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МНОГОЦЕЛЕВЫЕ БИОРЕАКТОРЫ НА ОСНОВЕ ФОСФОЛИПОЛИЗА

Аннотация. Представлен обзор основных экспериментальных результатов в области новых направлений (энзимо-
терапия и энзимодиагностика) практического использования ферментативного гидролиза фосфолипидов (фосфоли-
полиза), нарушение которого приводит к развитию ряда социально опасных заболеваний: онкологических, сердечно-
сосудистых, инфекционных, воспалительных и т. д. Разработан ряд многоцелевых биореакторов на основе использо-
вания ферментов фосфолипаз А2 (ФЛА2), принимающих участие в фосфолиполизе: одноферментные нанореакторы 
ФЛА2-лиганд и сопряженные биферментные нанореакторы; ФЛА2-гемоглобин; ФЛА2-миоглобин; ФЛА2-цитохром 
Р-450 (CYP2B4) и ФЛА2- цитохром Р-450 (CYP3A4).
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MULTI-PURPOSE BIOREACTORS BASED ON PHOSPHOLIPOLYSIS

Abstract. Overview of the main experimental results in the field of new directions of phospholipolysis practical appli-
cations – enzyme therapy and diagnostics are presented. Phospholipases, which are enzymes that hydrolyze phospholipids, 
are known as markers of socially dangerous diseases: oncological, cardiovascular, infectious, inflammatory, etc. We proposed 
a number of diagnostic biosystems based on phosphatideacylhydrolases and hemoproteins: Phospholipase A2–ligand, 
Phospholipase A2–cytochrome P450, Phospholipase A2–myoglobin, Phospholipase A2–hemoglobin. The latter system was 
used to produce and implement for the first time in the clinical practice the diagnostic kit PLA2-PHOA for identifying patients 
with necrotic pancreatitis. The results of preclinical and clinical testing of the PLA2-PHOA kit for the detection of pancreatitis 
based on the determination of the activity of phospholipase A2 of blood are presented and discussed.
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Введение. Фосфолиполиз или расщепление фосфолипидов в организме осуществляется ги-
дролазами липидного метаболизма, относящимися к классу фосфолипаз, среди которых наибо-
лее изучено суперсемейство фосфолипаз А2 (ФЛА2, КФ 3.1.1.4), включающих 16 таксономических 
типов [1–4]. Так, по имеющимся в настоящее время сведениям, геном человека кодирует более  
30 (даже 50) ФЛА2 или сходных по функции ферментов [5]. Фосфолипазы и продукты осуществля-
емых ими ферментативных процессов участвуют в многоэтапном каскаде биохимических реак-
ций, имеющих большое значение в обеспечении жизнедеятельности организма и, в частности, 
отвечающих за передачу внешних сигналов на межклеточном уровне. ФЛА2 – липолитический 
фермент, катализирующий гидролиз сложноэфирной связи во втором положении глицеринового 
скелета молекулы фосфолипидов, составляющих более 60 % клеточной мембраны. 
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Метаболические функции ФЛА2 разнообразны: от участия в осуществлении барьера кожных 
покровов [6], переваривания фосфолипидов пищи, до генерации важнейших внутриклеточных 
мессенджеров, а также модуляции апоптоза при патологиях [5]. При воздействии ФЛА2 на фос-
фолипиды клеточных мембран образуются биоактивные лизофосфолипиды и жирные кислоты, 
в том числе арахидоновая кислота, которая в дальнейшем превращается в мощные медиаторы 
биохимических процессов – простагландины (ПГ), лейкотриены и тромбоксаны. Простагланди-
ны увеличивают скорость тока крови и инфильтрацию лейкоцитов к очагам воспаления, чем 
способствуют развитию воспалительного процесса. Лизофосфолипид, образующийся при ги-
дролизе фосфатидилхолинов под действием фосфолипазы А2, является предшественником фак-
тора активации тромбоцитов – еще одного медиатора воспаления. 

Значительное увеличение активности ФЛА2 в органах и тканях происходит при многих забо-
леваниях, угрожающих жизни человека, – остром некротическом панкреатите, развитии воспа-
лительных [7] и онкологических процессов, тромбообразовании, ишемии тканей, астмы и аллер-
гии [8], язвенной болезни, отеках вследствие радиационного поражения и др. [9, 10]. Многие за-
болевания, например такие, как атеросклероз, диабет, ревматоидный артрит, инсульт, инфаркт 
миокарда, острые и хронические воспалительные процессы, характеризуются сочетанием пере-
кисного окисления липидов с повышенной ферментативной активностью ФЛА2 [11].

