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В последнее время все большее значение в фармакокинетике лекарственных 

веществ придается белкам-транспортерам, наиболее клинически значимым из кото-

рых является гликопротеин-Р (P-gp, ABCB1 белок, MDR1), что определяется его ши-

рокой субстратной специфичностью и локализацией в организме. 

В исследовании in vivo на кроликах непрямым иммуногистохимическим мето-

дом изучено влияние гликвидона на экспрессию P-gp в тканях тощей кишки, печени, 

почек и гематоэнцефалическом барьере на фоне нормы и экспериментального ал-

локсан-индуцированного СД 2-го типа. Введение гликвидона интактным животным 

в дозе 10 мг/кг массы не приводило к изменениям экспрессии P-gp в указанных тка-

нях, однако сопровождалось снижением уровня тощаковой глюкозы крови – эндо-

генного ингибитора ABCB1 белка. Описанные результаты сохранялись и на 5-й день 

отмены препарата. После 14-дневной фармакотерапии гликвидоном в дозе 10 мг/кг 

массы аллоксан-индуцированного СД 2-го типа наблюдалось восстановление сни-

женной на фоне патологии экспрессии ABCB1 белка в тканях тощей кишки, печени 

и почек до уровня исходных значений, при этом наблюдалась нормализация угле-

водного обмена. На 5-й день отмены терапии вновь имело место ингибирование экс-

прессии P-gp в тканях тощей кишки и печени. Вероятно, что наблюдаемое снижение 

экспрессии гликопротеина-Р на фоне СД 2-го типа было связано с увеличением 

уровня глюкозы и снижением концентрации инсулина – эндогенного индуктора бел-

ка-транспортера. На фоне терапии гликвидоном наблюдалась нормализация угле-

водного обмена и как следствие восстановление сниженной на фоне патологии экс-

прессии ABCB1 белка. На 5-й день отмены препарата вновь наблюдался рост уровня 

глюкозы крови и снижение концентрации инсулина, в результате вновь наблюда-

лось снижение уровня экспрессии P-gp в тканях тощей кишки и печени, а также тен-

денция к снижению в почках.  

Ключевые слова: гликопротеин-Р, гликвидон, сахарный диабет 2-го типа. 

_____________________________________________________________________________ 

 

По данным Всемирной Организации 

Здравоохранения (ВОЗ) и Международ-

ной Диабетической Федерации (IDF) 387 

млн человек во всем мире больны 

диабетом. На СД 2-го типа приходится 

90% всех случаев диабета в мире. Если 
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учесть 175 млн не диагностированных, по 

данным IDF, случаев СД, становится ясно, 

что огромное количество людей не по-

дозревает о том, что диабет у них прогрес-

сирует в сторону развития поздних ослож-

нений, одним из которых является диабе-

тическая нефропатия (ДН). ДН обнару-

живается у 25% больных СД 2-го типа, 

прогрессирует до конечной стадии у зна-

чительной части пациентов и ограничи-

вает возможности фармакотерапии самого 

диабета. Согласно последним клиничес-

ким рекомендациям единственным произ-

водным сульфонилмочевины, который 

может быть использован до 4-й стадии 

хронической болезни почек (ХБП) (СКФ 

29-15 мл/мин/1,73 м
2
, тяжелое снижение 

СКФ), включительно, без корректировки 

дозы является гликвидон [1-4]. 

СД 2-го типа с присущим ему пато-

логическим комплексом приводит к поли-

прагмазии, в условиях которой возрастает 

риск нежелательных лекарственно-опо-

средованных взаимодействий, в том числе 

и фармакокинетических, для которых все 

большее значение придается белкам-тран-

спортерам, наиболее клинически значи-

мый из которых – гликопротеин-Р. В роли 

регуляторов последнего способны высту-

пать как экзогенные соединения – лекар-

ственные препарата, так и эндогенные, в 

том числе инсулин (эндогенный индуктор 

P-gp) и глюкоза (эндогенный ингибитор 

P-gp), уровень которых на фоне нормы и 

на фоне СД 2-го типа существенным 

образом отличается [5]. 

Цель исследования 

Изучение влияния гликвидона на 

экспрессию гликопротеина-Р в тканях 

тощей кишки, печени, почек и коры 

больших полушарий головного мозга на 

фоне нормы и на фоне СД 2-го типа. 

Материалы и методы 

Исследование было выполнено на 96 

половозрелых кроликах-самцах породы 

Шиншилла, средней массой 3500-4500 г. 

Животные имели необходимые ветери-

нарные свидетельства и содержались в 

стандартных условиях вивария ФГБОУ 

ВО РязГМУ Минздрава России. Работу  

с лабораторными животными проводили  

в соответствии с правилами лаборатор-

ной практики (прил. к приказу Минздрав-

соцразвития РФ № 708н от 23.08. 2010 г.). 

Согласно задачам эксперимента, 

кролики были разделены на 6 групп. 

Животные 2-й и 4-й групп были раз-

делены на две подгруппы. В 1-й группе 

(n=8) изучали уровень экспрессии в тка-

нях тощей кишки, печени, почек и коры 

больших полушарий головного мозга на 

фоне нормы. Выбор тканей обусловлен их 

ролью в процессах абсорбции, элимина-

ции и распределения лекарственных ве-

ществ, а также преимущественной лока-

лизацией P-gp. Во 2-й группе (n=16) изу-

чали влияние гликвидона (10 мг/кг) на 

экспрессию ABCB1 белка в указанных 

тканях после 14-дневного введения пре-

парата (1-ая подгруппа n=8) и на 5-й день 

его отмены (2-ая подгруппа n=8). В 3-й 

группе (n=16) моделировали СД 2-го типа 

и изучали экспрессию P-gp в указанных 

тканях на фоне патологии (n=8). В 4-й 

группе предварительно моделировали СД 

2-го типа (n=32) и изучали влияние глик-

видона (10 мг/кг) на экспрессию белка-

транспортера после 14-дневной терапии 

СД 2-го типа гликвидоном (n=8) и на 5-й 

день его отмены (n=8). В 5-й группе (n=8) 

изучали уровни инсулина и глюкозы в ди-

намике у интакных кроликов, после 14-

дневногго введения гликвидона и на 5-й 

день его отмены. В 6-й группе (n=16) изу-

чали уровни инсулина и глюкозы у интак-

ных кроликов, на фоне СД 2-го типа, по-

сле 14-дневной терапии гликвидоном и на 

5-й день его отмены. 

