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РОЛЬ ПУРИНОВЫХ И ПИРИМИДИНОВЫХ НУКЛЕОЗИДОВ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ  
В РЕАКЦИЯХ, КАТАЛИЗИРУЕМЫХ ПАНКРЕАТИЧЕСКОЙ ФОСФОЛИПАЗОЙ А2

Аннотация. Представлен обзор результатов изучения взаимосвязи в системе «нуклеозиды–фосфолипаза А2», 
которая играет определяющую роль в метаболизме фосфолипидов и их производных – простагландинов, тромбокса-
нов и лейкотриенов как важнейших внутриклеточных мессенджеров. Рассмотрено влияние нуклеозидов на актив-
ность секреторной ФЛА2 и метаболизм липонуклеозидов, представляющих интерес в качестве специфических средств 
доставки нуклеозидных лекарств. Результаты этих исследований рассмотрены с точки зрения фармакологического 
потенциала липонуклеозидов как новых форм известных лекарственных препаратов.
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ROLE OF PURINE AND PYRIMIDINE NUCLEOSIDES AND THEIR DERIVATIVES  
IN REACTIONS CATALYZED BY PANCREATIC PHOSPHOLIPASE A2

Abstract. A review of the results of studying the relationship in the system “nucleosides–phospholipase A2”, which plays 
a decisive role in the metabolism of phospholipids and their derivatives – prostaglandins, thromboxanes and leukotrienes as 
the most important intracellular messengers, is presented. The review considers the effect of nucleosides on the activity  
of secretory PLA2 and the metabolism of liponucleosides, which are of interest as specific delivery vehicles for nucleoside 
drugs. The results of these studies are considered from the point of view of the pharmacological potential of liponucleosides 
as new forms of known drugs.
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Введение. Фосфолиполитические реакции лежат в основе метаболизма фосфолипидов. Они 
происходят на границе раздела фаз липид–вода под действием ряда специфических гидролаз, 
осуществляющих межфазный катализ [1, 2]. К этому классу гидролаз относят ряд ферментов: 
липаза (КФ 3.1.1.3), холестерол-эстераза (КФ 3.1.1.13), фосфолипазы А1 и А2 (КФ 3.1.1.4), лизофос-
фолипаза (КФ 3.1.1.5), фосфатидат-фосфогидролаза (КФ 3.1.3.4), фосфолипаза С (КФ 3.1.4.3), 
сфингомиелиназа (КФ 3.1.4.12), фосфолипаза D (КФ 3.1.4.4), N-ацилсфингозин-ацилгидролаза 
или церамидаза (КФ 3.1.5.). Среди этих ферментов наиболее изучены фосфолипазы А2 (ФЛА2) [1, 2], 
изофермент из поджелудочной железы которой представляет предмет данного обзора. 

На основе структурных особенностей молекулы фермента суперсемейство ФЛА2 подразде-
ляют на несколько семейств: секреторную ФЛА2 (сФЛА2), цитозольную ФЛА2 (цФЛА2), внутри-
клеточную Ca2+-независимую ФЛА2 (вФЛА2, также называемую пататин-подобную фосфоли- 
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пазу), тромбоцит активирующий фактор – ацетилгидролазу (ФАТ-АГ), лизосомные семейства 
ФЛА2 (ЛФЛА2), ФЛА2/ацилтрансфераза (ФЛАAT) и α/β-гидролаза (ABHD). В настоящее время 
описано шестнадцать групп сФЛА2 (IA, IВ, IIА, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, IX, X, XIA, XIB, XII, 
XIV), которые различаются по первичной структуре и расположению дисульфидных связей. Все 
типы секреторных фосфолипаз представляют собой глобулярные белки, богатые остатками ци-
стеина, образующими 6–8 дисульфидных связей, что обеспечивает стабильность фермента, 
устойчивость к протеолизу и денатурации. 

Ранее отмечалось, что АТФ или УТФ равнозначно стимулируют высвобождение из фос фо-
липидов [3H]-арахидоновой кислоты (АК), предположительно через воздействие на рецепторы 
P2X2R и P2Y2R. С биологической точки зрения модулирование нуклеозидтрифосфатами (НТФ) 
этих рецепторов инициирует повышение уровня Ca2+ в цитозоле и соответственно активности 
сФЛA2, кофактором которой является кальций при выполнении гидролитической функции. Ак-
тивация сФЛA2 впоследствии вызывает каскад реакций, приводящий к синтезу таких вторичных 
мессенджеров как простагландины, лейкотриены и тромбоксаны при действии циклооксигеназ 
на освободившуюся АК [3]. 

 Использование нуклеозидных и нуклеотидных лекарственных препаратов в виде конъюгатов 
с липидами привлекает внимание исследователей в качестве способа снижения токсичности  
и повышения терапевтической эффективности этих соединений [4–6]. Фосфолипидный «якорь» 
способствует проникновению биологически активного нуклеозида через клеточную мембрану. 
Липонуклеозиды полностью ассоциированы с внутренней средой организма человека и достав-
ляют лекарственное вещество в клетки назначения, в том числе такие труднодоступные участки 
тела человека, как лимфатические узлы. ФЛА2 играет ключевую роль в реализации этого под-
хода, поскольку первая стадия превращений липонуклеозидов в организме человека заключается 
в гидролизе молекулы под действием панкреатической ФЛА2 при пищеварении, либо при акти-
вации внутриклеточной ФЛА2 вблизи опухолевой клетки, где также функционирует упомянутый 
фермент [7–9]. 

При прохождении таких конъюгатов к органу-мишени через желудочно-кишечный тракт воз-
можно изменение их устойчивости вследствие разрушительного действия на фосфолипидный «якорь» 
липолитических ферментов. Это подтверждается данными о том, что синтезированные хими-
ческим способом 1,2-липонуклеотидные конъюгаты (например, на основе рибавирина и флудара-
бина) являются хорошими субстратами панкреатической ФЛА2 [5, 6]. Лизолипидное производное 
конъюгата, образующееся под действием пищеварительной фосфолипазы А2, 1) обладает негатив-
ными лизирующими свойствами по отношению к биологической мембране, 2) теряет способность 
внедрения и, наконец 3), теряет способность поступления в кровяное русло и проявлять противо-
вирусное действие, или проникать в опухолевую клетку и ингибировать их пролиферацию. 

С другой стороны, данные соединения не встречаются в природе и могут являться эффекто-
рами по отношению к ферментам метаболизма и в первую очередь фосфолиполиза, поскольку 
представляют собой модифицированные фосфолипиды. Следует отметить, что повышение актив-
ности ФЛА2 сопровождает течение многих опасных для здоровья человека болезней, тогда как 
снижение активности фермента приводит к недополучению организмом необходимых для жиз не-
деятельности жирных кислот [2]. Установление связи между структурой нуклеозида (или его произ-
водного) и активностью ФЛА2, а также определение функционально значимых групп, ответствен ных 
за ингибирование (активацию) межфазного катализа, может представлять интерес для уста нов ле-
ния механизма взаимодействия указанных эффекторов с активным центром фер мента. Выявление 
этих взаимосвязей, на наш взгляд, составит основу целенаправленного поиска новых химических 
соединений нуклеозидной природы [10], модулирующих активность данного фермента. 

Цель настоящего обзора: 1) установление влияния нуклеоз(т)идов на активность секреторной 
ФЛА2; 2) анализ метаболических превращений липоконъюгатов нуклеозидов как специфически 
направленного, таргетного метода доставки биологически важных нуклеозидов, в том числе 
известных лекарств нуклеоз(т)идной природы; 3) оценка фармакологического потенциала липо-
нуклеозидов как новой формы лекарственных препаратов. 
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Панкреатическая фосфолипаза А2 и патологические эффекты на организм в условиях 
гиперактивации. Панкреатическая фосфолипаза А2 (КФ 3.1.1.4, ФЛА2), которая расщепляет фос-
фолипиды пищи, в норме находится в неактивном состоянии и активизируется только для уча-
стия в пищеварении. При патологии ФЛА2 выделяется ацинарными клетками поджелудочной 
железы уже в активном состоянии. Активация выше нормы липолитических реакций с участием 
гидролаз суперсемейства ФЛА2 отражает степень патологического состояния организма чело-
века при многих болезнях, таких как панкреатит, псориаз, ишемический инсульт, ревматоидный 
артрит и др. [11–19]. 

Недавно методами липидомики и метаболомики было показано, что патологическое состоя-
ние организма, развивающееся при инфицировании SARS-CoV-2, сопровождается большим на-
коплением продуктов гидролиза фосфолипидов – лизофосфолипидов и жирных кислот, что авторы 
связывают, как следует из гипотетической схемы, с повышением каталитической активности 
ФЛА2 [20, 21]. 

