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Настоящая работа посвящена изучению механизмов регуляции конститутивного андростанового ре-
цептора (CAR) при воздействии донора оксида азота (NO) S-нитрозоглутатиона (GSNO) in vitro. Ис-
следование выполнено на клетках линии Сасо-2, которые инкубировали в питательной среде в присут-
ствии S-нитрозоглутатиона (диапазон концентраций 1–500 мкМ) в течение 3, 24 и 72 ч. Относительное
количество CAR оценивали методом вестерн-блот. В работе показано, что кратковременное воздей-
ствие донора NO GSNO в течение 3 и 24 ч в концентрациях 1–500 мкМ не влияло на количество CAR,
а при экспозиции 72 ч с GSNO в концентрациях 1, 10 и 50 мкМ отмечалось его увеличение. Доказано,
что повышение относительного количества CAR при воздействии низких концентраций GSNO
(1 мкМ) реализуется через NO-цГМФ-сигнальный путь. При увеличении концентрации GSNO до 10 и
50 мкМ отмечается развитие нитрозативного стресса и регуляция CAR осуществляется через битиро-
зин. Прогрессирование нитрозативного стресса (концентрация GSNO 100 и 500 мкМ) приводит к сни-
жению относительного количества CAR, предположительно, вследствие повреждения его молекулы.
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Конститутивный андростановый рецептор
(CAR) – член суперсемейства ядерных рецепторов
(NR1I3 – Nuclear Receptor Subfamily 1, Group I,
Member 3, семейство орфановые рецепторы) [1],
регулирующий экспрессию целевых генов и при-
нимающий участие в защите организма от ксено-
биотиков.

CAR главным образом экспрессируется в гепа-
тоцитах и энтероцитах тонкого кишечника, где ре-
гулирует биотрансформацию лекарственных ве-
ществ [2]. Низкий уровень базальной экспрессии
CAR обнаружен также в скелетных и сердечной
мышцах, ткани почек и головном мозге [3, 4].

CAR в виде комплекса с шаперонами (HSP90,
HSP70, HSP60) конститутивно локализуется в ци-
тозоле клеток [5]. Взаимодействие с лигандами
приводит к диссоциации CAR от шаперонов,
транслокации рецептора в ядро, где он в виде гете-
родимера с рецептором ретиноевой кислоты (RXR)
запускает транскрипцию таргетных генов [6].

Долгое время считалось, что основной функ-
цией CAR является индукция ферментов деток-
сикации ксенобиотиков в микросомальной цепи
окисления – CYP2B, CYP2C, CYP3A, а также
ферментов второй фазы биотрансформации ури-

диндифосфат глюкуронозилтрансферазы, сульфо-
трансферазы [7, 8]. Новые экспериментальные
данные указывают на то, что функции CAR гораздо
шире, чем рецептор ксенобиотиков. Показано, что
CAR может принимать участие в обмене желчных
кислот, билирубина, жирных кислот, стероидных
гормонов, метаболизме глюкозы [9]. В связи с этим
актуальным представляется изучение вопросов ре-
гуляции CAR.

Оксид азота (NO) выступает в качестве важного
внутриклеточного мессенджера. Физиологической
мишенью для NO является растворимая гуанилат-
циклаза (рГЦ) [10], которая при активации увели-
чивает внутриклеточную концентрацию цикличе-
ского гуанозинмонофосфата (цГМФ), в результате
чего активируется протеинкиназа G, кальций-
кальмодулинзависимая протеинкиназа в клетках
головного мозга [11] и MAP-киназа фибробластов
[12].

Эндогенный NO участвует во многих жизненно
важных процессах, являясь универсальным и необ-
ходимым регулятором функций клеточного мета-
болизма. NO ингибирует агрегацию и адгезию
тромбоцитов [13], миграцию лейкоцитов [14],
участвует в регуляции тонуса кровеносных сосудов
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[15], деятельности органов дыхания [16], желудоч-
но-кишечного тракта [17] и мочеполовой системы
[18], кроме этого NO играет важную роль в нейро-
трансмиссии [16, 17, 19] и в формировании иммун-
ного ответа [20].

