствовал индукции в концентрациях
МДА 50 и 100 мкМ (количество Pgp достоверно не
отличалось от значений контроля) (рис. 4б).

Оценка принадлежности малонового диальдеги-
да к субстратам Pgp выполнялась по транспорту
МДА через монослой клеток линии Caco-2.

При концентрации МДА 10 мкМ коэффици-
ент кажущейся проницаемости Papp b–a МДА
(характеризующий транспорт МДА за счет рабо-
ты Pgp + пассивной диффузии) достоверно пре-
вышал коэффициент кажущейся проницаемости
Papp a–b (характеризующий транспорт МДА за
счет пассивной диффузии против работы Pgp) на
94.8% (р = 0.00001).

Ингибитор Pgp – верапамил вызывал сниже-
ние коэффициента кажущейся проницаемости
Papp b–a на 28.8% (р = 0.038), что сопровожда-
лось выравниванием транспорта МДА по обе сто-
роны мембраны (р = 0.018).

Повышение концентрации МДА до 50 и
100 мкМ сопровождалось нивелированием асим-
метрии транспорта, коэффициенты кажущейся
проницаемости Papp b–a МДА достоверно не от-
личались от Papp a–b.

Добавление в транспортную среду верапамила
также существенно не влияло на изучаемые пока-
затели, отмечалось только снижение коэффици-
ента кажущейся проницаемости Papp b–a при
концентрации МДА 100 мкМ на 31.7% (p = 0.0091)
(табл. 2).

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что МДА может транспортироваться Pgp.

Оценка роли P-гликопротеина при развитии 
окислительного стресса

На заключительном этапе исследования оце-
нивалась роль Pgp в защите клеток при ОС. Для
этого вызывали индукцию (преинкубация с ри-
фампицином) или ингибирование Pgp (преинку-
бация с верапамилом) и оценивали жизнеспособ-
ность клеток в ходе МТТ теста после инкубации с

Рис. 3. Относительное количество P-гликопротеина в
клетках линии Сасо-2 при воздействии малонового
диальдегида в концентрациях 10–150 мкМ в течение
24 ч. Относительное количество P-гликопротеина
определяли методом вестерн-блот с последующим
денситометрическим анализом с использованием
программного обеспечения ImageLab. Gapdh исполь-
зовали в качестве цитоплазматического маркера.
Эксперименты были повторены три раза с аналогич-
ными результатами. *р < 0.05; **р < 0.01 – статистиче-
ски значимые отличия от контроля (тест Даннетта).
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H2O2 в концентрациях 0.1–100 мкМ в течение
24 ч.

Жизнеспособность контрольных клеток при-
нималась за 100%. Воздействие H2O2 приводило к
снижению жизнеспособности клеток до 45.9%

(p = 0.001) и 65.7% (p = 0.002) при концентрациях
50 и 100 мкМ соответственно.

Предварительная индукция Pgp повышала ре-
зистентность клеток к ОС, о чем свидетельство-
вало снижение их жизнеспособности при воздей-

Таблица 1. Влияние МДА на транспорт субстрата Pgp – фексофенадина через билипидную мембрану клеток ли-
нии Caco-2 (M ± SD, см/с)

****– р < 0.0001; **– р < 0.01; *– р < 0.05 достоверное отличие от контроля (тест Даннетта).

Время инкубации Экспериментальная 
группа Papp b–a, cм/с, ×10–6 Papp a–b, см/с, ×10–6 Papp b–a/Papp a–b

Контроль 5.43 ± 0.13 1.93 ± 0.19 2.82 ± 0.15
30 мин МДА 10 мкМ 5.45 ± 0.20 1.96 ± 0.16 2.78 ± 0.24

МДА 50 мкМ 5.51 ± 0.26 2.04 ± 0.11 2.71 ± 0.25
МДА 100 мкМ 5.98 ± 1.18 1.76 ± 0.13 3.41 ± 0.19

24 ч МДА 10 мкМ 7.37 ± 0.26**** 1.33 ± 0.18* 5.23 ± 0.50**
МДА 50 мкМ 6.23 ± 0.23** 1.32 ± 0.05* 4.71 ± 0.21**
МДА 100 мкМ 5.64 ± 0.92 1.89 ± 0.57 3.20 ± 1.19

