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 # Цитостатический препарат метотрексат (МТХ,
антиметаболит фолиевой кислоты, схема) широко
применяется в клинике для лечения солидных
опухолей, гематологических злокачественных за�
болеваний и аутоиммунных патологий, таких как
ревматоидный артрит, оставаясь до сегодняшнего
дня “лекарством номер один” (обзоры [1–3]). МТХ
конкурентно ингибирует дигидрофолатредуктазу
(DHFR, КФ 1.5.1.3) и тем самым лишает клетку
тетрагидрофолата, необходимого кофактора био�
синтеза пуриновых нуклеотидов и тимидилата.
Эффективность лечения МТХ ограничивается си�
стемной токсичностью и частым развитием лекар�
ственной устойчивости, связанной, главным обра�
зом, с мутациями, приводящими к понижениию
активности белка�транспортера восстановленного
фолата (reduced folate carrier, RFC), перенося�
щего также и аналоги�антифолаты [3] (пассив�
ный трансмембранный перенос полярной мо�
лекулы МТХ затруднен). Для улучшения фар�
макологических свойств МТХ в последние годы
возобновились активные исследования различ�
ных наноразмерных систем его доставки [1, 4], в
том числе полиамидных дендримеров (см. напри�
мер, [5]), полимерных конъюгатов [6] и липосом

 Сокращения: МТХ – метотрексат; МТХ�DG – конъюгат
МТХ с rac�1,2�диолеоилглицерином; DHFR – дигидрофо�
латредуктаза; RFC – белок, транспортирующий восста�
новленный фолат; Me4�BODIPY�8 или BDP – 4,4�дифтор�
1,3,5,7�тетраметил�4�бора�3а,4а�диаза�s�индацен�8�ил; Gro –
глицерин; Ole – олеоил (9Z�гептадеценил�17�карбонил);
ТEA – триэтиламин.
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[7, 8]. Конъюгаты с сывороточным альбумином и
липосомы признаны наиболее перспективными
для системного введения МТХ в организм [1].

Включение в липосомы и другие наноносители
диаметра ~100 нм позволяет защитить лекарство
от преждевременного разложения и нецелевых
взаимодействий с биомолекулами, обеспечивает
его накопление в опухолях и очагах воспаления
(ввиду повышенной проницаемости дефектных
стенок капиллярных сосудов и нарушенного дре�
нажа лимфы в очагах патологии – так называемый
эффект повышенной проницаемости и удержива�
ния [9]), а также способствует преодолению разви�
тия множественной лекарственной устойчивости
опухолевых клеток, связанной с флипазной функ�
цией трансмембранных белков семейства АТP�
связывающих кассет (например, Р�гликопротеина
[10]). Для обеспечения эффективной концентра�
ции лекарства в целевой ткани носитель должен
обладать достаточно высокой емкостью загрузки.
Однако внутренний объем наноразмерных липо�
сом не позволяет стабильно инкапсулировать бо�
лее 2–3 мол. % (от суммарных липидов) водорас�
творимого лекарства даже при практически макси�
мальной достижимой концентрации его в растворе
(см., например, [7]). 

Нами ранее разработана липосомальная фор�
ма МТХ, в которой он включен в липидный би�
слой в виде биодеградируемого производного –
липофильного пролекарства – конъюгата с
rac�1,2�диолеоилглицерином (МТХ�DG) [11, 12]. 
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Объемистый остаток МТХ отделен от диглице�
ридного мембранного якоря короткой вставкой –
N�метиленкарбонил�β�аланиновым остатком,
который в бислое находится на уровне полярных
головок фосфолипидов, что позволяет меньше
нарушать упаковку бислоя и включать в 100�нм�
липосомы не менее 10 мол. % пролекарства [13].
Остаток МТХ соединен со вставкой сложноэфир�
ной связью, которая должна легко гидролизо�
ваться в клетке�мишени ввиду низкой специфич�
ности эстераз [14]. 