Известно, что NO отличается высокой реакци-
онной способностью, благодаря наличию неспа-
ренного электрона на внешней π-орбитали [21].
Основным продуктом окисления оксида азота яв-
ляются химически инертные нитратные ионы,
способные вновь превращаться в NO [22]. При вза-
имодействии NO с супероксид-анион радикалом
образуется пероксинитрит, который оказывает не
только токсическое действие, взаимодействуя с ли-
пидами, белками и ДНК, но и регуляторное, влияя
на активность киназ (протеинкиназа В и С, фосфо-
инозид-3-киназа, митоген-активируемые проте-
инкиназы и др.).

Одним из продуктов нитрозативного стресса яв-
ляется битирозин, который образуется в результате
взаимодействия пероксинитрита с тирозином. Би-
тирозин выступает не только в качестве маркера
нитрозативного стресса, но также выполняет
функции сигнальной молекулы [23].

Таким образом, NO как через цГМФ-сигналь-
ный путь, так и через продукты нитрозативного
стресса (например, битирозин) может оказывать
регуляторное воздействие, в том числе и на СAR.

Цель исследования – изучить влияние донора
оксида азота S-нитрозоглутатиона на изменение
экспрессии CAR и установить возможный меха-
низм регуляции.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование выполнено на линии клеток аде-

нокарциномы ободочной кишки человека (Caco-2)
(ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”,
Российская Федерация). Культивирование клеток
проводили в инкубаторе WS-189C (“World Science”,
Корея) при 37°С и 5%-ном содержании СО2, в среде
Игла, модифицированной Дульбекко, (DMEM) с
высоким содержанием глюкозы (4500 мг/л), с до-
бавлением L-глутамина (4 мМ), 15% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки, 100 ЕД/мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина (все компоненты “Sig-
ma-Aldrich”, Германия).

Культивирование клеток осуществляли в 96-лу-
ночном планшете (“Сorning”, США) для определе-
ния жизнеспособности клеток и 6-луночных план-
шетах (“Сorning”, США) для оценки биохимиче-
ских показателей в течение 21 суток, так как при
этом сроке происходит их спонтанная дифферен-
цировка в энтероцитоподобные клетки, экспрес-
сирующие CAR [24].

Исследование было выполнено в три этапа:
Первый этап – оценка влияния донора оксида

азота на относительное количество CAR в клетках

линии Сасо-2, включал в себя две серии экспери-
ментов:

1.1. Контрольная серия – клетки, которые инку-
бировали в питательной среде без добавления те-
стируемых веществ.

1.2. Опытная серия – S-нитрозоглутатион (GSNO,
“Sigma-Aldrich”, Германия) добавляли в культу-
ральную среду в конечных концентрациях 1, 10, 50,
100 и 500 мкМ и инкубировали в течение 3, 24 и
72 ч. При инкубации 72 ч смену питательной среды
проводили каждые 24 ч.

Второй этап – изучение роли NO-цГМФ-сиг-
нального пути в регуляции CAR, включал в себя
три серии экспериментов:

2.1. Контрольная серия – клетки инкубировали
в питательной среде с добавлением этанола (рас-
творитель ODQ) в конечной концентрации
0.0001% в течение 72 ч.

2.2. Ингибирование NO-цГМФ-сигнального
пути. В качестве ингибитора растворимой гуани-
латциклазы использовали – 1H-[1.2.4]оксадиазо-
ло-[4.3-а]хиноксалин-1-он (ODQ, “Sigma Aldrich”,
Германия). Клетки инкубировали в питательной
среде с добавлением ODQ в концентрации 10 мкМ
в течение 72 ч [25].

2.3. Индукция CAR под действием GSNO –
клетки инкубировали в культуральной среде, со-
держащей этанол в конечной концентрации
0.0001%, с добавлением GSNO (“Sigma-Aldrich”,
Германия) в конечной концентрации 10 мкМ в те-
чение 72 ч.

2.4. Влияние GSNO на количество CAR в усло-
виях ингибирования рГЦ – клетки инкубировали с
GSNO в концентрациях 1 и 10 мкМ, повышающих
уровень СAR, совместно с ODQ в концентрации
10 мкМ в течение 72 ч [25]. Ингибитор добавляли в
питательную срезу за 30 мин до внесения GSNO.

