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Аннотация. Впервые охарактеризовано влияние природных брассиностероидов 24-эпибрассинолида (24-ЭБ)  
и 28-гомокастастерона (28-ГКС), а также синтетических аналогов (22S,23S)-24-эпибрассинолида и (22S,23S)-28-гомо-
кастастерона на пролиферацию активности в раковой клеточной линии Hep G2 (карцинома печени), а также на катали-Hep G2 (карцинома печени), а также на катали- G2 (карцинома печени), а также на катали-G2 (карцинома печени), а также на катали-2 (карцинома печени), а также на катали-
тическую активность цитохрома P450, который участвует в метаболизме большинства проканцерогенов. Все четыре 
соединения при высоких концентрациях были активными в подавлении клеточной пролиферации исследуемой линии. 
Интересным является и тот факт, что при низких концентрациях 24-ЭБ, (22S,23S)-24-ЭБ и (22S,23S)-28-ГКС достоверно 
активировали рост клеток Hep G2. Все исследуемые брассиностероиды ингибировали активность CYP1A1 и CYP1B1, 
за исключением 28-ГКС. Оказываемый эффект зависел от структуры боковой цепи и был более выражен в случае SS-
ориентации гидроксильных групп в положении C22 и С23 ((22S,23S)-28-гомокастастерон). Полученные результаты ука-
зывают на возможность использования исследуемых брассиностероидов (в наибольшей степени (22S,23S)-28-ГКС) для 
создания более эффективных препаратов для профилактики и ле чения опухолевых заболеваний.
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ANTICANCEROGENIC ACTIVITY OF BRASSINOSTEROIDS IN LIVER TUMOR CELLS

Abstract. In this study, we first characterized the effect of natural brassinosteroids, 24-epibrassinolide (EBl) and 
28-homocastasterone (HCS), and synthetic analogs, (22S,23S)-24-epibrassinolide and (22S,23S)-28-homocastastone, on the 
growth of the cancer cell line Hep G2 (hepatocellular carcinoma), as well as on the catalytic activity of cytochrome P450, which 
participates in the metabolism of most procarcinogens. All four compounds at high concentrations suppressed the proliferation 
of the test cell line. It is also interesting that at low concentrations, 24-EBl, (22S,23S)-24-EBl and (22S,23S)28-HCS activated 
significantly the Hep G2 cell growth. All studied brassinosteroids, except for 28-HCS, inhibited the activity of CYP1A1 and 
CYP1B1. The effect depended on the structure of the side chain and was more pronounced in the case of the SS orientation of 
the hydroxyl groups at the positions C22 and C23 ((22S,23S)-28-homocastasterone).

The results of this work suggest that the studied brassinosteroids (especially (22S,23S)-28-homocastasterone) can be used 
to create effective drugs for tumor prevention and treatment
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Введение. Брассиностероиды (БС) представляют собой группу фитогормонов, которые ши-
роко распространены как в высших, так и в низших растениях и способны влиять на различные 
физиологические процессы. БС стимулируют рост, отвечают за устойчивость к стрессовым фак-
торам, в том числе болезням, участвуют в процессах клеточного сигналинга и т. д. Хотя БС 
встречаются практически у всех растений, их содержание весьма низкое (менее 10–7 г/г сырой 
массы). Это свидетельствует о том, что для проявления активности необходимы очень малень-
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кие концентрации гормонов. Об активности БС у растений в настоящее время известно доста-
точно много [1]. Напротив, их действие в отношении организма млекопитающих, отдельные 
представители которых, в том числе и человек, потребляют растения с пищей, изучено относи-
тельно слабо. За последнее десятилетие в ряде работ была продемонстрирована способность БС 
подавлять пролиферацию раковых клеток [2–4]. В то же время было показано, что БС не влияют 
на деление нормальных клеток [2]. Механизм их антипролиферативного действия связывают  
с остановкой клеточного цикла в результате изменения уровня циклин-зависимых киназ, что  
в дальнейшем приводит к апоптозу [3].

