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ВЛИЯНИЕ ГЛИКОНАНОЧАСТИЦ ЗОЛОТА НА ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ 
P-ГЛИКОПРОТЕИНА IN VITRO
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Изучено влияние наночастиц золота с поверхностью, модифицированной остатками фукозы
(Au-Fuc), лактозы (Au-Lac) и галактозы (Au-Gal), на функциональную активность и экспрессию
белка-транспортера P-гликопротеина (Pgp). Исследование выполнено на клетках Caco-2 и HEK-293,
которые инкубировали 2 и 8 ч с растворами Au-Fuc, Au-Lac и Au-Gal в питательной среде (450 и 300,
700 и 490, 400 и 250 мкг/мл соответственно). Количество Pgp на мембранах клеток Caco-2 оценивали
методом вестерн-блоттинга, активность Pgp – по накоплению в клетках фексофенадина – Fex
(150 мкМ) методом ВЭЖХ с масс-детектированием. Au-Fuc, Au-Gal не изменяли количество Pgp.
Au-Lac увеличивали уровень транспортера в 1.9 и 1.8 раза соответственно при инкубации в течение
2 и 8 ч. Au-Fuc, Au-Lac и Au-Gal повышают содержание Fex в клетках через 8 ч инкубации в 2.6, 3.5
и 5.3 раза, что свидетельствует о снижении активности Pgp. При инкубации частиц с клетками
HEK-293 роста уровня Fex не выявлено, что говорит об отсутствии неспецифического увеличения
проницаемости мембран. Протестированные наночастицы золота снижают функциональную ак-
тивность Pgp in vitro.
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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания – вторая по ча-
стоте причина смертности населения, которая в
2018 г. привела к гибели 9.6 млн человек [1]: до
70% – в странах с низким и средним уровнем до-
хода, что связано с запоздалой постановкой диа-
гноза и поздней стадией заболевания при пер-
вом выявлении [2]. В этом случае хирургическая
резекция уже не может служить обнадеживаю-
щей стратегией, поэтому на первый план выхо-
дит химиотерапия. Множественная лекарствен-
ная устойчивость (МЛУ) является серьезным
препятствием противоопухолевой терапии. В
данном феномене ведущая роль принадлежит
активному эффлюксу химиопрепаратов мем-
бранным белком-транспортером P-гликопроте-
ином (Pgp, ABCB1-белок), количество и актив-
ность которого повышаются при опухолевой
трансформации клеток [3].

Pgp представляет собой АТФ-зависимый мем-
бранный транспортер, принадлежащий к супер-

семейству ABC-транспортеров (Adenosine-Bind-
ing-Cassete), функционирующий как насос, уда-
ляющий из клеток во внеклеточное пространство
липофильные вещества эндогенной и экзогенной
природы. Спектр его субстратов включает в себя
~50% современных лекарственных средств раз-
личных фармакологических групп [4]. В связи с
вариабельной активностью, которая может изме-
няться под действием различных факторов, в том
числе в результате приема лекарственных средств
[5], актуальной является оценка эффлюксной ак-
тивности Pgp для прогнозирования возможных
межлекарственных взаимодействий. Кроме того,
подобный анализ позволит осуществлять поиск
веществ с ингибирующим потенциалом по отно-
шению к транспортеру с перспективой их даль-
нейшего применения при патологиях, в патоге-
незе которых лежит его гиперактивность (МЛУ
опухолей, резистентная к фармакотерапии эпи-
лепсия и др. [6]).