СД 2-го типа моделировали одно-

кратной внутривенной инъекцией свеже-

приготовленного раствора аллоксанамо-

ногидрата («Sigma») в цитратном буфере 

(pH=4,0) в дозе 80 мг/кг массы. Концен-

трации инсулина определяли натощак, на 

10 и 45 минутах, глюкозы натощак на 10, 

90 минутах (120 минуту для серий с па-

тологией) после пероральной глюкозной 

нагрузки (3 г/кг). Рассчитывали гликеми-

ческий (отношение содержания базаль-

ной глюкозы к базальному инсулину в 
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крови) и инсулиногенный индексы (от-

ношение прироста инсулина в крови к 

приросту глюкозы в крови на 10 минуту 

после пероральной глюкозной нагрузки) 

(табл.1, 3). СД 2-го типа подтверждали 

через 30 дней по уровню глюкозы нато-

щак не более 13,89 ммоль/л на фоне со-

храненной секреции базального инсули-

на, концентрации постпрандиальной 

глюкозы отличной от базальной, снижен-

ному инсулиногенному индексу и уров-

ню инсулина на 45 минуту после глюкоз-

ной нагрузки [5, 6]. 

Содержание глюкозы (ммоль/л) опре-

деляли глюкозоксидазным методом при по-

мощи наборов «Human» (Германия), инсу-

лин (мкЕД/мл) – радиоиммунным методом с 

использованием набора «Immunotech» (Че-

хия) в сыворотке венозной крови – в цен-

тральной научно-исследовательской лабора-

тории (ЦНИЛ) РязГМУ. В качестве экспрес-

метода определения уровня глюкозы в цель-

ной крови использовали электрохимический 

глюкометр One Touch Ultra Easy [7]. 

Экспрессию P-gp определяли in vivo 

непрямым иммуногистохимическим ме-

тодом в ЦНИЛ РязГМУ. Для этого кроли-

ков выводили из эксперимента методом 

воздушной эмболии. 

Гистологический материал подвер-

гали стандартной обработке: производили 

обезвоживание в растворах этилового 

спирта возрастающей концентрации, про-

светляли ксилолом, с последующим за-

ключением в парафин. Перед реакцией 

иммунного окрашивания производили 

демаскировку антигенов тканей посредст-

вом нагревания на водяной бане в 10 мМ 

цитратном буфере (рН=6,0), блокировали 

эндогенную пероксидазу 3%-ным раство-

ром пероксида водорода. Затем инкубиро-

вали срезы с первичными антителами  

к P-gp (ABCB1 antibody – middleregion, 

100 мкл (Aviva Systems Biology 

ARP51326_P050, США)) в разведении 

1:50 по стандартной методике. Для им-

мунного окрашивания использовали по-

лимерную систему детекции с перокси-

дазной меткой («Leica Microsystems», 

Германия). Ядра клеток докрашивали ге-

матоксилином. 

Микропрепарат фотографировали с 

помощью цифровой камеры Canon Power 

Shot G5 при увеличении в 400 раз. В каж-

дом гистологическом препарате оценива-

ли 10 репрезентативных участков (10 фо-

тографий). В дальнейшем изображения 

анализировали с помощью программы для 

анализа и обработки цифровых изображе-

ний «Image J» и специально разработан-

ного для количественного иммуногисто-

химического анализа плагина «IHC Profi-

ler». Уровень экспрессии определяли в 

«+», по интенсивности и площади окраски 

(«+++» – высокая, «++» – умеренная, «+» 

– слабая, 0 – отсутствие экспрессии). Ин-

тенсивность окраски «диаминобензидина» 

оценивали количественно в диапазоне от 

0 (черное) до 255 (белое). 

Полученные экспериментальные дан-

ные были подвергнуты математико-

статистической обработке с использовани-

ем офисного пакета «Microsoft Office XP» и 

программ Statistica 8.0. и IBM SPSS Statis-

tics 20. Характер распределения данных 

оценивали по критерию Шапиро-Уилка. 

Для исследования статистической 

значимости изменений уровней инсулина, 

глюкозы и связанных с ними индексов, в 

случае нормального распределения дан-

ных, проверку нулевой гипотезы в сериях, 

состоящих более чем из двух зависимых 

групп, выполняли дисперсионным анали-

зом (ANOVA) повторных измерений. Для 

оценки показателей, распределение кото-

рых отличалось от нормального, приме-

няли критерий Фридмана. В качестве ме-

тодов множественных сравнений исполь-

зовали параметрический и непараметри-

ческий варианты критерия Ньюмена-

Кейлса, соответственно. 

Проверку статистической значимо-

сти для параметрических данных в серии, 

состоящей из двух зависимых групп, про-

водили парным критерием Стьюдента. 

Для оценки показателей, распределение 

которых отличалось от нормального при-

меняли критерий Уилкоксона. 
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Для данных, имеющих нормальное 

распределение, рассчитывали среднее 

арифметическое значение (Mean) и стан-

дартное отклонение (SD). Для данных, 

имеющих распределение отличное от нор-

мального, рассчитывали медиану (Median), 

верхний и нижний квартили (lq; uq). 

Изучение статистической значимо-

сти изменений экспрессии P-gp проводили 

непараметрическими методами. Для про-

верки нулевой гипотезы использовали 

критерий Крускала-Уоллиса, в качестве 

метода множественного сравнения при-

меняли непараметрический вариант кри-

терия Ньюмена-Кейлса.  

Для описания данных использовали 

моду (Mode) и размах вариации (Range 

(R)), а также медиану (Median) и верхний 

и нижний квартили (lq; uq). 

