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Аннотация

Исследование направлено на поиск молекулярных мишеней действия перспек-
тивного противоопухолевого агента на основе транс-стильбена, содержащего в своей 
структуре фрагмент пиридоксина. Выявленное соединение-лидер ((E)-6-(3,4-диметок-
систирил)-2,2,5,8-тетраметил-4H-[1,3]диоксино[4,5-c]пиридин) селективно индуцирует 
апоптоз в клетках аденокарциномы молочной железы MCF-7, гиперэкспрессирующих 
рецептор эстрогена, но не в клетках MDA-MB-231, негативных по эстрогеновому ре-
цептору. В связи с этим изучен механизм действия этого производного транс-стильбена 
в качестве селективного модулятора рецепторов эстрогена. С использованием флуорес-
центного поляризационного теста оценено сродство производного транс-стильбена к 
человеческому эстрогеновому рецептору α (ERα). Показано, что, в отличие от его струк-
турных аналогов тамоксифена и ралоксифена, соединение-лидер не обладает сродством 
к ERα и не формирует комплексов с ним. На основании этого факта сделан вывод об 
альтернативном механизме селективного действия пиридоксинсодержащего производ-
ного транс-стильбена в отношении эстроген-позитивных клеток рака молочной железы. 
Для эстрадиола, ралоксифена и тамоксифена рассчитаны значения EC50 вытеснения из 
активного центра ERα флуоресцентного лиганда, которые составили 22, 120 и 595 нM 
соответственно.

Ключевые слова: транс-стильбены, пиридоксин, эстрогеновый рецептор α, тамок-
сифен, ралоксифен, комплексообразование, поляризация флуоресценции.

Введение

Для лечения опухолей молочной железы широко применяют селективные 
модуляторы рецепторов эстрогена – тамоксифен и ралоксифен, которые имеют 
структурное сходство с женским половым гормоном – эстрадиолом. Такие моле-
кулы связываются с рецептором эстрогена, но в отличие от эстрадиола подавля-
ют активацию рецептора и пролиферацию тканей молочной железы, оказывая 
противоопухолевый эффект [1].

Тамоксифен применяют для терапии эстроген-позитивного метастатиче-
ского рака молочной железы в комплексе с другими препаратами, а также для 
предотвращения рецидивов после хирургического удаления опухоли, лучевой 
терапии или для профилактики в группе пациентов с высоким риском развития 
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рака молочной железы [4]. Тамоксифен связывается с эстрогеновым рецепто-
ром α (ERα), препятствует связыванию с ним эстрадиола и активации рецепто-
ра в тканях молочной железы. Это сопровождается отсутствием транскрипции 
эстроген-зависимых генов, к которым относятся факторы роста и онкогены [5].  
Тамоксифен также является антагонистом эстрогенового рецептора β в тка-
нях молочной железы [6], но играет роль агониста эстрогеновых рецепторов в 
матке и стимулирует пролиферацию эндометрия, что повышает риск развития 
рака эндометрия [7].

Ралоксифен назначают для терапии остеопороза у женщин в постменопаузе, 
а также в профилактических целях пациентам с высоким риском развития рака 
молочной железы. Он демонстрирует проэстрогенный эффект в костной ткани и 
стимулирует метаболизм липидов (в качестве протектора против атеросклероти-
ческих осложнений сосудов), однако является антиэстрогеном в тканях молоч-
ной железы и эндометрии матки [8, 9]. Ралоксифен обладает высоким сродством 
как к ERα, так и к эстрогеновому рецептору β. По данным рентгеноструктурного 
анализа, ралоксифен связывается с ERα c небольшим отличием в 3D-структуре 
от аналогичного комплекса с эстрадиолом [10]. Агонистическое или антагони-
стическое действие ралоксифена и тамоксифена зависит от степени привлечения 
коактиваторов и корепрессоров к промоторам гена-мишени рецептора эстрогена 
[11–13]. Вследствие различной степени экспрессии коактиватов и корепрессоров 
в различных тканях эффекты становятся тканеспецифичными.