С развитием нанотехнологий появляются на-
дежды на перспективность использования нано-
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материалов во всех областях медицины, в том
числе в химиотерапии. Значительные преимуще-
ства были показаны для таргетной доставки ле-
карственных средств с помощью наноагентов для
повышения эффективности диагностики и тера-
пии опухолей [7]. Например, серебряные наноча-
стицы (8 нм) с поверхностью, модифицирован-
ной белком, повышающим мембранную прони-
цаемость (cell-penetrating peptide), обладают
потенциальной противоопухолевой активностью
и не распознаются эффлюксным мембранным
транспортером Pgp [8]. Выявлена способность се-
ребряных наночастиц ингибировать данный бе-
лок-транспортер, причем частицы размером
75.3 ± 18.1 нм показали более высокую эффектив-
ность, чем более мелкие (5.1 ± 1.8 нм) [9]. Анало-
гичные результаты получены для золотых наноча-
стиц: частицы диаметром 22.1 нм (несущие на по-
верхности противоопухолевое вещество 2-(9-
антраценилметилен)-гидразинкарботиоамид) бо-
лее эффективно преодолевали МЛУ in vitro, чем
частицы диаметром 3.8 нм, что доказано повыше-
нием цитотоксичности по отношению к доксору-
бицин-резистентной клеточной линии рака мо-
лочной железы человека MCF-7/ADR [10]. Для
графеновых квантовых точек показана способ-
ность взаимодействовать с обогащенными угле-
родом регионами промоторов генов, кодирую-
щих Pgp, MRP1 и BCRP, и ингибировать их экс-
прессию [11].

В ряде работ показана принадлежность нано-
частиц золота, диоксида титана к числу субстра-
тов ABC-транспортеров [12], что может также
свидетельствовать об их ингибирующем потен-
циале по отношению к данным белкам [13].

В исследовании [14] с помощью метилтетразо-
лиевого теста (МТТ) была показана цитотоксич-
ность золотых гликонаночастиц, поверхность ко-
торых модифицирована остатками фукозы, лак-
тозы и галактозы, диаметром 18–21 нм по
отношению к культуре клеток аденокарциномы
ободочной кишки человека Caco-2, сопостави-
мая с препаратом сравнения фторурацилом и ре-
ализуемая, вероятно, путем интенсификации ли-
попероксидации и влияния на транскрипцион-
ный фактор p53. При этом цитотоксичность по
отношению к опухолевым клеткам превосходила
таковую для клеток, дифференцированных в эпи-
телиоциты тонкого кишечника [15]. Были рас-
считаны значения концентраций полумакси-
мального ингибирования (IC50), а также найдены
максимальные концентрации, которые не вызы-
вали достоверного снижения выживаемости кле-
ток. Именно эти концентрации были выбраны
для оценки влияния наночастиц на функциони-
рование Pgp, так как сохранение жизнеспособно-
сти клеток подразумевает возможность нормаль-
ной работы транспортера. Предполагалось, что
ингибирование Pgp может служить дополнитель-

ным механизмом цитотоксичности золотых гли-
конаночастиц. Так, в [16] показано, что белок-
транспортер способен подавлять апоптоз за счет
ингибирования ключевых ферментов запрограм-
мированной клеточной смерти.

С другой стороны, выявление модулирующего
потенциала гликонаночастиц золота на Pgp поз-
волит прогнозировать межлекарственные фарма-
кокинетические взаимодействия на уровне дан-
ного белка-транспортера с участием веществ,
принадлежащих к числу его субстратов. Так, ин-
дукция активности Pgp, локализованного в сли-
зистой оболочке тонкого кишечника, в почках и
печени может привести к неэффективности фар-
макотерапии веществами-субстратами в связи с
их недостаточной энтеральной абсорбцией. И на-
оборот, сниженная активность транспортера мо-
жет послужить причиной относительной передо-
зировки веществом-субстратом [17].

