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Установлено, что в результате внутрижелудочного введения 1,2- и 1,3-диацилглицерофосфатных производных 
флударабина крысам Вистар и аутбредным мышам ICR наблюдается пролонгированное выделение и более длитель-ICR наблюдается пролонгированное выделение и более длитель- наблюдается пролонгированное выделение и более длитель-
ная циркуляция нуклеозида в системном кровотоке животных, чем после введения эквимолярных количеств флуда-
рабина фосфата . Изученные фосфолипидные производные могут рассматриваться в качестве пероральных проле-
карств флударабина . Показано, что оральная биодоступность флударабина из его 1,2-димиристоилглицерофосфат-
ного производного у животных близка к его оральной биодоступности из эквимолярного количества флударабина 
фосфата . На основании данных, полученных в модельных экспериментах in vitro, можно предположить, что флуда-
рабин может выделяться из полученных пролекарств под действием ферментов, принадлежащих к семействам фос-
фолипаз А и Д, а также фосфодиэстераз .
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It is shown that the intra�astric administration of 1,2- and 1,3-diacyl�lycerphosphate fludarabine derivatives to Wistar 
rats and ICR outbred mice leads to a prolon�ed circulation of fludarabine in animal serum in comparison with the analo�ous 
administration of equimolar fludarabine phosphate . The investi�ated compounds can be re�arded as oral fludarabine pro-
dru�s . It is found that the oral bioavalability of fludarabine from its 1,2-dimyristoyl�lycerophosphate derivative is close to its 
oral bioavalability from equimolar fludarabine phosphate . Based on the data of the model in vitro experiments, we can sup-
pose that fludarabine can release from its diacyl�lycerphosphate prodru�s under the action of phospholipases A and D and 
phosphodiesterases .
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Введение . Флударабина фосфат (5′-монофосфат 9-β-D-арабинофуранозил-2-фтораденина, F-
ara-AMP, 1) – эффективный противоопухолевый препарат, который используют в медицинской 
практике для лечения В-клеточного хронического лимфолейкоза, неходжкинских лимфом и дру-
гих онкогематологических заболеваний [1] . Флударабина фосфат как лекарственное средство 
имеет ряд недостатков, к числу которых относятся короткое время полужизни в плазме и бы-
стрый метаболизм [2] . Для устранения такого рода недостатков лекарственных средств нуклео-
зидной природы было предложено использовать данные соединения в виде их липидных произ-
водных [3] . Известно, что липидные пролекарственные формы нуклеозидов могут проявлять 
улучшенную биодоступность и повышенную биостабильность по сравнению с исходным лекар-
ственным средством [4] .
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Принято считать, что природные фосфолипиды метаболизируются фосфолипазами А и ли-
зофосфолипазами . Было показано, что подобным образом могут протекать и первые стадии ме-
таболизма 1,2-диацилглицерофосфолипидных производных противовирусных нуклеозидов, таких 
как азидотимидин (AZT) [5] . Основными продуктами метаболизма 1,2-димиристоилфосфатидил-
AZT в CEM-клетках являются лизофосфатидил-AZT и глицеро-3-фосфо-5′-AZT . Предполагает-
ся, что последнее соединение может гидролизоваться фосфодиэстеразами до AZT или AZT-5′-
монофосфата, с последующим фосфорилированием киназами до активного AZT-5′-трифосфата 
[6] . Сходные метаболические пути описаны в случае sn-1-пальмитоил-sn-2-олеоилфосфатидил-
AZT [7] .

В литературе мало данных о липидных производных флударабина (2) . Описаны несколько 
алкилфосфолипидных производных F-ara-A, проявивших эффективность в отношении клеток 
карциномы молочной железы [8] . Недавно нами получены соединения 3–6, представляющие со-
бой конъюгаты флударабина с 1,2-диацилглицерофосфатами, а также их неприродными 1,3-изо-
мерами . Синтез соединений 3–6 был осуществлен с использованием Н-фосфонатного подхода  
и комбинации трет-бутилдиметилсилильной и левулиновой защитных групп для флударабино-
вого фрагмента [9] .