Секреторная ФЛА2 признана маркером острого некротического панкреатита [6], поскольку 
является основным фактором, ответственным за повреждение клеточных мембран и способ-
ствующим проникновению в клетку панкреатических липаз. При этом в организме наблюдается 
каскад патологических событий: изменение структуры клеточной мембраны, увеличение агре-
гационной способности тромбоцитов с образованием микротромбов, изменение просвета крове-
носных сосудов и их проницаемости, возрастание внутриклеточной активности ионов кальция на 
фоне образования простагландиновых субстанций. Совокупность этих процессов приводит к по-
лиорганной недостаточности, т.е. к отказу в функционировании всех органов и гибели организма. 

В результате поиска эффективных ингибиторов ФЛА2 и изучения механизма их действия  
в последние 20 лет были получены интересные результаты и их анализ представляет несомненный 
интерес с целью поиска новых эффективных путей создания фармацевтических препаратов. 
Предыдущий обзор экспериментальных данных в этой области привлекателен с точки зрения 
отмеченных перспективных путей развития и современного состояния проблемы [22]. 

ФЛА2 – фермент, характеризующийся многоточечным связыванием субстрата в активном 
центре фермента. Методом скрининга с использованием диффузии фермента в субстрат содер-
жащий гель в присутствии соединений, имитирующих фрагменты субстрата и содержащие 
отрицательно заряженную фосфатную группу (α- и β-глицерофосфаты, фосфохолин), было обна-
ружено ингибирование фосфолипаз яда змеи и панкреаса [23]. Этот результат подтверждает при-
сутствие катионного сайта (SII, рис. 1) в активном центре фермента, который связывает анионный 
фрагмент субстрата (-О-Р(О)(НО-)-О-) и таким образом открывается возможность избира тель-
ного ингибирования катионного сайта в активном центре фосфолипаз яда змеи и панкреаса 
фосфатсодержащими фрагментами субстрата. Кроме того, было показано, что соединения, не су-

Рис. 1. Гипотетическая схема строения активного центра ФЛА2:  SI – сайт связывания остатков жирных кислот (ЖК),  
SII – катионный сайт, SШ – анионный сайт [23]

Fig. 1. Hypothetical scheme of the structure of the active center of PLA2: SI – fatty acid regidues (FA) binding site,  
SII – cationic site, SIII – anionic site [23]
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щие положительный заряд (амины и их производные, аминокислоты и их производные, амино-
эфиры бензойной кислоты), также значительно снижают активность рассматриваемых липоли-
тических ферментов, что предполагает наличие в активном центре фосфолипаз сайта связывания 
катионной холиновой группы (+N(Me)3-) фосфатидилхолина, т.е. анионного центра, (SШ, рис. 1), 
не обнаруженного до этого, и возможность регуляции активности фермента путем его избира-
тельного блокирования [23]. 

Наиболее известные ингибиторы секреторных ФЛА2, биологический эффект которых на-
правлен на купирование патологических состояний, вызванных повышением уровня активности 
фосфолипаз, приведены в табл. 1. 

Т а б л и ц а 1. Ингибиторы секреторных ФЛА2

T a b l e 1. Inhibitors of secretory PLA2

Действующие вещества Ингибирование активности,
дозы (ED50)/ концентрации (IC50) 

Биологический эффект 

Вареспладиб, R = H
Вареспладиб-метил, R = Me

нано- и пикомолярные концентрации 
против 28 важных с медицинской 
точки зрения ядов змей, в том числе
Deinagkistrodon acutus: IC50 0.0037 
мкг/мкл, ED50 1.14 мкг/г, Agkistrodon 
halys: IC50 in vitro, 0,0016 мкг/мкл, 
ED50 in vivo 0,45 мкг/г

Противоядие от укуса змей 
[24] 

Индолсодержащее производное изоксазола 

IC50 10,23 мкМ in vitro против клеток 
рака молочной железы MCF-7 и рака 
предстательной железы DU145. 

Антипролиферативное  
действие [25]

Производные бифенила

IC50 10, 40 и 400 нМ в отношении 
GIIA, GV и GX сФЛА2 соответственно;
ICu,50 0,1 нМ – в плазме крови;
ICu,80 13 нМ в плазме крови  обезьян 
при  дозе 30 мг.

Антиишемическое действие  
[26]

Производные 2-оксоамида  
на основе (S)-валина

IC50 143 нМ и 68 нМ в отношении 
сФЛА2 GIIA человека и мыши  
соответственно

Подавляющее выброс  
простагландинов (PGE2) 
действие [27, 28]

 

Производные хиноксалинона

IC50 2,81, 6,28, 4,43 и 3,81 мкМ  
в отношении сФЛА2 GIIA, GV, GX 
GXIIA человека соответственно

Антидиабетическое  
действие в комплексе  
с другими ферментами [29]
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Действующие вещества Ингибирование активности,
дозы (ED50)/ концентрации (IC50) 

Биологический эффект 

Диметиловый эфир билирубина

IC50 4,0 мкМ в отношении GIIA 
сФЛА2

Противоотечное действие 
[30]

Цетастол, метин-тритерпен-хинина

IC50 6 мкМ в отношении сФЛА2 GIIA 
in vitro

Противоотечное  
и антиоксидантное действие 
[31]

Сульфорафан 

При 10–30 мМ в отношении сФЛА2 
GIIA

Антивоспалительное  
действие [32]

Таким образом, среди гетероциклических соединений, в том числе арил(гетерил)содержащих, 
обнаружен и описан ряд специфических высокоэффективных ингибиторов ФЛА2, например, на 
основе индола [24], конъюгированных индолов и изоксазолов [25], производных бифенила [26], 
2-оксоамида [27] (табл. 1) и др. [28, 33].

Наличие циклических заместителей – изоксазола и изоксазолина в молекулах 9-Ме-, 10-Ме-, 
11-Ме-аналогов простагландинов [34] или арильных радикалов в молекулах 3,5-функционализи-
рованных производных тиотетроновой кислоты [35], также существенно увеличивает ингиби-
торные свойства этих соединений по отношению к ФЛА2. Значительная роль циклических заме-
стителей в структуре ингибиторов ФЛА2 для ингибирования фосфолиполиза отмечена позже  
в патентах [36, 37]. 

Окончание табл. 1

Рис. 2. Связывание кальцийнезависимыми ФЛА2 (iФЛА2) ингибитора, содержащего гетероциклическое кольцо (сле-
ва) вместо фторметиловой группы арахидоноилтрифторкетона (справа) по [38, 40]

Fig. 2. Binding by calcium-independent PLA2 (iPLA2) of an inhibitor containing a heterocyclic ring (left) instead  
of the fluoromethyl group of arachidonoyltrifluoroketone (right) according to [38, 40]
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Сначала были идентифицированы фторокетоновые (арахидоноилтрифторкетон, рис. 2) инги-
биторы как наиболее мощные ингибиторы Са2+ независимой ФЛА2 (iФЛА2, группа VIA) [38]. 
Позже был обнаружен новый класс ингибиторов iФЛА2, который содержит гетероциклическое 
кольцо вместо фторметиловой группы [39]. Моделирование молекулярной динамики показало, 
что карбонильная группа ингибитора образует водородные связи с оксианионным отверстием 
(Gly486/Gly487) и гетероциклическим кольцом с Asn658 (рис. 2, справа). Гидрофобный «хвост» 
ингибитора связывается в кармане, где обычно связывается sn-2 жирная кислота [40].

В работе [41] была использована стандартная методика гидролиза липопротеинового комп-
лек са яичного желтка и обнаружено в присутствии нуклеозидного производного (4-нитрофенил)
этилфосфата ацикловира снижение степени гидролиза субстрата до 60 % от исходного уровня. 
Было показано, что активность панкреатической ФЛА2 в присутствии конъюгатов компонентов 
нуклеиновых кислот с фосфолипидами зависит от нуклеозидной компоненты ингибитора [42]. 

Биохимическая взаимосвязанность путей метаболизма фосфолипидов и компонентов 
нуклеиновых кислот. Полагают, что имеются множественные точки соприкосновения между 
метаболическими путями превращения фосфолипидов и компонентами нуклеиновых кислот. 
При этом известно, что действие нуклеозидов на гидролиз фосфолипидов осуществляется путем 
влияния на активность фосфолипаз как прямо, так и опосредованно.