Третий этап – оценка влияния продукта нитро-
зативного стресса – битирозина на относительное
количество CAR в клетках линии Сасо-2, включала
две серии опытов.

3.1. Контрольная серия – клетки, которые инку-
бировали с питательной средой без добавления те-
стируемого вещества.

3.2. Опытная серия – битирозин (“Cambridge
Isotope Laboratories”, Франция) добавляли к клет-
кам линии Caco-2 в концентрациях 0.2; 0.4; 1 и
1.5 мМ и инкубировали в течение 72 ч. Смену пита-
тельной среды проводили каждые 24 ч.

На каждый эксперимент в каждой временной
точке и концентрации было выполнено по 3 повто-
рения (n = 3).

Получение клеточных лизатов. После заверше-
ния экспериментов с клетками их снимали с лунок
раствором, состоящим из 0.25% трипсина и 0.2%
ЭДТА (“Sigma-Aldrich”, Германия).

Клетки в количестве 1 × 106 промывали фосфат-
ным буфером рН 7.4 (“BioRad”, США). Далее ли-
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зировали ледяным буфером в объеме 150 мкл. Со-
став лизирующего буфера: 50 мМ трис-HCl
(pH 7.4), 150 мМ KCl, 0.5% тритон X-100, смесь ин-
гибиторов протеиназ (“Sigma-Aldrich”, Германия).
Полученную клеточную суспензию встряхивали на
шейкере и инкубировали на льду в течение 10 мин.
Затем центрифугировали при 5000 g (СМ-50, “Ep-
pendorf”, Германия) 10 мин. Цитоплазматическую
фракцию переносили в отдельные пробирки и ис-
пользовали для определения биохимических пока-
зателей.

Определение уровня метаболитов оксида азота
(суммарная концентрация нитратов и нитритов,
NOx) проводили фотоколориметрическим мето-
дом с использованием реактива Грисса (“Нева Ре-
актив”, Россия) и хлорида ванадия (III) (“Acros or-
ganics”, Франция). Интенсивность окраски опре-
деляли на микропланшетном анализаторе Stat Fax
2100 (“Awareness Technology”, США) при длине
волны 540 нм [26]. Концентрацию NOx рассчиты-
вали по калибровочному графику, для построения
которого использовали NaNO3.

Уровень пероксинитрита анализировали по ин-
тенсивности светопоглощения при длине волны
302 нм СФ 2000 (“ОКБ-спектр”, Россия). Концен-
трацию рассчитывали с использованием молярно-
го коэффициента 1670 М–1 см–1 [27].

Определение концентрации битирозина осуществ-
ляли по интенсивности флуоресценции образца в
фосфатном буфере (рН 7.4) при длине волны воз-
буждения (экстинкция) 325 нм и длине волны ис-
пускания (эмиссия) 415 нм на спектрофлуориметре
Shimadzu RF-6000 (“Shimadzu Corporation”, Япо-
ния) [28].

Концентрацию метаболитов оксида азота, пе-
роксинитрита и битирозина выражали в нмоль/мг
белка.

Количество белка в пробах анализировали мето-
дом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, “ThermoFisher”, США) [29].

Определение количества CAR в клетках линии
Сасо-2 проводили методом вестерн-блот.

После окончания экспозиции клетки снимали с
лунок раствором трипсин-ЭДТА (“Sigma-Aldrich”,
США), трижды промывали раствором фосфатного
буфера (“BioRad”, США) и лизировали в NP40 Cell
Lysis Buffer Thermo (“Thermo Fisher Scientific”,
США) c добавлением смеси ингибиторов протеи-
наз (“Sigma-Aldrich”, США) в течение 30 мин при

4°С и постоянном перемешивании из расчета
107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный лизат
центрифугировали при 22440 g в течение 10 мин
(“AvantiJXN-3, BeckmanCoulter”, США).