Ранее было показано, что 1,3-изомеры природных 1,2-диацилглицерофосфохолинов также 
являются субстратами фосфолипазы А2 (ФЛА2) . Было установлено, что данный фермент спосо-
бен не только отщеплять ацильную группу в sn-2 положении глицеринового остова 1,2-диацил-
глицерофосфохолинов, но и осуществлять гидролиз ацильного остатка в sn-1 положении их син-
тетических 1,3-изомеров, при этом скорость отщепления ацильной группы в последнем случае 
заметно ниже по сравнению с гидролизом природных производных [10] .
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Мы предположили, что 1,3-диацилглицерофосфолипидные производные нуклеозидов также 
могут являться субстратами ФЛА2 и проходить первую стадию метаболизма (деацилирование)  
с последующим выделением нуклеозида/нуклеотида . Первые данные в пользу этого предположе-
ния были получены нами при изучении процессов энзиматического гидролиза 1,2- и 1,3-диацил-
глицерофосфатных производных 1-(β-D-рибофуранозил)-1H-1,2,4-триазол-3-карбоксамида (из-
вестного противовирусного препарата рибавирина) панкреатической фосфолипазой А2 . Было об-
наружено, что как 1,2-, так и 1,3-диацилглицерофосфаты рибавирина являются субстратами ФЛА2, 
однако деацилирование 1,2-диацилпроизводных протекает значительно быстрее, чем гидролиз со-
единений, содержащих фрагменты синтетических 1,3-диацилглицеролипидов [11] . Таким образом, 
ввиду разницы в скоростях протекания энзиматической реакции, ответственной за начальную ста-
дию метаболизма 1,2- и 1,3-диацилглицерофосфатных производных, можно было ожидать замет-атных производных, можно было ожидать замет-ных производных, можно было ожидать замет-
ных различий и в фармакокинетических свойствах изомерных конъюгатов нуклеозидов .

Цель работы – определение фармакокинетических параметров фосфолипидных произво-– определение фармакокинетических параметров фосфолипидных произво-определение фармакокинетических параметров фосфолипидных произво-
дных флударабина при их пероральном применении у животных, а также изучение способности 
этих соединений гидролизоваться ферментами, обладающими фосфолипазной и фосфодиэсте-
разной активностью .
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Материалы и методы исследования . Крысы Вистар (190–210 г) и аутбредные мыши ICR 
(самцы, 25–30 г) были получены из вивария Института биоорганической химии НАН Беларуси . 
Эксперименты на животных проводились в соответствии с принципами работы с лабораторны-
ми животными, указанными в Европейской конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других научных целей (ETS 123) [12] .

В работе использовали панкреатическую ФЛA2 из поджелудочной железы свиньи (кат . № P6534), 
фосфолипазу Д (ФЛД) из Streptomyces sp . (кат . № P4912) и фосфолипазу С (ФЛС) из Clostridium 
perfringens (C. welchii, кат . № P7633) производства Si�ma-Aldrich, а также фосфодиэстеразу (ФДЭ) 
из Crotalus durissus (кат . № 108260, Boehrin�er Mannheim) .

Определение содержания флударабина в сыворотке крови экспериментальных животных. 
Для осаждения белков к образцам сыворотки (100 мкл) добавляли 50 %-ный водный CH3OH (50 мкл) 
и CH3CN (250 мкл) и центрифугировали 10 мин при 4600 об/мин . Супернатант анализировали  
с помощью ВЭЖХ . Образцы сыворотки необработанных животных готовили аналогичным об-
разом . Раствор флударабина (2) для калибровочных кривых готовили растворением нуклеозида 
в сыворотке необработанного животного . Концентрацию F-ara-A (2) в образцах сыворотки (5 мкл) 
определяли методом ВЭЖХ на хроматографе Waters (США) с УФ детектором при длине волны 
260 нм . Разделение проводили на колонке Nucleodur EC C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-Nucleodur EC C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова- EC C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-EC C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова- C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова- × 4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-4,6 мм, 5 мкм) при элюирова-
нии смесью CH3OH / 0,1M KH2PO4, 20 : 80, со скоростью 0,7 мл/мин при 40 °C .

