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Обзор основных экспериментальных результатов в области изучения межфазного катализа липолитических ре-
акций с участием фосфолипаз А2 и С разной специфичности в присутствии ряда биологически активных соедине-
ний, содержащих в своей структуре фрагменты, которые потенциально могут взаимодействовать с функционально 
значимыми участками активного центра этих липолитических ферментов. Предложено использование фосфолипо-
лиза в качестве индикатора для определения биобезопасности ксенобиотиков и диагностики острого некротическо-
го панкреатита.
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The main experimental results on interfacial catalysis of lipolytic reactions involving phospholipases A2 and C with 
different specificity in the presence of some biologically active compounds containing fragments that could potentially in-
teract with functionally important sites of the active center of these lipolytic enzymes, have been discussed. It has been 
suggested to use phospholipolysis as an indicator to determine the biosafety of xenobiotics and diagnostics of acute ne-
crotizing pancreatitis. 
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Введение. Основные причины интенсивного изучения липолитических реакций и их катали-
заторов изложены в фундаментальном труде Брокерхоффа и Дженсена [1]. Интерес к исследова-
нию ферментов липолиза связан с обеспечением ими жизненно важных метаболических процес-
сов – от обновления клеточных мембран в результате пищеварения до апоптоза (клеточной 
смерти), а также с использованием в синтезе липидов и при их анализе. 

Функционирование фосфолиполитических ферментов проявляется в гемолитическом, ней-
ротоксическом и некротическом действиях ядов, а также в патогенезе воспалительных (острый 
некротический панкреатит, перитонит), инфекционных (газовая гангрена), кардиологических 
(ишемия миокарда), аллергических, онкологических и других социально опасных болезней [2].

Липолитические природные катализаторы расщепляют с участием воды эфиры высших жир-
ных кислот [1]: липаза (КФ 3.1.1.3), холестерол-эстераза (КФ 3.1.1.13), фосфолипазы А1 и А2 (КФ 
3.1.1.4), лизофосфолипаза (КФ 3.1.1.5), фосфатидат-фосфогидролаза (КФ 3.1.3.4), фосфолипаза 
С (КФ 3.1.4.3), сфингомиелиназа (КФ 3.1.4.–), фосфолипаза D (КФ 3.1.4.4), N-ацилсфингозин-
ацилгидролаза или церамидаза (КФ 3.1.5.–). 
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Спиртовая группа эфиров высших жирных кислот может быть представлена как глицерином 
(субстрат для липазы) или его фосфопроизводным (субстрат для фосфолипазы А1 и А2, лизофос-
фолипазы, галактолипазы), так и стерином (субстрат для холестерол-эстеразы). Такие эфиры от-
носятся к природным или физиологическим субстратам. Вместе с тем большинство липолитиче-
ских ферментов может катализировать гидролиз также искусственно полученных сложных эфи-
ров жирных кислот.

Все липолитические ферменты, в том числе и фосфолипазы, являются биокатализаторами 
межфазного катализа, поскольку осуществляют свою функцию на поверхности раздела «липид–
вода». Обобщению результатов исследования суперсемейства фосфолипаз в последнее время по-
священы многочисленные обзоры, в которых излагаются данные о структурных особенностях, 
специфике взаимодействия с межфазной поверхностью, их функции и патологических процес-
сах, сопровождаемых повышенным уровнем активности этих ферментов [3–10]. 

Основная часть. Понятие межфазного катализа хорошо известно из области эксперимен-
тальной органической химии [11], с тех пор как сотрудники промышленных лабораторий Ч. Старкс 
(«Continental Oil», США), А. Брэнстрем («AB Hassle», Швеция) и М. Макоша (Варшавский техно-
логический университет) почти одновременно сформулировали основные принципы каталити-
ческих процессов, происходящих на границе между органической и водной фазами, и на много-
численных примерах показали их уникальные возможности (рис. 1, а, б).

В соответствии с моделью Старкса (рис.1, а) липофильный катион Q+ выполняет транспорт-
ную функцию по отношению к анионам Nu– и Х–, обеспечивая челночные рейсы соответствую-
щих ионных пар из фазы в фазу. Согласно другой схеме (рис.1, б), липофильный катион Q+ во-
обще не покидает органической фазы, обмен же анионов происходит непосредственно на грани-
це поверхности фаз. 

