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Е. Н КЛИМОВИЧ, А. Г. СЫСА, П. А. КИСЕЛЕВ

ГИДРОПЕРОКСИДЗАВИСИМАЯ МОНООКСИГЕНАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ АДЕНОКАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ MCF-7

(Представлено членом-корреспондентом С. А. Усановым)

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск Поступило 21.03.2012

Один из возможных механизмов развития аденокарциномы молочной железы связывают 
с окислительным метаболизмом эстрогенов цитохром Р-450-содержащей монооксигеназной си
стемой [1; 3; 4; 12; 15]. Для протекания монооксигеназных реакций необходима NADPH- 
цитохром-Р-450-редуктаза, однако вне печени ее активность часто выражена слабо либо не обна
руживается вообще. В то же время известно, что при протекании раковых заболеваний реги
стрируется повышенный уровень активных форм кислорода, включая гидропероксиды липидов 
[5-8; 13]. Для цитохрома Р-450 микросом печени показана возможность замены электрон- 
транспортных белков на активированные формы кислорода (в «шунтированных» системах) [2; 
9-11; 14]. Однако данные о возможности протекания монооксигеназных процессов с участием 
активированных форм кислорода в опухолевых клетках и, в частности, в клеточной линии аде
нокарциномы молочной железы MCF-7 в литературе отсутствуют.

Цель работы - оценка потенциальных свойств гидропероксида кумола (ГПК) в качестве ис
точника активированного кислорода при протекании монооксигеназных процессов в клеточной 
линии аденокарциномы молочной железы MCF-7 и кинетическая характеристика монооксиге
назной активности в гидропероксид- и NADPH-зависимой системах.

Материалы и методы исследования. Реактивы. RPMI-1640 (Lonza, Бельгия); L-глютамин, 
раствор Версена (Stem Cell Technologies Inc., Канада); эмбриональная телячья сыворотка (HyClone, 
США); диметилсульфоксид (Рапгеас, Испания); пенициллин, стрептомицин (ПанЭко, Россия); 
никотинамид-адениндинуклеотид-фосфат восстановленный (NADPH), бычий сывороточный 
альбумин (Serva, Германия); »фис-(оксиметил)-аминометан, этилендиаминтетрауксусная кисло
та (ЭДТА) (Реахим, РФ); 7-этоксирезоруфин (Sigma, США); NaOH (Lachema, Чехия); дезоксихо
лат Na (Fluka, Германия); NaCl, реактив Фолина, НС1, К,Ка-винно-кислый, Na2CO3, CuSO4 (Ана
лиз X, Беларусь).

Культивирование клеток и индукция. Монослойную клеточную культуру MCF-7 культиви
ровали в среде RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 4 мМ L-глю- 
тамина, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, при 37 °С во влажной атмосфере 
с 5 % СО2. Для индукции клеточных изоформ цитохрома Р-450 использовали 10 нМ раствор 
2,3,7,8,-тетрахлородибензо-р-диоксина (ТХДД) в диметилсульфоксиде (объем растворителя 
в культуральной среде не превышал 0,1 %). Индукцию начинали проводить, когда клетки запол
няли 70-80 % культурального флакона. Для этого культуральную среду меняли на новую, не 
содержащую сыворотку, а затем в культуральный флакон добавляли эмбриональную телячью 
сыворотку с предварительно растворенным в ней ТХДД. Индукция длилась 72 ч.

Получение клеточного лизата. После завершения индукции питательную среду сливали, 
клеточную культуру промывали раствором Версена. Клетки механическим путем снимали 
с культуральных флаконов и растворяли в буфере (50 мМ Трис-НС1, 100 мМ NaCl, 1 мМ 
ЭДТА, 1 мМ ФМСФ; pH 7,4), после чего 3 раза по 10 с на холоде обрабатывали ультразвуком. 
Центрифугировали при 10000 об/мин (10 мин при 4 °С), осадок ресуспендировали в буфере, 
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затем центрифугировали при 20000 об/мин 
(30 мин при 4 °С) и отбирали суперна
тант.