Рис. 4. Относительное количество P-гликопротеина в клетках линии Сасо-2 при воздействии малонового диальдегида
в концентрациях 10, 50 и 100 мкМ в течение 24 ч в присутствии ингибиторов CAR (CINPA, а) и PXR (кетоконазол, б).
Относительное количество P-гликопротеина определяли методом вестерн-блот с последующим денситометрическим
анализом с использованием программного обеспечения ImageLab. Gapdh использовали в качестве цитоплазматиче-
ского маркера. Эксперименты были повторены три раза с аналогичными результатами. *р < 0.05; ***р < 0.001 – стати-
стически значимые отличия от контроля (тест Даннетта).
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ствии Н2О2 только в концентрации 100 мкМ на
26.7% (р = 0.0012) относительно контроля и повы-
шение на 28.5% (р = 0.005) и 40.7% (р = 0.001) от-
носительно самостоятельного применения Н2О2
в концентрациях 50 и 100 мкМ (рис. 5). Ингиби-
рование белка-транспортера, наоборот, снижало
устойчивость клеток, их жизнеспособность сни-
жалась при использовании всего диапазона кон-
центраций 0.1–100 мкМ, максимально при 50 и
100 мкМ на 52.9 и 77.6% (р < 0.0001) относительно
контроля. Стоит отметить, что при предвари-
тельном ингибировании Pgp и использовании
Н2О2 в концентрации 0.1 мкМ жизнеспособ-
ность клеток статистически значимо снижалась
на 18.7% (р = 0.01) относительно самостоятельно-
го воздействия прооксиданта (рис. 5).

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что Pgp играет защитную роль в клетках при
развитии окислительного стресса.

МДА является основным и наиболее изучен-
ным продуктом перекисного окисления полине-
насыщенных жирных кислот. При этом МДА
способен нарушать функционирования клеток
благодаря своей способности вступать в реакцию
с такими молекулами, как ДНК и белки [12].

Pgp – АТФ-зависимый белок-транспортер,
обеспечивающий выведение своих субстратов из
клеток во внеклеточное пространство и биоло-
гичские жидкости, защищая их от воздействия
токсических веществ [1].

В ряде исследований было показано, что раз-
витие ОС может приводить к повышению коли-
чества и активности Pgp [8, 13]. Однако механиз-
мы индукции и ее биологическое значение на
данный момент не установлены, так же как и не-
ясен ее биологический смысл.

В рамках настоящего исследования проверя-
лась гипотеза о том, что МДА является субстра-
том Pgp (т.е. Pgp может выводить МДА из клеток,
защищая их от его токсического воздействия), а
также способен повышать активность данного
белка-транспортера. Было показано, что МДА
при длительности воздействия 24 ч в концентра-
ции 10 и 50 мкМ вызывает повышение количества
Pgp, что сопровождается также и увеличением ак-
тивности белка-транспортера в изученных кон-
центрациях.

Однако при длительности преинкубации
30 мин МДА не влиял на активность белка-транс-
портера, что свидетельствует о том, что молекула
МДА непосредственно на Pgp не воздействует,
т.е. не является его прямым индуктором/ингиби-
тором.

Для изучения механизмов повышения относи-
тельного количества Pgp под действием МДА бы-
ла изучена роль прегнан Х рецептора (PXR, steroid
and xenobiotic receptor – SXR, NR1I2 - Nuclear Re-
ceptor Subfamily 1, Group I, Member 2) и конститу-
тивного андростанового рецептора (CAR, NR1I3,
подсемейство 1, группа I, член 3) в данном про-
цессе. PXR и CAR являются членами суперсемей-
ства ядерных рецепторов, экспрессируются пре-
имущественно в печени и кишечнике и регулируют

Таблица 2. Транспорт малонового диальдегида (МДА) через билипидную мембрану клеток линии Caco-2 (M ± SD,
см/сек)

*р < 0.05; **р < 0.01 – статистически значимые отличия группы МДА (тест Даннетта).

Серии эксперименов Papp b–a, ×10–6 см/сек Papp a–b, ×10–6 см/сек Papp b–a/Papp a–b

МДА 10 мкМ 19.42 ± 2.37 9.97 ± 0.88 1.96 ± 0.37
МДА 10 мкМ + верапамил 13.82 ± 2.15* 17.01 ± 4.92 0.86 ± 0.32*
МДА 50 мкМ 14.38 ± 0.84 10.14 ± 3.1 1.54 ± 0.64
МДА 50 мкМ + верапамил 12.88 ± 1.81 13.88 ± 1.66 0.93 ± 0.02
МДА 100 мкМ 8.54 ± 0.75 6.17 ± 1.67 1.44 ± 0.31
МДА 100 мкМ + верапамил 5.83 ± 0.63** 4.02 ± 0.64 1.46 ± 0.29

Рис. 5. Изменение жизнеспособности клеток в усло-
виях моделирования окислительного стресса (3,
Н2О2), предварительной индукции (2, рифампицин)
и ингибирования (4, верапамил) активности Р-гли-
копротеина при моделировании ОС, контроль при-
нимали за 100% (1). *– статистически значимые отли-
чия относительно контроля, #– статистически значи-
мые отличия относительно группы Н2О2.
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экспрессию ферментов I фазы биотрансформа-
ции, таких как изоферменты цитохрома P450
CYP3A и CYP2B, а также белков-транспортеров,
в частности Pgp [14].