Результаты и их обсуждение 

При введении гликвидона в дозе  

10 мг/кг массы 14-дневным курсом  выяв-

лено статистически достоверное снижение 

средних значений глюкозы натощак после 

14 дней введения на 17,4% (p<0,05),  

сохраняющиеся сниженными на 20,74% 

(p<0,05) и на 5-й день отмены препарата 

(табл. 1). В условиях снижения уровня  

эндогенного ингибитора P-gp – глюкозы, 

предполагалось, что будет наблюдаться 

индукция P-gp. Однако указанного явле-

ния не происходило. Экспрессия Р-gp  

в тканях тощей кишки, печени, почек  

и гематоэнцефалическом барьере голов-

ного мозга после 14-дневного введения 

гликвидона интактным кроликам и на 5-й 

день его отмены оставалась без изменений  

(табл. 2, 5). 
 

Таблица 1 

Изменения уровней инсулина и глюкозы после введения гликвидона 

(10 мг/кг) на фоне нормы(Mean±SD или Media (lq; uq)) 
 

Изучаемые параметры Исходные значения 

(n=8) 

14 дней введения  

гликвидона 

(n=8) 

5-й день отмены 

гликвидона 

(n=8) 

Глюкоза натощак, ммоль/л 5,69 ± 0,95 4,70 ± 1,36
1
 4,51 ± 1,15

1
 

Инсулин натощак, мкЕД/мл 2,83 (1,92; 4,77) 4,68 (3,7; 5,06) 4,28 (3,63; 6,51) 

Гликемический индекс  2,07 ± 1,09 1,03 ± 0,21 1,00 ± 0,47 

Инсулиногенный индекс  0,66 (0,33;1,53) 4,18 (1,16; 16,37)  1,15 (0,23; 2,17) 

Инсулин 45 мин, мкЕД/мл 14,54 (10,10; 19,19)
c
 5,51 (3,05; 17,56) 9,71 (7,56; 11,56)

c
 

Глюкоза 90 мин, ммоль/л 9,11 ± 4,16
a
 8,88 ± 4,43

a
 6,78 ± 1,83

a
 

 

Примечание:
a
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями базальной 

глюкозы в соответствующем периоде (исходные значения, 14 дней введения гликвидона, 5 день 

отмены);
 

c
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями базального инсулина в 

соответствующем периоде (исходные значения, 14 дней введения гликвидона, 5 день отмены); 
1
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению с исходными значениями 

 

Таблица 2 

Экспрессия в «+» гликопротеина-Р в тканях кроликов после введения гликвидона 

(10 мг/кг) на фоне нормы (Mode (R)/Media (lq; uq)) 
 

Орган Контроль (интактные  

кролики) (n=8) 

14 дней введения  
гликвидона (n=8) 

5-й день отмены  

гликвидона (n=8) 

Тощая кишка 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 

Печень 2(1)/2 (2;2) 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 

Почка 1 (0)/1 (1;1) 1 (0)/1 (1;1) 1 (0)/1 (1;1) 

Мозг 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 2(1)/2 (2;2) 
 

Примечание: статистически достоверных изменений не обнаружено. 
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На фоне СД 2-го типа (табл. 3) на-

блюдалось статистически достоверное 

снижение уровня инсулина на 45 минуту 

после глюкозной нагрузки на 47,5% 

(p<0,05) по сравнению с исходными зна-

чениями. На фоне 14-дневного введения 

гликвидона животным с СД 2-го типа на-

блюдалось статистически достоверное 

увеличение уровня инсулина на 142,82% 

(p<0,05) на 45 минуту после глюкозной 

нагрузки по сравнению со значениями на 

фоне СД 2-го типа и его восстановление 

до уровня исходных значений. На 5-й 

день отмены гликвидона имела место тен-

денция к снижению (p>0,05) уровня инсу-

лина. Также наблюдалось статистически 

достоверное увеличение уровня глюкозы 

натощак на фоне СД 2-го типа на 29,07% 

(p<0,05) и на 5-й день отмены препарата 

на 30,67% (p<0,05) по сравнению с исход-

ными значениями, соответственно. После 

14-дневного введения гликвидона на фоне 

СД 2-го типа уровень тощаковой глюкозы 

нормализовался (↓ на 19,26% (p<0,05) по 

сравнению со значениями на фоне СД 2-

го типа). На фоне СД 2-го типа наблюда-

лось статистически достоверное увеличе-

ние уровня глюкозы на 90 минуту на 

142,64% (p<0,05) и на 120 минуту на 

153,91% (p<0,05) после глюкозной на-

грузки по сравнению с исходными значе-

ниями. Зафиксирована нормализация 

уровня глюкозы после 14-дневного введе-

ния гликвидона на фоне СД 2-го типа (на 

90 минуту после глюкозной нагрузки ↓ на 

54,49% (p<0,05), на 120 минуту ↓ на 

58,39% (p<0,05) по сравнению со значе-

ниями на фоне СД 2-го типа). На 5-й день 

отмены препарата наблюдался рост кон-

центрации глюкозы на 90 минуту на 

131,94% (p<0,05) по сравнению с исход-

ными значениями, на 120 минуту после 

глюкозной нагрузки на 100,43% (p<0,05) 

по сравнению с исходными значениями и 

на 89,71% (p<0,05) по сравнению за зна-

чениями на фоне 14-дневной терапии гли-

квидоном. Выявлено статистически дос-

товерное снижение (p<0,05) инсулиноген-

ного индекса на фоне СД 2-го типа и на 5-

й день отмены гликвидона, показатель 

восстанавливался только после 14 дней 

введения препарата на фоне СД 2-го типа.

