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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Ферменты — это уникальные белковые «машины», 

отвечающие за ускорение (катализ) реакций в разнообразных биопроцессах во всех живых 

клетках. Известно, что ферменты являются одними из самых эффективных катализаторов, 

ускоряющих химические реакции на величину до 17 порядков. Столь громадное ускорение, в 

основном, объясняется пространственной структурой белковой глобулы и взаимным 

расположением функциональных групп в активном центре фермента. Взаимосвязь структуры и 

функции ферментов является предметом широкого обсуждения, затрагивающего такие области, 

как биотехнология, медицина и различные направления химии. Одним из способов изучения 

такой взаимосвязи является магнитонаномеханический (МНМ) подход, основой которого 

является изменение конформации и активности иммобилизованного фермента в ответ на 

механическое воздействие со стороны магнитных наночастиц (МНЧ), совершающих 

вращательно-колебательные движения во внешнем низкочастотном переменном магнитном 

поле (НЧПМП). Кроме фундаментальных исследований взаимосвязи структура-функция, МНМ 

подход позволяет создавать биокаталитические системы, способные удаленно реагировать на 

внешние физические воздействия. Такие системы могут быть востребованы при разработке 

промышленных процессов, построенных на ферментативных каскадных реакциях.  
Степень разработанности темы исследования. В литературе описана теоретическая модель 

влияния НЧПМП на активность ферментов, иммобилизованных на МНЧ. Кроме того, в 

экспериментах с ферментами, иммобилизованными на МНЧ магнетит-золото типа ядро-

оболочка, было показано снижение активности в результате воздействия НЧПМП. Однако, в 

этих работах внимание авторов не было сосредоточено на молекулярных механизмах подобной 

инактивации ферментов. 

Цели и задачи работы. Целью данной работы стала разработка и оптимизация 

магниточувствительных систем, способных воздействовать на конформацию и активность ряда 

ферментов, иммобилизованных на МНЧ, а также изучение молекулярных механизмов 

наблюдаемых эффектов. Для достижения заявленной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Синтез, функционализация поверхности и характеризация МНЧ магнетит-золото типа 

ядро-оболочка и типа гантель, обладающих способностью релаксировать по Брауновскому 

механизму в НЧПМП 

2. Синтез агрегатов МНЧ с ферментами «димерного» и «мономерного» строения 

3. Изучение влияния НЧПМП на структуру и активность химотрипсина (ХТ) в составе 

агрегатов различного строения в зависимости от природы модифицируемого аминокислотного 

остатка фермента и/или наличия ингибитора в системе. 
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4. Проведение компьютерного моделирования поведения ХТ под действием 

растягивающих сил методом управляемой молекулярной динамики. 

5. Изучение влияния НЧПМП на активность алкогольдегидрогеназы (АДГ) из дрожжей в 

составе агрегатов с частицами типа МНЧ-фермент-МНЧ. 

Научная новизна. Впервые экспериментально был выявлен молекулярный механизм 

инактивации агрегатов ХТ с МНЧ состава МНЧ-фермент-МНЧ под воздействием НЧПМП. 

Доказана МНМ природа воздействия НЧПМП на ХТ в составе такого агрегата. 

Впервые были получены и охарактеризованы агрегаты АДГ с МНЧ состава МНЧ-

фермент-МНЧ. Показана возможность регуляции фермента, не относящегося к классу гидролаз. 

Впервые показано, что в агрегате МНЧ-фермент-ингибитор-МНЧ воздействие НЧПМП 

может разрушить взаимодействие фермент-ингибитор, восстанавливая при этом активность 

фермента. Обнаружено, что, в зависимости от природы ингибитора (и константы 

ингибирования), силы, возникающие при вращательно-колебательных движениях МНЧ в 

НЧПМП, могут оказаться недостаточными для разрыва взаимодействия. 

На основе экспериментальных данных, полученных в данной работе, впервые 

предложены общие рекомендации для выбора условий взаимодействия фермента с МНЧ, 

позволяющие достичь наибольшего влияния НЧПМП на ферментативную активность. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Показана возможность удаленно 

регулировать активность ферментов, входящих в состав агрегатов с МНЧ, с помощью НЧПМП. 