1. Фосфолипазы А2 и их взаимосвязь с воспалительными процессами, как основа кли-
нико-диагностических методов. Как известно, воспалительный процесс – это комплексный от-
вет организма на болезнетворное действие, включающий на фоне активации иммунной системы 
изменение проницаемости сосудов и накопление внеклеточной жидкости, содержащей широкий 
круг биоактивных компонентов, в том числе белков и пептидов острой фазы. Полагают, что акти-
визирующиеся при воспалении клетки, в том числе нейтрофилы, моноциты и макрофаги, явля-
ются источником циркулирующей фосфолипазы А при непанкреатических заболеваниях. 

Индикатором воспаления в клинической практике в настоящее время считается уровень 
С-реактивного белка (CRP) в крови больного. При многих патологических состояниях отмечается 
тесная корреляция между концентрацией фосфолипазы А2 и уровнем CRP. Поэтому фосфолипазу А2 
также относят к белкам острой фазы. Хотя традиционное определение уровня CRP методически 
проще, определение фосфолипазной активности позволяет лучше понять патологические со- 
стояния и дать дополнительную информацию относительно прогноза различных нарушений [11]. 
Наибольший вклад в развитие и распространение воспалительных процессов в организме среди 
липолитичесих ферментов вносят низкомолекулярные секреторные фосфолипазы А2 (типа IB, 
IIA и схожие с ними типы V, X) и высокомолекулярная липопротеин-ассоциированная фосфоли-
паза А2 (ЛП-ФЛА2) [12].

Клиническое значение определения фосфолипазной активности в сыворотке крови больных 
и использование этих данных в прогностических целях для лечения пациентов интенсивной те-
рапии обсуждается в работе [13]. 

В связи с этим ферменты суперсемейства ФЛА2 используются как биомаркеры ряда заболе-
ваний. Например, на сегодняшний день ЛП-ФЛА2 рассматривается как важный сердечно-сосу-
дистый маркер, независимый предиктор риска развития ишемической болезни сердца, ФЛА2 
типа IB – острого некротического панкреатита, а ФЛА2 типа IIA предлагается как биомаркер 
множественных патологий, таких как сепсис, рак простаты, желудка и легких [14]. Ряд примеров 
использования фосфолипаз в медицине для диагностики представлен в таблице.

Из изложенного в таблице видно, что имеющиеся способы определения активности фосфо-
липаз А2 в биологических объектах достаточно разнообразны. В них используют прямое опреде-
ление продуктов реакции или опосредованное воздействие этих продуктов на специфические 
агенты, идентифицируемые с помощью титрования, флуорометрии, колориметрии и других фи-
зико-химических методов. Однако приведенные выше методы отличаются многостадийностью, 
разной степенью чувствительности, воспроизводимости, пригодности к определению фосфоли-
паз разной специфичности (А1 и А2) в биологических жидкостях, а также имеют другие недостатки.  
В них используются неприродные синтетические субстраты, требующие трудозатратных слож-
ных синтезов, ферментативный гидролиз которых отличается от нативного субстрата и не всег-
да адекватно отражает активность фосфолипаз. 
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Применение фосфолипаз А2 в медицине для диагностики

Applications of phospholipases A2 in medicine for diagnostics

Фермент Диагностика Способ детекции Источник

ФЛА в сыворотке крови Вирусных гепатитов  
и подпеченочных желтух 

Титриметрический (ацидометрический)  
метод-титрование жирных кислот щелочью [15]

ФЛА2 в синовиальной 
жидкости и в сыворотке 
крови 

Воспалительных процессов Спектрофотометрический метод с использова-
нием окрашенных (хромофорных) субстратов [16]

ФЛА2 в бронхо- 
альвеолярной жидкости

Кистозного фиброза Радиометрический метод [17]

Цитозольная ФЛА2 IV 
типа в сыворотке крови

Дисфункции клеточной  
сигнальной системы,  
психических заболеваний

Иммуноферментный анализ (ELISA), радиоим-
мунный, иммунолюминисцентный, иммуно-
флуоресцентный и иммунологический методы 
с элементами биосенсорной технологии

[18]

ФЛА2 IB типа в сыворот-
ке крови

Воспалительных процессов,  
в том числе панкреатита

Иммуноферментный анализ, флуориметриче-
ский и фотометрический метод с использовани-
ем хромофорного субстрата

[19–24]

ФЛА2 IIА типа  
в сыворотке крови

Рака простаты и доброкачест-
венной гиперплазии простаты

Радиоиммунный, иммуногистохимический, 
иммунохимический (ELISA) методы, метод 
гибридизации, анализ конкурентного  
связывания, Вестерн-блоттинг и др.