Установлено, что данные рецепторы играют
важную роль в индукции ферментов биотранс-
формации и белков-транспортеров под действи-
ем ксенобиотиков. Также показано, что развитие
окислительного и нитрозативного стресса может
приводить к повышению количества PXR [15, 16]
и CAR [17].

Ингибирование CAR предотвращало индук-
цию Pgp при использовании всех изученных кон-
центраций МДА, а блокирование PXR нивелиро-
вало индуцирующий эффект МДА только в кон-
центрации 50 мкМ. Полученные результаты
свидетельствуют о том, что МДА может индуци-
ровать Pgp через активацию CAR и PXR, при этом
вклад CAR, видимо, более существенный.

При тестировании МДА на принадлежность к
субстратам Pgp было показано, что в концентра-
ции 10 мкМ белок-транспортер принимает уча-
стие в транспорте продукта пероксидаци. При
увеличении концентрации МДА до 50 и 100 мкМ
вклад Pgp в транспорт МДА уменьшается, так
как, видимо, увеличивается его транспорт путем
пассивной диффузии. Молекула МДА имеет не-
большую молекулярную массу и легко может
проходить через монослой клеток [18, 19].

Согласно данным литературы, субстратами
Pgp, в основном, являются вещества с молекуляр-
ной массой выше 300 Да [20]. Молекулярная мас-
са МДА 72 Да. Можно было бы предположить, что
транспортируется не сама молекула, а продукт
взаимодействия МДА с каким-либо эндогенным
компонентом. Но детектирование МДА методом
ВЭЖХ-МС/МС исключает это предположение.

На заключительном этапе исследования была
оценена роль Pgp в защите клеток при ОС. Для
этого в ходе МТТ теста оценивалась выживае-
мость клеток Caco-2 при индукции и ингибиро-
вании Pgp на фоне ОС. Было показано, что ин-
дукция Pgp повышает выживаемость клеток, а
ингибирование – ее снижает.

ВЫВОДЫ
Таким образом, на клетках линии Caco-2 было

доказано:
1) МДА – конечный продукт перекисного

окисления полиненасыщенных жирных кислот, в
концентрациях 10 и 50 мкМ и длительности экс-
позиции 24 ч повышает относительное количе-
ство и активность Pgp, действуя через ядерные ре-
цепторы CAR и PXR.

2) МДА при определенных концентрациях мо-
жет транспортироваться Pgp.

3) Биологическое значение индукции Pgp под
действием МДА определяется его защитным и
цитопротекторным действием, которое обеспе-
чивает выведение данного продукта пероксида-
ции из клеток во внеклеточное пространство и та-
ким образом увеличивает жизнеспособность кле-
ток.
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ASSESSMENT OF MALONDIALDEHYDE BELONGING TO MODULATORS 
AND SUBSTRATES OF THE P-GLYCOPROTEIN TRANSPORTER PROTEIN
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Presented by Academician of the RAS S.B. Seredinin

In a study on cells of the Caco2 line, an assessment of the affiliation of malondialdehyde (MDA) to modula-
tors and substrates of P-glycoprotein (Pgp) was carried out, and the biological role of Pgp in conditions of
oxidative stress (OS) was studied. MDA was used at concentrations of 10, 50, 100 and 150 μM, OS was mod-
eled by adding hydrogen peroxide (H2O2) at concentrations of 0.1–100 μM for 24 hours. The relative amount
of Pgp was evaluated by the westernblot method, the activity was estimated by the transport of its substrate
fexofenadine (HPLC method with UV detection, HPLC MS/MS). During the study, it was shown that MDA
at concentrations of 10 and 50 μM and exposure duration of 24 hours increases the relative amount and ac-
tivity of Pgp, acting through CAR and PXR, while MDA can be transported by Pgp. The induction of Pgp
under the action of MDA during the development of OS can have a protective value, ensuring the removal of
the peroxidation product from cells into the extracellular space, thereby increasing the viability of cells.

Keywords: P-glycoprotein, malondialdehyde, oxidative stress, constitutive androstane receptor, pregnan X
receptor, Caco-2 cell line
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