Супернатант подвергали электрофорезу с ис-
пользованием TGX Stain-Free FastCast Acrylamide
Kit (“Bio-Rad”, США). Перед загрузкой образцы
смешивали с буфером Laemmli (“Bio-Rad”, США),
содержащим 50 мМ β-меркаптоэтанола (“Bio-
Rad”, США) в соотношении 1:3, инкубировали
5 мин при температуре 70°C. Гели прогоняли при
100 В в течение 90 мин.

Для определения относительного количества
CAR методом вестерн-блот использовали первич-
ные мышиные моноклональные антитела (MB67
CAR Monoclonal Antibody, “Invitrogen”, США) в
концентрации 1:200. Визуализацию первичных ан-
тител осуществляли с использованием вторичных
кроличьих антител (Rabbit anti-Mouse IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP, “Invitrogen”, США) в
разведении 1:4000. Белки визуализировали хеми-
люминесценцией с помощью Chemi Doc XRS+
(“Bio-Rad”, США). Интенсивность полученных
полос (бэндов) анализировали денситометрически
с помощью программного обеспечения ImageLab
(“Bio-Rad”, США). Количество CAR оценивали
относительно содержания белка домашнего хозяй-
ства GAPDH (первичные мышиные антитела
GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody
(GA1R), DyLight 68, “Invitrogen”, США разведение
1:1000, вторичные кроличьи антитела – Rabbitanti-
Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, “Invit-
rogen”, США, разведение 1:4000).

Цитотоксический тест (МТТ-тест). Клетки засе-
вали в 96-луночный планшет из расчета 104 клеток
на каждую лунку и культивировали в течение 21 сут,
затем добавляли питательную среду с GSNO. По-
сле окончания инкубации в каждую лунку добавля-
ли по 20 мкл 0.5%-ного раствора бромида 3-(4.5-
диметилтиазол-2-ил)-2.5-дифенил тетразолия
(МТТ) и инкубировали в течение 2 ч, затем раствор
МТТ удаляли и добавляли 200 мкл 1%-ного раство-
ра диметилсульфоксида (“ПанЭко”, Россия) [30].
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 GSNO рассчитывали по формуле:

где ОП – оптическая плотность.
Статистический анализ. Полученные результаты

обрабатывали с помощью программного обеспече-

ния GrafPad Prism 8, Statistica 13.0 (StatSoft, Inc).
Данные представлены в виде среднего арифмети-
ческого значения (M) ± стандартное отклонение

−
= ×

−
ОП опытных лунок ОП среды

Жизнеспособность 100%,
ОП контрольных лунок ОП среды
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(SD). Для оценки статистической значимости раз-
личий использовали дисперсионный анализ
(ANOVA), попарные сравнения осуществляли с
помощью критерия Фишера. Статистически зна-
чимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Развитие нитрозативного стресса под действием
GSNO в клетках линии Caco-2.

Уровень метаболитов оксида азота возрастал
при всех концентрациях GSNO (1–500 мкМ) и всех
сроках эксперимента. Максимальные изменения
наблюдались при концентрации 500 мкМ: при ин-
кубации 3 ч – на 51.8% (р < 0.001) выше значений
контроля, при инкубации 24 ч – на 58.9% (р < 0.001)
и при инкубации 72 ч – на 68.5% (р < 0.001) (рис. 1а).

При этом концентрация не изменялась в зависи-
мости от времени инкубации.

Выраженность нитрозативного стресса оцени-
вали по уровню битирозина и пероксинитрита
(рис. 1b, c). Содержание битирозина не изменялось
при воздействии GSNO в концентрациях 1–500 мкМ
в течение 3 ч. При экспозиции 24 ч и концентрации
GSNO 1 мкМ содержание битирозина также не изме-
нялось, а при концентрациях 10, 50, 100 и 500 мкМ
увеличивалось на 18.3% (р < 0.01), 22.1% (р < 0.01),
29.4% (р < 0.01) и 34.9% (р < 0.001) по сравнению с
контролем соответственно. При увеличении дли-
тельности воздействия до 72 ч количество бити-
розина при концентрации GSNO 1 мкМ не изме-
нялось и возрастало при концентрациях 10 мкМ
на 30.3% (р < 0.01), 50 мкМ – на 27.3% (р < 0.01),

Рис. 1. Изменение уровня метаболитов оксида азота (а), битирозина (b), пероксинитрита (c) при воздействии S-нитро-
зоглутатиона в концентрациях 1–500 мкМ (M, n = 3).
* р <0.05 – статистически значимые отличия от контроля; # р <0.05 – статистически значимые отличия от группы
3 ч; ^ р <0.05 – статистически значимые отличия от группы 24 ч (тест Фишера).
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100 мкМ – на 32.6% (р < 0.01), 500 мкМ – на 38.3%
(р < 0.001) (рис. 1b).