[25]

ФЛА2 в биологическом 
объекте

Ревматоидного артрита Уровень белка, активирующего фосфолипазу А [26]

Общая активность iФЛА, 
iФЛАβ и цФЛА2  
в биологическом объекте

Онкозаболеваний гинеколо-
гической сферы, в том числе 
эпителиального рака яичников

Флуорометрический анализ
[27]

ФЛА2 в спинномозговой 
жидкости

Состояния проницаемости 
гематоэнцефалического  
барьера

Флуорометрический анализ
[28]

Липопротеид-ассоции-
рованная ФЛА2  
(ЛП-ФЛА2), или  
ФАТ-гидролаза в крови

Риска развития инфарктов  
и инсультов

Колориметрический анализ 

[29–32]

ЛП-ФЛА2 Риска развития инфарктов  
и инсультов

Иммунохимический метод с использованием 
гибридного иммунозахвата [33]

ЛП-ФЛА2 Заболеваний коронарных 
артерий

Флуорометрический анализ [34]

ЛП-ФЛА2 Спинально-опосредованных 
воспалительных процессов

Радиометрический метод – использование  
радиоактивно меченных синтетических  
фосфолипидов, содержащих 14С либо 3Н-ме-
ченные жирные кислоты по sn-2 положению

[35]

ЛП-ФЛА2 Спинально-опосредованные 
воспалительные процессы

Позитрон-эмиссионная томография или  
компьютерная томография на основе эмиссии 
одиночного фотона

[36]

2. Структурно-функциональные особенности фосфолипаз и их использование для при-
кладных исследований. В лаборатории прикладной энзимологии Института биоорганической 
химии НАН Беларуси накоплен значительный потенциал в изучении важнейших практически 
значимых аспектов структурной химии 10 фосфолипаз разных классов (ФЛА2 ядов трех змей  
и пчелы, панкреаса свиньи, человека; трех изоформ микробных ФЛС и D1 – из капусты), а также 
в области их взаимодействия с ферментами стероидогенеза (CYP2B4 и CYP3A4) на основе углу-
бленных исследований взаимосвязи структура–функция в условиях воздействия внутренних  
и внешних факторов на гидролиз фосфолипидов (фосфолиполиз) [37].

Фосфолипазы уникальные ферменты: они являются хорошо растворимыми в воде белками,  
а субстрат – гидрофобные фосфолипиды, образующие в воде супрамолекулярные комплексы – 
мицеллы, двухслойные и многослойные образования, так называемые липосомы или ламеллы 
(рис. 1). Поэ тому у этих катализаторов, которые работают на поверхности раздела «липид–вода» 
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и являются ферментами межфазного катализа, в отличие от других ферментов в молекуле, кроме 
традиционного каталитически активного центра, имеется дополнительный участок на поверх-
ности глобулы для прикрепления к межфазной поверхности – сайт распознавания поверхности 
(СРП). Лимитирующей стадией в фосфолиполизе является стадия взаимодействия ФЛА2 с поверх-
ностью раздела фаз, т. е. с СРП. 

Мы установили в структуре фосфолипаз новые, исключительно важные для катализа эле-
менты и их свойства: анионный сайт в каталитическом центре фермента, более значимый для 
фосфолипаз С, чем для фосфолипаз А2; не только одинаковые участки на поверхности белка, 
отвечающие за взаимодействие с антителами, впервые полученными для фосфолипаз, но и на-
личие отличающихся областей на поверхности, которые и обуславливают разную специфич-
ность одного типа фосфолипаз; сходство первичной структуры фосфолипаз и пептидаз, особен-
но в области активного центра, что позволило впервые отнести фосфолипазы к типу «сериновых 
катализаторов»; наличие белок-белкового взаимодействия между фосфолипазами и цитохромом 
Р450 как прямого, так и опосредованного при утилизации лекарственных средств [38]. При моде-
лировании клеточной мембраны в виде протеолипосом установлено, что включение белков (ин-
тегральных, периферических, растворимых) в модельные мембраны модулирует фосфолиполиз, 
особенно в прибелковом слое.

Что касается функции, то нами установлено, что при взаимодействии фермента с субстратом 
роль химического строения субстрата второстепенна. На первый план при фосфолиполизе выхо-
дит супрамолекулярная организация субстрата. По степени ускорения химической реакции в зави-
симости от организации межфазной поверхности формы субстрата можно расположить следу-
ющим образом: одиночные молекулы, липосомы (в виде сэндвича), монослой на поверхности 
раздела липид–воздух, смешанные мицеллы с детергентами. 

Количественно фосфолиполиз оценивается не одной константой Михаэлиса, характеризующей 
каталитический процесс у других ферментов, а также константой связывания фермента с по-
верхности раздела «липид–вода» [39]. Их активность зависит от надмолекулярной структуры, 
заряда, физико-химического состояния (кристаллическое или жидкокристаллическое) и упаков-
ки (цилиндрическая, гексагональная, конусообразная) фосфолипидов в межфазной поверхности. 
Например, с увеличением отрицательного заряда в составе мицеллярной межфазной поверхно-
сти начальная скорость панкреатической ФЛА2 увеличивается в 2–2,5 раза [40]. Благодаря их 

Рис. 1. Надмолекулярная структура субстрата фосфолипаз

Fig. 1. Supramolecular structure of the phospholipase substrate
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стерической и позиционной специфичности ФЛА2 являются ценным инструментом в химии  
и биохимии липидов. Ферменты суперсемейства ФЛА2 и ФЛС используют для установления по-
зиционного распределения жирных кислот при анализе фосфоглицеридов, для разделения раце-
мических смесей липидов, а также в синтезе липидов для получения фосфоглицеридов со сме-
шанным составом жирных кислот [41]. 