Безусловно, механизмы действия катализаторов межфазного переноса и обычных катализа-
торов органических и биоорганических реакций принципиально различны. В то же время пола-
гают, что усматривается некоторая аналогия в механизмах действия катализаторов межфазного 
переноса в органической химии и биологических катализаторов – ферментов: и для тех и для 
других чрезвычайно важно локализовать реагенты в нужной точке пространства с учетом по-
верхности раздела фаз [11]. Действительно, в этом убеждают модели «прыгающего» и «ползаю-
щего» ферментов, предложенные для фосфолиполитических катализаторов, осуществляющих 
катализ на поверхности раздела «липид–вода» (рис. 2) [12]: 

Осуществление катализа на поверхности раздела между липидной и водной фазами привело 
к структурным особенностям липолитических ферментов, отличающим их от других биоката-
лизаторов, функционирующих в растворе.

Например, у фосфолипаз А2 (Е, рис. 3) в молекуле имеется, наряду с каталитическим центром 
(КЦ*), специфическое приспособление для «узнавания» организованной поверхности раздела 
«липид–вода», своеобразной «подошвы» (ЦРП*) для прикрепления к межфазной поверхности 
(М) [13], а также семь аминокислотных остатков с N-конца для защиты от аутолиполиза (рис. 3).

    а     б

Рис. 1. а – каталитический цикл Старкса: катализатор проходит через границу раздела фаз, выполняя челночные 
рейсы из фазы в фазу [11]; б – альтернативная модель: катализатор не выходит из органической фазы; обмен анионов 

происходит на границе раздела фаз [11]
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Исследование многими авторами механизма гидролиза фосфолипидов с участием липаз  
и фосфолипаз [1,13] позволило целенаправленно использовать его в разнообразных превращени-
ях липидов, а также других практических приложениях [2]. Установлено, что применение при-
родных катализаторов фосфолиполиза в синтезе и при анализе липидов вместо обычных ката-
лизаторов имеет свои преимущества: снижение энергии активации и наличие у фосфолипаз сте-
рео- и региоспецифичности, а также термостойкости и устойчивости к денатурации.

Так, последовательное действие липолитических ферментов разной субстратной специфич-
ности при превращении триглицеридов в лизофосфолипиды дает возможность установить по-
зиционное распределение жирных кислот в липидах [1]. При этом катализ панкреатической ли-
пазой реакции элиминации жирных кислот из триглицеридов приводит к смеси 1,2- и 2,3-дигли-
церидов. Далее смесь обрабатывают фенилдихлорфосфатом, в результате чего образуются 
sn-3- и sn-1-фосфоглицериды.

Стереоспецифичная фосфолипаза А2 гидролизует в этой смеси только sn-3-фосфопроизводные 
с образованием лизофосфолипидов, содержащих жирные кислоты в положении 1. Далее иденти-
фицируют отщепленную жирную кислоту, находившуюся в положении 2. Жирная кислота в по-
ложении 3 определяется по разнице состава исходного триглицерида или из sn-1-фосфолипида. 

Следующая схема показывает последовательность реакций элиминирования жирных кис-
лот при гидролизе триглицеридов под действием панкреатической липазы для получения гли-
церина. 

Суперсемейство фосфолипаз А2, которое используется в синтезе липидов для получения 
фосфоглицеридов со смешанным составом жирных кислот, включает 15 таксономических групп 
и 5 категорий (секреторные, цитозольные, Са-независимые, ФЛА2-RAF, лизосомальные) [5].