В лаборатории НОЦ фармацевтики КФУ синтезируют новые соедине-
ния, которые объединяют в своей структуре фрагмент молекулы пиридокси-
на (витамина В6) и фрагмент стильбена в транс-конфигурации относительно 
двойной связи [2, 3]. Подобная структура имитирует ароматическую систему 
эстрадиола. В ходе предыдущих исследований получен широкий ряд (31 новое 
соединение) пиридоксинсодержащих производных транс-стильбена, проведен 
скрининг их противоопухолевой активности в отношении панели опухолевых 
клеточных линий [2] и выявлено соединение-лидер I ((E)-6-(3,4-диметокси-
стирил)-2,2,5,8-тетраметил-4H-[1,3]диоксино[4,5-c]пиридин), содержащее 
шестичленный кетальный цикл, метильную группу в пятом и 3,4-диметокси-
стириловый фрагмент в шестом положении пиридинового кольца с транс-кон-
фигурацией относительно двойной связи (рис. 1). Установлено, что соеди-
нение-лидер I обладает селективной антипролиферативной активностью 
в отношении опухолевых клеток MCF-7 с высокой продукцией эстрогено-
вых рецепторов (ER+) (IC50 < 5 мкМ) и в то же время в отношении клеток 
с низкой продукцией рецепторов эстрогена MDA-BM231 (ER-) активность в  
3.3 раза меньше [2]. Терапевтический индекс (отношение IC50 для условно-нор-
мальных клеток к IC50 для опухолевых клеток) соединения-лидера составил 48 
(у реперного соединения ралоксифена он равен 5.8) [2]. Соединение-лидер I 
эффективно проникает в цитоплазму опухолевых клеток, а также накапливает-
ся в их ядрах, что может способствовать взаимодействию с рецепторами ядра 
[3]. Также показано, что соединение-лидер I активирует программируемую ги-
бель (апоптоз) только опухолевых клеток ER+. При этом соединение-лидер I 
уменьшает мембранный потенциал митохондрий и увеличивает концентрацию 
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активных форм кислорода в опухолевых клетках ER+, клетки ER- не подвер-
гаются такому воздействию [2]. В связи с этим представляет интерес оценка 
потенциальных эффекторных свойств соединения-лидера I по отношению к 
ERα. В качестве веществ сравнения использовали селективные модуляторы 
ERα – лекарственные средства тамоксифен и ралоксифен.

Рис. 2. Схема формирования отклика поляризации флуоресценции лиганда в комплексе 
с эстрогеновым рецептором α (ERα) [14]

Рис. 1. Структура известных селективных модуляторов рецепторов эстрогена и соеди-
нения I

1. Материалы и методы
Связывание исследуемых соединений с рекомбинантным ERα изучали с 

использованием коммерческого тест-набора PolarScreen™ ER Alpha Competitor 
Assay, Red (Life Technologies, США). Набор содержит человеческий рекомби-
нантный ERα и его флуоресцентный лиганд. При взаимодействии с рецептором 
лиганд располагается в его активном центре, свободное вращение молекулы ли-
ганда затруднено и поляризация его флуоресценции высокая. При добавлении в 
систему рецептор-лиганд эффекторов с высоким сродством к ERα происходит 
вытеснение лиганда из активного центра рецептора, и поляризация флуоресцен-
ции лиганда снижается (рис. 2).
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Растворы эстрадиола и ралоксифена гидрохлорид с концентрацией 5 мМ  
получали их растворением в диметилсульфоксиде (ДМСО). Для приготовления 
5 мМ растворов соединения I и тамоксифена использовали ДМСО с добавле-
нием эквимолярного количества HCl для получения гидрохлоридов. Серийные 
разведения исследуемых веществ с концентрациями 2000, 1000, 500, 100, 50, 10, 
1, 0.2 мкM также осуществляли в ДМСО. Далее 3.4 мкл приготовленных раз-
ведений исследуемых веществ смешивали со 167 мкл реакционного буферного 
раствора с получением двукратных рабочих растворов. Для приготовления рабо-
чего раствора комплекса ERα с флуоресцентным лигандом в отдельной пробирке 
смешивали 2042 мкл реакционного буферного раствора, 21.5 мкл флуоресцент-
ного лиганда эстрогенового рецептора и 86 мкл нативного человеческого рецеп-
тора α. Опытная проба содержала 150 мкл двукратных разведений исследуемых 
веществ и 150 мкл рабочего раствора комплекса ERα с лигандом. Рабочие кон-
центрации исследуемых веществ в пробе составили: 20000, 10000, 5000, 1000, 
500, 100, 50, 10, 2 нM.