Фармакокинетические параметры определяли используя программу GraphPadPrism 5 .0 (GraphPad 
Software Inc ., США) . Значения фармакокинетических параметров представлены в виде Х ± SD 
(среднее значение ± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Результаты про- ± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Результаты про-± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Результаты про- стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Результаты про-стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Результаты про-
анализированы с использованием t-теста Стьюдента (P < 0,05) .

Энзиматический гидролиз фосфолипидных конъюгатов флударабина ФЛA2. К 1,279 мкмоль 
каждого из конъюгатов 3–6 добавляли 10 мM раствор дезоксихолата натрия (0,38 мл) и 0,05 M 
Трис-HCl буфер (pH 8,1, 1 мM Ca2+) (1,62 мл) . Cмесь подвергали воздействию ультразвука в уль-Cмесь подвергали воздействию ультразвука в уль-месь подвергали воздействию ультразвука в уль-
тразвуковой бане Elmasonic S 10Н (4 × 10 мин) и добавляли при 37 °С раствор ФЛA2, содержа-
щий 21 мкг белка . Пробы реакционной смеси (0,25 мл) отбирали в определенные промежутки 
времени (t), гидролиз останавливали добавлением 10 мM раствора ЭДТА (0,061 мл) . Полученные 
пробы анализировали методом ВЭЖХ с использованием хроматографа Waters (США) с УФ де-Waters (США) с УФ де- (США) с УФ де-
тектором (260 нм) и колонки Poroshell 120 EC-C18 (50 × 4,6 мм, 2,7 мкм) при скорости потока  
0,7 мл/мин, 25 °C, в условиях элюирования смесью CH3OH/CH3CN/ 0,05 % NH4OAc (45 : 50 : 5) . 
Определяли концентрации (c) негидролизованного конъюгата и его лизо-производного . Значе-
ния начальных скоростей (V0) и времен половинного гидролиза (τ1/2) для соединений 3–6 опреде-
ляли из графических зависимостей c–t . Результаты представлены в виде средних значений трех 
независимых экспериментов .

Энзиматический гидролиз конъюгатов флударабина ФЛД. К 1,066 мкмоль каждого из соеди-
нений 3–6 добавляли CHCl3 (0,67 мл) и 0,1 M натрий-ацетатный буфер (pH 5,6, 40 мM Ca2+,  
0,33 мл) . Реакцию гидролиза начинали при 37 °С добавлением раствора ФЛД (12,5 ед . акт .) при 
перемешивании (300 об/мин) . После 24 ч реакционную смесь разбавляли CH3OH (1,4 мл) и ана- (1,4 мл) и ана-
лизировали с помощью ВЭЖХ, как описано выше для гидролиза ФЛA2 . Для каждого соедине-
ния определяли степень гидролиза через 24 ч от начала реакции (α24h, %) . Результаты представ-
лены в виде среднего значения трех независимых экспериментов .

