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БРАССИНОСТЕРОИДЫ - КАК НОВЫЕ ЭФФЕКТОРЫ 
МОНООКСИГЕНАЗ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск Поступило 20.09.2007

В функционировании растительных организмов важную роль занимают брассиностероиды. 
Эти фитогормоны обладают высокой биологической активностью и способны в низких концен
трациях воздействовать на физиологические процессы в растениях, повышая их урожайность и 
устойчивость к неблагоприятным факторам внешней среды [1-4]. Открытым пока остается во
прос о возможном участии брассиностероидов в регуляции процессов жизнедеятельности жи
вотных и человека. До настоящего времени такие исследования проводились главным образом в 
связи с внедрением в практику сельского хозяйства препарата на основе эпибрассинолида (Эпи- 
на) и необходимостью в этой связи его всестороннего токсикологического анализа [5, 6]. Иссле
дования показали низкую токсичность брассиностероидов и даже наличие определенного защит
ного эффекта, в частности, на рыбах и на пчелах. Эти сведения заслуживают серьезного внима
ния, особенно с учетом того, что брассиностероиды по своей структуре близки к другому классу 
фитостероидов - экдистероидам, находящим все более широкое применение в медицине и вете
ринарии [7].

В ряду брассиностероидов пока не выявлены соединения с высокой физиологической актив
ностью в отношении человека и животных, полагают, что таковыми могут стать структурно мо
дифицированные представители этого класса полиоксистероидов [2,3,5].

Цель настоящей работы -определить влияние брассиностероидов на организм млекопитаю
щих. Нами изучен эффект природного фитогормона - 28-гомобрассинолида и его синтетического 
изомера - (228,238)-28-гомобрас-синолида на каталитические свойства монооксигеназной фер
ментной системы клеток печени, участвующей в организме млекопитающих в метаболической 
активации проканцерогенных веществ типа бенз(а)пирена.

Нами использованы следующие реактивы: трис-(оксиметил)-аминометан, (Реахим, РФ), бычий 
сывороточный альбумин, свободный от жирных кислот (Serva, Германия); NaOH и КОН (Lachema, 
Чехия); дитиотрейтол (ДТТ), никотинамид-адениндинуклеотид-фосфат восстановленный (НАДФН) 
(Sena, Германия); бенз(а)пирен, 7-этоксикумарин; 7-этоксирезоруфин, (Sigma, США), а также гли
церин, глицин, трихлоруксусная кислота (ТХУ) - производства РФ, марки «х. ч», диметилсуль
фоксид.

В работе использовали 28-гомобрассинолид, полученный в соответствии с [8] и (22S, 23S)-28- 
гомобрассинолид, синтезированный согласно [9]. Оба соединения охарактеризованы ИК-спектрами, 
полученными на приборе IR-20 в таблетках КВг и пленках, а также спектрами ЯМР, записанны
ми на спектрометре AVANCE-500 (Германия) (500 МГц для ядер !Н и 125 МГц для 13С) в растворах 
CDC13 в 5 мм стандартных ампулах. Масс-спектрометрические данные для обоих веществ изме
рены на приборе Varian МАТ-311 при энергии ионизирующего излучения 70 эВ.

Биохимическая тест-система представляла собой микросомы печени крыс-самцов 3-месячного 
возраста массой тела 200 г. Животным предварительно вводили внутрибрюшинно 20-метилхо- 
лантрен (40 мг/кг/сут в масле в течение 2 суток). Содержание цитохрома Р-450 определяли с по
мощью разностной спектрофотометрии восстановленного дитионитом карбонильного комплекса 
цитохрома Р-450, используя коэффициент молярной экстинкции 91 mM''-см'1 [10]. Определение 
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ферментативной активности монооксигеназной системы по отношению к 7-этоксирезоруфину 
проводили согласно [И]. Для характеристики детоксицирующей функции использовали реак
цию окисления бенз(а)пирена по методу [12].