Содержание битирозина статистически значи-
мо увеличивалось на 16.1% (р < 0.001) и на 24.7%
(р < 0.001) при инкубации с GSNO в концентрации
10 мкМ в течение 24 и 72 ч соответственно относи-
тельно экспозиции 3 ч. GSNO в концентрации
50 мкМ способствовал увеличению содержания
битирозина на 13.8% (р < 0.001) и на 13.5% (р <
< 0.001) при экспозиции 24 и 72 ч относительно ин-
кубации 3ч, а в концентрации 100 мкМ – на 34.1%
(р < 0.001) и 28.8% (р < 0.001). При использовании
GSNO в концентрации 500 мкМ наблюдалось уве-
личение концентрации битирозина на 34.1%
(р < 0.001) и на 30.5% (р < 0.001) при инкубации 24
и 72 ч соответственно относительно срока воздей-
ствия 3 ч.

При длительности экспозиции 3 ч GSNO увели-
чивал уровень пероксинитрита в концентрациях
100 и 500 мкМ на 68.1% (р < 0.01) и 92.6% (р < 0.001)
соответственно (рис. 1c).

Аналогичные результаты были получены и при
длительности эксперимента 24 ч: содержание пе-
роксинитрита увеличивалось на 34.0% (р < 0.05) и
53.6% (р < 0.01) по сравнению с контролем соответ-
ственно. При увеличении длительности экспози-
ции до 72 ч содержание пероксинитрита возрастало
при концентрациях GSNO 1 – 500 мкМ, максималь-
но на 84.4% (р < 0.001) при концентрации 500 мкМ
(рис. 1c).

Уровень пероксинитрита повышался при инку-
бации клеток в течение 72 ч с GSNO в концентра-
ции 1 мкМ на 9.9% (р < 0.001) и на 8.9% (р < 0.001),
10 мкМ – на 72.9% (р < 0.01) и 72.9% (р < 0.001),
50 мкМ – на 65.9% (р < 0.001) и 68.6% (р < 0.001),

100 мкМ – на 41.8% (р < 0.001) и 72.3% (р < 0.001),
500 мкМ – на 24.3% (р < 0.01) и 50.0% (р < 0.001) от-
носительно срока воздействия 3 и 24 ч соответ-
ственно (рис. 1c).

Цитотоксическое действие GSNO оценивалось
по результатам МТТ-теста. В контрольной группе
жизнеспособность клеток была принята за 100%.
GSNO в концентрациях 1–500 мкМ и длительно-
сти воздействия 3 ч достоверно не влиял на жизне-
способность клеток. При воздействии GSNO в
концентрациях 1–50 мкМ и длительности экспози-
ции 24 ч жизнеспособность клеток также не изменя-
лась, а при концентрациях 100 и 500 мкМ снижалась
до 79.9 ± 6.7% (р < 0.05) и 78.8 ± 7.2% (р < 0.05). Уве-
личение длительности экспозиции до 72 ч приво-
дило к снижению жизнеспособности до 68.4 ±
± 11.4% (р < 0.001), 69.5 ± 6.1% (р < 0.001) и 50.9 ±
± 7.5% (р < 0.001) при концентрации GSNO 50, 100
и 500 мкМ соответственно (рис. 2).

При анализе результатов в зависимости от срока
инкубации были получены следующие результаты.
GSNO в концентрации 100 мкМ при длительности
экспозиции 24 и 72 ч снижал выживаемость клеток
на 28.6% (р < 0.05) и на 37.9% (р < 0.01) относитель-
но инкубации 3 ч, а в концентрации 500 мкМ и
длительности воздействия 72 ч на 46.3% (р < 0.001)
и на 35.4% (р < 0.05) относительно 3 и 24 ч экспози-
ции.