Энзиматический гидролиз фосфолипидных производных флударабина ФДЭ . К 11,34 мM 
раствору каждого из конъюгатов 3–6 в 0,05M Трис-HCl буфере (pH 7,33, 0,1 мл) добавляли при 
37 °C раствор ФДЭ (10 мкг) в глицерине . Через 48 и 168 ч пробы реакционных смесей нагрева- °C раствор ФДЭ (10 мкг) в глицерине . Через 48 и 168 ч пробы реакционных смесей нагрева-°C раствор ФДЭ (10 мкг) в глицерине . Через 48 и 168 ч пробы реакционных смесей нагрева-C раствор ФДЭ (10 мкг) в глицерине . Через 48 и 168 ч пробы реакционных смесей нагрева- раствор ФДЭ (10 мкг) в глицерине . Через 48 и 168 ч пробы реакционных смесей нагрева-
ли до кипения, фильтровали через шприцевой фильтр с диаметром пор 0,2 мкм и анализирова-
ли методом ВЭЖХ (колонка Nucleodur EC C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм), 40 °C; подвижная фаза А – 
0,05 % NH4ОАс, подвижная фаза В – CH3CN, скорость потока 1 мл/мин; программа элюирова-, скорость потока 1 мл/мин; программа элюирова-
ния: фаза В от 0 до 95 % за 20 мин, изократическое элюирование смесью А/В, 5 : 95, в течение 
40 мин) . Для каждого конъюгата рассчитывали степень гидролиза через 48 и 168 ч от начала 
реакции (α48h и α168h, %) . Данные представлены в виде среднего значения из двух независимых 
экспериментов .
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Определение состава смесей энзиматического гидролиза фосфолипидных конъюгатов флу-
дарабина методом хромато-масс-спектрометрии . Состав смесей энзиматического гидролиза 
соединений 3–6 анализировали на хроматографе A�ilent 1200 (США) с масс-детектором A�ilent 
6410 Triple Quad на колонке Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-Triple Quad на колонке Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- Quad на колонке Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-Quad на колонке Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- на колонке Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-Eclipse Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-Plus C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-C18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про-18 (100 × 3,0 мм; 1,8 мкм) при 30 °C, объём про- °C, объём про-°C, объём про-C, объём про-, объём про-
бы – 2 мкл . Подвижная фаза А – 8 мМ NH4ОАс; подвижая фаза B – CH3CN, скорость потока  
0,4 мл/мин; программа элюирования: фаза B от 5 до 95 % за 10 мин, изократическое элюирова-B от 5 до 95 % за 10 мин, изократическое элюирова- от 5 до 95 % за 10 мин, изократическое элюирова- % за 10 мин, изократическое элюирова-% за 10 мин, изократическое элюирова-
ние смесью А/В, 5 : 95, в течение 12 мин . Параметры масс-детектора: электро-спрей (API-ES)  
с позитивной ионизацией A�ilent G1948B, фрагментационный вольтаж 60 В, регистрируемый 
диапазон m/z 150–1200 . Капиллярный вольтаж – 4000 В, давление небулайзера 30 psi, скорость 
потока газа-осушителя (N2) 10 л/мин, температура газа 350 °C .

Результаты и их обсуждение . Известно, что после введения флударабина фосфата (1) в кро-
ви происходит его быстрый количественный гидролиз до флударабина (2), который затем про-
никает в клетки, где рефосфорилируется нуклеозидкиназами до цитотоксического метаболита – 
5′-трифосфата F-ara-A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли-F-ara-A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли--ara-A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли-ara-A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли--A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли-A . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли- . Для предварительной оценки фармакокинетических свойств фосфоли-
пидных производных флударабина 3–6 было изучено содержание флударабина (2) в сыворотке 
крови крыс Вистар после однократного внутрижелудочного введения флударабина фосфата (1)  
в дозе 30 мг/кг и его липидных производных 3–6 в эквимолярных дозах, равных 72 мг/кг для 
димиристоильных производных 3, 5 и 77 мг/кг для дипальмитатов 4, 6 . Каждое соединение было 
введено восьми животным в виде суспензии в 2 %-ном растворе гуммиарабика . Образцы сыво- %-ном растворе гуммиарабика . Образцы сыво-%-ном растворе гуммиарабика . Образцы сыво--ном растворе гуммиарабика . Образцы сыво- растворе гуммиарабика . Образцы сыво-
ротки были получены из крови, отбираемой в определенные промежутки времени после введе-
ния тестируемых соединений, используя одно животное для каждой временной точки . Концен-
трацию флударабина в сыворотке крови определяли методом ВЭЖХ .