Липолитические ферменты, как показано на примере 1,3-циклогександионов [40], обладают 
особым видом специфичности – поверхностной специфичностью, которая характеризует спо-
собность липолитического фермента присоединяться лишь к одной или нескольким организо-
ванным поверхностям раздела липид–вода и осуществлять предпочтительный гидролиз, т. е.  
с более высокими скоростями одного и того же липида в составе одной или нескольких супрамо-
лекулярных формах организации субстрата (мономолекулы, супрамолекулярные агрегаты – ми-
целлы, ламеллы, липопротеиновые комплексы, цельные клеточные мембраны). 

При этом обнаружено, что поверхностная специфичность фосфолипаз, строго соблюдаемая  
в обычных условиях, может кардинально изменяться под действием ксенобиотиков, например 
циклогександионов. А при изменении заряда межфазной поверхности субстрата фосфатидили-
нозитспецифичная фосфолипаза С (ФИ-ФЛС) теряет свою абсолютную специфичность – выс-
ший неизменяемый тип специфичности, известный для ферментов (рис. 2). Изменение организа-
ции молекул ФЛ от бислоя к мицелле, а также усиление отрицательного заряда мицеллы за счет 
дезоксихолата натрия (ДОХ) или замена на положительный в мицеллах с цетилтриметиламмо-
ний бромидом (ЦТАБ) приводит к потере ФИ–ФЛС ее специфичности: хотя ФИ гидролизуется 
на том же уровне, происходит разрушение и других ФЛ [42].

Таким образом, полученные новые фундаментальные знания привели нас к развитию при-
кладных исследований в таких направлениях, как использование этих ферментов для обнаруже-
ния потенциальных, терапевтически важных соединений (энзимотерапия) и определение актив-
ности энзимов как маркеров патологических процессов (энзимодиагностика). В рамках первого 
направления решались следующие задачи: определение физиологической активности химиче-
ских соединений; противоэнзимная устойчивость липосом как контейнеров для лекарств; уста-
новление безопасных доз антибиотиков. В рамках второго направления решаются такие задачи: 
диагностика панкреатита; контроль биобезопасности пестицидов; оценка антиоксидантного по-
тенциала организма; вирулентность фосфолипаз.

Для обеспечения исследований в этих направлениях разработан ряд биокаталитических сис-
тем: одноферментные нанореакторы ФЛА2-лиганд и сопряженные биферментные нанореакторы; 
ФЛА2-гемоглобин[44–49,]; ФЛА2-миоглобин; ФЛА2-CYP2B4 и ФЛА2-CYP3A4 [50], ФЛ-миогло-
бин [51] (рис. 3). 

            Липосомы                     Мицеллы с ДОХ           Мицеллы с ЦТАБ          Мицеллы с тритоном Х-100

Рис. 2. Специфичность ФИ-ФЛС к глицерофосфолипидам в составе ламеллярной и мицеллярной межфазной  
поверхности разного заряда (за единицу принята скорость гидролиза ФИ) [42]

Fig. 2. Specificity of PI-PLC to glycerophospholipids in the composition of lamellar and micellar interfacial surfaces  
of different charges (the rate of PI hydrolysis is taken as a unit) [42]
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3. Одноферментные нанореакторы ФЛА2-лиганд. Одним из распространенных современ-
ных методов изучения фермент-лигандных взаимодействий, в том числе и представителей се-
мейства ФЛА2, является их оценка путем компьютерного моделирования (докинга) [52], которое 
впоследствии обязательно требует экспериментального подтверждения. 

Участие внутриклеточных, секреторных и кальций-независимых ФЛА2 (iФЛА2) в воспали-
тельных процессах делает их привлекательными мишенями для разработки мощных и селек-
тивных ингибиторов [53, 54]. Для понимания связывания и взаимодействия ингибиторов вну-
триклеточных и кальций-независимых iФЛА2 использовалось моделирование HD-XMS и моле-
кулярной динамики [55]. Фторокетоновые ингибиторы были идентифицированы как мощные 
ингибиторы в 2010 г. [56]. Был обнаружен новый класс ингибиторов iФЛА2, который содержит 
гетероциклическое кольцо вместо фторметиловой группы [57]. Моделирование молекулярной 
динамики показало, что карбонильная группа ингибитора образует водородные связи с оксиани-
онным отверстием (Gly486/Gly487) и гетероциклическим кольцом с Asn658 (рис. 4). Гидрофоб-
ный «хвост» ингибитора связывается в кармане, где обычно связывается sn-2 жирная кислота. 