Концентрацию резоруфина определяли на спектрофлуориметре SFL-1211А при длине волны 
возбуждения равной 530 нм и длине волны испускания равной 590 нм. В случае 3-гидроксипро
изводного Б(а)П длина волны возбуждения составляла 396 нм, а максимум испускания находил
ся при 533 нм.

Сравнительная характеристика влияния органических веществ на биохимические модели часто 
осложнена ограниченной водорастворимостью и, как следствие, малой, а часто и различной био
доступностью исследуемых соединений. Для минимизации этого эффекта в настоящей работе 
полиоксистероиды использовали в комплексах с альбумином. Для получения такого комплекса 
вначале готовили 50 тМ раствор стероида в диметилсульфоксиде. Затем аликвоту раствора сте
роида добавляли к 20%-ному раствору бычьего сывороточного альбумина в мольном соотноше
нии полиоксистероид/белок 3/1. Образование комплекса экспериментально характеризовали 
параметрами собственной флуоресценции белка: А = (Із2о/Ізбо)з9б; В = (Із2о/Ізбо)г8о и А - В-A, где - 
І320 и Ізбо - интенсивность флуоресценции при длинах волн 320 и 360 нм соответственно [13]. Ве
личины за скобками указывают на длину волны возбуждения флуоресценции. В соответствии с 
[13,14] величина А определяется триптофановой компонентой белка, а параметр А характеризует 
вклад в суммарную флуоресценцию остатков тирозина. Полученные нами значения А, В и А, а также 
положение максимумов испускания флуоресценции при длинах волн возбуждения 280 и 296 нм 
сведены в таблицу. Данные таблицы позволяют утверждать, что добавление к альбумину при
родного 28-гомобрассинолида и его синтетического стереоизомера в мольном соотношении сте- 
роид/белок 3/1 сопровождается достоверным изменением параметров флуоресценции белка, что 
можно интерпретировать как конформационные изменения, обусловленные образованием альбу- 
мин/стероидного комплекса. Причем близкие величины А, В и А для комплексов альбумина с 
обоими соединениями свидетельствуют в пользу идентичности образующихся белок/стероид- 
ных структур.

Характеристика формы спектров собственной флуоресценции сывороточного альбумина и его комплексов 
с брассиностероидами в мольном соотношении белок/стероид 1/3

Объект А в д ^-макс, ИМ 
(Хв-280 нм)

^-макс> НМ 
(Аа=296 нм)

Альбумин 0,75 0,85 0,1 343 343
Альбумин + 28-гомобрассинолид 

-> он

. II)н0 /

п Ио

0,72 0,81 0,09 340 343

Альбумин + (22S, 238)-28-гомобрассинолид

НО''’Ч'ч-' = 'ТгО?
нТ

0,73 0,81 0,08 340 343

Примечание.;,- длина волны возбуждения флуоресценции белка.

Для характеристики влияния на организм человека и животных брассиностероидов и, в част
ности, для выявления возможной значимости в этом процессе структурных особенностей фито
гормонов, нами использована биохимическая модель - монооксигеназная система микросом пе
чени крыс, индуцированных 20-метилхолантреном. Известно, что введение животным 20-метил- 
холантрена приводит к усиленному синтезу и тем самым к обогащению микросомальной фракции
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Рис. 1. Зависимость скорости окисления 7-этоксирезору- 
фина монооксигеназной системой в присутствии 28-гомо- 
брассинолида (/) и (22S, 238)-28-гомобрассинолида (2). 
Начальная концентрация 7-этоксирезоруфина - 0,5 мкМ

Рис. 2. Скорость накопления 3-гидроксибенз(а)пирена в 
присутствии 28-гомобрассинолида (7) и (22S, 23S)-28- 
гомобрассинолида (2).
Начальная концентрация бенз(а)пирена - 1 мкМ