Таким образом, полученные данные подтвер-
ждают, что GSNO является донором NO, причем
концентрации 100 и 500 мкМ при длительности
экспозиции 24 ч и 50, 100 и 500 мкМ при длитель-
ности воздействия 72 ч являются токсичными для
клеток линии Caco-2 [31].

Влияние GSNO на количество CAR в клетках ли-
нии Caco-2. При воздействии GSNO на клетки ли-
нии Сaco-2 в течение 3 и 24 ч количество CAR до-
стоверно по сравнению с контролем не изменялось
(рис. 3).

При культивировании клеток линии Сасо-2 с
GSNO в концентрациях 1, 10 и 50 мкМ в течение
72 ч количество CAR статистически значимо уве-
личивалось по сравнению с контролем на 25.5%
(р < 0.05), на 47.9% (р < 0.001) и 18.7% (p < 0.05) со-
ответственно. При повышении концентрации до-
нора NO до 100 и 500 мкМ наблюдалось снижение
количества транскрипционного фактора на 27.5%
(р < 0.01) и на 38.8% (р < 0.001) соответственно от-
носительно контрольных значений (рис. 3).

Изучение роли NO-цГМФ-сигнального пути в ре-
гуляции CAR.

При изучении роли NO-цГМФ-сигнального пу-
ти в регуляции CAR при воздействии GSNO в тече-
ние 72 ч были получены следующие результаты.

Ингибитор рГЦ ODQ в концентрации 10 мкМ и
спирт (растворитель ODQ) не влияли на относи-
тельное количество CAR (рис. 4).

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток (%) при
воздействии S-нитрозоглутатиона в концентрациях 1–
500 мкМ (M, n = 3).
* р < 0.05 – статистически значимые отличия от контро-
ля; # р < 0.05 – статистически значимые отличия от
группы 3 ч; ^ р < 0.05 – статистически значимые отли-
чия от группы 24 ч (тест Фишера).
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Сочетанное применение ODQ и GSNO в кон-
центрации 1 мкМ приводило к нормализации от-
носительного количества CAR по сравнению с
контролем (индуцирующий эффект GSNO подав-
лялся ODQ). В то же время ODQ не влиял на сти-
мулирующее действие GSNO в концентрациях 10 и
50 мкМ на относительное количество CAR, кото-
рое возрастало на 22.3% (р < 0.01) и 43.8%
(р <0.0001) соответственно по сравнению с контро-
лем (рис. 4).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что индуцирующее действие GSNO в концентра-
ции 1 мкМ на CAR реализуется через NO-цГМФ-
сигнальный путь.

Оценка влияния продукта нитрозативного
стресса – битирозина на относительное количество
CAR в клетках линии Сасо-2.

Добавление битирозина в питательную среду в
концентрации 0.4 мМ приводило к возрастанию

Рис. 3. Относительное количество конститутивного андростанового рецептора в клетках линии Caco-2 при воздействии
S-нитрозоглутатиона в концентрациях 1 – 500 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч (M ± SD, n = 3).
C-контроль; *р < 0.05; **р < 0.01; ***р < 0.001 по сравнению с контролем (тест Фишера).
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относительного количества CAR на 26.2%
(р < 0.001), в концентрации 1 мМ – на 13.1%
(р < 0.01) по сравнению с контролем, а в концен-
трациях 0.2 и 1.5 мМ не оказывало эффекта (рис. 5).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что продукт нитрозативного стресса – битирозин
участвует в регуляции экспрессии CAR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

GSNO представляет собой S-нитрозированное
производное глутатиона и является физиологиче-
ской эндогенной молекулой-носителем NO. Го-
меостатический уровень GSNO в клетке низкий,
поскольку он быстро и необратимо разлагается на
NO и глутатион при участии фермента S-нитро-
зоглутатионредуктазы (КФ 1.2.1.1.46) [32].