 

Таблица 3 

Изменения уровней инсулина и глюкозы после терапии СД 2-го типа гликвидоном  

(10 мг/кг)(Mean±SD или Media (lq; uq)) 

 

Изучаемые  

параметры 

Исходные  

значения  

(n=8) 

Значения на фоне 

СД 2-го типа 

(n=8) 

14 дней введения 

гликвидона на фоне 

СД 2-го типа (n=8) 

5 день отмены  

гликвидона на фоне 

СД 2-го типа (n=8) 

Глюкоза натощак,  

ммоль/л 

6,88 

(5,52; 7,68) 

8,88 

(7,77; 9,86)
1
 

7,17 

(6,91; 7,85)
2
 

8,99 

(7,80; 9,67)
1
 

Инсулин натощак,   

мкЕД/мл 

6,58 

(4,83; 7,36) 

5,55 

(5,08; 6,31) 

6,2 

(5,03; 7,45) 

5,67 

(4,92; 5,98) 

Гликемический  

индекс  

1,1235 

±0,382 

1,5391 

±0,391 

1,2275 

±0,3729 

1,5983 

±0,335 

Инсулиногенный  

индекс  

0,6841 

(0,3923; 2,6016) 

0,0215 

(-0,0904; 0,0438)
1
 

0,3319 

(0,151; 0,6017) 

-0,0163 

(-0,0676; 0,255)
1
 

Инсулин 45 мин,  

мкЕД/мл 

16,59 

(13,05;28,10)
c
 

8,71 

(6,70; 10,03)
1
 

21,15 

(16,02; 25,38)
c,2

 

10,02 

(8,67; 20,46)
c
 

Глюкоза 90 мин,  

ммоль/л 

7,20 

(5,87; 8,22)
a,b

 

17,47 

(16,08; 18,49)
a,1

 

7,95 

(7,36; 8,92)
 a,b,2

 

16,70 

(15,02; 18,58)
 a,1

 

Глюкоза 120 мин,  

ммоль/л 

6,90 

(5,46; 7,62) 

17,52 

(16,38; 18,84)
a, 1

 

7,29 

(6,94; 8,05)
2
 

13,83 

(12,13; 18,31)
 a,1,2,3

 
 

Примечание:
 

a
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями базальной глюкозы в со-

ответствующем периоде (исходные значения, СД 2-го типа, 14 дней введения гликвидона на фоне 

СД 2-го типа, 5 день отмены); 
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b
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями глюкозы на 120 минуту 

после глюкозной нагрузки в соответствующем периоде (исходные значения, СД 2-го типа, 14 дней 

введения гликвидона на фоне СД 2-го типа, 5 день отмены); 
c
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями базального инсулина в 

соответствующем периоде (исходные значения, СД 2-го типа, 14 дней введения гликвидона на фо-

не СД 2-го типа, 5 день отмены); 
1 – 

уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению с исходными значениями;  
2
 – уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями на фоне СД 2-го типа; 

3
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями после 14 дней введения 

гликвидона кроликам на фоне СД 2-го типа 

 

 

14-дневная терапия СД 2-го типа 

гликвидоном приводила к увеличению 

(p<0,05) экспрессии P-gp в тканях тощей 

кишки, печени и почек и ее восстановле-

нию до уровня исходных значений в 

группе контроля. На 5-й день отмены 

препарата вновь наблюдалось снижение 

(p<0,05) экспрессии P-gp в тканях тощей 

кишки и печени. Несмотря на тенденцию 

к снижению экспрессии ABCB1 белка в 

почках, его уровень в указанном органе на 

5-й день отмены гликвидона статистиче-

ски значимо не изменился (p>0,05). В ге-

матоэнцефалическом барьере головного 

мозга достоверные изменения экспрессии 

P-gp в изучаемые сроки не наблюдались 

(табл. 4, 5). Полученные изменения экс-

прессии ABCB1 белка, видимо, связаны с 

изменениями уровней его эндогенных ре-

гуляторов – инсулина и глюкозы. 

 

Таблица 4 

Экспрессия в «+» гликопротеина-Р в тканях кроликов после введения гликвидона  

(10 мг/кг) на фоне аллоксан-индуцированного СД 2-го типа (Mode (R)/Media (lq; uq)) 

 

Орган 
Контроль 

(n=8) 

СД 2-го типа 

(n=8) 

14 дней введения  
гликвидона на фоне 

СД 2-го типа (n=8) 

5-й день отмены гликвидона 

на фоне СД 2-го типа (n=8) 

Тощая кишка 2(1)/ 

2 (2;2) 

0(1)/ 

0 (0;1)
1
 

2 (1)/ 

2 (2;2)
 2
 

1 (1) 

1 (0; 1)
1, 3

 

Печень 2(1)/ 

2 (2;2) 

1(1)/ 

1 (1;1)
1
 

2 (1)/ 

2 (2;2)
2
 

1(1)/ 

1 (1;1)
1, 3

 

Почка 1 (0)/ 

1 (1;1) 

0 (1)/ 

0 (0;0,5)
1
 

1 (1) 

1(0;1) 

0 (1) 

0 (0;1) 

Мозг 2(1)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 
 

Примечание:
 

1
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению с исходными значениями;  

2
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями на фоне СД 2-го типа; 

3
- уровень значимости <0,05 (p<0,05) по сравнению со значениями после 14 дней введения 

гликвидона кроликам на фоне СД 2-го типа  
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Таблица 5 

Иммуногистохимическая картина экспрессии гликопротеина-Р (×400 раз) 

 
№ Тощаякишка Печень Почка Головной мозг 

1 

    
«0» «0» «0» «0» 

2 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

3 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

4 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

5 

    
«0» «1+» «0» «2+» 

6 

    



 

 

215 

«НАУКА  МОЛОДЫХ (Eruditio Juvenium)» 

«2+» «2+» «1+» «2+» 

7 

    
«1+» «1+» «0» «2+» 

 
Примечание:  

1 – Без первичных антител в тканях интакных кроликов; 

2 – С первичными антителами (группа контроля) в тканях интакных кроликов; 

3 – 14-дневное введение гликвидона на фоне нормы; 

4 – 5-й день отмены гликвидона на фоне нормы; 

5 – аллоксан-индуцированный СД 2-го типа; 

6 – 14-дневная терапия гликвидоном на фоне аллоксан-индуцированного СД 2-го типа; 

7 – 5-й день отмены гликвидона на фоне аллоксан-индуцированного СД 2-го типа 

 

