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УДК 577.152.1 547.92

А. Г. СЫСА, П. А. КИСЕЛЕВ, В. Н. ЖАБИНСКИЙ, В. А. ХРИПАЧ

ВЗАИМОСВЯЗЬ СТРУКТУРА—ФУНКЦИЯ ПРИ ОЦЕНКЕ 
АНТИПРОЛИФЕРАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 

БРАССИНОСТЕРОИДОВ В ОТНОШЕНИИ РАКОВЫХ КЛЕТОК 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ MCF-7

Институт биоорганической химии НАН Беларуси

(Поступила в редакцию 04.01.2011)

В работе исследован ряд природных фитогормонов, различающихся стро-
ением стероидного скелета и боковой цепи, а также синтетические стерео
изомеры некоторых брассиностероидов. Впервые установлено, что брассино-
стероиды могут выступать в роли регуляторов монооксигеназной активно-
сти в опухолевых клетках, и продемонстрирована взаимосвязь между 
ингибиторной эффективностью и структурой фитогормонов. Одним из по-
ложительных эффектов подобной модификации может быть антиканцеро-
генное действие синтетических аналогов брассиностероидов.

Введение. Природные фитогормоны брассиностероиды (БС) содержатся 
в каждой растительной клетке, служат для поддержания в норме защитных 
систем растений, особенно в стрессовых ситуациях: пониженные температу-
ры, заморозки, засуха, болезни, действие пестицидов, засоление почвы и т. д. 
[1]. Они играют существенную роль в модуляции роста и дифференцировке 
клеток, действуя в нано- и микромолярных концентрациях [2]. В последнее 
время появились сообщения об антипролиферативной и потенциальной ан-
тиканцерогенной активности брассиностероидов, проявляемой на фоне их 
очень низкой токсичности [3]. Тем не менее, исследования по влиянию БС на 
протекание биохимических процессов у животных находятся на начальном 
этапе и не позволяют сделать обоснованные выводы ни о молекулярных меха-
низмах их потенциального влияния, ни о взаимосвязи структура—функция 
в отношении предполагаемой антиканцерогенной активности. 

Ранее нами было показано, что брассиностероиды способны оказывать вли-
яние на монооксигеназы микросом печени крыс [4]. Известно, что некоторые 
ферменты монооксигеназной системы, например, фермент цитохрома CYP1А1, 
осуществляют в клетке метаболическую активацию ксенобиотиков [5]. Неред-
ко, однако, промежуточные продукты биотрансформации, особенно на началь-
ных этапах, могут быть весьма токсичными, обнаруживать более выраженную 
мутагенную, канцерогенную и даже тератогенную активность по сравнению 
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с  нативными ксенобиотиками и вследствие этого быть причиной различных 
патологических состояний и болезней, вплоть до малигнизации. Кроме того, 
в настоящее время для многих форм рака описано появление мутаторного фе-
нотипа у клеток злокачественных новообразований, основной причиной кото-
рого считают мутационные нарушения ферментных систем [6].

Цель работы — анализ взаимосвязей между структурой брассиностероидов 
и их влиянием на пролиферативную активность в эстрогензависимой опухоли 
молочной железы. 

Материалы и методы исследования. Монослойную клеточную культуру 
MCF-7 культивировали в среде RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки, 4 мМ L-глютамина, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина, при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % СО2. Клеточная куль-
тура поддерживалась на стадии логарифмического роста путем рутинного 
субкультивирования трижды в неделю.

Для МТТ-теста в каждую лунку 96-луночного планшета вносили 1 · 103 
клеток и инкубировали 24 ч при 37 °С в темноте во влажной атмосфере c 5 % 
СО2 для адгезии клеток на дне лунки. Далее добавляли брассиностероиды 
в концентрации от 5,0 мкM до 500 мкМ (n = 10). Для каждой концентрации 
брассиностероидов был приготовлен ряд последующих разведений с конечной 
концентрацией ДМСО <1,0 %. После 24-часовой инкубации при 37 °С в тем-
ноте во влажной атмосфере c 5 % СО2 в каждую лунку платы с клеточной 
культурой вносили 20 мкл раствора МТТ (5 г/л) и инкубировали на протяже-
нии 4 ч при 37 °С в темноте во влажной атмосфере c 5 % СО2. По окончании 
инкубации супернатант осторожно удаляли, а в каждую лунку добавляли по 
200 мкл ДМСО. Осадок ресуспендировали и 15 мин инкубировали в темноте 
при комнатной температуре. Показания оптической плотности считывали на 
ИФА-ридере при 492 нм.