После введения 1,2-димиристоилглицерофосфатного производного 3 концентрация флудара-
бина (2) в сыворотке крови крыс достигала максимального значения (1900 нг/мл) за 2,9 ч; в слу-
чае 1,2-дипальмитата 4 максимальный уровень нуклеозида 2 (1350 нг/мл) наблюдался через 4,0 ч, 
затем его концентрация постепенно уменьшалась в течение 24 ч наблюдения; время полувыведе-
ния F-ara-A (2) составляло 10,4 и 6,5 ч соответственно . Максимальная концентрация флудараби-
на в сыворотке крови крыс после введения 1,3-изомерных конъюгатов 5 и 6 была ниже: около 
1150 нг/мл через 3,5 ч и 600 нг/мл через 3,3 ч соответственно . После введения флударабина фос-
фата наблюдался быстрый рост, а затем быстрое снижение концентрации флударабина, макси-
мальная концентрация которого (3800 нг/мл) была достигнута через 1 ч после приема соедине-ема соедине-ма соедине-
ния 1, а затем уменьшилась вдвое через 1,25 ч, что согласуется с фармакокинетическими параме-
трами, описанными в литературе [13] . Площадь под фармакокинетической кривой (AUC0–24) 
флударабина, выделившегося из конъюгата 3, была почти такой же, как после введения эквимо-
лярного количества флударабина фосфата . Оральная биодоступность флударабина из 1,2-ди- 
ацилглицерофосфатных производных 3 и 4 составила 99 и 71 % соответственно от его оральной 
биодоступности из флударабина фосфата . В случае 1,3-диацилглицерофосфатных производных 
флударабина эти значения составили 54 % для конъюгата 5 и 34 % для липидного производного 6 .

На основании полученных данных для дальнейшего более детального фармакокинетическо-
го исследования был выбран 1,2-димиристоилглицерофосфат флударабина 3, который характе-
ризовался наибольшей биодоступностью . Флударабина фосфат (50 мг/кг) и производное 3 (120,4 
мг/кг) вводили внутрижелудочно в виде однократной дозы самцам аутбредных мышей ICR . Об-ICR . Об- . Об-
разцы сыворотки были получены из крови, забираемой через 0,5, 1, 2, 4, 8 и 24 ч после введения 
исследуемых соединений . Концентрацию флударабина определяли методом ВЭЖХ . Фармакоки-
нетические параметры флударабина у мышей ICR после внутрижелудочного введения флудара-
бина фосфата (1) и конъюгата 3 приведены в табл . 1 .

Концентрация флударабина в сыворотке крови мышей после введения фосфолипидного про-
изводного 3 достигала максимального значения 1613 ± 247 нг/мл за 2,8 ± 1,1 ч, затем медленно 
снижалась за 24 ч . Период полувыведения флударабина составлял 14,2 ± 2,6 ч . Подобно отмечен-
ному ранее у крыс, при введении F-ara-AMP (1) наблюдался быстрый рост концентрации флуда-
рабина, а затем ее быстрый спад: максимальная концентрация 8989 ± 2537 нг/мл достигалась за 
0,9 ± 0,2 ч после введения, затем она уменьшалась наполовину за 1,5 ± 0,4 ч . Оральная биодо-
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ступность флударабина из конъюгата 3 у мышей близка к его оральной биодоступности из экви-
молярного количества фосфата 1; площади под кинетической кривой (AUC0–24) флударабина, 
выделившегося из соединений 1 и 3, составляли 17790 ± 1934 и 19368 ± 1411 нг · ч/мл соответ-
ственно . Разница между средними значениями Tmax, Cmax и T1/2 флударабина, выделившегося из 
F-ara-AMP (1) и конъюгата 3, была статистически значимой (Р < 0,05), в отличие от разницы 
между средними значениями AUC0→24 (Р = 0,25) .

Описанные различия в фармакокинетических свойствах изомерных 1,2- и 1,3-диацилглице-
рофосфатных производных флударабина 3–6 могут быть обусловлены разным метаболизмом 
данных соединений . В связи с этим нам представлялось интересным изучить способность про-
изводных флударабина 3–6 гидролизоваться в модельных условиях различными ферментами се-
мейств фосфолипаз и фосфодиэстераз .