Так, одной из основных функций цитозольной ФЛА2 в организме является высвобождение из 
фосфолипидов арахидоновой кислоты, которая затем превращается в важнейшие внутри кле-
точные мессенджеры передачи внешнего сигнала на внутренний «язык клетки». Установлены 
аминокислотные остатки, необходимые для осуществления каталитической активности цито-
зольных ФЛА2 – Asp-549, Asp-200, Ser-228, Ser-505. Активацию внутриклеточных (цитозольных) 
высокомолекулярных фосфолипаз связывают с фосфорилированием остатка серина (Ser-228 или 
Ser-505) с помощью киназ, которые в свою очередь стимулируются трифосфатами аденозина, 
гуанозина и цитозина. В частности, Ser-505, как было показано, является сайтом фосфорилиро-
вания для агонист-индуцируемого увеличения активности цитозольных фосфолипаз и высвобо-
ждения арахидоновой кислоты. Стимулирование АТФ активности ФЛА2 также может происхо-
дить при фосфорилировании киназами Ser-727, Ser-437, Ser-454 других фосфолипаз [43]. 

Модулирование нуклеозидтрифосфатами активности внутриклеточной ФЛА2 происходит 
опосредованно путем регуляции притока ионов кальция или активации соответствующих киназ. 
Полагают [3], что это происходит через нуклеотидные рецепторы, расположенные на поверхности 
клетки, функционирующие либо как ионотропные рецепторы P2X (P2XRs) или метаботропные 
рецепторы P2Y(P2YRs), связанные с G-белком. P2XR активируются АТФ и обеспечивают бы-
струю передачу внешних сигналов. Семь субъединиц P2XR (от P2X1 до P2X7) образуют тример-
ные, часто гетеромерные каналы АТФ, проницаемые для ионов Na+, K+ и Ca2+. Приток Na+ при-
водит к деполяризации мембраны, а приток Ca2+ может, кроме того, запускать множество внутри-
клеточных событий, частично за счет активации митоген-активируемых протеинкиназ (MAPK), 
протеинкиназы C (PKC) и кальмодулина. Среди рецепторов группы P2XR многофункциональная 
субъединица P2X7R играет особую роль и, как полагают, является терапевтической мишенью 
для нескольких заболеваний. P2X7R обладает рядом уникальных конструктивных и функцио-
нальных особенностей. При высоких концентрациях АТФ P2X7R ответственна за ряд опосре-
дуемых (пато)физиологических процессов, таких как клеточный стресс или воспаление, которые 
сопровождаются массивным высвобождением нуклеотидов. Продолжительная или повторя-
ющаяся стимуляция может вызвать расширение пор P2X7R, позволяя молекулам размером до 
900 Да диффундировать как внутрь, так и из клеток. Удлиненный С-конец P2X7R несет несколько 
структурных мотивов, которые, как предполагается, служат в качестве стыковочных сайтов для 
внутриклеточных белков и в регуляции функции рецепторов и клеточной локализации. Таким 
образом, P2X7R может запускать многовекторную передачу сигналов, включая активацию кас-
пазы 1, фосфолипаз A2 и D (ФЛD), MAPK, PKC, Src, киназы-3 гликогенсинтазы (GSK-3) или фос-
фатаз. При этом внутриклеточные метаболические пути действуют согласованно, стимулируя 
Ca2+-зависимую цитозольную ФЛA2, что приводит к высвобождению предшественника AA, что 
является лимитирующей стадией для АТФ-стимулированного биосинтеза PGE2 [3].
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Вместе с тем известны примеры непосредственного действия в процессе метаболизма произ-
водных нуклеотидов на активность секреторной ФЛА2. Так, синтез фосфатидилхолина в мозгу 
идет преимущественно через образование цитидиндифосфатхолина [44, 45]. Заключительная 
реак ция синтеза фосфатидилхолина катализируется цитидиндифосфатхолин:1,2-диацилгли це-
рол холинфосфотрансферазой (КФ 2.7.8.2):

 
Было показано, что временная закупорка средней церебральной артерии увеличивает актив-

ность ФЛА2, а также количество матричной РНК (м-РНК) секреторной ФЛА2 увеличивает 
активность фосфолипазы С (ФЛС), однако не оказывает влияния на экспрессию генов ФЛD [46]. 
При этой патологии было показано, что лечение с помощью ЦДФ-Х однозначно снижает активность 
ФЛА2 и снижает количество м-РНК ФЛА2. Снижается и активность ФЛС. Значительных измене-
ний не было обнаружено при данном патологическом состоянии по отношению к активности 
цитозольных и кальцийнезависимых фосфолипаз. Следовательно, ЦДФ-Х снижает частоту воз-
никновения необратимых некротических изменений данной области мозга при указанной пато-
логии путем непосредственного воздействия на активность секреторных ФЛА2 [46].

Кроме того, установлено, что АТФ увеличивает начальную скорость гидролиза фосфолипидов 
под действием цитозольной кальцийнезависимой ФЛА2 миокарда независимо от концентрации, 
поверхностных свойств и физического состояния агрегированного субстрата [47–49]. В то же 
время добавление аденозина, гуанозина и инозина не влияет на активность данной изоформы 
фосфолипазы. Нуклеотид ди- и моно-фосфаты (АДФ, ГДФ, НАД(н), АМФ, ГМФ, сАМФ, сГМФ)  
а также полифосфаты (РРi) также не оказывают заметного эффекта. Ряд, отражающий степень 
воздействия некоторых эффекторов на цитозольную кальцийнезависимую ФЛА2, может быть 
пред ставлен в следующем виде: нуклеотидтрифосфаты > Mg2+ нуклеотидтрифосфаты > нукле-
отид дифосфаты, НАД(н) >> нуклеотидмонофосфаты, циклические нуклеотидмонофосфаты. Из 
мак рофагоподобной линии клеток P388D1 была также выделена и очищена изоформа фософли-
пазы, активность которой регулируется АТФ [50, 51]. 

В ряде работ было показано, что ФЛА2 с фрагментами нуклеиновых кислот образует трудно 
разделимый комплекс. Так, при очистке ФЛА2 на стадии первичной обработки поджелудочной 
железы свиньи в гомогенате присутствуют компоненты ДНК, в которых каноническое соотно-
шение комплементарных гетероциклических оснований, А/Т и Г/Ц отсутствует. При образовании 
фрагментов ДНК, содержащих остатки фосфорной кислоты, возможно их взаимодействие с ФЛА2 
с образованием такого комплекса. Данное взаимодействие объясняется связыванием фосфатной 
группы, имеющейся в молекуле нуклеотида, со специфическим участком в активном центре 
фермента, предназначенным для связывания фосфатной группы субстрата [52].

Сведения относительно общего влияния нуклеозидов на активность пищеварительной низко-
молекулярной ПНМ-ФЛА2 практически отсутствуют. В связи с этим нами начаты системати-
ческие исследования роли пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов и их производных в реак-
циях, катализируемых ФЛА2. Зависимость структура–функция на стадии липолиза в мицеллярной 
фазе, а также от супрамолекулярной организации субстрата (мицеллы, липосомы, природный 
липопротеиновый комплекс), которые до этих исследований не изучались. 
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Влияние нуклеозидов и их производных на активность ПНМ-ФЛА2 в условиях измене-
ния структуры ее субстрата. Реакция фосфолиполиза происходит на поверхности раздела фаз 
липид–вода, которая проходит в две стадии: на первой происходит прикрепление фермента (ФЛА2) 
к межфазной поверхности, на второй – собственно катализ – расщепление фосфолипидов. Дей-
ствие нуклеозидов и/или их производных на фосфолиполиз может идти по пути инактивации 
самого фермента – прямое действие на активный центр ФЛА2 (рис. 3, 1) или путем ограничения 
его взаимодействия с межфазной поверхностью – опосредованное действие (рис. 3, 2). 

Поскольку фосфолипиды представляют собой не растворимые в воде соединения, активность 
ФЛА2 зависит от надмолекулярной структуры субстрата, которая достаточно разнообразна. Так, 
в смеси органических растворителей с водой субстрат может быть организован в виде монослоя 
на границе раздела фаз липид–органический растворитель (или вода), а также образовывать 
обратные мицеллы, в которых внутри везикулы, наполненной водой, находятся гидрофильные 
части молекулы. В воде могут формироваться прямые однослойные мицеллы, когда гидрофобные 
компоненты фосфолипида направлены внутрь везикулы, бислойные липосомы, а также ламеллы 
с перемежающимися водой бислоями и липопротеиновые комплексы. Фосфолипидный матрикс 
является основой клеточных мембран. Поэтому для выявления механизма воздействия нуклеози-
дов и их производных на фосфолиполиз целесообразно сравнить активность ФЛА2 в присутствии 
и в отсутствие эффекторов нуклеиновой природы в условиях изменения структуры субстрата 
(липопротеиновый комплекс, мицеллы, липосомы, клеточные мембраны).