Цель проведенного исследования – оценка
влияния гликонаночастиц золота на функцио-
нальную активность и экспрессию белка-транс-
портера Pgp in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная культура. Исследование выполне-
но на линии клеток аденокарциномы ободочной
кишки человека (Caco-2) и линии эмбриональ-
ных клеток почки человека (HEK-293) (Центр
коллективного пользования “Коллекция культур
клеток позвоночных” Института цитологии РАН,
Санкт-Петербург, Россия). Клетки культивиро-
вали при 37°С и 5%-ном содержании СО2 в инку-
баторе WS-189C (“WorldScience”, Корея) на пита-
тельной DMEM-среде с высоким содержанием
глюкозы (4500 мг/л) (“Sigma-Aldrich”, Герма-
ния), содержащей L-глутамин (4 мМ) (“Sigma-Al-
drich”, Германия), 100 Ед/мл и 100 мкг/мл пени-
циллина и стрептомицина (“Sigma-Aldrich”, Гер-
мания) соответственно. При инкубировании
клеток линий Caco-2 и HEK-293 использовали 15
и 10% бычьей сыворотки (“Sigma-Aldrich”, Гер-
мания) соответственно. После достижения 70–
90% конфлюентности клетки снимали с культу-
ральных флаконов путем добавления раствора
трипсин-ЭДТА (трипсин-этилендиаминтетра-
ацетат: 0.25% трипсина и 0.2% ЭДТА, “Sigma-Al-
drich”, Германия) и высевали в 24-луночный
планшет (“Сorning”, США) из расчета 106 клеток
на лунку (для анализа влияния веществ на функ-
циональную активность транспортера) или в 6-
луночный планшет (“Сorning”, США) из расчета
107 клеток на лунку (только клетки Caco-2 для
анализа влияния веществ на экспрессию Pgp).
Клетки культивировали в течение 48 ч после до-
стижения монослоя. Cмену питательной среды
проводили ежедневно.
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КОПАНИЦА и др.

Объект исследования. В работе использовали
следующие маточные водные коллоидные рас-
творы модифицированных наночастиц золота
диаметром 18–21 нм [14], синтезированные в ла-
боратории полимерных наноматериалов и ком-
позиций для оптических сред Института высоко-
молекулярных соединений РАН (г. Санкт-Петер-
бург):

– золото-меркаптогексаноилгидразид-L-фуко-
за (Au-MHH-Fuc) (1 мг/мл);

– золото-меркаптопропаноилгидразид-D-лак-
тоза (Au-MPH-Lac) (2 мг/мл);

– золото-меркаптопропаноилгидразид-D-га-
лактоза (Au-MPH-Gal) (1 мг/мл).

В исследовании [15] данные наночастицы про-
явили цитотоксичность по отношению к клеточ-
ной культуре Caco-2 при 2- и 8-часовой инкуба-
ции.

Оценку относительного количества Pgp на мем-
бранах клеток Caco-2 проводили методом ве-
стерн-блоттинга. Для этого клетки инкубировали
в течение 2 и 8 ч на питательной среде с добавле-
нием исследуемых гликонаночастиц золота в кон-
центрациях 450 и 300, 700 и 490, 400 и 250 мкг/мл
для Au-MHH-Fuc, Au-MPH-Lac и Au-MPH-Gal
соответственно. Указанные значения соответ-
ствовали максимальным концентрациям, при ко-
торых наночастицы не проявляли цитотоксично-
сти по отношению к клеткам Caco-2 (интенсив-
ность клеточного метаболизма достоверно не
отличалась от 100% по данным МТТ-теста). Затем
клетки снимали с планшета раствором трипсин-
ЭДТА (Sigma-Aldrich, Германия), трижды про-
мывали раствором фосфатного буфера с pH = 7.2
(Bio-Rad, США) и лизировали в NP40 Cell Lysis
Buffer Thermo (Thermo Fisher Sciодеentific, США)
c добавлением смеси ингибиторов протеиназ (4-
(2 аминоэтилбензенсульфонил флуорида гидро-
хлорид (AEBSF) – 2 мМ, апротинин – 0.3 мкМ,
бестатин – 130 мкМ, ЭДТА – 1 мМ, транс-эпок-
сисукцинил-L-лейциламидо(4-гуанидино)бутан
(Е-64) – 14 мкМ, лейпептин – 1 мкМ, Sigma-Al-
drich, Германия) в течение 30 мин при +4°С и по-
стоянном перемешивании из расчета 107 клеток
на 100 мкл буфера. Полученный лизат центрифу-
гировали при 13000 g в течение 10 мин (Avanti
JXN-3; Beckman Coulter, США).