Определение 7-этоксирезоруфин-О-де- 
этилазной (ЭРОД) активности. Реакцион
ная смесь общим объемом 200 мкл состоя
ла из буфера (50 мМ Трис-НС1, 100 мМ 
NaCl, 1 мМ ЭДТА; pH 7,4), клеточного ли
зата (0,5 млн клеток), 20 мкМ дикумарола, 
субстрата. В качестве субстрата был ис
пользован 7-этоксирезоруфин в диапазоне 
концентраций от 0,5 до 50 мкМ. При опре
делении монооксигеназной активности в за
висимости от концентрации ГПК был ис
пользован 50 мкМ 7-этоксирезоруфин и 50, 
100, 150, 200, 500 мкМ ГПК. Реакционную 
смесь прогревали при 37 °С в течение 1 мин. 
Реакцию начинали добавлением 100 мкМ 
ГПК или 300 мкМ NADPH и проводили 
в течение 5 мин в присутствии ГПК 
и 10 мин в присутствии NADPH при 37 °С 
на шейкере Water-Bath-Shaker-375 (Польша). 
Останавливали реакцию добавлением 
200 мкл метанола, охлажденного до 4 °С. 
Концентрацию образующегося продукта 
(резоруфина) определяли спектрофлуори- 
метрически при длине волны возбуждения 
530 нм и длине волны испускания 590 нм на 
спектрофотометре Tecan Infinite 200, исполь
зуя стандартный раствор резоруфина для 
построения калибровочной кривой. Кон
центрацию белка в клеточном лизате опре
деляли методом Лоури и соавт. В качестве 
стандарта использовали бычий сывороточ
ный альбумин.

Результаты и их обсуждение. Для того 
чтобы выяснить, возможно ли протекание 
монооксигеназных процессов в клетках 
MCF-7 в отсутствие электронного транс
порта с NADPH-цитохром Р-450 редукта
зы, вместо NADPH использовали модель
ный донор активированного кислорода - 
ГПК. На первом этапе исследования была 
определена зависимость монооксигеназ
ной активности клеток MCF-7 от концен
трации ГПК. Кривая, отражающая зависи
мость скорости превращения 7-этоксире- 
зоруфина в резоруфин от концентрации 
ГПК, имеет вид, характерный для фермен
тативных процессов, описываемых урав
нением Михаэлиса-Ментен (рис. 1).

Рис. 1. Зависимость 7-этоксирезоруфин-О-деэтилазной 
(ЭРОД) активности клеток MCF-7 от концентрации ГПК

65



С помощью программы Sigma Plot, снабженной модулем для кинетических расчетов Enzyme 
Kinetics, были определены кинетические параметры данной реакции. Константа Михаэлиса (Км) 
составила 144,7 ± 34,3 мкМ, максимальная скорость (Гтах) - 3,0 ± 0,2 нмоль/мин/мг клеточного 
белка, что соответствует 221,2 ± 14,7 пмоль/мин/млн клеток. На следующем этапе исследования 
было проведено сравнение ЭРОД активности клеток MCF-7 в присутствии NADPH и в присут
ствии ГПК, для чего были построены зависимости скоростей монооксигеназных реакций от кон
центрации 7-этоксирезоруфина (рис. 2, 3).

На основании полученных кривых были рассчитаны кинетические параметры монооксиге
назных реакций в ГПК-зависимой и NADPH-зависимой системах, которые представлены в та
блице.

Кинетические параметры 7-этоксирезоруфин-О-деэтилазной активности клеток MCF-7

Реакция Итах, нмоль/мин/ мг клеточного 
белка

^шах’ ПМОЛЬ/МИН/МЛН КЛЄТОК Км, мкМ

ГПК-зависимая 1,7 ±0,1 127 ± 9,2 7,6 ± 0,8 16,7
NADPH-зависимая 1,4 ±0,2 103,4 ± 15,8 2,6 ± 0,5 39,8

Как видно из данных таблицы, константа Михаэлиса ГПК-зависимой реакции несколько 
выше константы Михаэлиса NADPH-зависимой монооксигеназной реакции. При этом следует 
отметить и более высокую максимальную скорость реакции в ГПК-зависимой системе по срав
нению с таковой в присутствии NADPH.

Сравнение зависимости 7-этоксирезоруфин-О-деэтилазной активности клеток MCF-7 в при
сутствии NADPH и в присутствии ГПК от концентрации 7-этоксирезоруфина позволяет сделать 
вывод о том, что гидропероксиды являются эффективными донорами активированного кислоро
да в монооксигеназных процессах в опухолевых клетках и тем самым могут способствовать воз
никновению и развитию канцерогенных процессов в эстрогензависимых органах и тканях.
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HYDROPROXIDE-DEPENDENT MONOOXYGENASE ACTIVITY OF MCF-7 BREAST CANCER CELL LINE

Summary

The monooxygenase activity of MCF-7 cells in the presence of activated oxygen donor (cumene hydroperoxide) was 
discovered and the kinetic parameters were determined. Thus, the possibility of monooxygenase processes to occur in the cell 
line MCF-7 in the absence of NADPH-cytochrome P-450 reductase was demonstrated for the first time.
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