Ранее липофильная модификация глутаматных
карбоксилов МТХ, позволяющая сохранить срод�
ство к DHFR, была предложена для преодоления
резистентности клеток, обусловленной нарушени�
ем активного транспорта: алифатические сложные
γ�эфиры [15] и амиды липоаминокислот [16] MTX,
образующие в водных средах мицеллярные фор�
мы, были активны в культуре клеток острой
Т�лимфобластоидной лейкемии CEM/MTX, рези�
стентных к МТХ из�за дефицита RFC. В наших
экспериментах МТХ�DG в липосомальной форме
проявил цитотоксическую активность в культурах
клеток меланомы М3 [12], а также лейкемии
CEM�CCRF и ее резистентной сублинии
CEM/MTX [13, 17]. Очевидно, конъюгат высво�
бождает МТХ за счет гидролиза внутриклеточными
эстеразами, будучи пролекарством, либо он спосо�
бен непосредственно ингибировать DHFR (благо�
даря свободному α�карбоксилу). Таким образом,
липосомальная форма МТХ�DG представляет ин�
терес для наномедицины. В то же время, механизм
проникновения в опухолевые клетки пролекарства
МТХ (например, возможное участие фолатного ре�
цептора) и его внутриклеточный транспорт еще не
исследованы. Для изучения этих процессов по�
лезным инструментом представляется флуорес�
центный зонд – аналог МТХ�DG. Кроме того, не�
давно нами получены важные сведения о гемосов�
местимости липосомальной формы МТХ�DG:
липосомы не оказывают отрицательного влияния
на основные форменные элементы крови, однако
в определенных условиях активируют систему
комплемента [18]. Механизм активации также
предполагается исследовать флуоресцентными
методами – с применением этого зонда.

Цель данной работы – синтез аналога (VII)
диглицеридного производного МТХ (схема), не�
сущего высокочувствительную BODIPY�метку

(Me4�BODIPY�8 – 4,4�дифтор�1,3,5,7�тетраме�
тил�4�бора�3а,4а�диаза�s�индацен�8�ил) [19].
Полярность (Me4�BODIPY�8)�группы (на схеме:
BDP�группа) относительно невысока, поэтому,
при закреплении ее в ω�положении алифатиче�
ской цепи остатка диглицерида она находится в
бислое липосом, в основном, в гидрофобной об�
ласти, не вызывая значительных возмущений в
его структуре. Выбор BODIPY�метки обуслов�
лен не только высоким квантовым выходом это�
го флуорофора, но и отсутствием влияния на не�
го полярности окружения, что особенно важно
при изучении локализации зонда в различных
клеточных органеллах. Cпектры флуоресценции
(Me4�BODIPY�8)�метки и поглощения МТХ не
перекрываются.

Целевой продукт (VII) синтезировали соглас�
но разработанной ранее для МТХ�DG схеме
[11, 12], вводя в реакцию активированный эфир
МТХ (VI) и BDP�триглицерид (V) (схема). В каче�
стве исходного вещества для получения синтона (V)
использовали rac�изопропилиденглицерин. По�
сле его ацилирования Вос�β�аланином удаление
кетальной защиты с продукта проводили в доста�
точно мягких условиях (0.2 M HCl). Полученный
моноглицерид (I) ацилировали 13�BDP�тридека�
новой кислотой (II) в присутствии DCC и основ�
ных катализаторов (реакция протекает преиму�
щественно по первичному гидроксилу; 4�амино�
пиридин позволяет ускорить ацилирование [20] и
минимизировать образование продукта конден�
сации по двум ОН�группам). Диглицерид (III)
ацилировали действием 1.5 экв. олеиновой кис�
лоты и выделяли триглицерид (IV) гель�фильтра�
цией на липофильном сефадексе (выход 92%); все
предшествующие продукты ацилирования выде�
ляли хроматографией на силикагеле (выходы 35–
37%). Вос�защиту снимали в максимально мягких
условиях (TFA, 0°C, 30 мин), чтобы избежать при�
соединения TFA по двойной связи, а также деграда�
ции BDP�группы. Однако такая деградация все�та�
ки происходит (выход продукта 30%). Другие из�
вестные методы деблокирования Вос�группы
(например, 98% НСООН) приводили к полному
разрушению флуорофора. Спектр флуоресцен�
ции и УФ�спектр синтона (V) идентичны спек�
трам BODIPY�кислоты (II): (этанол) λвозб 497 нм,
λэм 506 нм; λмакс, нм (ε): 498 (8.1 × 104 М–1 см–1).
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На заключительной стадии racQ1�[13�(Me4�
BODIPY�8)тридеканоил]�2�олеоил�3�(3�амино�
пропионил)глицерин (V) ацилировали активиро�
ванным эфиром (VI) в DMSO/TEA. Эфир (VI) по�
лучали взаимодействием цезиевой соли метот�
рексата с 1.5 экв. (п�нитрофенил)йодацетата, как
описано ранее: быстрое алкилирование (менее
5 мин) соли МТХ йодацетатом дает преимуще�
ственно γ�моноэфир (γ/α�моноэфир ~16.6) [12]
(при длительной реакции с алкилбромидами доля
диэфира значительно увеличивается [15]). Целе�
вой продукт (VII) выделяли гель�фильтрацией на
липофильном сефадексе с последующей хрома�
тографией на силикагеле, элюируя смесью 10–
15% метанола в хлороформе с 1% АсОН и 1% воды
(выход 26%; желто�зеленое аморфное вещество).
1Н�ЯМР�спектр (δ, м.д.; КССВ – J, Гц) регистри�
ровали на приборе Bruker WM�700 (США) в смеси
CDCl3–MeOH�d4, 1 : 1, при 30°C, используя оста�
точные сигналы протонов растворителей (7.6 и
4.6 м.д.) в качестве внутреннего стандарта: 0.90