Количество белка в пробах определяли мето-
дом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, США) [18].
Надосадочный слой после центрифугирования
(30 мкг) подвергали электрофорезу с использова-
нием TGX Stain-Free Fast Cast Acrylamide Kit
(“Bio-Rad”). Перед загрузкой в лунку электрофо-
ретической системы образцы обрабатывали в со-
ответствии с протоколом Bio-Rad. Смешивали в
соотношении 1 : 3 с буфером Laemmli (“Bio-
Rad”), содержащим 2.5% 2-меркаптоэтанола

(“Helicon”, Россия), инкубировали 5 мин при
температуре 70°C, электрофорез проводили в те-
чение 90 мин при 100 В.

Для определения относительного количества
Pgp использовали первичные моноклональные
антитела мыши P-Glycoprotein Antibody MA5-
13854 (“Invitrogen”, США) в разведении 1 : 200.
Визуализацию первичных антител осуществляли
с использованием вторичных антител кролика
(Rabbit anti-Mouse IgG (H + L) Secondary Anti-body,
HRP, “Invitrogen”, США) в разведении 1 : 4000.

Молекулярная масса Pgp была подтверждена
путем сравнения с предварительно установлен-
ными маркерами молекулярного размера (Preci-
sion Plus Protein Standards Dual Color, “Bio-Rad”).

Белки визуализировали с помощью хемилю-
минесценции, используя Chemi Doc XRS+ (“Bio-
Rad”, США). Интенсивность полученных полос
(бэндов) анализировали денситометрически с по-
мощью программного обеспечения Image Lab
(“Bio-Rad”, США). Количество Pgp оценивали
относительно содержания GAPDH (белок до-
машнего хозяйства, глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа), первичные антитела к GAPDH –
Loading Control Monoclonal Antibody (GA1R,
США), DyLight 68, Invitrogen, разведение 1 : 1000,
вторичные антитела кролика к первичным анти-
телам GAPDH – Rabbitanti-Mouse IgG (H + L)
Secondary Antibody, HRP, Invitrogen, разведение
1 : 4000).

Каждый анализ повторяли трижды. В качестве
контроля использовали клетки после инкубации
с питательной средой, разведенной водой для
инъекций, аналогично рабочим растворам нано-
частиц золота.

Функциональную активность Pgp на клеточ-
ных мембранах исследовали путем оценки внут-
риклеточного накопления маркерного субстра-
та транспортера – фексофенадина (150 мкМ,
2 ч совместно с растворами наночастиц, хини-
дина или фторурацила после преинкубации) ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии в сочетании с масс-спектрометрией
(ВЭЖХ/МС). Фексофенадин – блокатор H1-ги-
стаминовых рецепторов III поколения, проник-
новение которого внутри клеток контролируется
Pgp [19]. В этой связи его содержание в клетках мо-
жет характеризовать функциональную активность
транспортера.

Клеточную культуру преинкубировали в 24-
луночных планшетах в течение 2 и 8 ч с раствора-
ми гликонаночастиц на питательной среде в кон-
центрациях, соответствующих максимальным
значениям, при которых интенсивность клеточ-
ного метаболизма достоверно не отличалась от
100%. После этого клетки снимали со дна лунок,
промывали трижды 1 мл фосфатного буферного
раствора (pH 7.2) с последующим центрифугиро-
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ванием при 1500 g в течение 5 мин и удалением
надосадочного слоя. Далее осадок клеток разво-
дили в 350 мкл раствора фосфатного буфера и ли-
зировали в трехкратном цикле заморозка–размо-
розка.