Выводы 

Таким образом, внутрижелудочное 

введение интактным кроликам гликвидо-

на в дозе 10 мг/кг массы тела в течение 14 

дней не вызывает достоверных изменений 

экспрессии Р-gp в тканях тощей кишки, 

печени, почек и гематоэнцефалическом 

барьере головного мозга, несмотря на 

снижение уровня тощаковой глюкозы 

крови – эндогенного ингибитора ABCB1 

белка. На фоне аллоксан-индуцирован-

ного СД 2-го типа наблюдается снижение 

экспрессии P-gp в тканях тощей кишки 

печени и почек, при этом 14-дневная фар-

макотерапия СД 2-го типа гликвидоном в 

дозе 10 мг/кг массы способствует ее вос-

становлению на фоне нормализации уров-

ней эндогенных регуляторов белка-

транспортера. На 5-й день отмены глик-

видона вновь наблюдается ингибирование 

экспрессии P-gp в тканях тощей кишки и 

печени, сопровождающееся увеличением 

уровней базальной и постпрандиальной 

глюкозы крови, а также снижением инсу-

линогенного индекса. Экспрессия P-gp в 

тканях коры больших полушарий голов-

ного мозга на протяжении всего исследо-

вания оставалась без изменений. 
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GLIQUIDONE  INFLUENCE  ON  THE  P-GLYCOPROTEIN  EXPRESSION   

ON  THE  BACKGROUND  OF  NORM  AND  EXPERIMENTAL   

ALLOXAN-INDUCED  DIABETES  MELLITUS  TYPE  2 
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Ryazan State Medical University, Vysokovoltnaya str., 9, 390026, Ryazan, Russian Federation  

 

In recent years in the pharmacokinetics of drugs more and more importance is attached 

to proteins-transporters, most clinically significant of which is the P-glycoprotein (P-gp, 

ABCB1 protein, MDR1), due to its broad substrate specificity and localization in the body. 

In in vivo study at intact rabbits and rabbits with experimental alloxan-induced di-

abetes mellitus (DM) type 2 the effect of gliquidone on P-gp expression in jejunum, liver, 

kidney and blood-brain barrier was investigated by indirect immunohistochemistry me-

thod. Gliquidone administration (10 mg/kg) did not lead to changes of P-gp expression at 

intact rabbits, however, was accompanied by a decrease in the level of fasting blood glucose 

– endogenous inhibitor of the ABCB1 protein. These results were maintained on the 5th 

day of drug withdrawal. 14-days gliquidone therapy (10 mg/kg) of alloxan-induced diabetes 

type 2 showed restoring expression of ABCB1 protein in jejunum, liver and kidney reduced 

on the pathology background to the level of intact rabbits, while there was normalization of 

carbohydrate metabolism. On the 5th day of gliquidone withdrawal inhibition of P-gp ex-

pression was occurred again in jejunum and liver. It is likely that the observed decrease in 

the P-gp expression on a background of diabetes type 2 was associated with an increase 

glucose levels in blood and decrease insulin concentration – endogenous inducer of trans-

porter protein. In the therapy by gliquidone normalization of carbohydrate metabolism 

and as a consequence restoring of declined on the background of the pathology ABCB1 

protein expression were observed. On the 5th day of gliquidone withdrawal increase in 

blood glucose level and decrease insulin concentration were observed. In the result reduc-

tion of the level of P-gp expression in the tissues of jejunum and liver, and a tendency to 

decrease in the kidneys were observed again. 

Keywords: P-glycoprotein, gliquidone, diabetes 2 type. 

_____________________________________________________________________________ 

 

According to the data of the World 

Health Organization (WHO) and Internatio-

nal Diabetes Federation (IDF), 387 mln indi-

viduals world wide have diabetes mellitus 

(DM). Type II DM makes 90% of all cases of 

DM in the world. Taking into account 175 

mln of undiagnosed cases of DM (according 

to IDF) it becomes clear that an enormous 

amount of individuals do not suspect that  

diabetes in them progresses to development 

of late complications, diabetic nephropathy 

(DN) being one of them. DN is identified in 

25% of patients with type II DM, it 

progresses to the final stage in a significant 
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part of patients and restricts potentials of 

pharmacotherapy of diabetes as such. Ac-

cording to recent clinical recommendations, 

the only derivative of sulfonylurea that can 

be used until the 4
th

 stage of chronic kidney 

disease (GFR 29-15 ml/min/1,73 m
2
 which is 

a severe reduction in GFR) inclusive without 

correction of dose, is gliquidone (1-4). 

Type II DM with its inherent patholog-

ical complex leads to polypragmasywith a 

high risk of undesired drug-mediated interac-

tions including pharmacokinetic onesin 

which increasing significance is assigned to 

transporter proteins with the glycoprotein-P 

being the most clinically important. The lat-

ter can be regulated both by exogenous com-

pounds – medical drugs, and endogenous 

ones including insulin (endogenous inductor 

of P-gp) and glucose (endogenous inhibitor 

of P-gp) whose levels significantly differs in 

norm and in type II DM [5]. 

In view of the above, the aim of the 

given research work is to study the effect of 

gliquidone on expression of glycoprotein-P 

in tissues of the jejunum, liver, kidneys and 

cerebral cortices in norm and in type II DM. 

Materials and methods 

The research was conducted on 96  

sexually mature male chinchilla rabbits with 

the average mass 3500-4500 g. The animals 

had the necessary veterinary certificates and 

were kept in standard conditions of the viva-

rium of FSBEI HE RyazSMU of Health M 

inistry of Russia. The animals were handled 

in accordance with the rules of laboratory 

practice (Suppl. to Order of Ministry of 

Health and Social Development of RF 

№708н of 23.08.2010 g.). 