Для индукции CYP450 в клеточной линии MCF-7 использовали 10 нМ 
раствора 2,3,7,8-тетрахлородибензо-р-диоксина (ТХДД) в диметилсульфокси-
де (объем растворителя не превышал 0,1 %). Индукцию начинали проводить 
при 70—80 % конфлуентности флакона. Для этого питательную среду меняли 
на свежую, не содержащую сыворотки крупного рогатого скота (КРС), затем 
во флакон добавляли сыворотку КРС с предварительно растворенным в ней 
диоксином. Индукцию проводили в течение 72 ч.

Окислительное деэтилирование 7-этоксирезоруфина (ЭРОД) проводили 
по методу [7] при 37 °С в 200 мкл буферного раствора (50мM Трис-НСl, 100мM 
NaCl, 1мM ЭДТА, рН 7,4), содержащего клеточный лизат. Реакцию начинали 
добавлением НАДФН+, проводили в течение 10 мин и останавливали добав-
лением 200 мкл метанола, охлажденного до 4  °С. Концентрацию продукта 
определяли спектрофлуориметрически при длине волны возбуждения 530 нм 
и длине волны испускания 590 нм.

Результаты и их обсуждение. Основой для получения сведений о принци-
пиальной роли структуры боковой цепи БС в регулировании монооксигеназ-
ной активности стали природные соединения (24-эпи- и 28-гомобрассиноли-
ды и 24-эпи- и 28-гомокастастероны) и два синтетических производных брас-
синолидов (22S,23S-дигидрокси-стереоизомеры брассиностероидов) (рис. 1). 
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Указанные фитостероиды получены в соответствии с [10—12]. 
Для характеристики влияния на организм человека и животных брассино-

стероидов и, в частности, для выявления возможной значимости в этом про-
цессе структурных особенностей фитогормонов использована биохимическая 
модель — монооксигеназная система клеточной линии MCF-7. Известно, что 
культивирование клеток MCF-7 в присутствии TCDD приводит к индукции 
цитохромов CYP1A1 и CYP1B1. Широко используемым субстратом, надежно 
характеризующим каталитическую активность данных изоформ цитохрома 
Р450, считается 7-этоксирезоруфин [8], поэтому в качестве тестовой была ис-
пользована реакция окислительного деалкилирования 7-этоксирезоруфина. 
Оценка влияния брассиностероидов на реакцию окисления 7-этоксирезоруфи-
на монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 показана на рис. 2.

Из рис. 2 видно, что в концентрациях до 100 мкМ брассиностероиды не 
влияют на скорость окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной систе-
мой клеточной линии MCF-7 (различия не достоверны). В концентрациях 
100 мкМ и выше соединения с 6-кетофункцией в кольце В повышают уровень 
микросомального окисления в трансформированных клетках. Так, в присут-
ствии 250 мкМ концентрации 28-гомокастастерона скорость окисления 7-эток-
сирезоруфина увеличивается почти в 1,5 раза.

Также следует отметить более высокую эффективность SS-изомеров брас-
синолидов. Так, добавление (22S,23S)-24-эпибрассинолида в концентрации 
более 100 мкМ приводит хотя и к незначительному (на 5 %), но увеличению 

Рис. 1. Структура исследованных в работе брассиностероидов: 1 – 28-гомобрассинолид, 
2 – 24-эпибрассинолид, 3 – (22S,23S)-28-гомобрассинолид, 4 – (22S,23S)-24-эпибрассинолид, 

5 – 28-гомокастастерон, 6 – 24-эпикастастерон
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скорости окисления 7-этоксирезоруфина. Отметим значительный рост скоро-
сти ферментативной реакции (в 1,3—1,5 раза) при добавлении 28-гомобрасси-
нолида и его стереоизомера (22S,23S)-28-гомобрассинолида  — в 250 мкМ 
концентрации.