Непосредственно перед хроматографическим
анализом пробы размораживали при комнатной
температуре, к каждой пробе добавляли 300 мкл
ацетонитрила (“PanReac AppliChem”, Испания),
содержащего внутренний стандарт – амантадин
(амантадин гидрохлорид, United States Pharmaco-
peia (USP) Reference Standard, США) в концен-
трации 10 нг/мл, перемешивали на встряхивателе
Vortex (Heidolph, Германия) и центрифугировали
при 25000 g в течение 10 мин при температуре
4°C. В дальнейшем 20 мкл пробы вводили в авто-
семплер хроматографа для количественного ана-
лиза фексофенадина.

В качестве вещества сравнения с известной
способностью снижать функциональную актив-
ность Pgp был использован хинидин (Acros Or-
ganics, Бельгия) в концентрации 200 мкМ [20, 21]
и сроками преинкубации, соответствующими та-
ковым для гликонаночастиц золота (2 и 8 ч). Так-
же в качестве препарата, не влияющего, согласно
[22], на функциональную активность и экспрес-
сию Pgp, использовали фторурацил (Nantong Jin-
ghua Pharmaceutical Co., Ltd.) – препарат для адъ-
ювантной терапии колоректальных опухолей
[23].

Чтобы подтвердить, что накопление фексофе-
надина внутри клеток Caco-2 происходило имен-
но за счет снижения эффлюксной активности Pgp
под действием гликонаночастиц золота, а не за
счет повышения проницаемости клеточных мем-
бран, аналогичный эксперимент проводили с
применением клеточной культуры HEK-293. Pgp
не экспрессируется на мембранах данных клеток
[24], поэтому отсутствие возрастания внутрикле-
точного содержания фексофенадина при инкуба-
ции с тестируемыми веществами будет свидетель-
ствовать о реализации эффекта за счет влияния
на транспортер.

Внутриклеточное содержание фексофенадина
(нг/мл) пересчитывали на количество белка в
пробе (мг/мл), которое оценивали методом Бред-

форда. На каждый анализ было выполнено по
пять повторений. В качестве контроля использо-
вали клетки после инкубации с разведенной во-
дой для инъекций питательной средой по анало-
гии с рабочими растворами наночастиц золота.

Количественный анализа фексофенадина в лиза-
те клеток проводили методом ВЭЖХ/МС на хро-
матографе “Ultimate 3000” с тройным квадру-
польным масс-детектором TSQ Fortis (“Ther-
moFisher”, США), колонкой UCT Selectra C18
4.6 мм × 100 мм × 5 мкм в градиентном режиме
элюирования (табл. 1). Скорость подвижной фа-
зы – 0.3 мл/мин, объем пробы – 20 мкл, режим
ионизации – положительный.

Количественный анализ проводили методом
внутреннего стандарта (амантадин). Рабочий
диапазон концентраций фексофенадина в лиза-
тах клеток Caco-2 составлял 5.0–500.0 нг/мл (ко-
эффициент корреляции превышал 0.99), точ-
ность и прецизионность не превышали 15%.
Нижний предел обнаружения вещества в лизате
клеток Caco-2 составил 0.5 нг/мл [25].

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программы Statistica 13.0. Рас-
пределение данных анализировали, используя
критерий Шапиро–Уилка. Различия количества
Pgp, а также концентраций фексофенадина в кле-
точном лизате оценивали с помощью критерия
Даннета, так как распределение данных не отли-
чалось от нормального. Приемлемым уровнем
значимости считали значение p, не превышаю-
щее 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Методом вестерн-блоттинга показано, что ин-

кубация клеток Caco-2 с гликонаночастицами зо-
лота (Au-MHH-Fuc, Au-MPH-Gal), а также фтор-
урацилом (веществом, не изменяющим экспрес-
сию транспортера по данным [22]) не приводила к
достоверному изменению относительного коли-
чества Pgp в лизате (p > 0.05). При этом Au-MPH-
Lac увеличивали уровень транспортера в 1.9 (p =
= 0.013) и 1.8 (p = 0.021) раза при инкубации в те-
чение 2 и 8 ч соответственно по сравнению с кон-
тролем (рис. 1, табл. 2).