Вместе с тем фосфолипазы уже давно используются напрямую в эксперименте как индика-
торы ингибиторов фосфолиполитических процессов. Так, описаны фармацевтические компози-
ции для выявления специфических высокоэффективных ингибиторов ФЛА2 [35–58] таких, как 
производное 2-оксоамида [24], дарапладиб [35] и другие ингибиторы [59]. В наших исследовани-
ях, например, для выявления среди химических соединений потенциальных антипанкреатит-
ных или антигемолитических средств в качестве индикаторов таких взаимодействий целена-
правленно применялись фосфолипазы с учетом источников их получения (панкреатическая же-
леза, яд змеи) и специфичности.

3.1. Определение физиологической активности химических соединений на фосфолиполиз. 
Осуществлялся скрининг десятков тестируемых веществ, которые химически не связаны с суб-
стратом ФЛА2, на их способность подавлять фосфолиполиз: сначала полуколичественным мето-
дом с использованием гель-диффузии ферментов в агарозный гель, содержащий эмульсию яич-
ного желтка [60] или эритроциты [61]. Затем среди выявленных образцов с наиболее выраженным 

 

Каскадные биореакторы  
на основе систем: Биореакторы 

на основе системы  
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«Фософлипаза 
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Рис. 3. Разработанные многоцелевые биореакторы на основе фосфолиполиза. Структуры белков взяты  
из Базы данных белков (PDB: PLA2 (4g5i), Hb (3odq))

Fig. 3. Developed multipurpose bioreactors based on phospholipolysis. Protein structures are taken  
from the Protein Database (PDB: PLA2 (4g5i), Hb (3odq)
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ингибирующим ферменты эффектом проводили углубленное изучение их действия количе-
ственно с помощью кинетики ферментативной реакции [62, 63]. 

В качестве лиганда выступали низкомолекулярные биорегуляторы: производные проста-
гландинов [64], циклогександионов, нуклеозидов, лизолипидов [65], органических кислот и др. 
Среди них при внесении в реактор ФЛА2 кобры путем установления эффекта ингибирования 
были выявлены соединения с антигемолитической активностью – потенциальные противоядия. 
При внесении ФЛА2 панкреаса – потенциальные противовоспалительные соединения с предпо-
лагаемыми антипанкреатитными свойствами [66] (рис. 5). 

Благодаря ингибиторному анализу в процессе изучения действия различных низкомолеку-
лярных биорегуляторов нами установлены конкретные механизмы катализа: прямой, опосредо-

Рис. 4. Связывание ингибитора, содержащего гетероциклическое кольцо при взаимодействии  
с кальций-независимыми ФЛА2 (iФЛА2) по [1]

Fig. 4. Binding of an inhibitor containing a heterocyclic ring under interacting  
with calcium-independent PLA2 (iPLA2) according to [1]

Рис. 5. Липолиз в присутствии фосфорорганических производных нуклеозидов как потенциальных антипанкреатитных 
средств [40]

Fig. 5. Phospholipolysis in the presence of organophosphorus derivatives of nucleosides as potential antipancreatitis agents [40]
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ванной и обратной связи. Обнаружены неизвестные ранее ингибиторы фосфолиполиза среди 
амидов жирных кислот, 9-Ме, 10-Ме, 11-Ме аналогов простагландинов, производных тиотетро-
новой кислоты, оксазола, 1-, 3-циклогександионов, фосфодиэфирных производных ацикловира  
и аденозина и др. [62, 63, 66].

3.2. Контроль безопасности пестицидов. На основе биореактора «ФЛА2-лиганд» предло-
жена система контроля безопасности пестицидов для пищеварительной системы. Нами показа-
но, что при внесении ряда производных 1,3-циклогександиона в биореактор «ФЛА2-лиганд» на-
блюдается снижение активности пищеварительного фермента панкреатической ФЛА2 по отно-
шению к одной форме организации субстрата (липосомы) и увеличение по отношению к другой 
(смешанные мицеллы с ДОХ) (рис. 6). Это в практическом плане очень важно, поскольку предпо-
лагает при экстраполяции на живой организм возможное ингибирование процесса фосфолипо-
лиза при пищеварении (ФХ в мицеллярной фазе) и нежелательный гидролиз клеточных мембран 
кишечной стенки (ФХ в ламеллярной фазе).