Рис. 2. Модели «прыгающего» и «ползающего» ферментов: I – фермент (Е) десорбируется с межфазной поверхности 
после каждого каталитического акта с образованием продукта (Р) и вновь адсорбируется на границе раздела между 
липидом (S) и водой («прыгающий фермент»); II – фермент (Е) находится на межфазной поверхности продолжитель-

ный период, осуществляя катализ без выхода в водную фазу («ползающий фермент»)

Рис. 3. Схема взаимодействия фосфолипазы А2 (Е) с межфазной поверхностью липидов (S), где ЦРП* – центр распоз-
навания поверхности, КЦ** – каталитический центр, М – межфазная поверхность, Р – продукт реакции [13]
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При этом природный фосфатидилхолин (лецитин) после мягкого деацилирования превраща-
ется в sn-глицерол-3-фосфорилхолин и далее в лецитин, в состав которого входит единственная 
жирная кислота. Действуя на такой лецитин фосфолипазой А2, получают деацилированный  
в положении 2 продукт, который после ацилирования другой известной жирной кислотой пре-
вращается в новый лецитин известного состава. 

Удаление с помощью фосфолипазы С фосфорилхолиновой группы дает возможность полу-
чить диглицерид смешанного кислотного состава, 1,2-диацил-sn-глицерин, который ацилируют 
третьей жирной кислотой. При этом получают триглицерид с определенным стереоспецифиче-
ским распределением жирных кислот [1].

С целью разработки практических приложений биоорганических реакций элиминирования 
жирных кислот, фосфорилированных аминоспиртов и инозита с применением природных ката-
лизаторов фосфолиполиза нами разработана стратегия исследования межфазного катализа фос-
фолиполитических реакций на примере фосфолипаз А2 и С различной специфичности. 

Изучены биоорганические реакции гидролиза под действием фосфолипаз А2, С и D широко-
го спектра природных и полусинтетических фосфолипидов различного жирнокислотного соста-
ва, в том числе фосфатидил: – холина, – этаноламина, – этанола, – серина, – инозита, – фосфати-
дилглицерола [12]:
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Комплексное исследование продукции высших карбоновых кислот, диглицеридов и органо-
фосфатов в процессе гидролиза фосфолипидов проведено в зависимости от:

1) структуры и свойств катализаторов, включая теоретический анализ первичных структур 
разных функциональных типов фосфолипаз А2, топографию их активного центра, изучение им-
мунохимических свойств поверхности глобулы белка и механизма катализа [12];

2) свойств межфазной поверхности, в том числе заряда (формирование межфазной поверхно-
сти отрицательно-, положительно заряженными и нейтральными детергентами или кислыми  
и цвиттер-ионными липидами) [14, 15], формы ее супрамолекулярной организации (липопротеи-
новый комплекс, мицеллярная и ламеллярная фазы, природные мембраны) [16, 17]; и структур-
ной упорядоченности фосфолипидов при воздействии внешних (УФ- и радиационное облуче-
ние) и внутренних (этанол, лизолипиды, жирные кислоты и их амиды) факторов;

3) ингибирования или активирования фосфолиполиза [16].
Результаты исследования межфазного катализа липолитических реакций с использованием 

фосфолипаз в соответствии с разработанной стратегией привели к важнейшим фундаменталь-
ным выводам. 

Теоретический анализ первичных структур разных функциональных типов фосфолипаз А2, 
в том числе ядов змей, пчелы и поджелудочной железы свиньи в сравнении с протеолитически-
ми ферментами (трипсин, химотрипсин), в каталитическом акте которых принимает участие 
аминокислотный остаток серина, обнаружил большое сходство в последовательности аминокис-
лот по всей первичной структуре липаз и протеаз, особенно в области активного центра этих 
ферментов. Это указывало на то, что фосфолипазы по механизму действия относятся к «серино-
вым катализаторам» и у них общий эволюционный предшественник [12]. Этот вывод получил 
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подтверждение значительно позже в работах зарубежных авторов по исследованию высокомоле-
кулярных фосфолипаз [13, 18].

Изучение скорости фосфолиполиза в условиях воздействия более 50 соединений, моделиру-
ющих в различных сочетаниях фрагменты субстрата, на фосфолипазы А2 яда кобры, пчелы  
и поджелудочной железы [19, 20], а также фосфолипазы С микроорганизмов Clostridium 
perfringens и Bacillus cereus [21] показало значительное снижение их активности под действием 
фосфат- и глицеролсодержащих соединений, в том числе в присутствии ряда аминов и их произ-
водных, предположительно за счет конкуренции с субстратом за соответствующие центры свя-
зывания с ферментом, что убеждает в необходимости для взаимодействия фермента с межфаз-
ной поверхностью положительно заряженной «головки» субстрата, т. е. наличие в молекуле фер-
мента ранее не обнаруженного анионного участка (сайта).