Известно также, что ферменты суперсемейства цитохрома P450, в частности CYP1A1  
и CYP1B1, участвуют в активации ряда соединений с проканцерогенной активостью, например, 
полиароматических углеводородов. К этим соединениям относится и классический ксенобиотик 
Б[a]П (бенз(а)пирен) (1), окисление которого цитохромами P450 приводит к образованию смеси 
(�)-Б[а]П-7,8-диол эпоксидов ДЭ2 и ДЭ1, первый из которых является канцерогенным, а другой 
не оказывает отрицательного воздействия [5] (рис. 1).

Каталитическая активность изоформ цитохромов P450 является высокочувствительной  
к разного рода воздействиям, например, такому явлению, как субстратная индукция [6]. Последняя 
представляет собой процесс, при котором увеличивается экспрессия генов фермента под воздей-
ствием субстрата, окисление которого катализирует этот фермент. Это в свою очередь может при-
вести к наработке большого количества нежелательных генотоксичных продуктов при метаболиз-
ме проканцерогенов цитохромами P450 [7]. Напротив, ингибирование каталитической активности 
данных ферментов снижает вероятность образования ДНК-аддуктов метаболитов Б[а]П.

Ранее были проведены работы по исследованию способности брассиностероидов ингибиро-
вать каталитическую активность цитохромов P450 микросомальной фракции, выделенной из 
клеток линии MCF-7 (карцинома молочной железы человека) и печени крыс. Ярко выраженное 
ингибирование окисления Б[а]П БС наблюдалось для (22S,23S)-гомобрассинолида и (22S,23S)-
гомокастастерона, причем характерно, что соединения именно такой структуры обладают наи-
большей цитотоксичностью в отношении ряда опухолевых клеток [8]. Очевидно, что обнаруже-
ние взаимосвязи между противоопухолевым действием БС и их способностью ингибировать 
активность цитохромов может оказаться весьма полезным для поиска потенциальных противо-
опухолевых агентов среди БС и их аналогов, а путь к реализации такой возможности лежит че-
рез анализ результатов, полученных с применением новых клеточных моделей и новых струк-
турных типов БС.

Рис. 1. Метаболизм Б[а]П CYP1A1/1B1 и его основные метаболиты
Fig. 1. Metabolism B[a]P by CYP1A1/1B1 and its major metabolites
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В данной работе оценена антипролиферативная активность природных БС 8 и 10 и их синте-
тических аналогов 9 и 11 в отношении ранее не изучавшейся раковой клеточной линии Hep G2 
(карцинома печени) (рис. 2).

Показано влияние данных соединений на каталитическую активность цитохромов P450, уча-P450, уча-450, уча-
ствующих в метаболизме Б[а]П (1) и на образование канцерогенного метаболита Б[а]П – диол 
эпоксида ДЭ2 в этой линии клеток.

Материалы и методы исследования. Соединения. В работе использовали 28-гомокастасте-
рон (28-ГКС) (8), (22S,23S)-28-гомокастастерон ((22S,23S)-28-ГКС) (9), 24-эпибрассинолид (24-
ЭБ) (10) и (22S,23S)-24-эпибрассинолид ((22S,23S)-24-ЭБ) (11), синтезированные в лаборатории 
химии стероидов Института биоорганической химии НАН Беларуси. (±)-Транс-B[a]P-7,8-диол (3) 
любезно предоставлен NCI Chemical Carcinogen Repository, Midwest Research Institute (Kansas 
City, MO).

Культивирование клеточной культуры. Применяли монослойную клеточную культуру Hep 
G2. Культивирование линии Hep G2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж-2. Культивирование линии Hep G2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж-Hep G2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж- G2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж-G2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж-2 проводили в среде EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж-EMEM (Sigma, США), при 37 °С во влаж- (Sigma, США), при 37 °С во влаж-Sigma, США), при 37 °С во влаж-, США), при 37 °С во влаж-
ной атмосфере с 5 % СО2. Среда содержала 10 % эмбриональной сыворотки крупного рогатого 
скота (HyClone, США), 4 мМ L-глютамина, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, 
а также антимикотик амфотерицин B (25 мкг/мл) (Invitrogen, США). Клеточную культуру под-B (25 мкг/мл) (Invitrogen, США). Клеточную культуру под-США). Клеточную культуру под-
держивали на стадии логарифмического роста путем рутинной пересадки дважды в неделю. 
Контроль адгезии клеток на подложке, роста и возможной контаминации производили визуаль-
но с помощью инвертированного микроскопа АУ-12 (ЛОМО, Россия).