Активность ФЛА2 после преинкубации с компонентами нуклеиновых кислот и их про-
изводными в условиях фосфолиполиза липопротеинового комплекса. Удобным способом 
первичной оценки биологического действия эффекторов нуклеозидной природы на фосфо ли-
полиз является полуколичественный метод диффузии ФЛА2 в субстратсодержащий гель после 
преинкубации с модифицированными нуклеозидами, в том числе применяемыми в качестве 
лекарственных препаратов. В качестве субстрата используется липопротеиновый комплекс яич-
но го желтка в виде эмульсии в буферном растворе с величиной рН, оптимальной для изучаемого 
фермента. Активность ФЛА2 определяют по размерам зоны просветления (площади лизиса, S), 
образующейся в ходе реакции вокруг места нанесения фермента в результате продуцирования 
лизолипида, который придает эмульсии прозрачность. Ингибирование или активацию ФЛА2 оце-
нивают по относительному изменению зоны лизиса в присутствии эффектора (S/S0 = R2 – r2/R0

2 – r2, 
где R, R0 – радиусы зон просветления в присутствии исследуемого вещества и без него соответ-
ственно; r – радиус лунки [53].

С применением этого подхода среди аналогов модифицированных пуриновых и пиримиди-
новых нуклеозидов, используемых в качестве лекарственных препаратов, найдены ингибиторы 
реакции фосфолиполиза с участием ФЛА2 (соединения 1–11, табл. 2).

Обнаружено, что способность ингибировать ФЛА2 варьирует в широком диапазоне – от от сут-
ствия активности у цитидина (Cyd), тимидина (Thd), рибозид тимина (ribo-Thd), 2′-дезоксиуридина 

Рис. 3. Схема и участники реакции фосфолиполиза в присутствии нуклеозидов.  
В – гетероциклическое основание, 1 – каталитический центр ФЛА2, 2 – поверхность раздела липид–вода  

фосфолипидной липосомы. Структура панкреатической ФЛА2 приведена с использованием PDB, 4g5i

Fig. 3. Scheme and participants of the phospholipolysis reaction in the presence of nucleosides.  
B – heterocyclic base, 1 – PLA2 catalytic center, 2 – lipid-water interface of phospholipid liposome.  

The structure of pancreatic PLA2 is shown using PDB, 4g5i
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(dUrd), 2′-фтор-2′-дезоксиуридина (2FUrd) до ингибирования в порядке увеличения эффективности 
в процентах: кладрибин (2FdAdo), бривудин (BVDU), 2-хлор-аденозин (2ClAdo), 6-тио-2′-дезокси- 
гуанозин (6SdGuo), кинетинрибозид (5) и флударабин (6), неларабин (7) и 5-бром-уридин (5BrUrd) 
на 21, 36, 39,5, 44, 51, 58 и 75 % соответственно. В то же время значительного ингибирующего 
эффекта модифицированных нуклеозидов не обнаружено (соединения 12–22, табл. 2) [54].

Первичный скрининг действия ряда гуанозинсодержащих производных на фосфолиполиз 
липопротеинового комплекса яичного желтка показал, что гуанозин (Guo) и 2′-дезоксигуанозин 
(dGuo) снижали активность ФЛА2 на 11 и 21 % соответственно. Однако 6SdGuo ингибировал 
активность данного фермента на 44 % [54]. 

Из приведенных данных следует, что ингибирующая активность исследуемых нуклеозидов 
и их аналогов зависит от структуры модификации пуринового или пиримидинового основания. 

В этой связи проведен скрининг эффекторного действия ряда производных рибавирина 
[виразола, 1-(β-D-рибофуранозил)-1Н-1,2,4-триазол-3-карбоксамида, 7] – одного из наиболее из-
вестных противовирусных препаратов нуклеозидной природы (рис. 4). Ожидалось, что наличие 
нескольких различных заместителей в структуре производных виразола, представленных на 
рис. 4, могло бы способствовать усилению ингибирующего действия данных соединений на фос-
фолиполиз.

Т а б л и ц а 2. Скрининг ингибиторного действия некоторых модифицированных нуклеозидов  
и их природных аналогов, в том числе используемых в качестве лекарственных препаратов

T a b l e 2. Screening of the inhibitory effect of some modified nucleosides and their natural analogues,  
including those used as drugs

Шифр  
соединения

Модифицированные нуклеозиды,  
используемые в качестве лекарственных 

препаратов
Эффект

1– S/S0,%
Шифр  

соединения

Природные аналоги
модифицированных нуклеозидов

Эффект
1- S/S0, %

1 Контроль  100 100
2 2FUrd (2'-фторуридин) 0 12 dAdo (2'-дезоксиаденозин) 21
3 BVDU (бривудин) 36 13 Ado (аденозин) 11
4 6SdGuo (6-тио-2'-дезоксигуанозин) 44 14 dGuo (2'-дезоксигуанозин) 21
5 Кинетинрибозид 51 15 Guo (гуанозин) 11
6 Флударабин 51 16 dCyd (2'-дезоксицитидин) 16
7 Неларабин 58 17 Cyd (цитидин) 0
8 5BrUrd (5-бром-уридин) 75 18 Thd (тимидин) 0
9 Кладрибин 21 19 Ribo-Thd (рибозид тимина) 0
10 2FAdo (2-фтор-аденозин) 21 20 2dUrd (2'-дезоксиуридин) 0
11 2ClAdo (2-хлор-аденозин) 39,5 21 Urd (уридин) 11

22 Ino (инозин) 11

П р и м е ч а н и е. S – площадь зоны лизиса в присутствии ингибитора; S0 –  в его отсутствие; S/S0 – относитель-
ная активность; 1–S/S0 – ингибиторный эффект.

 

Рис.4. Рис. 4. Производные рибавирина (виразола), испытанные в качестве эффекторов ФЛА2

Fig. 4. Ribavirin (virazole) derivatives tested as PLA2 effectors
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Наиболее заметный ингибирующий эффект на активность ФЛА2 наблюдали в присутствии 
производных рибавирина 4 и 5, содержащих объемные липофильные заместители в углеводном 
фрагменте исходного нуклеозида. Так, соединения 4 и 5 снижали гидролиз липидов до 60±5,3  
и 68±6,1 % от контроля соответственно [55].

В то же время было установлено, что транс-зеатин-рибозид, структурная формула которого 
представлена ниже, является активатором ФЛА2 [56], причем активность фермента увеличивает-
ся в 2,25 раза (табл. 3). Возможно, это связано с тем, что транс-зеатин-рибозид является фито-
гормоном, которые принимают участие в активации различных клеточных процессов растений. 
Так, известно, что рибозиды цитокининов обладают широким спектром биологической активно-
сти [57], в частности, транс-зеатин-рибозид используется в агрохимии как регулятор роста рас-
тений [58, 59]. 

Т а б л и ц а 3. Действие на фосфолиполиз транс-зеатин-рибозида

T a b l e 3. Effect of trans-zeatin-riboside on phospholipolysis

Название 
вещества

Концентрация
мкмоль/лунку D, мм S, мм2 Активность, % Активирование 

Контроль 10 78,5 100 0
Транс-зеатин-рибозид 0,36 15 176,6 225 2,25 раза

П р и м е ч а н и е.  D – диаметр зоны лизиса; S – площадь зоны лизиса.

Активирование фосфолиполиза липопротеинового комплекса яичного желтка в разной сте-
пени обнаружено после преинкубации ФЛА2 с аденозинмонофосфатом (АМФ) и аденозинди-
фосфатом (АДФ) (на 5 %), аденозинтрифосфатом (АТФ), ацикловирмонофосфатом и гуанозин мо-
но фосфатом (ГМФ) (на 15 %), ацикловиртрифосфатом (на 38 %), структурные формулы которых 
представлены на рис. 5. Активность ФЛА2 после взаимодействия с цитозинмонофосфатом (ЦМФ) 
увеличилась в 1,7 раза (табл. 4).

  транс-зеатин-рибозид                            АМФ                                              ГМФ                                                        ЦМФ

                                                                АТФ                                                            Ацикловир Трифосфат

Рис. 5. Компоненты нуклеиновых кислот и их производные – активаторы ФЛА2 по отношению  
к липопротеиновому комплексу яичного желтка

Fig. 5. Components of nucleic acids and their derivatives as activators of PLA2 toward the hydrolysis  
of the lipoprotein complex of egg yolk

Таким образом, из приведенных данных видно, что липопротеиновый комплекс яичного желт-
ка представляет собой удобную форму организации субстрата при первичном скрининге актив-
ности эффекторов, в том числе нуклеиновой природы, на фосфолиполиз с участием ФЛА2. 