According to the objectives of the ex-

periment, the rabbits were divided into 6 

groups. Animals of the 2
nd

 and 4
th

 groups 

were divided into two subgroups. In the 1
st
 

group (n=8) the level of expression was stu-

died in tissues of the jejunum, liver, kidneys 

and cerebral cortices in norm. Selection of 

tissues is determined by their role in absorp-

tion, elimination and distribution of medical 

drugs, and also by the primary localization of 

P-gp. In the 2
nd

 group (n=16) the effect of 

gliquidone (10 mg/kg) on expression of 

ABCB1 protein in the mentioned tissues was 

studied after introduction of the drug within 

14 days (1
st
 subgroup n=8) and on the 5

th
 day 

of its cancellation (2
nd

 subgroup n=8). In the 

3
d
 group (n=16) type II DM was modelled, 

and expression of P-gp in the mentioned  

tissues was studied with the underlying  

pathology (n=8). In the 4
th

 group type-II DM 

was preliminarily modelled (n=32), and the 

effect of gliquidone (10 mg/kg) on expres-

sion of the transporter protein was studied 

after 14-day treatment of type II DM with 

gliquidone (n=8) and on the 5
th

 day of its 

cancellation (n=8). In the 5
th

 group (n=8) in-

sulin and glucose levels were studied in dy-

namics in intact rabbits, after 14-days intro-

duction of gliquidone and on the 5
th

 day of its 

cancellation. In the 6
th

 group (n=16) insulin 

and glucose levels were studied in intact rab-

bits, with the underlying type II DM, after 

14-days treatment with gliquidone and on the 

5
th

 day of its cancellation. 

Type II DM was modelled by one-time 

intravenous injection of fresh-made alloxan-

monohydrate solution («Sigma») in citrate 

buffer (pH=4,0) in the dose 80 mg/kg of 

mass. Insulin concentrations were determined 

in fasting condition, on the 10
th

 and 45
th

 

minute; glucose concentrations were deter-

mined in fasting condition, on the 10
th

, 90
th

 

minute (on the 120
th

 minute for series with 

pathology) after oral glucose load (3 g/kg). 

Glycemic index (ratio of basal glucose to 

basal insulin level in blood) and insulino-

genic index (ratio of buildup of insulin to 

buildup of glucose in blood on the 10
th

 

minute after peroral glucose load) were  

calculated (tabl. 1, 3). Type II DM was con-

firmed in 30 days by the fasting glucose level 

not more than 13,89 mmol/l with preserved 

secretion of basal insulin, by concentration of 

postprandial glucose different from concent-

ration of basal glucose, by decreased insuli-

nogenic index and by insulin level on the  

45
th

 minute after glucose load [5, 6]. 

The level of glucose (mmol/l) was de-

terminedin venous blood serum by glucosi-

dase method using «Human» kits (Germany), 

and the level of insulin (µUnit/ml) – using 

radioimmunoassay method with «Immu-
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notech» kit (Czech Republic) in the central 

research laboratory (CRL) of RyazSMU. As 

an express-method for determination of 

blood glucose level in the whole blood  

electrochemical glucometer One Touch Ultra 

Easy was used [7]. 

Expression of P-gp was determined in 

vivo by indirect immunohistochemical me-

thod in CRL of RyazSMU. For this, the rab-

bits were withdrawn from the experiment by 

method of air embolism. 

Histological material was subject to 

standard processing: dehydration in ethyl  

alcohol solution of increasing concentration, 

decoloration with xyloland subsequent incor-

poration into paraffin. Before reaction of 

immunostaining, tissue antigenretrieval was 

conducted by heating in water-bath in 10 mM 

citrate buffer (pH=6,0) with blocking endo-

genous peroxidase with 3% hydrogen perox-

ide solution. After that sections with primary 

antibodies to P-gp ((ABCB1 antibody – mid-

dleregion, 100 µl (Aviva Systems Biology 

ARP51326_P050, USA)) were incubated in 

1:50 dilution by standard methods. For im-

munostaining polymer detection system with 

peroxidase label («Leica Microsystems», 

Germany) was used. Cell nuclei were coun-

terstained with hematoxylin. 

Photos of the micropreparation were tak-

en by Canon Power Shot G5 digital camera 

with 400x magnification. In each histological 

preparation 10 representative areas were eva-

luated (10 photos). Images were further ana-

lyzed using «Image J» program for analysis 

and processing of digital images, and «IHC 

Profiler» plugin specially designed for quantit-

ative immunohistochemical analysis. The level 

of expression was determined by «+» depend-

ing on the intensity and the area of staining 

(«+++» – high expression, «++» – moderate 

expression, «+» – weak expression, 0 – ab-

sence of expression). Intensity of «diamino-

benzidine» staining was evaluated quantitative-

ly in the range from 0 (black) to 255 (white).  

The obtained experimental data were 

subject to mathematico-statistical processing 

using office software package «Microsoft  

Office XP», and Statistica 8.0 and IBM SPSS 

Statistics 20 programs. Distribution of data 

was evaluated by Shapiro-Wilk statistics. 

To evaluate statistical significance of 

changes in the levels of insulin, glucose and 

related indices (in case of normal distribution 

of data) the null hypothesis in series consisting 

of more than two dependent groups was 

checked by repeated measures analysis of va-

riance (ANOVA). To evaluate parameters with 

other than normal distribution, Friedman’s cri-

terion was used. As methods of multiple com-

parisons, parametric and non-parametric va-

riants of Newman-Keuls tests were used.  

Statistical significance of parametric da-

ta in a series consisting of two dependent 

groups was tested by paired Student test. For 

evaluation of parameters with other than nor-

mal distribution Wilcoxon criterion was used.  

For data with normal distribution the 

arithmetic mean (Mean) and standard deviation 

(SD) were calculated. For data with other than 

normal distribution, median (Median), upper 

and lower quartiles (uq; lq) were calculated. 

Statistical significance of  changes in P-

gpexpression was studied by non-parametric 

methods. For check of the null hypothesis 

Kruskal-Wallis test was used, and as a method 

of multiple comparison non-parametric variant 

of Newman-Keuls test was used. 

For description of data mode (Mode) 

and range (R) of variation, and also median 

(Median), upper quartiles and lower (uq; lq) 

were used. 