Характеристика антипролиферативной активности в отношении линии Hep G2. Для опре-
деления антипролиферативной активности использовали MTT-тест [9]. Клетки Hep G2 помещали 
на 96-луночный планшет (Sarstedt, Германия) в концентрации 1 · 104 клеток/лунку и инкубиро-
вали в среде EMEM (Sigma, США), с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота (HyClone, США) и антибиотиков – пенициллина (100 ед/мл), стрептомицина  
(100 мкг/мл) и антимикотика амфотерицина B (25 мкг/мл) (Invitrogen, США). Через 24 ч инкуби- амфотерицина B (25 мкг/мл) (Invitrogen, США). Через 24 ч инкуби-Invitrogen, США). Через 24 ч инкуби-Через 24 ч инкуби-
рования при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей 5 % СО2, среду сливали и заменяли ее на 
среду, содержащую брассиностероиды в концентрациях от 1 до 100 мкМ. Контрольные клетки 
инкубировали в среде с 1 % ДМСО (диметилсульфоксид). Через 72 ч в среду добавляли соль – 
3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолия бромид (Carl Roth, США) в концентрации  
5 мг/мл. Через 4 ч экспозиции при 37 °С темно-фиолетовые гранулы формазана растворяли  
в ДМСО. Количество восстановленного продукта измеряли фотометрически при длине волны 

Рис. 2. Структура исследованных соединений
Fig. 2. Structure of the investigated compounds
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570 нм на планшетном анализаторе АИФ-М/340. Пролиферативную активность клеток в присут-
ствии исследуемого соединения рассчитывали по формуле: ОП опытных лунок / ОП контр. лу-
нок · 100 %, где ОП – оптическая плотность.

Индукция монооксигеназной активности в клеточной линии Hep G2. Для индукции исполь-
зовали раствор ТХДД (2,3,7,8-тетрахлордибензо-пара-диоксин) в ДМСО (концентрация маточ-
ного раствора ‒ 10 мкМ). При 70–80 %-ной конфлюентности образца питательную среду во фла-
коне меняли на свежую, с предварительно растворенным в ней ТХДД (конечная концентрация 
индуктора составляла 10 нМ, объем растворителя не превышал 0,1 % от общего объема). 
Экспонирование длилось 24 ч.

Определение каталитической активности цитохрома Р450 в клеточной культуре по отно-
шению к Б[а]П-7,8-диолу (3). Ферментативную реакцию проводили в культуральном флаконе,  
в котором находилось 3 · 106 клеток в логарифмической фазе роста в 1 мл 5 мМ КФБ (калий-фос-
фатный буфер), содержащего Б[а]П-7,8-диол (3). Конечная концентрация субстрата составляла 
10,0 мкМ (объем растворителя – ДМСО не превышал 0,1 % от общего объема). Реакцию начина-
ли добавлением 1,0 мМ НАДФН и проводили в течение 2 ч. Далее реакционную смесь отбирали, 
вносили 2 мл этилацетата и экстрагировали смесь в течение 1 мин с использованием встряхива-
теля Мicro-Shaker-326m (Польша). Органическую фазу отбирали. Экстракцию проводили дваж-
ды, затем этилацетат выпаривали. Продукты экстракции растворяли в 500 мкл метанола.

ВЭЖХ-анализ продуктов биотрансформации Б[а]П-7,8-диола (3). Хроматографический ана-
лиз проводился на жидкостном хроматографе Agilent 1200 с флуоресцентным детектором FLD 
G1321A. Была использована колонка Agilent Zorbax Eclipse C18 длиной 150 мм, диаметром 2,1 мм, 
размер зерна – 1,8 мкм. Разделение компонентов проб проводили при следующих условиях: тем-
пература колонки +40 °С; скорость потока 0,4 мл/мин; объем инжекции 1 мкл; детектирование 
при длинах волн возбуждения 344 нм и испускания 398 нм; подвижная фаза А – деионизованная 
вода; подвижная фаза В – метанол. Был использован градиентный режим элюирования с измене-
нием состава подвижной фазы от 40 до 47,3 % фазы В за 19 мин, затем до 60 % фазы В за 1 мин  
и с последующей изократической элюцией при 60 % фазы В в течение следующих 20 мин. Общее 
время анализа – 45 мин. Время удержания (6) составило 20,41 � 0,07 мин, (7) – 23,87 � 0,27 мин, 
(4) – 24,7 � 0,24 мин, (5) – 26,43 � 0,6 мин. Субстрат (рацемическая смесь) детектировали на 
40,74 � 0,23 мин. 