Проведена также оценка влияния брассиностероидов на индукцию фер-
ментов CYP450 (в основном CYP4501А1 и CYP4501В1) в опухолевых клетках 
(на примере аденокарциномы молочной железы). В качестве тестовой реакции 
была использована реакция окисления 7-этоксирезоруфина. 

Для оценки эффективности ферментативного процесса окисления 7-эток-
сирезоруфина рассчитан коэффициент эффективности катализа, равный от-
ношению максимальной скорости реакции к константе Михаэлиса (рис. 3).

Из рис. 3 видно, что разница между эффективностью окисления 7-этокси-
резоруфина монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 после ин-
дукции диоксином без добавления брассиностероидов и в присутствии 
24-эпибрассинолида и 28-гомокастастерона статистически незначима. Отме-
тим значительное снижение (более 60������������������������������������ �����������������������������������%) эффективности каталитической ре-
акции окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой клеточной 
линии MCF-7 после индукции диоксином в присутствии (22S,23S)-изомера 
природного 24-эпибрассинолида. Подобные изменения каталитического про-
филя реакции можно отнести на влияние брассиностероидов на индукцию 
монооксигеназ в клеточной линии MCF-7.

Зависимости, характеризующие антипролиферативную активность брас-
синостероидов, показаны на рис. 4. Из рис. 4 следует, что в целом соединения 
с 6-кетофункцией в кольце В являются более активными в подавлении кле-
точной пролиферации, чем соединения с 6-оксо-7-оксалактонной функцией. 

Рис. 2. Зависимость скорости окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой кле-
точной линии MCF-7 в присутствии брассиностероидов. Начальная концентрация 7-этоксире-

зоруфина – 2,0 мкМ
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Так, IC50 для 28-гомокастастерона и 24-эпикастастерона составили 45 мкМ 
и 100 мкМ соответственно. IC50 (22S,23S)-24-эпибрассинолида оказалась в 5 раз 
меньше аналогичного значения для (22R,23R)-изомера и составила 80 мкМ.

В последние годы появились данные о том, что 28-гомокастастерон 
и 24-эпибрассинолид влияют на жизнеспособность опухолевых клеток лейке-
мии (линия CEM) и миеломы (линия RPMI 8226) [9]. Брассиностероид 28-го-
мокастастерон оказывает наибольший цитотоксический эффект по отноше-
нию к CEM (IC50 составляет 13 мкМ), в то время как его 22S,23S-изомер яв-
ляется сильнейшим цитостатиком по отношению к линии RPMI 8226 (IC50 
составляет 25 мкМ). Наряду с 28-гомокастастероном высокая цитотоксич-
ность также наблюдается в случае природного кастастерона и его искусствен-
ного SS-изомера.

Следует отметить, что наиболее активный фитогормон в растениях брас-
синолид обладает практически нулевой цитостатической активностью, в то 
время как искусственный 22S,23S-28-гомобрассинолид является одним из са-
мых эффективных в подавлении клеточного роста (IC50 составляет 31—
35 мкМ). Исследования цитотоксических свойств небрассиностероидных фи-
тостероидов (холестерин, стигмастерол, брассикастерол, 5α-холестан, 
β-экдизон, β-ситостерол) показывают, что указанные соединения даже в кон-
центрациях более 50 мкМ являются неэффективными. Лишь некоторые из 
фитостероидов: холестерин, стигмастерол и β-ситостерол проявляют мини-
мальную антираковую активность по отношению к клеточной линии на 
RPMI 8226 (IC50 > 30 мкМ) [9]. 

Рис. 3. Эффективность окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой клеточной 
линии MCF-7 после индукции диоксином в присутствии: 1 — 24-эпибрассинолида, 2 — 28-го-

мокастастерона, 3 — (22S,23S)-24-эпибрассинолида, 4 — без брассиностероидов
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Следует отметить, что как брассиностероиды, так и структурно родствен-
ные полиоксистероиды не оказывают никакого цитотоксического влияния на 
раковые клетки хронической миелоидной лейкемии (линия K562), легочной 
карциномы (линия А549), шейки матки (линия HeLa), остеосаркомы (линия 
HOS). Подчеркнем, что брассиностероиды не оказывают влияния на нор-
мальные человеческие фибробласты (линия BJ). Указанные результаты позво-
ляют сделать вывод о различных механизмах влияния фитостероидных гор-
монов на раковые клетки и нормальные.