Оценка накопления фексофенадина внутри
клеток Caco-2 при их инкубации с наночастица-
ми золота показала, что частицы с фукозой, лак-
тозой и галактозой увеличивали внутриклеточное
содержание вещества через 8 ч инкубации в 2.6
(уровень тенденции p = 0.097), 3.5 (p = 0.0025) и
5.3 (p < 0.0001) раза соответственно по сравнению
с контролем. Наночастицы с лактозой увеличива-
ли данный показатель также через 2 ч инкубации
в 4.1 раза (p = 0.0001). Полученные результаты
свидетельствуют о снижении эффлюксной актив-
ности Pgp.

Таблица 1. Соотношение компонентов подвижной фа-
зы по объему в зависимости от времени хроматографи-
ческого анализа

Время, мин Раствор муравьиной 
кислоты (0.1%) Ацетонитрил

0 75% 25%
0.2 30% 70%
6 1% 99%
8 75% 25%
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Восьмичасовая инкубация клеток с хиниди-
ном (веществом, оказывающим ингибирующее
действие на функционирование Pgp [26]) приво-
дила к увеличению количества фексофенадина
внутри клеток Caco-2 в 3 раза (p = 0.024), что под-
тверждает адекватность примененной методики.
Фторурацил (препарат, не изменяющий актив-
ность Pgp по данным [22]) в проведенном иссле-
довании также не влиял на количество маркерно-
го субстрата транспортера в клетках (p > 0.05)
(табл. 3).

При анализе проникновения фексофенадина в
клетки HEK-293 на фоне инкубации с наночасти-
цами с фукозой, лактозой и галактозой выявлено
снижение его внутриклеточного количества при
2- и 8-часовой инкубации в 3.9 (p < 0.0001) и 3.4
(p < 0.0001), в 8.1 (p < 0.0001) и 9.1 (p < 0.0001), в 2.8
(p = 0.00025) и 2.1 (p = 0.0023) раза соответственно
(табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сегодня утверждены отечественные [27] и за-

рубежные рекомендации [28], предписывающие
тестирование всех вновь разрабатываемых лекар-
ственных средств на принадлежность к субстра-
там и ингибиторам Pgp. Причем на первом этапе
анализ проводится in vitro (путем оценки транс-
порта маркерных субстратов транспортера, таких
как фексофенадин, дигоксин, домперидон и дру-
гие средства, на гиперэкспрессирующих его кле-
точных культурах), а в случае положительных ре-
зультатов – in vivo (анализируется фармакокине-

тика маркерных субстратов транспортера на
животных).

Исследование было посвящено оценке влия-
ния золотых гликонаночастиц с поверхностью,
модифицированной через тиольные группы
остатками моно- и дисахаридов, на функцио-
нальную активность и количество эффлюксного
транспортера Pgp. Концентрации тестируемых
веществ были выбраны на основе данных предва-
рительного исследования, в котором с помощью
МТТ найдены те их значения, при которых 2- и 8-
часовая инкубация с клетками не вызывает до-
стоверного снижения интенсивности клеточного
метаболизма [15]. В многочисленных исследова-
ниях, преимущественно in vitro, выявлена способ-
ность наночастиц металлов ингибировать функ-
ционирование данного белка, что повышает цито-
токсичность противоопухолевых лекарственных
средств, являющихся его субстратами, и дает на-
дежду на преодоление феномена МЛУ [9, 10, 29].