Одновременно осуществляли следующие контрольные реакции. Для полу-
чения пробы без рецептора (низкая поляризация флуоресценции) смешивали 
3 мкл флуоресцентного лиганда и 298 мкл реакционного буферного раствора, за-
тем отбирали 150 мкл этой смеси и добавляли 150 мкл реакционного буферного 
раствора, содержащего аналогичное опытным пробам количество ДМСО. Мак-
симальный контроль (максимальная поляризация флуоресценции) определяли в 
системе, содержащей 150 мкл комплекса ERα с лигандом и 150 мкл реакционно-
го буферного раствора с добавлением аналогичного опытным пробам содержа-
ния ДМСО. Минимальный контроль (низкие значения поляризации флуоресцен-
ции) регистрировали в системе из 150 мкл двукратных разведений эстрадиола и  
150 мкл рабочего раствора комплекса ERα с лигандом. 

Опытные и контрольные пробы инкубировали 2 ч до момента регистрации 
поляризации флуоресценции. Затем их помещали в кварцевые кюветы малого 
объема и регистрировали спектры флуоресценции на флуоресцентном спектро-
фотометре Fluorolog-3 Jobin Yvon (Horiba, Япония) в условиях четырех различ-
ных положений поляризаторов на возбуждении и испускании: вертикально/вер-
тикально (vv), вертикально/горизонтально (vh), горизонтально/вертикально (hv) 
и горизонтально/горизонтально (hh), в следующих условиях: λвозбуждения = 535 нм, 
λиспускания = 560–610 нм, ширина спектральных щелей – 10 нм, накопление – 0.2 с, 
позиция кюветы – под прямым углом. 

Поляризацию флуоресценции рассчитывали по следующей формуле:

где Ivv, Ihh, Ivh, Ihv – интенсивности флуоресценции лиганда в максимуме при раз-
личных положениях поляризатора. Разность поляризации флуоресценции до и 
после добавления насыщающей концентрации эстрадиола принимали за макси-
мальный эффект (100%-ное сродство к рецептору), строили зависимости наблю-
даемого эффекта от концентрации, по которым определяли EC50 исследуемых 
эффекторов.
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2. Результаты и обсуждение
На первом этапе работы по ранее разработанной методике [2] из пиридок-

сина 1 в пять стадий получено соединение-лидер I (схема 1). На первой стадии 
осуществляли защиту гидроксильных групп в четвертом и пятом положениях 
пиридоксина с образованием семичленного кеталя 2. На второй стадии проводи-
ли гидроксиметилирование полученного кеталя в щелочной среде при 70 °С в те-
чение 60 ч с образованием соответствующего диола 3. Далее 6-гидроксиметиль-
ное производное пиридоксина 3 подвергалось хлорированию с использованием 
двукратного избытка тионилхлорида в дихлорметане при комнатной температу-
ре с последующей изомеризацией семичленного кеталя в шестичленный и об-
разованием соответствующего производного 4. Фосфониевую соль 5 получали 
взаимодействием дихлорпроизводного пиридоксина 4 с избытком трифенилфос-
фина в ацетонитриле при кипячении в течение 7 ч. И, наконец, реакция Виттига 
фосфониевой соли 5 с 3,4-диметоксибензальдегидом приводила к образованию 
производного транс-стильбена, содержащего фрагмент пиридоксина I. Реакцию 
проводили в дихлорметане в присутствии гидрида натрия при 80 °С в течение  
30 ч под давлением в закрытом сосуде.

Схема 1. Синтез соединения I из пиридоксина 1

С целью выявления механизма противоопухолевого действия соединения I 
оценили его связывание с человеческим ERα с использованием тест-набора, со-
держащего рекомбинантный рецептор и его флуоресцентный лиганд. В качестве 
реперных соединений, обладающих высоким сродством к эстрогеновому ре-
цептору, использовали эстрадиол, тамоксифен и ралоксифен. Спектры флуорес-
ценции комплекса рецептор-лиганд регистрировали в присутствии различных 
концентраций тестируемого соединения I и реперных соединений в условиях 
четырех различных положений поляризаторов света при длинах волн возбуж-
дения и испускания. Рассчитанные значения поляризации флуоресценции ком-
плекса рецептор-лиганд в присутствии различных концентраций исследуемых 
эффекторов представлены на рис. 3.