На основе анализа полученных результатов в совокупности с литературными данными пред-
ложена схема (рис. 7) взаимодействия между ФЛА2 и субстратом в мицеллярной и ламеллярной 
фазах при различном значении рН в присутствии эффекторов на примере производных цикло-
гександиона. Предположительно может идти конкуренция двух процессов: образование комплек-
са фермент–мицелла 1 в соответствии с моделью Денниса [40, 67, 68] и образование Шиффового 
основания 3 между кетогруппами циклогександиона и аминогруппами сайта распознавания по-
верхности (СРП) раздела фаз ФЛА2. Промежуточной стадией между двумя конкурирующими 
процессами является протонирование-депротонирование аминогрупп СРП раздела фаз 2. Исходя 
из предложенной схемы, возможна регуляция смещения идущих процессов в ту или иную сто-
рону при помощи рН.
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Рис. 6. Фосфолиполиз в присутствии циклогександионов [40]

Fig. 6. Phospholipolysis in the presence of cyclohexanediones [40]
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При высоких концентрациях производных 1,3 циклогександиона (100 мкг/мл) наблюдаемое 
ингибирование фосфолиполиза в мицеллярной фазе, по нашему мнению, обусловлено смещени-
ем равновесия в направлении 1 → 2 → 3 с образованием Шиффовых оснований. В описанных 
взаимодействиях, согласно литературным данным, играют определенную роль аминогруппы 
сайта распознавания поверхности раздела фаз. Модификация гидрофильного СРП пестицидами, 
или другими соединениями (ацилирование) с приданием большей гидрофобности может изме-
нять специфичность к надмолекулярной форме организации субстрата (равновесия 1, 4), что 
подтверждается нашими экспериментами. Показано, что реакции липолиза в присутствии пе-
стицидов циклогександионового ряда регулируются при помощи рН (равновесие 5).

3.3. Противоэнзимная устойчивость конъюгатов фосфолипидов с компонентами нуклеи
новых кислот. Конъюгаты фосфолипидов с компонентами нуклеиновых кислот, обладающих 
противовирусным или противоопухолевым действием, являются новыми лекарственными фор-
мами с пониженной токсичностью и повышенной биодоступностью. Однако появляется пробле-
ма сохранения их целостности в организме при доставке к органу мишени из-за наличия в пище-
варительном тракте панкреатической ФЛА2 с высокой активностью, которая может разрушить 
фосфолипидную составляющую конъюгата. Поэтому возникает необходимость тестирования 
таких конъюгатов, как возможных субстратов для ФЛА2 панкреаса. Это направление исследова-
ний с использованием биореактора «ФЛА2-лиганд», предусматривающего химически связанный 
с субстратом лиганд, показало, что устойчивость к ферментативной деградации конъюгатов фос-
фолипидов с компонентами нуклеиновых кислот зависит от нуклеозидной составляющей [66].

Так, отсутствие фосфолиполиза в случае использования в качестве фосфолипазного субстра-
та в виде липосом конъюгата фосфатидилэтаноламина с модифицированным нуклеозидом по-
зволило нам предложить его в качестве средства с потенциальной биологической активностью, 
повышающего устойчивость к действию панкреатической фосфолипазы А2 [69]. Обнаружено, 
что липоконъюгат мощного противоонкологического средства клофарабин (фосфатидилклофа-
рабин) также полностью устойчив к действию этого фермента [70], что обеспечивает его лучшую 
биодоступность.

3.4. Противоэнзимная устойчивость липосом, как контейнеров для лекарств. В отсутст вие 
лиганда при условии использования липосом в качестве субстрата для ФЛА2 панкреаса проведена 
оценка их противоэнзимной устойчивости в целях применения как потенциальных контейнеров 
для лекарств и предложены составы липосом, наименее подверженные ферментативному разру-
шению (рис. 8). 
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Рис. 7. Взаимодействие ФЛА2 с субстратом в мицеллярной и ламеллярной фазах  
в присутствии производных 1,3 циклогександиона [40]

Fig. 7. Interaction of PLA2 with substrate in micellar and lamellar phase in the presence  
of derivatives of 1.3 cyclohexandyone [40]
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Наибольшую усточивость к ферментативному разрушению, по нашим данным, проявили 
фосфолипиды в составе двухкомпонентных липосом со сфингомиелином. По скорости фермен-
тативного расщепления однокомпонентных липосом наблюдается следующий ряд: ФИ = ФЭ > 
ФХ > ФГ. Степень гидролиза ДОФХ снижалась практически вдвое в эквимолярной смеси с ДОФГ. 
Не желательно включение вторым компонентом в липосомы анионных фосфолипидов (ФМ, ФЭТ, 
ФЭГл), поскольку обнаружен их стимулирующий эффект (в соотношении 1:3 моль/моль) на де-
градацию цвиттер-ионного – основы липосомального контейнера [38].