В ходе работы снижения экспрессии Pgp на
фоне инкубирования клеток с протестированны-
ми наночастицами не продемонстрировано. На-
против, Au-MPH-Lac увеличивали уровень
транспортера на клеточных мембранах. Осталь-
ные гликонаночастицы не изменяли количества
Pgp. Данный эффект может быть реализован пу-
тем индукции транскрипционного фактора p53,
продемонстрированной в [30]. Данный белок
(ряд его мутантных форм) способен взаимодей-
ствовать с промотором гена MDR1, кодирующего
Pgp, и индуцировать его экспрессию [29]. Индук-
ция Pgp (увеличение количества иРНК и эф-

Рис. 1. Результаты анализа (вестерн-блоттинг) относительного количества Pgp в лизате клеток Caco-2: 1 – контроль,
2 – фторурацил (2 ч), 3 – Au-MPH-Lac (2 ч), 4 – Au-MHH-Fuc (8 ч), 5 – Au-MPH-Gal (8 ч), 6 – Au-MPH-Gal (2 ч), 7 –
Au-MPH-Lac (8 ч), 8 – фторурацил (8 ч), 9 – Au-MHH-Fuc (2 ч).

Pgp 170 кДа

GAPDH 37 кДа

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Таблица 2. Результаты анализа (вестерн-блоттинга) относительного количества Pgp в лизате клеток Caco-2 на
фоне их 2- и 8-часовой инкубации с гликонаночастицами золота и фторурацилом

* Достоверные различия по сравнению с контрольным значением (p < 0.05).

Относительное количество Pgp в лизате клеток Caco-2, нг/мг GAPDH

Время, ч Контроль Au-MHH-Fuc Au-MPH-Lac Au-MPH-Gal Фторурацил

2 1.0 1.8 ± 1.05 1.9 ± 0.4* 1.7 ± 0.8 1.0 ± 0.2
8 1.4 ± 0.5 1.8 ± 0.3* 0.9 ± 0.5 1.3 ± 0.3
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флюксной активности транспортера) под дей-
ствием немодифицированных золотых наноча-
стиц (3, 15 и 80 нм в диаметре) описана в
литературе. В [12] показано, что она также реали-
зуется посредством влияния на транскрипцион-
ные факторы (Nrf2 и PXR).

В случае Au-MPH-Lac индукция экспрессии
транспортера может быть объяснена адаптивным
механизмом на фоне интенсификации перекис-
ного окисления липидов (в предварительном ис-
следовании было выявлено резкое снижение ко-
личества общих сульфгидрильных групп в кле-
точном лизате при инкубации с тестируемыми
наночастицами [30]), так как транспортер спосо-
бен выбрасывать из клеток окисленные произ-
водные глутатиона (глутатион-дисульфид, S-нит-
розоглутатион и др.) подобно MRP [30]. Возмож-
но, увеличение количества Pgp также является
неспецифическим компенсаторным механизмом
в ответ на действие токсикантов [12].

С другой стороны, гликонаночастицы золота
ингибировали эффлюксную активность белка-
транспортера через 8 ч инкубации. Двухчасовой
инкубации оказалось недостаточно для подобно-
го действия, что, вероятно, связано с необходи-
мостью проникновения частиц внутрь клеток пу-
тем эндоцитоза – механизма, требующего опре-
деленного времени [31]. Отсутствие корреляции
между количеством и активностью Pgp (проде-
монстрированное здесь для Au-MPH-Lac) было
выявлено в ряде научных работ, что может быть
связано с подверженностью белка-транспортера
большому числу регуляторных влияний уже по-
сле его синтеза [32].

Отметим, что при инкубации гликонаноча-
стиц золота с клетками HEK-293 не выявлено

увеличения внутриклеточного накопления фек-
софенадина, что свидетельствует об отсутствии
неспецифического увеличения проницаемости
клеточных мембран. Напротив, наблюдалось
снижение содержания фексофенадина внутри
клеток. Это может быть связано с тем, что проте-
стированные наночастицы способны неспеци-
фически адсорбироваться на поверхности кле-
точных мембран, снижая адсорбцию маркерного
субстрата Pgp и его внутриклеточный транспорт
путем простой диффузии или фильтрации [33].
При этом для клеток Caco-2 характерен более ин-
тенсивно протекающий эндоцитоз [34]. Таким
образом, адсорбированные гликонаночастицы
подвергаются абсорбции, и подобного препят-
ствия внутриклеточному накоплению фексофе-
надина не наблюдается.