Такие агрегаты являются перспективными материалами для использования при разработке 

ферментативных каскадов. Описанные тенденции влияния НЧПМП на ферменты в зависимости 

от условий реакции конъюгации позволяют теоретически обосновать условия и дать 

практические рекомендации к созданию подобных систем. Кроме того, полученные результаты 

влияния НЧПМП на систему состава МНЧ-фермент-МНЧ могут быть основой для 

фундаментального изучения и обоснования механизма действия ферментов в условиях 

механического стимула. 

Положения, выносимые на защиту. 

1. Синтезированные МНЧ типа ядро-оболочка или гантель претерпевают Брауновский 

механизм релаксации в НЧПМП, возможность протекания которого определяется размером и 

фазовым составом МНЧ.  

2. Воздействие НЧПМП приводит к изменениям во вторичной структуре ХТ в составе 

агрегатов МНЧ-ХТ-МНЧ с модифицированными амино- или карбоксильными группами 

фермента. Снижение активности фермента под воздействием НЧПМП является следствием 

ухудшения способности фермента связывать субстрат. Все изменения носят обратимый 
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характер. Влияние НЧПМП на центр связывания субстрата подтверждается результатами 

компьютерного моделирования поведения ХТ под действием растягивающих сил. 

3. Воздействие НЧПМП на АДГ в составе агрегата типа МНЧ-фермент-МНЧ также 

приводит к снижению активности фермента. На основании экспериментальных данных 

сформулированы общие рекомендации по выбору условий иммобилизации белков на МНЧ для 

максимизации влияния НЧПМП на активность ферментов.  

4. Природа ингибитора оказывает влияние на возможность управления активностью 

фермента под действием НЧПМП. Для пары ХТ-ингибитор трипсина (ИТ) наблюдается 

разрушение комплекса и частичное восстановление активности. Для пары ХТ-ингибитор 

Баумана-Бирк (ИББ) действие НЧПМП приводит к агрегации и потере активности фермента. 

Методология исследования и методы исследования. В рамках данной работы были 

использованы следующие методы и подходы: методы синтеза наноматериалов (соосаждение, 

высокотемпературное разложение в инертной атмосфере), современные методы характеризации 

материалов (Nanoparticles Tracking Analysis (NTA), Dynamic Light Scattering (DLS), 

просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ), Мессбауэровская спектроскопия, 1Н-ЯМР-

спектроскопия, спектрофотометрия, ИК-спектроскопия), методы иммобилизации ферментов 

(использование сшивающих агентов) и другие методы создания и исследования свойств 

биокатализаторов, кинетические методы анализа, компьютерное моделирование. 

Личный вклад автора. Представленные в диссертационной работе экспериментальные данные 

получены лично автором, либо при его непосредственном участии на всех этапах исследований. 

Автор самостоятельно изучил современные литературные данные по теме исследования и 

составил обзор литературы. Автор самостоятельно или при непосредственном участии 

выполнил все эксперименты, собрал, обработал и проанализировал полученные результаты, 

принимал участие в написании всех статей. В работах, опубликованных в соавторстве, 

основополагающий вклад принадлежит автору. На защиту вынесены только те положения и 

результаты экспериментов, в получении которых роль автора была определяющей. 

Степень достоверности и апробации результатов. Достоверность представленных в 

диссертации данных и сделанных выводов определяется использованием большого количества 

современных методов исследования и выполнением экспериментов на высокоточном 

оборудовании с обработкой результатов статистическими методами. Результаты исследования 

обсуждались на семинарах лаборатории, публиковались в рецензируемых зарубежных и 

отечественных изданиях и докладывались на российских и международных конференциях, в 

том числе: 12th International Conference “Biocatalysis: Fundamentals and Applications”, Санкт 

Петербург, Россия, 2019 (устный доклад), International Congress Biotechnology: State of the art 

and perspectives., Москва, Россия, 2019 (устный доклад), International forum Biotechnology: state 
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of the art and perspectives. Russia, 2018.(стендовый доклад), 12-th International Conference on the 

Scientific and Clinical Application of Magnetic Carriers,  Дания, 2018 (стендовый доклад), II 