Данные, полученные в экспериментах по энзиматическому гидролизу фосфолипидных про-
изводных флударабина панкреатической ФЛA2, фосфолипазой Д (ФЛД) из Streptomyces sp ., фос-
фолипазой С (ФЛС) из Clostridium perfringens (C. Welchii) и фосфодиэстеразой (ФДЭ) из Crotalus 
durissus, приведены на рисунке и в табл . 2 .

Схемы гидролиза конъюгатов флударабина 3–6 панкреатической ФЛA2, ФЛД из Streptomyces sp . и ФДЭ из Crotalus 
durissus

Т а б л и ц а 1 . Фармакокинетические параметры флударабина у мышей ICR  
после внутрижелудочного введения флударабина фосфата (1) и конъюгата 3

Соединение
Фармакокинетические параметры*, **

Cmax (нг/мл) Tmax (ч) AUC0→24 (нг · ч/мл) T1/2 (ч) Сmin (нг/мл)

Флударабина фосфат (1) 8989 ± 2537 0,9 ± 0,2 17790 ± 1934 1,5 ± 0,4 13 ± 9
Конъюгат 3 1613 ± 247 2,8 ± 1,1 19368 ± 1411 14,2 ± 2,6 199 ± 31

П р и м е ч а н и я . * – Cmax – максимальная концентрация; Tmax – время достижения максимальной концентра-
ции; AUC0→24 – площадь под кинетической кривой в промежуток времени от 0 до 24 ч; T1/2 – время полувыведения; 
Сmin – минимальная концентрация (концентрация через 24 ч наблюдения); ** – Значения фармакокинетических па-
раметров представлены в виде Х ± SD (среднее ± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Резуль-SD (среднее ± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Резуль- (среднее ± стандартное отклонение) пяти независимых экспериментов . Резуль-
таты экспериментов проанализированы с использованием t-теста Стьюдента (P < 0,05) .
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Т а б л и ц а 2 . Параметры энзиматического гидролиза конъюгатов 3–6

Соединение

Определяемые параметры

ФЛA2* ФЛД* ФДЭ**

τ1/2 (мин) V0 (мкмоль мин–1 мг–1) Степень гидролиза, α24h (%) Степень гидролиза, α48h (%) Степень гидролиза, α168h (%)

3 8,8 ± 1,8 5,9 ± 1,7 50,9 ± 7,9 2,1 ± 0,7 4,5 ± 0,9
4 14,7 ± 2,5 3,1 ± 1,4 36,4 ± 13,1 1,4 ± 0,2 3,1 ± 0,6
5 153,0 ± 14,1 0,42 ± 0,07 3,3 ± 0,7 3,4 ± 0,5 18,1 ± 4,5
6 242,0 ± 21,9 0,38 ± 0,09 7,3 ± 1,4 2,2 ± 0,6 9,9 ± 2,4

П р и м е ч а н и я . * – Данные представлены в виде Х ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение) трех 
независимых экспериментов . ** – Данные представлены в виде Х ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение) 
двух независимых экспериментов .

В масс-спектрах реакционных смесей энзиматического гидролиза конъюгатов 3–6 ФЛA2 об-
наруживались пики молекулярных ионов ([М-Na+2Н]+) с m/z 650 и 678, соответствующие моле-
кулярной массе лизофосфолипидных производных, образующихся в результате деацилирова-
ния соединений 3–6 . Процент гидролиза конъюгатов 3–6 в определенные промежутки времени 
определяли по содержанию образовавшихся лизоглицерофосфолипидных производных . После 
добавления ФЛA2 к раствору субстрата происходил быстрый гидролиз 1,2-диацильных произво-
дных 3 и 4, в противоположность 1,3-изомерам 5 и 6 . В условиях эксперимента начальная ско-
рость гидролиза (V0) конъюгатов 3 и 4 составила 5,9 ± 1,7 и 3,1 ± 1,4 мкмоль · мин–1 · мг–1 соответ-
ственно, тогда как в случае изомерных 1,3-производных 5 и 6 значения V0 равнялись 0,42 ± 0,07  
и 0,38 ± 0,09 мкмоль · мин–1 · мг–1 . Замедление гидролитического расщепления 1,3-диацилпроиз-
водных в сравнении с 1,2-изомерами отражалось и во временах половинного гидролиза τ1/2 
(8,8 ± 1,8 и 14,7 ± 2,5 мин для соединений 3 и 4, 153,0 ± 14,1 и 242,0 ± 21,9 мин для конъюгатов 5  
и 6 соответственно) . Эти зависимости коррелируют с данными, полученными ранее для соот-
ветствующих фосфолипидных конъюгатов рибавирина [11] .

