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БРАССИНОСТЕРОИДЫ – КАК ЭФФЕКТОРЫ МОНООКСИГЕНАЗ 
В КЛЕТКАХ АДЕНОКАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

Институт биоорганической химии НАН Беларуси

(Поступила в редакцию 14.09.2010)

Одним из широко распространенных путей метаболических превращений в организме чело-
века и животных различных по структуре веществ являются окислительные процессы, катали-
зируемые цитохром Р450-содержащей микросомальной системой (монооксигеназной системой), 
ключевые компоненты которых – ферменты суперсемейства цитохромов P450. Негативные эф-
фекты большинства канцерогенных химических соединений, находящихся в окружающей сре-
де, связаны с побочной реакцией – их метаболической активацией цитохромами P450. Доказано, 
что такие реакционные метаболиты обладают канцерогенным действием в отношении человека 
и животных, тогда как их соответствующие исходные молекулы химически неактивны [1, 2].

У человека наиболее активно в метаболизме проканцерогенов участвуют несколько изоформ 
цитохрома Р450. Одной из таких форм, для которой доказано участие в возникновении и разви-
тии канцерогенеза, является цитохром Р450 1A1 (CYP1A1). Наряду с цитохромом Р450 1A1 в тка-
нях злокачественных новообразований широко распространен цитохром Р450 1B1 (CYP1B1) [3–5]. 
Потенциальная роль CYP1A1 и CYP1B1 в канцерогенезе делает перспективным поиск специфиче-
ских ингибиторов вышеуказанных ферментов как возможных антиопухолевых агентов [6, 7].

В последнее время появились сведения об антипролиферативных и потенциально антикан-
церогенных свойствах ряда стероидов, причем жизнедеятельность нетрансформированных кле-
ток они не затрагивают [8–10]. В связи с вышесказанным весьма перспективным может быть ис-
пользование в качестве таких ингибиторов брассиностероидов – стероидных гормонов растений 
[11, 12]. Однако до настоящего момента остаются неясными ни механизм влияния брассиносте-
роидов на опухолевые клетки, ни возможные корреляции между структурой брассиностероидов 
и их противоопухолевыми свойствами. Поэтому цель настоящей работы – анализ взаимосвязей 
между структурой брассиностероидов и их влиянием на монооксигеназную активность в эстро-
гензависимой опухоли молочной железы (MCF-7). 

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 оС во влажной атмосфере с 5% СО2. Клеточная культура поддерживалась 
на стадии логарифмического роста путем рутинного субкультивирования трижды в неделю.

Для индукции CYP450 в клеточной линии MCF-7 использовали 10 нМ раствор 2,3,7,8-тетра-
х ло родибензо-р-диоксина (TCDD) в диметилсульфоксиде (объем растворителя не превышал 0,1%). 
Индукцию начинали проводить при 70–80% конфлуентности флакона. Для этого питательную 
среду меняли на свежую, не содержащую сыворотки КРС, затем во флакон добавляли сыворот-
ку КРС с предварительно растворенным в ней диоксином. Индукцию проводили в течение 72 ч.

Окислительное деэтилирование 7-этоксирезоруфина (ЭРОД) проводили по методу [13] при 
37 °С в 200 мкл буферного раствора (50 мM Трис-НСl, 100 мM NaCl, 1мM ЭДТА, рН 7,4), содержа-
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щего клеточный лизат. Реакцию начинали добавлением НАДФН+, проводили в течение 10 мин 
и останавливали добавлением 200 мкл метанола, охлажденного до 4 °С. Концентрацию продук-
та определяли спектрофлуориметрически при длине волны возбуждения 530 нм и длине волны 
испускания 590 нм.

В работе использовали брассиностероиды, полученные в соответствии с [14, 15]. Все соеди-
нения охарактеризованы ИК спектрами, полученными на приборе IR-20 в таблетках KBr и плен-
ках, а также спектрами ЯМР, записанными на спектрометре AVANCE-500 (Германия) (500 МГц 
для ядер 1Н и 125 МГц для 13С) в растворах CDCl3 в 5 мм стандартных ампулах.

Использованные соединения (1–4) содержали 6-оксо-7-оксалактонную структуру в кольце 
В стероидного скелета, а соединения (5, 6) – 6-кетофункцию (рис. 1). Кроме того, брассиносте-
роиды отличались строением боковой цепи. Так, природный 24-эпибрассинолид и 24-эпикаста-
стерон содержат в положении С24 метильную группу, в то время как у 28-гомобрассинолида 
и 28-гомокастастерона в этом положении находится этильный заместитель.

Отличительная особенность синтетических производных 28-гомобрассинолида (3) и 24-эпи-
брассинолида (4) заключалась в S-конфигурации 22 и 23 атомов углерода, содержащих гидрок-
сильные группы.

Для характеристики влияния на организм человека и животных брассиностероидов и, в част-
ности, для выявления возможной значимости в этом процессе структурных особенностей фито-
гормонов, использована биохимическая модель – монооксигеназная система клеточной линии 
MCF-7. Известно, что культивирование клеток MCF-7 в присутствии TCDD приводит к индук-
ции цитохромов CYP1A1 и CYP1B1. Широко используемым субстратом, надежно характеризую-
щим каталитическую активность данных изоформ цитохрома Р450, считается 7-этоксирезору-
фин [16], поэтому в качестве тестовой была использована реакция окислительного деалкилиро-
вания 7-этоксирезоруфина. Для количественной оценки эффективности брассиностероидов 
применяли величину IС50, которая представляет собой концентрацию ингибитора, при которой 
регистрируется двухкратное уменьшение скорости реакции. Отметим, что для корректного 
определения параметра IС50 необходимо использовать концентрации субстрата, равные или 
близкие к величине константы Михаэлиса (Km). Определенное в условиях наших опытов значе-
ние Km в случае окислительного деэтилирования 7-этоксирезоруфина клеточным лизатом со-
ставило 2,6±0,4 мкМ.