Не меньший интерес представляет изучение в модельной системе in vitro точек биохимиче-
ского соприкосновения между метаболическими путями превращения фосфолипидов и компо-
нентами нуклеиновых кислот, как важнейшими регуляторами обмена веществ, в ряду нуклеози-
ды–фосфолипиды в мицеллярной фазе–активность ФЛА2, поскольку смешанные мицеллы фос-
фолипидов с желчными кислотами (мицеллярная фаза) имитируют состояние субстрата при его 
ферментативном гидролизе в процессе пищеварения. 
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Катализ ФЛА2 в присутствии и в отсутствие нуклеозидов и их производных в условиях 
мицеллярной фазы. Во время прохождения через желудочно-кишечный тракт нуклеозидов с ле-
карственными свойствами при введении per os их взаимодействие с панкреатической ФЛА2, как 
сказано выше, может приводить к нежелательным эффектам. С одной стороны, может наблю-
даться ингибирование или гиперактивация самого фермента, что может привести соответственно 
к недополучению организмом необходимых для жизнедеятельности жирных кислот или иници-
ировать некротические процессы. С другой стороны, ФЛА2 способна разрушить фосфолипидную 
составляющую липонуклеозидов до достижения ими органа-мишени.

Использование мицеллярной фазы фосфолипидов, сформированной желчными кислотами, 
моделирует условия отдельного акта пищеварения (рН, температура, физико-химическое состоя-
ние субстрата), в котором участвует ФЛА2. Смешанные мицеллы фосфолипидов с детергентами 
в исследовании фосфолиполиза имеют дополнительные преимущества. В такой надмолекулярной 
форме все молекулы субстрата находятся на поверхности мицеллы и полностью доступны для 
фермента. Мицеллярные растворы фосфолипидов прозрачны и позволяют использовать в мо-
дельном эксперименте спектроскопию.

Так, методом дифференциальной спектроскопии (спектофотометр «Specord UV VIS», Герма-
ния, в режиме пропускания (Т, 75–125 %) в диапазоне длин волн 360–450 нм) с использованием 

Т а б л и ц а 4. Сравнительная характеристика эффекта производных нуклеозидов на активность ФЛА2  
в зависимости от надмолекулярной организации субстрата

T a b l e 4. Comparative characteristics of the effect of nucleoside derivatives on the PLA2 activity depending  
on the supramolecular organization of the substrate

Соединение Эффект

Ацикловирмонофосфат S/S0, ЛК – активирование 15 %,
М, ФХ:ДОХ, активирование в 1,1 раза

Ацикловиртрифосфат S/S0, ЛК – активирование 38 %
М, ФХ:ДОХ, активирование в 1,15 раза

Аденозинмонофосфат S/S0, ЛК – активирование 5 %
М, ФХ:ДОХ ингибирование 40 % (50 мкМ), активация 
15 % (0,5 мкМ)
Л – не влияет

Аденозиндифосфат S/S0, ЛК – активирование 5 %
М, ФХ:ДОХ, ингибирование 30 % (50 мкМ), не влияет 
(0,5 мкМ)
Л – ингибирование до 40 % 

Аденозинтрифосфат S/S0, ЛК – активирование 15 %;
М, ФХ:ДОХ, ингибирование 40 % (50 мкМ), активация 
20 % (0,5 мкМ)
Л – не влияет

Циклический аденозинмонофосфат, переносчик  
гормонального сигнала внутрь клетки

S/S0, ЛК – активирование в 1,3 раза,
М, ФХ:ДОХ, ингибирование (50 мкМ) 80 % (2 мин) да-
лее не влияет;
Л – ингибирование 40 % 

Гуанозинмонофосфат S/S0, ЛК – активирование на 15 %
Цитозинмонофосфат S/S0, ЛК – активирование в 1,7

Л – ингибирование 80 % (до 2 мин)
Фосфорной кислоты 2-(2-амино-6-оксо-3,6-дигидро- 
пурин-9-илметокси)-этиловый эфир 2-(4-нитрофенил)- 
этиловый эфир, фосфодиэфирное производное ацикловира

S/S0, ЛК, ингибирование,38±5 %;
М, ФХ: ДХ-Na, тип ингибирования
конкурентный: увеличение Km; снижение KS, 
Vmax=Vmaxi, Ki =  0,15 мM 
IC50 = 100 мкМ

Бензойной кислоты 5-(6-бензоиламинопурин-9-ил)- 
4-{гидрокси-[2-(4-нитрофенил) этокси]-фосфорилокси}- 
2-[(2-метоксифенил)-дифенилметоксиметил]-тетрагидро-
фуран-3-иловый эфир

S/S0, ЛК, ингибирование 36±5 %
М, ФХ: ДХ-Na,тип ингибирования
конкурентный: увеличение Km; снижение KS,  
Vmax= Vmaxi,Ki =  0,1 мM, IC50 = 50 мкМ 

П р и м е ч а н и е. ЛК – липопротеиновый комплекс; М – мицеллы; Л – липосомы.
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гемоглобина в качестве индикатора показано снижение в 1,5 раза активности панкреатической 
ФЛА2 по отношению к ФХ в мицеллярной фазе (ФХ:ДОХ 1:3, моль/моль) в присутствии уридина 
(0,27 ОЕ), чем в его отсутствие (0,41 ОЕ) в аналогичных условиях реакции. В случае тимидина 
активность ФЛА2 (20 нг ФЛА2, 0,5 нмоль Т/мл Нb) в начальный период реакции также снижает-
ся в 1,3 раза (с 0,32 до 0,24 ОЕ). Активность фермента выражали как ΔD405–423 (оптических 
единиц, ОЕ), поскольку количество отщепленной жирной кислоты при фосфолиполизе пропор-
ционально амплитуде дифференциального спектра [60].

Для подтверждения обнаруженного ингибиторного эффекта нуклеозидов продукты гидро-
лиза ФХ в мицеллярной фазе под действием ФЛА2 также анализировались методом тонкослойной 
хроматографии (ТСХ). Было показано снижение фосфолиполиза в присутствии фосфопроиз-
водных аденозина на 30–40 %, а для циклического аденозинмонофосфата (цАМФ), переносчика 
гормонального сигнала внутрь клетки наблюдается снижение активности фермента на 80 %  
в аналогичных условиях реакции без цАМФ (табл. 4).

Количественная оценка фосфолиполиза в присутствии эффекторов с определением соответ-
ствующих констант реакции и на их основе механизма действия традиционными методами 
кинетики затруднена. Это связано с нерастворимостью субстрата в водной среде, его способ-
ностью образовывать надмолекулярные структуры (липосомы, ламеллы), в которых не все моле-
кулы доступны для фермента. В мицеллярной фазе, сформированной детергентами, все молеку-
лы субстрата максимально доступны ферменту, что c использованием метода Э. Денниса [61] 
позволяет проводить изучение ингибиторного действия производных нуклеозидов на кине ти-
ческом уровне.

Общая модель гидролиза ФЛА2 субстратов, находящихся на границе раздела фаз, согласно 
[62], реализуется следующим образом: 

 

12 
 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Было показано снижение фосфолиполиза в 

присутствии фосфопроизводных аденозина на 30–40 %, а для циклического 

аденозинмонофосфата (цАМФ), переносчика гормонального сигнала внутрь клетки 

наблюдается снижение активности фермента на 80 % в аналогичных условиях реакции без 

цАМФ (табл. 4). 

Количественная оценка фосфолиполиза в присутствии эффекторов с определением 

соответствующих констант реакции и на их основе механизма действия традиционными 

методами кинетики затруднена. Это связано с нерастворимостью субстрата в водной среде, 

его способностью образовывать надмолекулярные структуры (липосомы, ламеллы), в 

которых не все молекулы доступны для фермента. В мицеллярной фазе, сформированной 

детергентами,  все молекулы субстрата максимально доступны ферменту, что c 

использованием метод Э. Денниса [61] позволяет проводить изучение ингибиторного 

действия производных нуклеозидов на кинетическом уровне. 

Общая модель гидролиза ФЛА2 субстратов, находящихся на границе раздела фаз, 

согласно [62], реализуется  следующим образом:                         
ЕС                   ЕС*                    ЕС*S + P 

 

                                     Е                      ЕС*Еf  

Полагают, что фермент (Е) из раствора связывается на поверхности раздела фаз и может 

находиться в конформациях (ЕС и ЕС*) с малой и высокой ферментативной активностью. 

Равновесие между этими двумя формами определяется свойствами как фермента, так и 

поверхности раздела фаз. Различия в ферментативной активности ФЛА2 объясняются 

сдвигом равновесий [61,62]: Е                 ЕС               ЕС*.  Таким образом, в присутствии 

эффектора (Еf) происходит, вероятнее всего, конкуренция  с субстратом за связывание в 

активном центре фермента  и уменьшение образования продукта реакции. 