Выделение в высокоочищенном состоянии каталитически активного трудноразделимого 
комплекса цитидинсодержащих нуклеозидов с фосфолипазой А2 доказывает участие компонен-
тов нуклеиновых кислот в фосфолиполизе [22].

Исследование активности фосфолипаз А2 разной специфичности по отношению к субстрату, 
сформированному в мицеллярную и ламеллярную фазы или в виде липопротеинового комплек-
са и цельных клеточных мембран показывает, что фосфолиполитические ферменты проявляют 
четко выраженную поверхностную специфичность и первичная регуляция каталитической спо-
собности фосфолипаз происходит на надмолекулярном уровне и в большей степени зависит от 
супрамолекулярной организации межфазной поверхности и ее заряда. Химическая природа суб-
страта играет второстепенную роль [14, 16, 23, 24]. 

Изменение специфичности панкреатической ФЛА2 к форме организации межфазной поверх-
ности установлено нами при изменении заряда межфазной поверхности [14, 23, 24] и под дей-
ствием эффекторов циклогександионового ряда [25–27]. Проведение фосфолиполиза в присут-
ствии некоторых 1,3-циклогександионов, проявляющих пестицидную активность, показывает, 
что панкреатическая фосфолипаза А2 не только изменяет свою поверхностную специфичность 
[28, 29], но и приобретает не свойственную ей в нормальных условиях способность разрушать 
целостные клеточные мембраны [30]. 

Впервые обнаружены ингибиторы фосфолиполиза среди 9-Ме, 10-Ме, 11-Ме аналогов проста-
гландинов [31], производных тиотетроновой кислоты [32], производных оксазола, 1,3-циклогек-
сандионов [25–29], производных нуклеозидов [33–35], фосфоноглицина [36]. 

Предложены механизмы воздействия ингибиторов на ФЛА2, в том числе путем изменения ее 
поверхностной специфичности (схема).

Каталитический сайт активного центра Сайт распознавания поверхности активного центра

Межфазная поверхность «липид-вода»

Перекисное окисление липидовСупрамолекулярная организация субстрата: мицеллы, липосомы, 
липопротеиновый комплекс, мембрана эритроцитов

Опосредованное действие  
( на примере диенового феромона, гербицидов)

Прямое действие 
(на примере органофосфатов)

Предполагаемые механизмы воздействия ксенобиотиков на активность ФЛА2

Инициирующий фактор УФ-облучение
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Осуществление выбранной стратегии привело к разработке комплекса оригинальных методов: 
– жидкофазной иммобилизации фосфолипазы А2 на фосфатидилхолине с применением об-

ращенных мицелл для выделения фермента из биологического материала [37];
– разделения и очистки изоферментов фосфолипазы С Clostridium perfringens [38];
– получения впервые антител к гидролитическим ферментам [39]; 
– определения активности фосфолипазы А2 с использованием ТСХ и концентрационно-за-

висимого превращения гемоглобина в гемихром под действием жирных кислот [40] и др.
Полученные результаты положены в основу способов предварительного скрининга действия 

пестицидов и выявления их побочного эффекта на организм человека и животных. Так, нами 
установлено, что панкреатическая ФЛА2, которая в организме млекопитающих предназначена 
для пищеварения, в присутствии пестицидов циклогександионового ряда за счет облегчения 
взаимодействия с поверхностью раздела «липид–вода» может эффективно атаковать бислой кле-
точной мембраны, в обычных условиях недоступный для гидролиза ферментом. Обнаружение in 
vitro такого активирующего эффекта пестицида на гидролиз модельной липидной мембраны 
(липосомы) свыше 20 % по сравнению с контролем предполагает в случае развития такого явле-
ния в организме человека возможную опасность развития язв клеточных стенок пищеваритель-
ного тракта и может служить тестом на биобезопасность пестицидов [41–44]. 