клеток печени изоэнзимами цитохрома Р-450, принимающими участие в детоксикации и биоак
тивации проканцерогенных эндогенных и экзогенных соединений. Процессы детоксикации и 
биоактивации наиболее наглядно обоснованы на примере бенз(а)пирена. Так, окисление Б(а)П 
цитохромом Р-450 с образованием фенольных и диольных производных, которые в свою очередь 
являются субстратами трансфераз, представляет собой один из главных путей вывода из орга
низма проканцерогенных полициклических ароматических соединений, т. е. их детоксикации. 
Напротив, эпоксидирование дигидроксипроизводных Б(а)П (например, 7,8-дигидроксидигидро- 
бенз(а)пирена) приводит к появлению соединений, обладающих сильными канцерогенными свой
ствами, т. е. к канцерогенной биоактивации. Широко используемым субстратом, надежно отра
жающим биоактивирующую функцию цитохрома Р-450, считается 7-этоксирезоруфин [15]. Дето
ксицирующую эффективность монооксигеназной системы логично характеризовать реакцией 
гидроксилирования бенз(а)пирена. Обе эти реакции использованы нами в настоящей работе в 
качестве тестовых. При этом для количественной оценки эффективности брассиностероидов 
применяли величину ID50, которая представляет собой концентрацию эффектора, при которой 
регистрируется двукратное уменьшение скорости типовой реакции. Отметим, что для коррект
ного определения параметра 1D5q необходимо использовать концентрации субстрата, равные или 
близкие к величине константы Михаэлиса (Кш). Определенные в условиях наших опытов значе
ния Кт составили 0,5 и 0,7 мкМ в случае 7-этоксирезоруфина и бенз(а)пирена соответственно 
(данные не показаны). Зависимости, характеризующие степень воздействия 28-гомобрассино
лида и его (22S, 238)-аналога на катализируемую монооксигеназной системой реакцию деалки
лирования 7-этоксирезоруфина представлены на рис. 1. Из рисунка видно, что ГО50 для (22S, 238)-изо- 
мера в реакции окисления 7-этоксирезоруфина составляет около 25 мкМ. В случае природного 
брассинолида его эффект в конценграции 25 мкМ практически не проявляется и лишь при 10-крат
ном увеличении концентрации соединения степень ингибирования достигает 45-47%.

Важно отметить, что оба соединения не оказывают существенного влияния на модельную реак
цию детоксикации проканцерогенного вещества Б(а)П (рис. 2). Действительно, в случае природ
ного брассинолида в исследованном диапазоне концентраций стероида его эффект не проявляет
ся вообще, а добавление в систему (22S, 238)-изомера приводит к 30%-ному ингибированию 
процесса лишь в области очень высоких концентраций (-250 мкМ).

Таким образом, нами впервые показано влияние брассиностероидов на процессы биоактива
ции проканцерогенных соединений цитохромом Р-450. Сразу же оговоримся, что физиологиче
ская значимость обнаруженного эффекта на настоящий момент не ясна. Более того, не очевидно, 
что подобные эффекты в той же мере характерны и для целостного организма. Тем не менее, на 
наш взгляд, уже полученные результаты позволяют сделать два важных предположения.

Во-первых, брассиностероиды могут оказывать положительное влияние на функционирование ор
ганизма млекопитающих, например, ингибируя процессы, потенциально ведущие к активации про
канцерогенных веществ.
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Во-вторых, не вызывает сомнения, что структура боковой цепи брассиностероидов сущест
венным образом сказывается на их биологической активности. В целом, данные являются аргу
ментом в пользу перспективности более углубленного изучения влияния брассиностероидов на 
организм человека и животных вообще и на монооксигеназную ферментную систему печени, в 
частности.
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BRASSINOSTEROIDS AS NEW EFFECTORS OF MONOOXYGENASES 
OF MAMMALS LIVER MICROSOMES

Summary

Synthesis of natural brassinosteroid - 28-homobrassinolide and its stereoisomer - (22S, 23S)-28-homobrassinolide was 
carried out. The essential difference in the rate of the influence of 28-homobrassinolide and (22S,23S)-28-homobrassinolide on 
the catalytic properties of the monooxygenase system of the mammals' liver cells participating in the metabolic activation of 
the procancerogenic chemicals like benz(a)pyren was shown. The physiological importance of the process for functioning an 
organism of mammals was discussed.
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