Для изучения типа ингибирования фосфолиполиза скорость реакции рассчитывают, 

согласно схеме, по уравнению: 

BAAKKK
BAV

v
mmS 

 max  (1) 

где v – начальная скорость реакции, Vmax – максимальная скорость реакции, A – общая 

концентрация фосфолипида и детергента в объеме (мМ), В – концентрация фосфолипида на 

поверхности раздела фаз (мольная доля). 

Полагают, что фермент (Е) из раствора связывается на поверхности раздела фаз и может нахо-
диться в конформациях (ЕС и ЕС*) с малой и высокой ферментативной активностью. Равновесие 
между этими двумя формами определяется свойствами как фермента, так и поверхности раздела 
фаз. Различия в ферментативной активности ФЛА2 объясняются сдвигом равновесий [61, 62]:  
Е 

12 
 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Было показано снижение фосфолиполиза в 

присутствии фосфопроизводных аденозина на 30–40 %, а для циклического 

аденозинмонофосфата (цАМФ), переносчика гормонального сигнала внутрь клетки 

наблюдается снижение активности фермента на 80 % в аналогичных условиях реакции без 

цАМФ (табл. 4). 

Количественная оценка фосфолиполиза в присутствии эффекторов с определением 

соответствующих констант реакции и на их основе механизма действия традиционными 

методами кинетики затруднена. Это связано с нерастворимостью субстрата в водной среде, 

его способностью образовывать надмолекулярные структуры (липосомы, ламеллы), в 

которых не все молекулы доступны для фермента. В мицеллярной фазе, сформированной 

детергентами,  все молекулы субстрата максимально доступны ферменту, что c 

использованием метод Э. Денниса [61] позволяет проводить изучение ингибиторного 

действия производных нуклеозидов на кинетическом уровне. 

Общая модель гидролиза ФЛА2 субстратов, находящихся на границе раздела фаз, 

согласно [62], реализуется  следующим образом:                         
ЕС                   ЕС*                    ЕС*S + P 

 

                                     Е                      ЕС*Еf  

Полагают, что фермент (Е) из раствора связывается на поверхности раздела фаз и может 

находиться в конформациях (ЕС и ЕС*) с малой и высокой ферментативной активностью. 

Равновесие между этими двумя формами определяется свойствами как фермента, так и 

поверхности раздела фаз. Различия в ферментативной активности ФЛА2 объясняются 

сдвигом равновесий [61,62]: Е                 ЕС               ЕС*.  Таким образом, в присутствии 

эффектора (Еf) происходит, вероятнее всего, конкуренция  с субстратом за связывание в 

активном центре фермента  и уменьшение образования продукта реакции. 

Для изучения типа ингибирования фосфолиполиза скорость реакции рассчитывают, 

согласно схеме, по уравнению: 

BAAKKK
BAV

v
mmS 

 max  (1) 

где v – начальная скорость реакции, Vmax – максимальная скорость реакции, A – общая 

концентрация фосфолипида и детергента в объеме (мМ), В – концентрация фосфолипида на 

поверхности раздела фаз (мольная доля). 

ЕС 

12 
 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Было показано снижение фосфолиполиза в 

присутствии фосфопроизводных аденозина на 30–40 %, а для циклического 

аденозинмонофосфата (цАМФ), переносчика гормонального сигнала внутрь клетки 

наблюдается снижение активности фермента на 80 % в аналогичных условиях реакции без 

цАМФ (табл. 4). 

Количественная оценка фосфолиполиза в присутствии эффекторов с определением 

соответствующих констант реакции и на их основе механизма действия традиционными 

методами кинетики затруднена. Это связано с нерастворимостью субстрата в водной среде, 

его способностью образовывать надмолекулярные структуры (липосомы, ламеллы), в 

которых не все молекулы доступны для фермента. В мицеллярной фазе, сформированной 

детергентами,  все молекулы субстрата максимально доступны ферменту, что c 

использованием метод Э. Денниса [61] позволяет проводить изучение ингибиторного 

действия производных нуклеозидов на кинетическом уровне. 

Общая модель гидролиза ФЛА2 субстратов, находящихся на границе раздела фаз, 

согласно [62], реализуется  следующим образом:                         
ЕС                   ЕС*                    ЕС*S + P 

 

                                     Е                      ЕС*Еf  

Полагают, что фермент (Е) из раствора связывается на поверхности раздела фаз и может 

находиться в конформациях (ЕС и ЕС*) с малой и высокой ферментативной активностью. 

Равновесие между этими двумя формами определяется свойствами как фермента, так и 

поверхности раздела фаз. Различия в ферментативной активности ФЛА2 объясняются 

сдвигом равновесий [61,62]: Е                 ЕС               ЕС*.  Таким образом, в присутствии 

эффектора (Еf) происходит, вероятнее всего, конкуренция  с субстратом за связывание в 

активном центре фермента  и уменьшение образования продукта реакции. 

Для изучения типа ингибирования фосфолиполиза скорость реакции рассчитывают, 

согласно схеме, по уравнению: 

BAAKKK
BAV

v
mmS 

 max  (1) 

где v – начальная скорость реакции, Vmax – максимальная скорость реакции, A – общая 

концентрация фосфолипида и детергента в объеме (мМ), В – концентрация фосфолипида на 

поверхности раздела фаз (мольная доля). 

ЕС*. Таким образом, в присутствии эффектора (Еf ) происходит, вероятнее всего, 
конкуренция с субстратом за связывание в активном центре фермента и уменьшение образова-
ния продукта реакции.

Для изучения типа ингибирования фосфолиполиза скорость реакции рассчитывают, соглас-
но схеме, по уравнению:

 
  (1)

где v – начальная скорость реакции, Vmax – максимальная скорость реакции, A – общая концент-
рация фосфолипида и детергента в объеме (мМ), В – концентрация фосфолипида на поверхности 
раздела фаз (мольная доля).

Определение кинетических констант при начальных скоростях реакции (до 2 мин) осущест-
вляют в системе, в которой концентрация фосфолипида в составе межфазной поверхности сме-
шанных мицелл в пределах каждой зависимости (кривой) поддерживалась постоянной ([В] = const), 
тогда как общая концентрация мицеллярных центров связывания фермента ([A]) изменяется. 

 При диффузии фермента в субстратсодержащий гель наибольший ингибирующий эффект 
(до 68 % от контроля), как было отмечено выше, проявило производное виразола – одного из 
широкоизвестных противовирусных нуклеозидных препаратов, содержащего две защитные ли-
по фильные группы (рис. 4) [55]. 
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В условиях использования субстрата ФЛА2 в мицеллярной фазе, близких к физиологическим, 
также обнаружен выраженный ингибирующий эффект соединения 5 (рис. 4). Данное соединение 
в концентрации 0,5 мкмоль/мл снижает в 1,4 раза скорость гидролиза ФХ в мицеллярной фазе  
с 14,6 до 10,2 мкмоль·мин–1·мг–1. Применение метода Э. Денниса, адекватно описывающего двух-
этапный фосфолиполиз, в результате кинетического анализа показано, что Виразол2ЗГ не влияет 
на величину Ks, но почти вдвое увеличивает значение Km при неизменности Vmax [54]. Кинетиче-
ские параметры реакции свидетельствуют в пользу конкурентного механизма ингибирования 5 
(рис. 3) панкреатической ФЛА2 (Ki = 65 мМ). Таким образом, в присутствии 5 (рис. 4) как эффек-
тора (Еf, см. на схеме) происходит, вероятнее всего, конкуренция с субстратом за связывание  
в активном центре фермента и уменьшение образования продукта реакции [63]. 

Наиболее эффективными ингибиторами панкреатической ФЛА2 при гидролизе субстрата  
в мицеллярной фазе, как следует из данных табл. 4, проявили себя фосфодиэфирное производное 
ацикловира (Ki = 0,15 мM) и фосфодиэфирное производное аденина (рис. 6) – 5-(6-бензоиламино-
пурин-9-ил)-4-{гидрокси-[2-(4-нитрофенил)этокси]-фосфорилокси}-2-[(2-метоксифенил)-дифе-
нилметоксиметил]-тетрагидрофуран-3-иловый эфир бензойной кислоты (Ki = 0,1 мM).

Таким образом, смешанные мицеллы фосфолипида с дезоксихолатом натрия являются наибо-
лее близкой к природным условиям формой субстрата для изучения влияния нуклеозид содер-
жащих эффекторов на катализ под действием ФЛА2, что позволяет охарактеризовать фосфоли-
полиз на кинетическом уровне и с помощью ингибиторного анализа определять механизм дей-
ствия эффектора.