GSNO не проникает в клетки напрямую, однако
его добавление вызывает повышение внутрикле-
точных уровней S-нитрозотиолов. Предполагает-
ся, что GSNO диссоциирует во внеклеточном про-
странстве с высвобождением NO, который затем
может диффундировать через клеточную мембрану
[33]. Также описан независимый от NO механизм
его проникновения внутрь клеток. Нитрозогруппа
от GSNO переносится на цистеин с образованием
S-нитрозоцистеина, который способен проникать
внутрь клеток через систему транспортера амино-
кислот [34]. S-нитрозоцистеин внутри клеток мо-
жет либо вновь нитрозилировать глутатион с обра-
зованием GSNO, либо непосредственно нитрози-
лировать тиолы белков и запускать сигнальные
каскады.

GSNO считается важным медиатором сигналь-
ных механизмов NO, однако его эффект зависит от
концентрации и времени воздействия: концентра-
ции от 1 до 100 мкМ оказывают регуляторное дей-

ствие [35, 36], а концентрации выше 500 мкМ явля-
ются токсичными [37].

Анализ литературных данных и определил рабо-
чий диапазон концентраций GSNO 1–500 мкМ.
Полученные результаты демонстрируют, что до-
бавление GSNO к клеткам линии Caco-2 вызывает
повышение содержания метаболитов NO в лизате
клеток, что свидетельствует об адекватности ис-
пользуемой экспериментальной модели.

В представленном исследовании было показа-
но, что воздействие GSNO в концентрациях 1, 10 и
50 мкМ на клетки линии Сасо-2 в течение 72 ч при-
водило к увеличению относительного количества
CAR. В дальнейшем в ходе работы были изучены
возможные механизмы данного явления.

Экспрессия CAR может изменяться в результате
белок-белковых взаимодействий (Src-семейство
киназ [38], ретиноидный Х рецептор [39], шаперон
90 [40, 41]), посттрансляционной модификации
(фосфорилирование [42], убиквинтирование [5]),
транскрипционной и посттранскрипционной ре-
гуляции (метилирование) [43].

При воздействии GSNO на клетки линии Сасо-2
возможны механизмы регуляции: через NO-цГМФ-
сигнальный путь (NO-зависимый), а также через
продукты нитрозативного стресса (битирозин-за-
висимый).

Основной физиологической мишенью для NO в
организме является рГЦ, которая катализирует
биосинтез из гуанозинтрифосфата (ГТФ) цикличе-
ского гуанозинмонофосфата (цГМФ). цГМФ – это
универсальная внутриклеточная сигнальная моле-
кула, присутствующая в большинстве типе клеток
[44].

Важно отметить, что GSNO в концентрации
1 мкМ в течение 72 ч вызывал повышение уровня
метаболитов NO и пероксинитрита, что свидетель-
ствует о генерации NO, однако содержание бити-

Рис. 5. Относительное количество конститутивного андростанового рецептора в клетках линии Сасо-2 при воздействии
битирозина в концентрациях 0.2, 0.4, 1, 1.5 мМ в течение 72 ч (M ± SD, n = 3).
C – контроль; ***p < 0.001; **p < 0.01 по сравнению с контролем (тест Фишера).
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розина при этом не изменялось. Следовательно,
регуляция CAR в этих условиях осуществляется
посредством NO и маловероятна при участии би-
тирозина.

В ходе настоящего исследования с помощью
специфического ингибитора растворимой гуани-
латциклазы – ODQ было показано, что повышение
уровня CAR при воздействии GSNO в концентра-
ции 1 мкМ реализуется через NO-ГЦ-цГМФ сиг-
нальный путь.

Дальнейшее увеличение концентрации GSNO
(10 и 50 мкМ) приводило к увеличению уровня ме-
таболитов NO, образованию пероксинитрита и по-
вреждению белковых молекул по тирозину.

Нитрозилирование тирозина представляет со-
бой наиболее специфичную окислительную моди-
фикацию. Нитротирозин частично диссоциирует
до фенолята, но основное его количество конден-
сируется до 3.3-дитирозина (битирозина) [45]. До-
казано, что образование битирозина превалирует
над нитротирозином при длительном воздействии
и/или более высоком уровне активных форм азота,
что позволяет рассматривать его в качестве марке-
ра нитрозативного стресса [46].