Results and Discussion 

In introduction of gliquidone in the 

dose 10 mg/kg of mass within 14 days a sta-

tistically reliable reduction in the average 

fasting glucose level by 17,4% (p<0,05) after 

14-days introduction was noted and remained 

reduced by 20,74% (p<0,05) even on the 5
th

 

day after cancellation of the drug (tabl. 1). In 

conditions of reduced level of endogenous 

inhibitor of P-pg – glucose, induction of P-gp 

was expected. However, this did not occur. 

Expression of P-pg in tissues of the jejunum, 

liver and of hematoencephalic barrier of the 

brain after 14-days introduction of gliquidone 

to intact rabbits and on the 5
th

 day after its 

cancellation remained unchanged (tabl. 2, 5).
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Table 1 

Changes in Insulin and Glucose Levels after Introduction of Gliquidone 

(10 mg/kg) in Norm (Mean±SD or Media (lq; uq)) 
 

Parameter 
Initial values 

(n=8) 

14 days of introduction 

of gliquidone 

(n=8) 

5
th

day of cancellation  

of gliquidone 

(n=8) 

Fasting glucose level, mmol/l 5,69 ± 0,95 4,70 ± 1,36
1
 4,51 ± 1,15

1
 

Fasting insulin level, µUnit/ml 2,83 (1,92; 4,77) 4,68 (3,7; 5,06) 4,28 (3,63; 6,51) 

Glycemic index 2,07 ± 1,09 1,03 ± 0,21 1,00 ± 0,47 

Insulinogenic index 0,66 (0,33;1,53) 4,18 (1,16; 16,37)  1,15 (0,23; 2,17) 

Insulin 45
th

min, µUnit/ml 14,54 (10,10; 19,19)
c
 5,51 (3,05; 17,56) 9,71 (7,56; 11,56)

c
 

Glucose 90
th

min, mmol/l 9,11 ± 4,16
a
 8,88 ± 4,43

a
 6,78 ± 1,83

a
 

 

Note: 
a
 - level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the basal glucose values in the respective 

period (initial values, 14 days of gliquidone introduction, 5
th
 day of cancellation); 

c
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the basal insulin values in the respective pe-

riod (initial values, 14 days of gliquidone introduction, 5
th
 day of cancellation); 

1
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the initial values. 

 

Table 2 

Expression of Glycoprotein-P in Rabbits’ Tissues after Introduction of Gliquidone 

(10 mg/kg) in Norm (Mode (R)/Media (lq; uq)) 
 

Organ 

Control 

(intact rabbits) 

(n=8) 

14 days of gliquidone 

introduction 

(n=8) 

5 day of gliquidone  

cancellation 

(n=8) 

Jejunum 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 

Liver 2(1)/2 (2;2) 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 

Kidney 1 (0)/1 (1;1) 1 (0)/1 (1;1) 1 (0)/1 (1;1) 

Brain 2(1)/2 (2;2) 2(0)/2 (2;2) 2(1)/2 (2;2) 

 

Note: no statistically significant changes were found. 

 

In type II DM (tabl. 3) there was noted a 

statistically reliable reduction in insulin level 

by 47,5% (p<0,05) on the 45
th

 minute after 

glucose load compared with the initial values. 

With 14-day introduction of gliquidone into 

animals with type II DM a statistically reliable 

increase in insulin levelby 142,82% (p<0,05) 

on the 45
th

 minute after glucose load com-

pared with type II DM, and its recovery to the 

initial level were observed. On the 5
th

 day af-

ter cancellation of gliquidone a tendency to 

decrease in insulin level (p<0,05) was noted. 

There was also noted a statistically reliable 

increase in fasting glucose level by 29,07% in 

type II DM and by 30,67% (p<0,05) on the 5
th

 

day after cancellation of the drug compared 

with the initial values, respectively. After 14-

days of introduction of gliquidone with the 

underlying type II DM the fasting glucose 

level normalized ((↓ by 19,26% (p<0,05) 

compared with the values in type II DM)). 

With the underlying  type II DM a statistically 

reliable increase in blood glucose level by 

142,64% (p<0,05) on the 90
th

 minute and by 

153,91% (p<0,05) on the 120
th

 minute after 

glucose load compared withthe initial values 

was noted. Normalization of glucose level af-

ter 14-day introduction of gliquidone with the 

underlying type II DM ((↓ by 54,49% 

(p<0,05) on the 90
th

 minute after glucose load 

and ↓ by 58,39% (p<0,05) on the 120
th

 minute 

compared with the values in type II DM)) was 

recorded. On the 5
th

 day of cancellation of the 

drug glucose concentration increased by 

131,94% (p<0,05) on the 90
th

 minute com-

pared with the initial values, by 100,43% 
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(p<0,05) on the 120
th

 minute after glucose 

load compared the initial values and by 

89,71% (p<0,05) compared with the values in 

14-day therapy with gliquidone. A statistically 

reliable reduction (p<0,05) in insulinogenic 

index was revealed in type II DM and on the 

5
th

 day after cancellation of gliquidone, with 

the recovery of the index only after 14 days of 

introduction of the drug in type II DM. 

Table 3 

Changes in Insulin and Glucose Levels after Therapy of Type II DM  

with Gliquidone (10 mg/kg) (Mean±SD or Media (lq; uq)) 

 

Parameter 
Initial values 

(n=8) 

Values in type II DM 

(n=8) 

Introduction of  

gliquidone within 

14 days in type II 

DM (n=8) 

5
th

 day of cancellation of 

gliquidonein type II DM 

(n=8) 

Fasting glucose, 

mmol/l 

6,88 

(5,52; 7,68) 

8,88 

(7,77; 9,86)
1
 

7,17 

(6,91; 7,85)
2
 

8,99 

(7,80; 9,67)
1
 

Fasting insulin, 

µUnit/ml 

6,58 

(4,83; 7,36) 

5,55 

(5,08; 6,31) 

6,2 

(5,03; 7,45) 

5,67 

(4,92; 5,98) 

Glycemic index 
1,1235 

±0,382 

1,5391 

±0,391 

1,2275 

±0,3729 

1,5983 

±0,335 

Insulinogenic index 
0,6841 

(0,3923; 2,6016) 