Полученные результаты говорят о перспективности поиска активных антипанкреатитных 
соединений в ряду про-лекарств (pro-drugs) нуклеозидной природы.

Катализ ФЛА2 в присутствии и в отсутствие нуклеозидов и их производных в условиях 
ламеллярной фазы. Бислои (липосомы) являются широко распространенной формой моле ку-
ляр ных липидных ассоциатов в водной среде. Липидный бислой представляет собой термоди-
намически устойчивую структуру, образованную липидными молекулами в водной среде и сос-
тоящую из двух монослоев липидных молекул, ориентированных углеводородными цепями друг 
к другу, а полярными головками, направленными в сторону водной фазы. По своей структуре 
липосомы бывают однослойными (моноламеллярные – один замкнутый в кольцо бислой с внут-
ренним пространством, заполненным водой) и многослойными (мультиламеллярные – несколько 
бислоев, перемежающихся водной прослойкой). Липосомы по сравнению с мицеллами фосфо-
липидов имеют более уплощенную сферу межфазной поверхности и часть липида (до 40 %), 
находящегося на внутренней стороне бислоя. Поэтому для ФЛА2 при фосфолиполизе липосом 
доступна лишь часть субстрата, чем в случае мицелл, когда весь фосфолипид находится на 
межфазной поверхности. 

Липидный бислой – основа молекулярной организации 
биологических мембран, поэтому липосомы представляют 
собой удобную модель клеточной мембраны и могут слу-
жить индикатором устойчивости к действию пищевари тель-
ных ФЛА2 после их взаимодействия с пролекарствами нук-
леотидной природы. Например, в случае активации этих 
ферментов под действием нуклеозидов и их производных 
ожидается повышенное разрушение липосом, что подразу-
мевает при экстраполяции на живой организм вероятность 
возникновения язв в желудочно-кишечном тракте. В случае 
ингибирования ФЛА2, как после инкубации с аденозинди-
фосфатом и циклическим аденозинмонофосфатом (на 40 %, 
табл. 4) или цитозинмонофосфатом (на 80 %, табл. 4), опас-
ность разрушения клеточной мембраны маловероятна.

Структура липидов в бислое (гелевая или жидкокрис-
таллическая) определяется как ламеллярная липидная би-
слой ная фаза. Липиды в жидкокристаллическом состоянии 

R = mm-Tritil
Bz = Benzoyl
           R = моиометокситритил
           Bz = бензоил

Рис. 6. Фосфодиэфирное производное 
аденина – ингибитор панкреатической 

ФЛА2 

Fig. 6. Phosphodiester derivative  
of adenine – inhibitor of pancreatic PLA2
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имеют высокую молекулярную мобильность, поэтому бислой представляет собой текучую, 
жид кую фазу, и липосомы при различных повреждениях сохраняют такую структуру, а их 
бислой способен к самозалечиванию дефектов, возникающих в нем. При этом текучесть бислоя 
и его гибкость обеспечивают высокую пластичность липосомам. В связи с этим фосфолипидные 
везикулы (липосомы) в качестве своеобразных контейнеров для доставки лекарственных средств 
по сравнению с традиционными лекарственными формами имеют веские преимущества: 
наименее травматичны, обладают самым высоким сродством к клеточным мембранам, снижают 
токсичность действующего вещества лекарственного средства.

Эффективность транспортировки лекарственных средств в таких липидных контейнерах за-
висит от устойчивости липосом к воздействию различных факторов внутренней среды орга-
низма, таких, как липолитическая активность плазмы крови или клеточной поверхности, обмен 
или перенос липидов мембраны липосом на компоненты плазмы или клеточных мембран, 
воздействие липолитических ферментов лизосом в процессе эндоцитоза и др. При прохождении 
липосом к органу-мишени через биологическое пространство возможно изменение устойчивости 
липидной капсулы к действию липолитических ферментов в результате взаимодействия раз-
личных белков с заряженной поверхностью фосфолипидов и др.

Установлены важные закономерности трансформации лекарственных средств при участии 
фосфолипаз и продемонстрирована их функциональная причастность к процессам утилизации 
лекарственных соединений в организме. В рамках многолетнего изучения исследована чувстви-
тельность к липолитической деградации фосфолипидных везикул одно- и двухкомпонентных по 
липиду, а также в условиях, моделирующих воздействие факторов внешней (воздействие гам-
ма-облучения) и внутренней среды (этанол, интегральные, периферические и растворимые бел-
ки). Обнаружена повышенная устойчивость к ферментативной деградации липосом, состав ко-
торых представляет собой эквимолярную смесь фосфатидилглицерина и сфингомиелина, как 
потенциальных переносчиков с целью уменьшения токсичности лекарственных средств, в том 
числе полученных и на основе компонентов нуклеиновых кислот (липосомальное инкапсулиро-
вание лекарств) [64]. 

Катализ ФЛА2 бифункциональных субстратов на основе КНК. В развитие представленных 
выше исследований синтезированы конъюгаты фосфолипидов с компонентами нуклеиновых 
кислот и охарактеризована их устойчивость к липолитической активности ФЛА2. В табл. 5 пред-
ставлены липонуклеозиды на основе фосфатидилхолина и флударабина, которые отличаются 
положением жирных кислот (1,2- и 1,3-) в углеродном скелете фосфолипида [5].

В экспериментах in vitro показано, что как 1,2-, так и 1,3-диацилглицерофосфолипидные про-
изводные флударабина (2–5) могут подвергаться гидролизу под действием ФЛА2 из подже лу-
дочной железы свиньи. В результате гидролиза фосфолипидных конъюгатов флударабина (2–5) 
панкреатической ФЛА2 образуется лизопроизводное и выделяется одна молекула жирной кис-
лоты. Показано, что между 1,2- и 1,3-изомерами существуют значительные различия в начальной 
скорости гидролиза и времени половинного гидролиза. Установлено, что 1,3-фосфолипидные 
производные флударабина гидролизуются медленнее их 1,2-изомеров [5].

Также установлено, что 5’-(rac-1-гексадецил-2-пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо)-3’-азидо-3’-
дезокситимидин (I, рис. 7) и 5’-(rac-1-гексадецил-2-пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо)-2’,3’-диде-

R1 – C16H33 и  R2 – C15H31

Рис. 7. Липонуклеозид, являющийся  наиболее приемлемым субстратом для ФЛА2 пчелы и ФЛD [65] 

Fig. 7. Liponucleoside, which is the most acceptable substrate for bee PLA2 and PLD [65]
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гид ро-3’-дезокситимидин являлись хорошими субстратами для ФЛА2 пчелы: за 30 мин их гид-
ролиз достигал 90 и 55 % соответственно [65]. 

С учетом того что наименее разрушаемым липидом под действием панкреатической ФЛА2  
в мицеллярной фазе является ФЭ, синтезированы конъюгаты последнего (рис. 8) с компонентами 
нуклеиновых кислот (КНК), которые обладают противовирусным или противоопухолевым дей-
ствием [42, 66–71]. 

Т а б л и ц а 5. Гидролиз липоконъюгатов  9-β-D-арабинофуранозил-2-фтораденина (флударабина, F-ara-A)

T a b l e 5. Hydrolysis of 9-β-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenine lipoconjugates (fludarabine, F-ara-A)

Шифр 
соедине-

ничя
Конъюгаты V, мкмоль мин–1 мг–1

1

2
5,9 ± 1,7

3

 

3,1 ± 1,4

4
0,42 ± 0,07

5
0,38 ± 0,09

Рис. 8.   Конъюгаты ФЭ  с компонентами нуклеиновых кислот: а –2’,3’-дидезоксицитидил, b – 2’,3’-дидезоксиуридил, 
c – аденозил, d – 9-[(2-гидроксиэтокси)метил]-гуанозил (ацикловир); R1, R2 – остаток жирной кислоты

Fig. 8. PE conjugates with nucleic acid components: a – 2’,3’-dideoxycytidyl, b – 2’,3’-dideoxyuridyl, c – adenosyl,  
d – 9-[(2-hydroxyethoxy) methyl] -guanosyl (acyclovir); R1, R2 – fatty acid residue
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Скорость ферментативного гидролиза химерных субстратов в мицеллярной фазе, в моле ку-
лах которых целенаправленно модифицирован этаноламиновый или холиновый фрагменты, 
втрое снижена по сравнению с природными фосфолипидами (табл. 6), что свидетельствует  
о существовании анионного катионсвязывающего сайта в активном центре ФЛА2 для электро-
статических взаимодействий фермента с организованной межфазной поверхностью липид–вода 
[42, 69].