Поэтому на следующем этапе исследования
изучался другой потенциальный механизм регуля-
ции через продукт нитрозативного стресса – бити-
розин.

Прямое воздействие битирозина в концентра-
циях 0.4 и 1 мМ на клетки линии Сасо-2 приводило
к увеличению относительного количества CAR,
что указывает на участие продукта нитрозативного
стресса в регуляции данного орфанного рецептора.
Сигнальная роль битирозина согласуется с данны-
ми литературы [47, 48].

При усугублении нитрозативного стресса (воз-
действие GSNO в концентрациях 100 и 500 мкМ)
наблюдались снижение жизнеспособности клеток
и уменьшение относительного количества CAR.

Конститутивный андростановый рецептор со-
стоит из 301 аминокислоты, из них 33 приходится
на формирование лиганд-связывающего кармана.
Аминокислоты, выстилающие и окружающие ли-
ганд-связывающий карман, идентифицированы
как наиболее важные и определяющие активность
CAR [49].

При усугублении нитрозативного стресса про-
исходит взаимодействие пероксинитрита с амино-
кислотными остатками белков. Пероксинитрит
проявляет высокую реакционную активность в от-
ношении следующих аминокислот: цистеин, трип-
тофан, метионин, тирозин. Можно предположить,
что изменение относительного количества СAR
может объясняться его структурной модификаци-
ей – нитрозилированием цистеина (292), трипто-
фана (283, 305), метионина (241, 272, 316, 418) и ти-
розина (283, 311, 399), входящих в состав лиганд-
связывающего кармана CAR.

Таким образом, нами показано, что воздействие
донора NO GSNO в течение 3 и 24 ч в концентра-
циях 1–500 мкМ не влияет на количество CAR.
Увеличение длительности экспозиции до 72 ч при-
водит к увеличению относительного количества
CAR при экспозиции с GSNO в концентрациях 1,
10 и 50 мкМ, при этом регуляция осуществляется
по разным механизмам.

Повышение относительного количества CAR
при воздействии низких концентраций GSNO
(1 мкМ) реализуется через NO-цГМФ-сигнальный
путь, а при увеличении концентрации GSNO до 10
и 50 мкМ отмечается развитие нитрозативного
стресса, и регуляция осуществляется через продукт
нитрования – битирозин. В условиях прогрессиро-
вание нитрозативного стресса, вызванного GSNO
в концентрации 100–500 мкМ, относительное ко-
личество CAR снижается, что, вероятно, связано с
повреждением его молекулы.
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Effect of the Nitrogen Oxide Donor S-Nitrosoglutathione 
on Expression of the Constitutive Androstane Receptor

Yu. V. Abalenikhinaa,#, E. A. Sudakovaa, А. А. Seidkuliyevaa,
A. V. Shchulkina and , and E. N. Yakushevaa

a Pavlov Ryazan State Medical University, Ryazan, Russia
#e-mail: abalenihina88@mail.ru

The mechanisms of regulation of the constitutive androstane receptor (CAR) under the effect of the nitric oxide
(NO) donor S-nitrosoglutathione (GSNO), added to a nutrient medium at concentrations ranging from 1 to 500
μM for 3, 24, and 72 h, were studied in vitro on Caco-2 cells. Relative CAR levels were assessed by Western blot-
ting. It was found that short-term (3 and 24 h) exposure to GSNO at concentrations of 1–500 μM did not affect
the relative CAR level, while after a 72-h exposure to GSNO concentrations of 1 and 10 μM, it increased. Such
an increase in the relative CAR level upon exposure to a low GSNO concentration (1 μM) was proved to be im-
plemented via the NO-cGMP signaling pathway. Further increase in the GSNO concentration to 10 μM trig-
gered the development of nitrosative stress, and the relative CAR level was regulated via the nitration product bi-
tyrosine. Nitrosative stress progression at GSNO concentrations of 100 and 500 μM was accompanied by a de-
cline in Caco-2 cell survival, leading to a decrease in the relative CAR level.

Keywords: constitutive androstane receptor, nitrosative stress, nitric oxide, bityrosine
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