3.5. Вирулентность фосфолипаз и липосомальные контейнеры. В качестве белка острой 
фазы ФЛА2 группы IIA преимущественно активируется при развитии воспалительных процес-
сов или бактериальной инвазии. ФЛА2 группы IIA млекопитающих способны проникать в кле-
точную стенку бактерий. Клеточная стенка грамположительных бактерий состоит из множества 
слоев пептидогликана, сшитых пептидными межклеточными перемычками. Отрицательно заря-
женные тейхоевые и липотейхоевые кислоты прикрепляются к пептидогликану или мем бране со-
ответственно, создавая отрицательный заряд, который притягивает ФЛА2-IIA через электростати-
ческие взаимодействия. После первоначального связывания ФЛА2-IIA проникает в клеточную 
стенку для гидролиза бактериальной мембраны, содержащей фосфатидилглицерин и фосфати-
дилэтаноламин. Грамотрицательные бактерии обладают тонким пептидогликановым слоем, по-
крытым наружной мембраной, которая покрыта липополисахаридом (ЛПС). Покрытие из ЛПС 
препятствует внедрению ФЛА2-IIA в клеточную стенку, значительно снижая бактерицидность 
действия ФЛА2 по отношению к грамотрицательным бактериям [14]. Из-за своей способности  
к элиминации множественных патогенов ФЛА2-IIA долгое время считалась антибиотикоподоб-
ным белком [71]. 

Однако поскольку некоторые патогены, такие как Pseudomonas aeruginosa и Porphyromonas 
gingivalis, продуцируют его для элиминации окружающих бактерий, полагают, что ФЛА2-IIA 
микроорганизмов играет ключевую роль в дисбактериозе [72]. При этом на первый план выхо-
дит проблема устойчивости липосомальных контейнеров лекарств к микробной ФЛА2, которая 
требует особого внимания и отдельного изучения в перспективе.

4. Сопряженные каскадные биореакторы, включающие два белка. Имеются единичные 
сообщения об использовании спаренного действия двух ферментов для определения активности 
фосфолипазы А2: сначала под действием ФЛА2 от субстрата отщепляется линолевая кислота, 
которая окисляется далее липоксигеназой с образованием гидроперекисного производного, что 

Рис. 8. Стратегия оценки устойчивости к атаке панкреатической фосфолипазой А2 липосом, включающих фосфа-
тидил: -холин (ФХ); -этаноламин (ФЭ); -этанол (ФЭТ); -инозит (ФИ); -глицерол (ФГ); -серин(ФС); -этиленгликоль 
(ФЭГл); -метанол (ФМ), а также кардиолипин (КЛ); -диолеоил- (ДОФХ) и димиристоилфосфатидилхолин (ДМФХ); 

сфингомиелин (СМ)

Fig. 8. The strategy for assessing the resistance to attack by pancreatic phospholipase A2 of liposomes containing phosphatidyl: 
-choline (PC); -ethanolamine (PE); -ethanol (PET); -inositol (PI); -glycerol (PG); -serine (PS); -ethylene glycol (PEG), -meth-
anol (PM), as well as cardiolipin (CL); dioleoyl- (DOPC) and dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC); sphingomyelin (SM)
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сопровождается увеличением поглощения при 234 нм, которое измеряется спектрофотометри-
чески [73]. 

Нами разработаны сопряженные каскадные биореакторы, также содержащие два белка, всту-
пающих в действие поэтапно. Во-первых, на основе системы фосфолипаза А2–цитохром Р450, 
перспективной в отношении определения безопасной для желудочно-кишечного тракта дозы анти-
биотиков [74]. Во-вторых, фосфолипаза А2–гемоглобин, использованная для создания и внедрения 
в клиническую практику не имеющего аналогов в мире диагностического набора «ФЛА2-ФОА» 
для выявления больных некротическим панкреатитом и определения общей антиоксидантной 
активности крови. В-третьих, фосфолипаза А2–миоглобин для определения общей антиоксидант-
ной способности крови.

4.1. Биореактор на основе системы фософолипаза А2–цитохром Р450. Ранее нами было 
обнаружено с помощью кругового дихроизма наличие белок-белкового взаимодействия между 
цитохромом Р450 и секреторными ФЛА2 из различных источников [74]. Далее проведенное ис-
следование на кинетическом уровне активности ФЛА2 в условиях повышающейся концентрации 
цитохрома Р450 (моль/моль) в присутствии и в отсутствие эконазола – антибиотика нового поко-
ления (рис. 9) показало, что преинкубация с эконазолом цитохрома Р450 3А4 человека повышает 
активирующее действие последнего на фосфолипазную реакцию.

Полученные данные при масштабировании могут стать основой для методики тест-системы 
определения in vitro безопасных доз антибиотиков, чтобы последние при биологически несовме-
стимых концентрациях не модулировали фосфолиполиз клеточной стенки кишечника.