Международная научно-практическая школа-конференция "Магнитные наноматериалы в 

биомедицине: получение, свойства, применение", Россия, ноябрь 2017 (стендовый доклад), 

International Conference on Nanomedicine and Nanobiotechnology 2017 (ICONAN2017), Испания, 

2017 (стендовый доклад), Biocatalysis-2017: Fundamentals & applications., Россия 2017, 

(стендовый доклад), 8th International conference "Biomaterials and Nanobiomaterials: Recent 

Advances Safety-Toxicology and Ecology Issues", Греция, 2017 (устный доклад), , 6th International 

Conference "Biomaterials and Nanobiomaterials: Recent Advances Safety - Toxicology and Ecology 

Issues", Греция, 2015 (устный доклад), 5th International Congress “Biomaterials and 

Nanobiomaterials: Recent Advances Safety - Toxicology and Ecology Issues”, Греция, 2014 (устный 

доклад), International Scientific Conference "Science of the future", Россия, 2014 (стендовый 

доклад). Доклад автора на седьмой международной конференции "Biomaterials and 

Nanobiomaterials: Recent Advances Safety-Toxicology and Ecology Issues" (2016) был признан 

лучшим стендовым докладом. 

Публикации. По результатам диссертационной работы опубликовано 11 статей в 

рецензируемых научных журналах, индексируемых базами Web of Science и Scopus, 1 статья в 

сборнике и 11 тезисов докладов всероссийских и международных конференций. 

Связь работы с государственными программами. Работа выполнена при поддержке 

МГУ имени М.В. Ломоносова (тема госрегистрации 121041500039-8). Часть результатов 

получена в рамках грантов РНФ (22-13-00261 и 14-13-00731). 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, 

описания материалов и методов исследования, изложения результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов, списка цитируемой литературы (260 ссылок) и Приложения. Работа 

изложена на 124 страницах машинописного текста, содержит 46 рисунков и 10 таблиц. 

  



10 

Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. СТИМУЛ-ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ УПРАВЛЕНИЯ АКТИВНОСТЬЮ 

ФЕРМЕНТОВ  

Глобальные тренды на создание более устойчивых процессов и получение целевых 

продуктов с использованием биотехнологических путей их синтеза внесли вклад в применение 

ферментов в промышленности [1]. Промышленные процессы, построенные на высокоактивных, 

селективных и специфических ферментативных реакциях в совокупности с тем, что ферменты 

сами по себе являются биодеградируемыми и возобновляемыми ресурсами, полностью 

удовлетворяют принципам «зеленой химии» [2]. Принципы биокатализа позволяют снизить 

количество стадий синтеза, избавиться от токсичных реагентов и жестких условий проведения 

реакций, позволяют снизить количество побочных продуктов и отходов а также достигать 

больших выходов реакций с высокой степенью хемо-, регио- и стереоселективности [2]. Более 

того, применение нескольких ферментов в едином каскаде, протекающем в одном и том же 

реакционном сосуде, обеспечивает еще большую экономическую эффективность и уменьшение 

отходов в результате снижения количества стадий очистки и выделения продуктов реакций, что 

делает такие процессы еще более привлекательными [3]. Однако, в последние годы в научной 

литературе появились данные о том, что проблема перекрестной реакционной способности 

ферментов может помешать широкому внедрению таких процессов в промышленность [4, 5]. 

Перекрестная реакционная активность ферментов означает, что один из ферментов каскада 

может катализировать превращение не только своего целевого субстрата, но и 

субстраты/интермедиаты/продукты других ферментативных реакций в каскаде. При этом 

данная проблема становится особенно актуальной для сложных многоферментных каскадов [5]. 

Примером перекрестной реакционной способности может служить двухстадийный процесс 

дерацемизации α-хиральных первичных аминов, которые происходит в результате 

последовательных реакций энантиоселективного дезаминирования и стереоселективного 

аминирования, катализируемых двумя трансаминазами [6] (Рисунок 1). Перекрестная 

реакционная способность трансаминаз при этом приводит к снижению оптической чистоты 

конечного продукта. В данном случае проблема может быть решена с помощью температурной 

инактивации трансаминазы, катализрующей первую стадию процесса перед тем, как в систему 

будет добавлен второй фермент. В качестве альтернативного подхода решения проблемы 

перекрестной реакционной способности было предложено использовать иммобилизованные 

трансаминазы [7], когда первая трансаминаза удаляется из реакционной среды по окончании 

первой стадии процесса. 
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Рисунок 1. Схема каскадного процесса дерацемизации α-хиральных первичных аминов под 

действием двух w-трансаминаз (w-ATA). 