Выявление in vitro подавления под действием пестицидов гидролиза фосфолипидов в усло-
виях, моделирующих пищеварение, также может стать основой для тестирования их биобезо-
пасности [41–44], так как при реализации в организме человека указывает на возможную недо-
статочность обеспечения незаменимыми жирными кислотами и, как следствие, простагландина-
ми, лейкотриенами, тромбоксанами, что в конечном итоге приводит к соответствующим 
патологиям, например к бесплодию. 

Результаты изучения межфазного катализа фосфолиполиза в присутствии разнообразных 
химических соединений предполагают применение этой липолитический реакции для скринин-
га биологического действия широкого круга физиологически активных соединений [45]. При 
этом ингибирование испытуемым соединением фосфолиполиза с участием ФЛА2 яда кобры 
Naja naja oxiana будет указывать на его антигемолитическое действие и потенциальную возмож-
ность служить противоядием [46, 47]. Аналогичный эффект в случае реакции с участием ФЛА2 
панкреаса будет свидетельствовать о потенциальном антипанкреатитном действии [48].

Так, на основе кинетических зависимостей активности ФЛА2 в присутствии и в отсутствие 
рибавирина и его арильных производных обнаружено, что наблюдаемый эффект на протекание 
липолитической реакции, в том числе через взаимодействие с гидрофобным сайтом ФЛА2, за-
висит от структуры и концентрации эффектора, а также от стадии фосфолиполиза в мицелляр-
ной фазе. Установление конкурентного характера ингибирования активности ФЛА2 под дей-
ствием кремнийсодержащего производного рибавирина предполагает перспективность этого со-
единения для дальнейшего изучения в качестве антипанкреатитного средства со смягченным 
спектром действия.

Рибавирин (1-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3-карбоксамид) представляет собой аналог пури-
на, имеющий значительное сходство по структуре с естественным гуанозином, и обладает ши-
роким спектром действия в отношении вирусов гепатита С, гриппа, бешенства, ингибирует ряд 
ферментов, в частности дегидрогеназу аденозинмонофосфата, что приводит к торможению син-
теза вирусной РНК и ДНК и гибели перечисленных вирусов. 

Синтез и выявление ингибирующего или активирующего действия арильных производных 
рибавирина на межфазный катализ, осуществляемый ФЛА2 и проводимый в условиях, модели-
рующих прохождение пищеварительного тракта, куда выделяется из панкреатической железы 
ФЛА2, и на этой основе выяснение роли ароматических заместителей этих эффекторов во взаи-
модействии с гидрофобным сайтом активного центра фермента, ответственного за прикрепле-
ние ФЛА2 к поверхности раздела «липид–вода», позволяют расшифровать один из механизмов 
регуляции ее активности и интенсивности фосфолиполиза. Это впоследствии позволит выявить 
нежелательные побочные действия производных рибавирина и иных действующих веществ ну-
клеиновой природы, проявляющих противовирусные или противоопухолевые свойства. 
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Понимание зависимости структура → эффект на примере производных рибавирина обеспе-
чивают в перспективе возможность синтезировать на основе других нуклеозидов более эффек-
тивные ингибиторы пищеварительной ФЛА2, нежелательное увеличение активности которой 
сопровождает развитие острого некротического панкреатита и других опасных для жизни чело-
века патологий. При этом можно использовать фосфолипазы различной специфичности А2,  
С (ФЛС) и D (ФЛD) в качестве эффективных биокатализаторов химических превращений фосфо-
липидов и нуклеозидов:

В профилактике и лечении болезней человека, как показывает мировая медицинская практи-
ка, исключительное значение приобретают методы ранней биохимической диагностики, непо-
средственно связанные с выявлением повышенного уровня активности ферментов, сопутствую-
щего определенным патологическим процессам, т. е. их специфических маркеров. Таким высо-
коспецифическим маркером в патофизиологии острого панкреатита признана панкреатическая 
ФЛА2. Активность и количество в сыворотке крови разных представителей семейства фосфоли-
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паз коррелирует со степенью и других социально опасных заболеваний, таких как ишемический 
инсульт, ревматоидный артрит, псориаз, лучевая болезнь и др. При такой глубокой вовлеченно-
сти ФЛА2 в сопровождение различных патологий становится понятной острая необходимость в 
разработке надежных, простых и достоверных способов определения этого жизненно важного 
фермента. 