Оценка влияния брассиностероидов на реакцию окисления 7-этоксирезоруфина монооксиге-
назной системой клеточной линии MCF-7 показана на рис. 2.

Рис. 1. Структура использованных 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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Из рис. 2 видно, что брассиностероиды повышают уровень микросомального окисления 
в трансформированных клетках. Причем, как и в экспериментах по антипролиферативной актив-
ности, более активными являются соединения с 6-кетофункцией в кольце В. Так, в присутствии 
250 мкМ концентрации 28-гомокастастерона (5 на рис. 2) скорость окисления 7-этоксирезоруфи-
на увеличивается более чем в 1,5 раза. Также следует отметить более высокую эффективность 
SS-изомеров. Так, добавление (22S,23S)-24-эпибрассинолида (4 на рис. 2) и (22S,23S)-28-го мо-
брассинолида (3 на рис. 2) в концентрации 100 мкМ приводит к увеличению скорости окисления 
7-этоксирезоруфина в 1,2–1,3 раза.

В работе проведена оценка влияния брассиностероидов на индукцию ферментов CYP450 
(в основном CYP4501А1 и CYP4501В1) в опухолевых клетках (на примере аденокарциномы мо-
лочной железы). Результаты приведены в таблице.

Как видно из таблицы, брассиностероиды существенно влияют на эффективность индукции 
монооксигеназ диоксином в клеточной линии MCF-7. Анализ каталитического профиля реакции 
окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 после куль-
тивирования в присутствии индуктора микросомальных ферментов без добавления брассино-
стероидов и при добавлении показывает, что брассиностероиды существенно снижают как мак-
симальную скорость реакции, так и Кm.

Кинетические параметры реакции окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой 
клеточной линии MCF-7 после индукции TCDD

Кинетические константы реакции окисления 7-этоксирезоруфина 
монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 

после индукции диоксином в присутствии
Km, мкМ Vmax, пмоль/мин×мг белка

24-эпибрассинолида 0,36±0,09 148,5±7,7
28-гомокастастерона 0,27±0,02 230,5±3,6
(22S,23S)-24-эпибрассинолида 0,52±0,09 96,7±3,7
без брассиностероидов 2,86±1,38 1420,3±199,9

Причем наиболее эффективными в данном отношении показали себя соединения с 6-окси-7-
оксолактонной структурой: 24-эпибрассинолид и его (22S,23S)-стереоизомер. Брассиностероид 
28-гомокастастерон также снижал скорость микросомального окисления, но в меньшей степени. 
Подобные изменения каталитического профиля реакции можно отнести на влияние брассино-
стероидов на индукцию монооксигеназ TCDD в клеточной линии MCF-7.

Рис. 2. Зависимость скорости окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 в при-
сутствии брассиностероидов. Начальная концентрация 7-этоксирезоруфина – 2,0 мкМ. Обозначения те же, что и на рис. 1
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Для количественной оценки эффективности ферментативного процесса окисления 7-этокси-
резоруфина монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 после культивирования в при-
сутствии индуктора микросомальных ферментов без добавления брассиностероидов был рас-
считан коэффициент эффективности катализа, равный отношению максимальной скорости ре-
акции к константе Михаэлиса (рис. 3). Откуда видно (рис. 3), что разница между эффективностью 
окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной системой клеточной линии MCF-7 после ин-
дукции диоксином без добавления брассиностероидов и в присутствии 24-эпибрассинолида и 
28-гомокастастерона статистически незначима. Отметим значительное снижение (более 60%) 
эффективности каталитической реакции окисления 7-этоксирезоруфина монооксигеназной си-
стемой клеточной линии MCF-7 после индукции диоксином в присутствии (22S,23S)-изомера 
природного 24-эпибрассинолида.

В последние годы показано, что многие химиотерапевтические препараты реализуют свои 
антипролиферативные эффекты, останавливая клеточный цикл при прохождении делящейся 
клеткой контрольных точек [15, 17–19]. Некоторые авторы считают, что индукция апоптоза мо-
жет быть зависима от клеточного цикла [20–23]. Кроме того, регуляция AhR-связанной индук-
ции CYP1A1 также может зависеть от фазы клеточного цикла, что предполагает участие CYP1A1 
в регуляции апоптоза [24, 25].

Для брассиностероидов показано, что они блокируют фазу G1 клеточного цикла, что приво-
дит к дальнейшему сокращению числа клеток в S-фазе цикла и увеличению соотношения кле-
ток в фазах G0/G1 (первый шаг к апоптозу) [12]. В свете молекулярных исследований человече-
ских новообразований, показавших, что гены регуляторов клеточного цикла часто видоизменя-
ются в сторону малигнизации [26, 27] и что трансформация связана в том числе с активностью 
ферментов CYP450, представляется весьма вероятной возможность апоптоза по вышеописанно-
му пути под влиянием брассиностероидов.
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A. G. SYSA, P. A. KISELEV, V. N. ZHABINSKII, V. A. KHRIPACH

BRASSINOSTEROIDS AS MONOOXYGENASE EFFECTORS IN MAMMAL ADENOCARCINOMA

Summary

A number of the natural phytohormones and their synthetic stereoisomers has been studied. It has been found for the fi rst 
time that brassinosteroids could act as regulators of monooxigenase activity in tum or cells, and the relationship between inhibitor 
effi ciency and structure of phytohormones has been demonstrated. Some modifi ed brassinosteroid synthetic analogues could 
have antitumor activity.