Т а б л и ц а 6. Характеристика липоконъюгатов на основе фосфатидилэтаноламина (ФЭ)

T a b l e 6. Characteristics of lipoconjugates based on phosphatidylethanolamine (PE)

Конъюгат Физико-химическая характеристика соединений Гидролиз, %
Скорость, мкмоль∙мин–1∙мг–1

5’-О-[N-этил-2-(1,2-диацил-sn- 
глицеро-3-фосфо)]-фосфоами-
дат-2’,3’-дидезоксицитидин, 3а

ТСХ, Rf  = 0,5 (хлороформ:метанол:вода –  
10:6:1), УФ (хлороформ:метанол 2:3), λ нм 
(ε, рис.1, 2): pH 7, 270 max (7800); pH 3, 283 
max (9500)

ФЭА – 80, конъюгата – 30,  
скорость гидролиза  составила 
соответственно 0,11 и 0,04  
(относит. скорость 0,31)

5’-О-[N-этил-2-(1,2-диацил-sn- 
глицеро-3-фосфо)]-фосфоамидат- 
2’,3’-дидезоксиуридин 3b
неустойчив

ТСХ, Rf  = 0,5 (хлороформ:метанол:вода –  
10:6:1), УФ (хлороформ:метанол 2:3), λ нм 
(ε, рис. 3): 262 max (5700)

ФЭА – 62,
конъюгата –36

2’,3’-дидезокси-5’- О -(1,2-диацил- 
sn-глицеро-3-фосфо)уридин  7

Структура полученного соединения 7 
подтверждается совокупностью физи-
ко-химических данных: ЯМР Р31, 
УФ-спектров, ПМР

ФЭА – 80,
конъюгата – 36, скорость  
гидролиза  конъюгата составила
0,05 (относительная скорость 0,45)

5’-О-[N-этил-2-(1,2-диацил-sn- 
глицеро-3-фосфо)]-фосфоамидат- 
аденозин 11

ТСХ, Rf = 0,5 (хлороформ:метанол:вода –  
10:6:1), УФ (хлороформ), λ нм (ε): pH 7, 260 
max (11000)

ФЭА – 62,
конъюгата – 60

5’-О-[N-этил-2-(1,2-диацил-sn-
глицеро-3-фосфо)]-фосфоамидат-
ацикловир  14

ТСХ, Rf  = 0,5 (хлороформ:метанол:вода –  
10:6:1),УФ (хлороформ:метанол 2:3), λ нм 
(ε): pH 7, 249 max (8800), pH 3, 275 sh

ФЭА – 44,
конъюгата – 25

 
Кроме того, было обнаружено, что фосфолипидный «якорь» фосфатидилклофарабина [72–74]  

и фосфатидилбривудина [75], структурные формулы которых представлены ниже (рис. 9), пол-
ностью устойчив к действию ФЛA2 в условиях мицеллярной фазы, моделирующей пищевую 
эмульсию в желудочно-кишечном тракте, поскольку не было получено соответствующего лизо-
производного [72–75].

В качестве одного из возможных подходов практического применения данных результатов 
получены липосомы с использованием коньюгата ацикловир-5-монофосфата с фосфатидилэтано л-
амином в виде липосом (рис. 10), которые практически не гидролизуются ФЛА2 поджелудочной 
железы в течение 30 мин. 

Приведенные в табл. 6 данные свидетельствуют, что конъюгаты производных компонентов 
нуклеиновых кислот и фосфолипидов в качестве модифицированных бифункциональных фос-
фо липазных субстратов на основе КНК обладают потенциально повышенной устойчивостью к ли-
политической активности. Обнаружена наибольшая устойчивость к действию панкреатической 
ФЛА2 конъюгатов фосфолипидов с пуриновыми нуклеозидами по сравнению с аналогами, со-
дер жащими пиримидиновые нуклеозиды.

Рис. 9. Конъюгаты фосфатидилхолина с клофарабином (слева) и бривудином (справа) 

Fig. 9. Phosphatidylcholine conjugates with clofarabine (left) and brivudine (right)
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Сохранение от разрушения панкреатической ФЛА2 фосфолипидного «якоря» в липонуклео-
зидах исключительно важно, поскольку необходимо как для последующего внедрения такого 
конъюгата в клеточную мембрану, так и при образовании липосомальных «контейнеров». Это 
обеспечивает также целостную доставку к пораженным органам противоопухолевых и проти-
вовирусных лекарственных средств на основе КНК, снижает их токсичность и повышает био-
доступность. 

Заключение. Проведенный краткий анализ литературных и собственных исследований по-
казал, что биохимическая взаимосвязанность функций в ряду «нуклеозиды–фосфолипаза А2–фос-
фолиполиз» играет важную роль в метаболизме фосфолипидов и состоит в регуляторном действии 
компонентов нуклеиновых кислот. Нуклеозиды оказывают разнонаправленное воздействие на ак-
тивность ФЛА2, угнетая или стимулируя гидролиз фосфолипидов как источника необходимых 
жирных кислот и основы для выработки вторичных мессенджеров (простагландинов, лейкотрие-
нов и тромбоксанов), обусловливающих многие важнейшие процессы жизнедеятельности. 

Среди аналогов модифицированных пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов, а также 
используемых в качестве лекарственных препаратов найдены ингибиторы реакции фосфоли-
полиза под действием ФЛА2. Обнаружено, что способность ингибировать ФЛА2 варьирует в ши-
роком диапазоне – от отсутствия эффекта (цитидин, тимидин, рибозид тимина, 2′-дезоксиуридин, 
2′-дезокси-2′-фторуридин) до ингибирования в диапазоне от 21 до 75 % (кладрибин, бривудин, 
2-хлор-аденозин, 6-тио-2′-дезоксигуанозин, кинетинрибозид, флударабин, неларабин и 5-бром-
уридин). Как и следовало ожидать, ингибирующие свойства нуклеозидов зависят от структуры 
молекулы в широком диапазоне заместителей. Преинкубация in vitro ФЛА2 с АМФ, АДФ, АТФ, 
ацикловиртрифосфатом, ГМФ, ЦМФ, транс-зетин-рибозидом активирует гидролиз липопро теи-
нового комплекса яичного желтка. 

Липоконъюгаты также обнаружили различные субстратные свойства по отношению к пан-
креатической ФЛА2, являясь либо хорошими субстратами (1,2-, и 1,3-диацилглицерофосфоли-
пидные производные флударабина), либо вообще не гидролизуясь (фосфатидильные произво-
дные клофарабина и бривудина). Следовательно, активность синтезированных липонуклеозидов 
в качестве субстратов ФЛА2 зависит от структуры как пуринового, так и пиримидинового 
основания.

Установление закономерностей ферментативного гидролиза фосфолипидов в присутствии 
нуклеозидов и их производных с использованием комплекса природных форм организации суб-
страта (мицеллы с желчными кислотами, липопротеиновый комплекс яичного желтка, бислой-
ные фосфолипидные мембраны) дает возможность контроля и управления нежелательными по-
бочными эффектами, связанными с сохранностью липоформы пролекарств на основе КНК, при 
их транспортировке к органу-мишени. Это позволяет также предложить рекомендации по прове-
дению биоиспытаний рассматриваемого класса соединений. 

Рис. 10. Электронные микрофотографии липосом,  полученных с помощью электронного микроскопа JEM-100CX 
без контрастного вещества методом нанесения препарата на пленку-подложку форм-вара (×100 000, размеры липо-
сом 180–200 нм) из ацикловир-5’-монофосфата с ФЭ (структурная формула приведена в центре) до (1) и после (2)  

обработки ФЛА2

Fig. 10. Electron micrographs of liposomes obtained using a JEM-100CX electron microscope without contrast medium by 
applying the drug to a form-var support film (× 100,000, liposome sizes 180–200 nm) from acyclovir-5’-monophosphate with 

PE (the structural formula is shown in the center) before (1) and after (2) treatment with PLA2
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Так, установление устойчивости к действию панкреатической фосфолипазы А2 фосфоли пид-
ного «якоря» синтезированных липонуклеозидов показывает, что биоиспытания фосфати дил-
клофарабина и коньюгата ацикловир-5-монофосфата с фосфатидилэтаноламином могут быть  
в дальнейшем проведены при любом способе введения in vivo (и per os, и внутривенно). Опре-
деление оптимальных для применения in vivo препаративных липоформ остальных изучаемых 
нуклеозидных коньюгатов требует дальнейшего изучения in vitro их свойств в виде различных 
надмолекулярных форм организации, как, например, одно- или двухкомпонентные по фосфо-
липиду липосомы. 

Анализ представленных выше результатов позволяет говорить о целесообразности дальней-
шего развития этих исследований, в том числе в плане практической реализации результатов 
для развития энзимопатологии и энзимодиагностики с применением липолитических ферментов – 
приоритетного направления биохимических исследований, нового для Республики Беларусь. 
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