Эстрадиол обладает максимальным сродством к ERα [15], поэтому в его 
присутствии флуоресцентный лиганд вытесняется из активного центра рецеп-
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тора и поляризация флуоресценции лиганда значимо уменьшается (рис. 3). Раз-
личие поляризации флуоресценции до и после добавления насыщающей кон-
центрации эстрадиола (10 мкМ) принимали за максимальный эффект и считали 
контрольным значением. Эффективность остальных исследуемых соединений 
в различных тестируемых концентрациях выражали в процентах относительно 
этого контроля. Полученные значения представлены на рис. 4.

Рис. 3. Дозозависимая поляризация флуоресценции лиганда Fluormone EL Red в ком-
плексе с ERα в присутствии различных концентраций соединения I, эстрадиола, ралок-
сифена и тамоксифена

Рис. 4. Эффективность вытеснения флуоресцентного лиганда из активного центра ERα в 
присутствии различных концентраций соединения I, эстрадиола, ралоксифена и тамок-
сифена
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Установлено, что при добавлении соединения I к комплексу рецептор-ли-
ганд вплоть до достижения концентрации 20 мкM поляризация флуоресценции 
лиганда не уменьшается и, следовательно, лиганд не вытесняется из активного 
центра рецептора. Напротив, при добавлении возрастающих концентраций та-
моксифена и ралоксифена к комплексу рецептор-лиганд происходит постепен-
ное уменьшение поляризации флуоресценции лиганда вследствие его вытесне-
ния из активного центра (рис. 3). Из представленных на рис. 4 зависимостей 
эффективности вытеснения флуоресцентного лиганда от концентрации соеди-
нений получены их полумаксимальные эффективные концентрации (ЕС50), зна-
чения которых составили для эстрадиола 22 нM, для ралоксифена 120 нM, для 
тамоксифена 595 нM. Эти результаты в целом согласуются с литературными зна-
чениями EC50 для рассматриваемых эффекторов [14–16].

Таким образом, производное транс-стильбена, содержащее фрагмент пири-
доксина I, в отличие от своих структурных аналогов тамоксифена и ралоксифе-
на не обладает сродством к человеческому ERα и, следовательно, не регулирует 
пролиферацию и метаболизм клеток молочной железы опосредованно через воз-
действие на ERα. Можно предположить, что соединение-лидер I избирательно 
регулирует экспрессию генов в опухолевых клетках. Так, например, в преды-
дущих исследованиях [2] показано, что соединение-лидер I уменьшает уровень 
экспрессии ERα в клетках MCF-7. Не исключено, что это соединение также ока-
зывает влияние на экспрессию других белков и внутриклеточное содержание 
кальция, что характерно для тамоксифена [17].
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Abstract

Molecular targets for a promising antitumor agent based on trans-stilbene containing a pyridoxine 
fragment were identified. The lead compound, (E)-6-(3,4-dimethoxystyryl)-2,2,5,8-tetramethyl-4H-[1,3]
dioxino[4,5-c]pyridine, was found to selectively induce apoptosis in MCF-7 breast adenocarcinoma 
cells overexpressing estrogen receptor, but not in MDA-MB-231 cells negative for estrogen receptor.  
The mechanism by which the novel trans-stilbene derivative acts as a selective estrogen receptor modula-
tor was analyzed, and the affinity for human estrogen receptor α (ERα) was assessed by fluorescence po-
larization. Unlike its structural analogs—tamoxifen and raloxifene, the lead compound showed no affinity 
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for ERα and did not form complexes with it. Therefore, it was concluded that the selective action of the 
pyridoxine-containing derivative of trans-stilbene on estrogen-positive breast cancer cells occurs through 
an alternative mechanism. The EC50 values for the displacement of the fluorescent ligand from the ERα 
active site were 22, 120, and 595 nM for estradiol, raloxifene, and tamoxifen, respectively.

Keywords: trans-stilbenes, pyridoxine, estrogen receptor α, tamoxifen, raloxifene, complexation, 
fluorescence polarization
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Figure Captions

Fig. 1. Structure of known selective estrogen receptor modulators and lead compound I.
Fig. 2. Fluorescence polarization response of the ligand in the complex with estrogen receptor α (ERα) [14].
Scheme 1. Synthesis of lead compound I from pyridoxine 1.
Fig. 3. Dose-dependent fluorescence polarization of the Fluormone EL Red ligand in the complex with 

ERα at varying concentrations of compound I, estradiol, raloxifene, and tamoxifen.
Fig. 4. Efficiency of the fluorescent ligand displacement from the active site of ERα at varying concentra-

tions of compound I, estradiol, raloxifene, and tamoxifen.
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