Определение содержания (в %) продуктов реакции осуществляли на базе калибровки, 
построенной по стандартным образцам тетрагидрокси производных Б[а]П. Содержание 
(�)7β,8α-дигидрокси-9β,10β-эпокси-7,8,9,10-тетрагидро-бензо[а]пирена (ДЭ1) рассчитывали 
как сумму концентраций (�)7β,8α,9β,10β-тетрагидрокси-7,8,9,10-тетрагидробензо[а]пирена (6) 
и (�)7β,8α,9β,10α-тетрагидрокси-7,8,9,10-тетрагидро-бензо[а]пирена (7). Для (�)7β,8α-дигидрокси-
9α,10α-эпокси-7,8,9,10-тетрагидро-бензо[а]пирена (ДЭ2) характеристичными тетролами были 
(�)7β,8α,9α,10β-тетрагидрокси-7,8,9,10-тетрагидробензо[а]пирен (4) и (�)7β,8α,9α,10α-тетрагид-
рокси-7,8,9,10-тетрагидро-бензо[а]пирен (5).

Результаты и их обсуждение. Поиск соединений с антиканцерогенной активностью и выяс-
нение механизма их действия базируются на предварительной оценке влияния исследуемых ве-
ществ на свойства культур опухолевых клеток. В случае природных БС и некоторых синтетиче-
ских аналогов показана их антипролиферативная активность в отношении ряда раковых клеток 
[2–4; 10]. При этом, исходя из близости структур и функций стероидных регуляторов в раститель-
ных и животных системах, в первую очередь речь идет об андроген- и эстроген-зависимых кле-
точных линиях. Меньше известно о взаимосвязи между структурой соединений и их влиянием на 
поведение гормон-независимых органов и тканей.

Одна из задач настоящей работы – оценка воздействия природных БС и их синтетических 
аналогов на пролиферацию гормон-независимой опухолевой клеточной линии Hep G2 (карцино-Hep G2 (карцино- G2 (карцино-G2 (карцино-2 (карцино-
ма печени). Для этого использован ставший уже классическим МТТ-тест. Как видно из рис. 3, 
все исследованные соединения показали достоверную антипролиферативную активность в от-
ношении исследуемой линии клеток при высоких концентрациях. Так IC50 для (22S,23S)-28-ГКС 
(9) составило 50 мкМ, для 28-гомокастастерона (8) и (22S,23S)-24-ЭБ (11) 100 мкМ. 24-эпибрас-
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синолид (10) при 100 мкМ ингибировал жизнеспособность клеток на 80 %. Следует отметить, 
что ранее было показано выраженное ингибирующее действие (22S,23S)-28-ГКС (9) в сравнимых 
концентрациях на жизнеспособность других опухолевых клеток: карциномы легкого (линия 
A549), лейкемии (линия CEM) и миеломы (линия RPMI 8226) [2; 4]. 

Необходимо особо подчеркнуть, что при низких концентрациях соединений (9)–(11) нами 
впервые наблюдалась достоверная активация роста клеток. Как видно на рис. 3, для большин-
ства изученных веществ значения стимулирующих концентраций лежат в диапазоне 1–10 мкМ, 
а для отдельных соединений этот интервал еще более широк (до 20 мкМ). Сходное действие на-
блюдалось у эпибрассинолида и гомобрассинолида в отношении гриба Phytophthora infestans.  
В концентрациях 10–8–10–16 M они стимулировали рост мицелия гриба и образование спор, в то 
время как при концентрации 10–5 М, эпибрассинолид вызывал лизис зооспор [1].