Препарат сравнения фторурацил не изменял
функциональную активность и количество Pgp
при инкубации с клетками Caco-2. Опубликован-
ные сведения по этому вопросу противоречивы
[35–37]. Однако согласно [38] фторурацил пред-
ставляет собой субстрат транспортера, что в дан-
ном случае является недостатком вещества в свя-
зи с высокой вероятностью резистентности к не-
му опухолевых клеток из-за феномена МЛУ [22].

Наиболее вероятный механизм прямого инги-
бирования Pgp – непосредственный контакт ве-
щества-ингибитора с местами связывания суб-
стратов на трансмембранном домене транспорте-
ра и их вытеснение, что возможно при сходстве
химической структуры ингибитора и субстратов
[13], а также при соответствии размеров ингиби-
тора размерам субстратсвязывающего сайта Pgp
(с диаметром в экстрацеллюлярной части ~5 нм,
сужающимся по направлению к внутриклеточно-

Таблица 3. Количество фексофенадина в лизате клеток Caco-2 на фоне их 2- и 8-часовой инкубации с гликона-
ночастицами золота, хинидином (эталонный ингибитор Pgp) и фторурацилом

* Достоверные различия по сравнению с контрольным значением (p < 0.05). ** Различия по сравнению с контрольными зна-
чениями на уровне тенденции (0.05 < p < 0.1).

Содержание фексофенадина в лизате клеток Caco-2, нг/мг белка

Время, ч Контроль Хинидин Au-MHH-Fuc Au-MPH-Lac Au-MPH-Gal Фторурацил

2 132.7 ± 36.5 141.8 ± 16.4 270.4 ± 106.6 543.7 ± 106.4* 343.6 ± 223.2 198.8 ± 65.6
8 393.4 ± 188.3* 346.4 ± 108.7** 459.9 ± 188.2* 706.8 ± 245.6* 311.4 ± 90.6

Таблица 4. Количество фексофенадина в лизате клеток HEK-293 на фоне их 2- и 8-часовой инкубации с глико-
наночастицами золота

* Достоверные различия по сравнению с контрольным значением (p < 0.05).

Содержание фексофенадина в лизате клеток HEK-293, нг/мг белка

Время, ч Контроль Au-MHH-Fuc Au-MPH-Lac Au-MPH-Gal

2 453.6 ± 152.3 116.1 ± 16.2* 55.7 ± 5.6* 163.6 ± 28.5*
8 132.9 ± 30.2* 50.0 ± 9.5* 212.5 ± 24.8*
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му пространству) [39]. Таким образом, для нано-
частиц ключевым параметром, характеризующим
их ингибирующий потенциал, является диаметр,
и протестированные частицы попадают в ингиби-
рующий диапазон. Так, на культуре клеток MCF-
7/ADR показано, что золотые наночастицы раз-
мером 4.1–5.4 нм обладают максимальной спо-
собностью ингибировать Pgp. При этом частицы
с меньшим диаметром более подвержены эф-
флюксу транспортером из клеток [3]. Согласно
[40, 41] молекула Pgp богата SH-группами, что по-
вышает вероятность образования ковалентных
связей между наночастицами металла и амино-
кислотными остатками транспортера со сниже-
нием его функциональной активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о

том, что одним из механизмов цитотоксичности
протестированных наночастиц может быть угне-
тение функционирования Pgp. Кроме того, выяв-
ленную динамику активности транспортера сле-
дует учитывать в случае использования гликона-
ночастиц золота в клинической практике:
ингибирование Pgp способно приводить к неже-
лательным колебаниям фармакокинетики его
субстратов (дабигатрана этексилата, дигоксина и
ряда других), что повышает риск их относитель-
ной передозировки [17].

Работа поддержана стипендией Президента
Российской Федерации молодым ученым и аспи-
рантам (Конкурс СП-2022).
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