Анализ взаимосвязи между структурой брассиностероидов и их цитотокси-
ческой активностью показывает, что самым цитотоксичным по отношению 
к раковым клеткам является 28-гомокастастерон. Изменение структуры стеро-
идного скелета с 6-оксо-7-оксалактона на 6-оксо значительно увеличивает спо-
собность брассиностероидов к подавлению клеточного роста. Так, 28-гомока-
стастерон приблизительно в 3 раза более эффективно подавляет опухолевый 
рост, чем 28-гомобрассинолид. Другой важной обнаруженной особенностью за-
висимости структура—активность является тот факт, что cоединения с этиль-
ной группой в положении C24 (28-гомокастастерон и 28-гомобрассинолид) яв-
ляются более цитотоксичными, чем их соответствующие аналоги с метильной 
группой в указанном положении боковой цепи. Следует отметить, что наличие 
одной или более α-ориентированных гидроксильных групп в цикле А является 
необходимым условием для проявления противоопухолевой активности. Это 
следует из нулевой эффективности β-экдизона, который их не содержит, в то 
время как стероидные 3α-гидроксипроизводные, а также 2α, 3α- и 3α, 4α-диолы 
в аналогичных условиях обладают противоопухолевой активностью [9].

Рис. 4. Влияние брассиностероидов на пролиферацию раковых клеток (линия MCF-7): 1 — 
24-эпибрассинолид, 2 — 28-гомобрассинолид, 3 — 28-гомокастастерон, 4 — 24-эпикастастерон, 

5 — (22S,23S)-28-гомобрассинолид, 6 — (22S,23S)-24-эпибрассинолид
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Как наши данные, так и результаты [9] подтверждают, что брассиностеро-
иды подавляют пролиферацию раковых клеток, по меньшей мере, молочной 
железы и простаты. 

Антипролиферативная активность брассиностероидов может быть связана 
с их влиянием на монооксигеназные процессы, происходящие в трансформи-
рованных клетках, а именно, с влиянием на изоформы цитохрома Р450, от-
ветственные в организме за биоактивацию ксенобиотиков. В данном случае 
более активными являются соединения с 6-кетофункцией в кольце В стеро-
идного скелета и с этильным заместителем в положении С24, если речь идет 
о различиях в структуре боковой цепи. Стереоизомеры фитогормонов по по-
ложениям С22 и С23 и в этом случае значительно более активны, чем их при-
родные аналоги.

На данный момент нельзя сделать определенных выводов о том, являют-
ся ли гормонзависимые опухоли более чувствительными к действию брас-
синостероидов, а также взаимодействуют ли брассиностероиды с эстрогено-
выми рецепторами в опухолевых клетках. Результаты проведенного иссле-
дования показывают возможность направленной модификации природных 
соединений с целью достижения необходимых физиологических эффектов. 
В частности, потенциально эффективными могут быть соединения 
(22S,23S)-24-эпикастастерон и (22S,23S)-28-гомокастастерон, в которых 
присутствует как 6-кетофункция в кольце В, так и (22S,23S)-диольная 
функция боковой цепи.

Исследования выполнены при финансовой поддержке Белорусского респу-
бликанского фонда фундаментальных исследований (проект № Х08МС-013).
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STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIP OF AN ESTIMATION ANTIPROLIFERATIVE 
ACTIVITY OF BRASSINOSTEROIDS CONCERNING CANCER CELLS MCF-7

Summary

A number of the natural phytohormones and their synthetic stereosimers was investigated. It was 
estimated for the first time that brassinosteroids could act as regulators of monooxigenase activity 
in tumor cells, and the interrelation between inhibitor efficiency and structure of phytohormones was 
shown. Anticancerogenic action of synthetic analogues of brassinosteroids could be as positive effects 
of similar updating.
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