Известно, что в метаболизме Б[а]П (1) участвуют ферменты трех классов: цитохромы P450, 
пероксидазы и альдокеторедуктазы [11]. Для того чтобы анализировать влияние исследуемых 
БС на метаболизм Б[а]П (1) цитохромами CYP1A1 и CYP1B1, их активность была индуцирована 
ТХДД в течение суток. Было показано, что в культуре Hep G2 каталитическая активность цито- 
хромов индуцибельна. Так, при индукции ТХДД активность цитохромов P450 возрастала в 6,7 ра за, 
что видно из соотношения продукт/субстрат в таблице. В индуцированных клетках линии Hep 
G2 образовывалось в 2,5 раза больше диол эпоксида ДЭ2 по сравнению с контрольными клетками.

При совместном инкубировании клеток с ТХДД в концентрации 10 нМ и исследуемых БС  
в течение суток наблюдалось различное их влияние как на степень индукции, так и на количе-
ство образующегося диол эпоксида ДЭ2. В клетках Hep G2 под действием (22S,23S)-28-ГКС (9) 
соотношение ДЭ2/суммарный продукт реакции снижалось приблизительно в 2 раза и было со-
поставимо с таковым контрольных клеток.

Что касается степени индукции активности CYP450, то синтетические БС значительно сни-CYP450, то синтетические БС значительно сни-450, то синтетические БС значительно сни-
жали ее: (22S,23S)-24-ЭБ (11) – в 9 раз, (22S,23S)-28-ГКС (9) – в 30 раз, что в 4,5 раза меньше, чем 
активность цитохромов P450 в интактных клетках. Природный 24-ЭБ (10) снижал индукцию  
в 5 раз, в то время как 28-ГКС (8) повышал ее в 2 раза. 

Из полученных результатов следует, что сочетанное действие ксенобиотиков на организм 
может стимулировать образование канцерогенного диол эпоксида ДЭ2 в тканях печени, что  
в свою очередь увеличивает риск развития опухоли. Подобный эффект был показан нами ранее 
на клеточной линии A549, где 20-метилхолантрен также направлял метаболизм Б[а]П в сторону 
образования диол эпоксида ДЭ2.

Рис. 3. Пролиферация раковых клеток линии Hep G2 под действием БС
Fig. 3. Proliferation of Hep G2 cell cancer cells treated with brassinosteroids
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Так как цитохромы P450 являются основными ферментами, трансформирующими проканце-P450 являются основными ферментами, трансформирующими проканце-450 являются основными ферментами, трансформирующими проканце-
рогены, а их каталитическая активность очень чувствительна к экзогенным влияниям, в настоя-
щее время активно ведется поиск ингибиторов цитохромов P450. В [12; 13] на клетках линии 
MCF-7 была показана ингибирующая активность веществ растительного происхождения – фла--7 была показана ингибирующая активность веществ растительного происхождения – фла-
воноидов, в частности кверцетина, кемпферола, мирицитина и апигенина в отношении CYP1A1 
и CYP1B1, метаболизирующих Б[а]П (1). 

Все исследуемые в данной работе БС (за исключением 28-ГКС (8)) также ингибировали ак-
тивность CYP1A1 и CYP1B1. Самым эффективным оказался (22S,23S)-28-ГКС (9). Кроме того, 
наблюдалась взаимосвязь между ингибированием активности цитохрома P450 БС и ингибирова-P450 БС и ингибирова-450 БС и ингибирова-
нием роста опухолевых клеток линии Hep G2.

Известно, что повышенная экспрессия отдельных изоформ цитохромов в опухолях может 
снижать эффективность химиотерапии рака [14]. В этом плане исследованные БС (в наибольшей 
степени (22S,23S)-28-ГКС (9)) могут стать основой для создания более эффективных препаратов 
для профилактики и лечения опухолевых заболеваний.
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oxidation by cytochrome P450 in Hep G2 cells

Показатель
Index

Контроль
Control
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(10 нМ)

Induction with 
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Индукция  
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(50 мкМ)
Induction with  
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Induction with  

TCDD+(22S,23S)-28-HCS  
(50 μМ)
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П р и м е ч а н и е: * – % от общей площади пиков на хроматограмме.
N o t e: * – % of total peak area on the chromatogram.
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