(м, 3 Н, СН3), 1.28 м (уш. м, 38 Н, С4–С7 и С12–
С17 Ole, С4–С12 тридеканоил), 1.51 (квинтет,
2 Н, СОCН2СН2), 1.64 (м, 2 Н, СОСН2СН2), 2.01 (м,
4 Н, СН2СНСНСН2), 2.32 (м, 4 Н, 2 СОСН2), 2.43
(с, 6 Н, 2 Me BDP), 2.47 (с, 6 Н, 2 Me BDP), 2.53–
2.66 (м, 4 Н, СОСН2СН2NH, COCH2CH2CH), 2.98
(м, 2 Н, ССН2), 3.22 (м, 3 Н, NМe), 3.44 (м, 2 H,
NH�CH2CH2CO), 3.75 (м, 1 Н, NHCHCO), 4.16–
4.33 (набор м, 6 H, ОСН2СО, Н1 и Н3 Gro), 4.78
(м, 2 Н, CH2NMe МТХ), 5.27 (м, 1 Н, Н2 Gro),
5.32 (м, 2 Н, СН=СН), 6.07 (с, 2 Н, BDP), 6.79 (м,
2 Н, Ph), 7.73 (дд, 2 H, J3, 2 = J5,6 8.98, Ph), 7.81 (д,
<1Н, 3J 8.98, NH, Glu), 8.57 (с, 1 Н, Н7 МТХ).
УФ�спектр (этанол), λmax, нм (ε): 309 (2.5 ×
× 104 М–1 см–1), 372 (0.9 × 104 М–1 см–1), 498 (8.25 ×
× 104 М–1 см–1). Ацилирование NH2�групп птеро�
инового остатка п�нитрофениловыми эфирами
происходит в более жестких условиях и сопровож�
дается гипсохромным сдвигом в УФ�спектре (λmax

377 → 350 нм) [21]. У образцов соединений МТХ (VI)
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и (VII) такого сдвига нет, что подтверждает неиз�
менность птероинового остатка.

Квантовый выход (Q) для нового зонда (VII)
(λвозб/λэм 498 нм/506 нм) рассчитан по формуле:
Q = QR × I/IR × ODR/OD = 0.636, где QR, IR, ODR –
соответственно: квантовый выход, интеграл ис�
пускания и оптическое поглощение стандартного
спиртового раствора родамина�6G. Значения ин�
тегралов испускания (I и IR) получены с примене�
нием корректировочной функции для использо�
ванного спектрофлуориметра (Hitachi F�4000,
Япония). Уменьшение квантового выхода по
сравнению с самой BODIPY�меткой (Q ≈ 1) по�
видимому обусловлено внутримолекулярным
взаимодействием BODIPY�группы и птероино�
вого остатка МТХ.
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Synthesis of a Fluorescent Analog of Methotrexate Lipophilic Prodrug

Yu. V. Vlasenko, A. S. Alekseeva, E. L. Vodovozova#
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Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. MiklukhoQMaklaya 16/10, GSP Moscow, 117997 Russia

A fluorescent analog of the lipophilic prodrug of antitumor agent methotrexate has been synthesized. The
conjugate consists of a residue of racQ1�[13�(Me4�BODIPY�8)tridecanoyl]�2�oleoylglycerol connected to
methotrexate by ester bond via β�Ala�N�carbonylmethylene linker (Me4�BODIPY�8,4,4�difluoro�1,3,5,7�
tetramethyl�4�bora�3а,4а�diaza�s�indacen�8�yl). The probe is designed for incorporation in the membrane
of liposomal vehicle to study a mechanism of interaction with tumor cells and an intracellular traffic.

Keywords: methotrexate, lipophilic prodrugs, liposomes, BODIPYQlabel
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