0,0215 

(-0,0904; 0,0438)
1
 

0,3319 

(0,151; 0,6017) 

-0,0163 

(-0,0676; 0,255)
1
 

Insulin 45
th

min, 

µUnit/ml 

16,59 

(13,05;28,10)
c
 

8,71 

(6,70; 10,03)
1
 

21,15 

(16,02; 25,38)
c,2

 

10,02 

(8,67; 20,46)
c
 

Glucose 90
th

  min, 

mmol/l 

7,20 

(5,87; 8,22)
a,b

 

17,47 

(16,08; 18,49)
a,1

 

7,95 

(7,36; 8,92)
 a,b,2

 

16,70 

(15,02; 18,58)
 a,1

 

Glucose 120
th

min, 

mmol/l 

6,90 

(5,46; 7,62) 

17,52 

(16,38; 18,84)
a, 1

 

7,29 

(6,94; 8,05)
2
 

13,83 

(12,13; 18,31)
 a,1,2,3

 
 

Note: 
a
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the basal glucose values in the respective pe-

riod (initial values, type II DM, 14 days of gliquidone introduction in type II DM, 5
th
 day of cancellation); 

b
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with glucose values on the 120

th
 minute after glu-

cose load in the respective period (initial values, type II DM, 14 days of gliquidone introduction in type II 

DM, 5
th
 day of cancellation); 

c
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the basal insulin values in the respective   

period (initial values, type II DM, 14 days of gliquidone introduction with type II DM, 5
th
 day of cancel-

lation); 
1
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the initial values; 

2
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the values in type II DM; 

3
- level of significance <0,05 (p<0,05) compared with the values after 14-day introduction of  

gliquidone to rabbits with type II DM. 

 

 

14-Day therapy of type II DM with  

gliquidone lead to increase (p<0,05) in  

expression of P-gp in tissues of the jejunum, 

liver and kidney with its recovery to the  

initial values of the control group. On the 5
th

 

day of cancellation of the drug reduction 

(p<0,05) in the expression of P-gp in tissues 

of the jejunum and kidney was noted again. 

Despite the tendency to reduction in expres-

sion of ABCB1 protein in kidney, its level in 

this organ did not show any statistically  

significant changes (p<0,05) on the 5
th

 day 

after cancellation of the drug. In the hemato-

encephalic barrier in the brain no reliable 

changes in expression of P-gp were noted in 

the period of observation (tabl. 4, 5). The  

obtained changes in expression of ABCB1  

protein are probably associated with changes  

in the levels of its endogenous regulators –  

insulin and glucose. 
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Table 4 

Expression of Glycoprotein-P in «+» in Rabbits’ Tissues after Introduction of Gliquidone 

(10mg/kg) in Alloxan-Induced Type II DM (Mode (R)/Media (lq; uq)) 

 

Organ 
Control 

(n=8) 

Type II DM 

(n=8) 

Introduction of gliquidone 

within 14 days in type II DM 

(n=8) 

5
th

 day of cancellation  

of gliquidone in type II DM  

(n=8) 

Jejunum 
2(1)/ 

2 (2;2) 

0(1)/ 

0 (0;1)
1
 

2 (1)/ 

2 (2;2)
 2
 

1 (1) 

1 (0; 1)
1, 3

 

Liver 
2(1)/ 

2 (2;2) 

1(1)/ 

1 (1;1)
1
 

2 (1)/ 

2 (2;2)
2
 

1(1)/ 

1 (1;1)
1, 3

 

Kidney 
1 (0)/ 

1 (1;1) 

0 (1)/ 

0 (0;0,5)
1
 

1 (1) 

1(0;1) 

0 (1) 

0 (0;1) 

Brain 
2(1)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 

2(0)/ 

2 (2;2) 
 

Note: 
1
 –level of significance <0.05 (p<0.05) compared with the initial values; 

2
 –level of significance <0.05 (p<0.05) compared with the values in type II DM; 

3
 –level of significance <0.05 (p<0.05) compared with the values after 14-day introduction of gli-

quidone into rabbits with type II DM. 

 

Table 5 

Imunohistochemical Picture of Expression of Glycoprotein P 

(400x magnification) 

 
№ Jejunum Liver Kidney Brain 

1 

    
«0» «0» «0» «0» 

2 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

3 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 
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4 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

5 

    
«0» «1+» «0» «2+» 

6 

    
«2+» «2+» «1+» «2+» 

7 

    
«1+» «1+» «0» «2+» 

 

Note: 

1 – without primary antibodies in tissues of intact rabbits; 

2 – with primary antibodies (control group) in tissues of intact rabbits; 

3 – 14-day introduction of gliquidone in norm; 

4 – 5
th
 day after cancellation of gliquidone in norm; 

5 – alloxan-induced type II DM; 

6 – 14-day therapy with gliquidonein alloxan-induced type II DM; 

7 –5
th
 day after cancellation of gliquidone in alloxan-induced type II DM. 

 

Conclusions 

Thus, intragastric introduction of gli-

quidone into intact rabbits in the dose 10 

mg/kg of body mass within 14 days causes 

no reliable changes in expression of P-gp in 

tissues of the jejunum, liver, kidneys and in 

hematoencephalic barrier of the brain despite 

reduction in the fasting level of glucose – 

endogenous inhibitor of ABCB1 protein. 

With the underlying alloxan-induced type II 

DM reduction in expression of P-gp in  

tissues of the jejunum and kidneys was  

observed; here, 14-day pharmacotherapy of 

type II DM with gliquidone in the dose 10 

mg/kg of mass promotes recovery of expres-

sion with the underlying normalization of the 
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levels of endogenous regulators of the trans-

porter protein. On the 5
th

 day of cancellation 

of gliquidone inhibition of expression of P-

gp in the jejunal and hepatic tissues was ob-

served again accompanied by increase in the 

levels of basal and postprandial blood glu-

cose, and also by reduction in the insulino-

genic index. Expression of P-gp in tissues of 

cerebral cortices remained unchanged during 

the whole period of research. 

 

No conflict of interest. 
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