Химия фосфолипаз – сложившееся направление в липидной энзимологии, интенсивно раз-
виваемое в мировой науке только с 70-х годов прошлого столетия. Они, как показано выше, от-
носятся к особой категории ферментов, поскольку осуществляют межфазный катализ и действу-
ют только на поверхности раздела между водой и нерастворимым липидом (субстратом). 
Последнее оказывается существенным препятствием в их практическом применении. До разра-
ботанной нами уникальной методологии оценки фосфолиполиза с использованием разностной 
спектрофотометрии при участии метгемоглобина ни в Беларуси, ни в странах ближнего и даль-
него зарубежья не были найдены оптимальные пути устранения методических трудностей по 
определению активности ФЛА2 в биологических объектах, связанных с формированием удоб-
ной формы не растворимого в воде природного субстрата для эффективного проведения фермен-
тативной реакции. Существующие в клинико-лабораторной практике традиционные методы 
определения активности ФЛА2 in vitro трудоемки [2], требуют больших затрат субстратов, вре-
мени и практически исчерпали свой потенциал. 

Такое положение до настоящего времени препятствовало использованию ФЛА2 для своевре-
менной постановки диагноза указанных заболеваний, расшифровки механизмов патогенеза  
и оценки прогноза его дальнейшего развития. Поэтому липолитическая реакция с участием пан-
креатической ФЛА2 послужила основой разработки в лаборатории прикладной энзимологии 
Института биоорганической химии НАН Беларуси способа для поиска потенциальных средств 
антипанкреатитного действия среди физиологически активных соединений, в том числе произ-
водных тиотетроновой кислоты и модифицированных нуклеозидами липидов, новизна которых 
защищена получением ряда патентов Республики Беларусь [46–50]. С целью применения ФЛА2  
в диагностических целях был создан и запатентован уникальный способ ее выделения из подже-
лудочной железы, основанный на экстракции фермента с помощью субстрата, растворенного  
в органическом растворителе, в отсутствие кофактора [37]. Разработана технология производства 
и выпущена совместно с ХОП ИБОХ опытная партия набора реагентов «ФЛА2–ФОА» для опре-
деления в сыворотке крови активности (количества) панкреатической фосфолипазы А2 [51–56].

Заключение. Современное мировое научное сообщество характеризуется грандиозным на-
учно-техническим прорывом в нано- и биотехнологиях, в котором инженерная энзимология, как 
новое перспективное направление, играет основополагающую роль. В нем удачно сочетаются 
последние достижения органической и биоорганической химии, биохимии и молекулярной био-
логии, энзимологии и химической технологии. Развитие этого направления в перспективе на 
базе созданного в Институте биоорганической химии «Ведущего научного центра по изучению 
химических основ жизни» предусматривает выявление структурно-функциональных особенно-
стей биокатализа, изучение ферментов в экстремальных условиях, становление медицинской эн-
зимологии, создание индустриального биокатализа, расширение границ применения ферментов 
в тонком органическом синтезе, утилизацию промышленных отходов с помощью ферментов, ис-
пользование ферментов для биоэлектрохимических преобразователей энергии, конструирова-
ние биокатализаторов и так далее. 

Овладение закономерностями протекания фосфолиполиза вооружает ученых неограничен-
ными возможностями контроля и управления нежелательными побочными эффектами при на-
рушении нормального протекания этого процесса. Поэтому наши исследования имеют широкую 
перспективу для развития медицинского раздела инженерной энзимологии – энзимопатологии  
и энзимодиагностики.

Таким образом, фосфолиполиз, или ферментативная биоорганическая реакция расщепления 
фосфолипидов, и результаты исследования его фундаментальных аспектов (раскрытие механиз-
мов подавления или усиления активности ФЛА2 в присутствии указанных эффекторов) под-
тверждают перспективность их использования в новом практическом приложении – в качестве 
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индикатора для определения действия ксенобиотиков, в частности обнаружения побочного дей-
ствия субстанций лекарственных препаратов в условиях, моделирующих прохождение пищева-
рительного тракта, богатого панкреатической ФЛА2.

Автор выражает благодарность всем коллегам, участвовавшим в выполнении перечислен-
ных выше исследований. 
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