Инкубирование конъюгатов 3–6 с ФЛД из Streptomyces sp . [10; 14] приводило к выделению 
флударабина (для всех конъюгатов пик молекулярного иона [М+Н]+ локализовался при m/z 286) . 
Как и в случае ФЛA2, гидролиз 1,2-изомеров 3 и 4 ФЛД происходил быстрее в сравнении  
с 1,3-диацильными производными 5 и 6: из 1,2-изомеров 3 и 4 после 24 ч гидролиза выделялось 
примерно 51 и 36 % флударабина, тогда как в случае 1,3-производных 5 и 6 это значение состав-
ляло только 3,3 и 7,3 % соответственно .

Эксперименты по гидролизу конъюгатов флударабина 3–6 ФЛС из Clostridium perfringens 
проводили в различных системах (водных и двухфазных) [11; 15], однако ни в одном из случаев 
указанные соединения не гидролизовались ФЛС .

Из данных табл . 2 видно, что фосфодиэфирная связь, соединяющая флударабина фосфат  
и липидную компоненту конъюгатов 3–6, расщепляется под действием ФДЭ Crotalus durissus 
очень медленно . После 48 и 168 ч инкубации с ферментом наибольшая степень гидролиза, на-
блюдаемая в случае соединения 5, не превышала 3,4 и 18,1 % соответственно . Следует отметить, 
что в этой серии экспериментов был использован большой избыток ФДЭ по сравнению с количе-
ством фермента, которое обычно применяют, например, для гидролиза олигонуклеотидов . Тем 
не менее, медленный гидролиз конъюгатов флударабина 3–6 обусловлен действием фермента,  
а не химической деструкцией, так как в контрольных растворах исследуемых соединений (без 
ФДЭ) продукты расщепления фосфодиэфирной связи не детектировались . Интересно отметить, 
что гидролиз 1,3-изомеров 5 и 6 происходил несколько быстрее, чем в случае их 1,2-аналогов 3 и 4 .

Заключение . Полученные результаты позволяют заключить, что внутрижелудочное введе-
ние 1,2- и 1,3-диацилглицерофосфатных производных флударабина 3–6 крысам Вистар и аут-
бредным мышам ICR приводит к пролонгированному выделению и более длительной циркуля-ICR приводит к пролонгированному выделению и более длительной циркуля- приводит к пролонгированному выделению и более длительной циркуля-
ции флударабина (2) в системном кровотоке животных, чем наблюдается в случае введения эк-
вимолярных количеств флударабина фосфата (1) . Диацилглицерофосфатные производные 3–6 
могут рассматриваться в качестве пероральных пролекарств флударабина . Показано, что ораль-



ная биодоступность F-ara-A (2) из его 1,2-димиристоилглицерофосфатного производного 3 у жи-
вотных близка к его оральной биодоступности из эквимолярного количества F-ara-AМР (1) . На 
основании данных, полученных в экспериментах in vitro, можно предположить, что флударабин 
может выделяться из полученных пролекарств под действием ферментов, принадлежащих к се-
мействам фосфолипаз А и Д, а также фосфодиэстераз .

Работа выполнена в рамках задания № 4 .20 программы «Химфармсинтез» . Авторы глубоко 
признательны д-ру мед . наук профессору Б . Б . Кузьмицкому за чрезвычайно полезное обсужде-
ние результатов работы .
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