4.2. Биореактор на основе системы фосфолипаза А2–гемоглобин. В литературе имеются 
данные об определении активности ФЛА2 с использованием системы фосфолипаза А2–гемогло-
бин, которая основана на гемолизе эритроцитов под действием лизолецитина, образующегося из 
фосфолипидов под действием ФЛА2, и последующем определении высвобождающегося при этом 
гемоглобина. Свободный гемоглобин измеряется либо феррицианидным методом по Нейману, 

 

Рис. 9. Схема сопряженности биохимических процессов антибиотик↔цитохром Р450↔фосфолипаза А2: эконазол 
действует на активность ФЛА2 предположительно через конформационные изменения цитохрома Р450, которые 

влияют на взаимодействие цитохрома и фосфолипазы А2 [74] и приводят к активации фосфолиполиза

Fig. 9. Scheme of the interconnection of biochemical processes antibiotic ↔ cytochrome P450 ↔ phospholipase A2: econazole 
affects the activity of PLA2 presumably through conformational changes in cytochrome P450, which affect the interaction  

of cytochrome and phospholipase A2 [74] and lead to phospholipolysis activation
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или используется пероксидазоподобная активность гемоглобина по изменению окраски тетраме-
тилбензидина в присутствии перекиси водорода [24]. 

В нашем биореакторе в качестве индикатора фосфолиполиза используются спектральные из-
менения непосредственно гемоглобина под влиянием жирных кислот [75], высвобождаемых из 
фосфатидилхолина под действием ФЛА2.

Сначала при взаимодействии фермента ФЛА2 (PLA2) с фосфолипидами (субстрат, PL) отще-
пляется жирная кислота (ЖК). Затем во время образования супрамолекулярного комплекса ге-
моглобина (Hb) с ЖК, образованной в процессе фосфолиполиза, гемопротеин превращается  
в окисленную низкоспиновую форму – гемихром, что выражается в развитии на третьем этапе 
разностного спектра, который измеряется спектрофотометрически (рис. 10). 

При этом интенсивность возникающего спектра является количественным показателем ак-
тивности панкреатической ФЛA2 в сыворотке крови. Все этапы проходят в кювете спектрофото-
метра в одну стадию. На этой основе разработана уникальная методология определения актив-
ности ФЛA2 в биологических жидкостях [76], а также создана не имеющая аналогов в мире соот-
ветствующая тест-система и организовано совместное с ХОП ИБОХ производство наборов 
реагентов ФЛА2–ФОА для диагностики острого некротического панкреатита [77].

Эта же система в случае использования совместного УФ-облучения липидной фазы совмест-
но с сывороткой крови позволяет определять с помощью активности ФЛА2, обладающей антиок-
сидантными свойствами [78], и стандартного антиоксиданта Тролокса общую антиоксидантную 
активность организма [46]. Биореактор на основе системы фосфолипиды–миоглобин послужил 
основой для определения не энзиматическим путем общей антиоксидантной способности сыво-
ротки крови, как более точного интегрального показателя устойчивости организма к действию 
активных форм кислорода [51]. 

Заключение. Высокая чувствительность, селективность и прямая корреляционная зависи-
мость спектрального ответа гемопротеинов на действие жирной кислоты, как продукта фосфо-
липолиза под действием ФЛА2 в представленных выше биреакторах, позволяет решать широ-
кий круг задач, в том числе определять физиологическую активность химических соединений 
(биореактор «ФЛА2–лиганд»); проводить контроль биобезопасности для желудочно-кишечно-
го тракта пестицидов (биореактор «ФЛА2–лиганд»); диагностировать панкреатит (биореактор 
«ФЛА2–гемоглобин»); осуществлять оценку антиоксидантного потенциала организма путем 
определения в крови общей антиоксидантной активности (биореакторы «ФЛА2–миоглобин», 
«ФЛА2–гемоглобин») и общей антиоксидантной способности (неэнзиматический биореактор 
«фосфолипиды–миоглобин»). При этом в отличие от других исследователей в наших биореак-
торах целенаправленно использовались надмолекулярные формы субстрата ФЛА2, характерные 
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Рис. 10. Экспериментальная модель определения активности ФЛА2 (PLA2) в биологических жидкостях  
c использованием спектральных изменений гемоглобина (Hb) под действием жирной кислоты,  

как продукта реакции фосфолиполиза 

Fig. 10. Experimental model for determining the activity of PLA2 in biological fluids using spectral changes  
in hemoglobin (Hb) under the action of a fatty acid as a phospholipolysis reaction product
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для функционирования организма человека при пищеварении: смешанные мицеллы фосфо-
липидов с желчными кислотами и липопротеиновый комплекс яичного желтка, а также би-
слойные липосомы, сформированные из фосфатидилхолина, как модель клеточной стенки ки-
шечника.

Приоритет этих направлений применения фосфолиполиза подтвержден более полутора де-
сятков патентов, в том числе двумя патентами Евразийского патентного ведомства. Фундамен-
тальные исследования, положенные в основу разработок указанных выше биореакторов, удостое-
ны Государственной премии Республики Беларусь (в составе коллектива); поддержаны Фондом 
Сороса и рядом проектов Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследова-
ний; включены в ТОП-10 (2017 г.) научных достижений Национальной академии наук Беларуси; 
отмечены сертификатами и свидетельствами о признании на международном уровне (Рим–2018, 
Дубай–2019, Сингапур–2019, Лондон–2019, Рим–2020). 
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