Другим примером перекрестной реакционной способности в ферментативных каскадах 

является двухстадийный процесс синтеза нор(псевдо)эфедрина [8] (Рисунок 2). На его первой 

стадии происходит декарбоксилирование пирувата с одновременным связыванием 

бензальдегида под действием тиаминдифосфат зависимой ацетолактатсинтазы. (R)-

фенилацетилкарбинол, образовавшийся на первой стадии, превращается в конечный продукт 

под действием (R)- или (S)- селективной трансаминазы. Проблема данного процесса 

заключается в том, что бензальдегид также является субстратом трансаминазы. 

 

Рисунок 2. Схема двухстадийного синтеза нор(псевдо)эфедрина. 

Кроме проблемы перекрестной реакционной способности в ферментативных каскадных 

реакциях существует возможность того, что субстраты/интермедиаты/продукты одной из 

стадий будут являться ингибиторами фермента в другой стадии. Так, двухстадийный процессе 

получения хиральных эпоксидов включает восстановление прохиральных α-хлоркетонов под 

действием алкогольдегидрогеназы и последующее дегалогенирование под действием 

галогидрин дегалогеназы с замыканием цикла интермедеата хлоргидрина [9] (Рисунок 3). В 
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данном процессе наблюдалось ингибирование галогидрин дегалогеназы в случае некоторых α-

хлоркетонов. 

 

Рисунок 3. Схема каскадного процесса получения энантиомерно чистых эпоксидов. 

Решением проблем перекрестной реакционной способности ферментов и их 

ингибирования продуктами других стадий может стать включение стадии удаления 

катализатора после каждой ферментативной стадии [10] или их пространственно-временное 

разделение [7]. Однако такие подходы приводят к тому, что практически все преимущества 

использования каскадных процессов нивелируются. Кроме того, данные подходы практически 

невозможно осуществить, если речь идет о сложных многостадийных процессах. Существует 

альтернативный способ решения данных проблем, основанный на динамической регуляции 

активности ферментов, так называемое контролируемое включение/выключение (вкл./выкл.) 

Так, удаленно «переключая» фермент из активного в неактивное состояние и обратно в ходе 

каскадного ферментативного процесса, проходящего в одном реакционном сосуде, можно 

предотвратить неспецифическое связывание субстрата. При этом фермент, будучи активен 

только в течение заданного временного интервала, будет катализировать только превращение 

своего целевого субстрата, что предотвратит перекрестную ферментативную активность. 

Предполагается, что в идеальном ферментативном каскадном процессе, каждая из его стадий 

активируется своим собственным внешнем воздействием в строго заданном временном 

промежутке [5]. Таким образом, для успешного внедрения таких процессов в промышленность 

в первую очередь необходимо разработать целый набор методов удаленного контроля 

вкл./выкл. активности ферментов. В данной главе будут рассмотрены основные методы такого 

контроля, а также будут показаны их достоинства и недостатки. 

Для достижения контроля вкл./выкл. ферментов могут быть применены различные типы 

воздействия, такие как внутренние (эндогенные), так и внешние (экзогенные). Подходящие 

воздействия должны позволять контролировать реакции удаленно, а оператор должен иметь 

возможность четко их регулировать во времени.  Методы удаленного контроля активности 
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ферментов могут быть обратимыми и необратимыми. Обратимые методы подразумевают, что 

вкл./выкл. активности фермента может быть осуществлено многократно, в то время как 

необратимые методы позволяют это сделать только однократно.  

1.1.1. МЕТОДЫ ОБРАТИМОГО КОНТРОЛЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТА 

1.1.1.1. ИЗМЕНЕНИЕ ДОСТУПНОСТИ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ФЕРМЕНТА ДЛЯ 

СУБСТРАТА 

а. Блокирование активного центра.  

К настоящему времени для водорастворимых ферментов существует два различных 

подхода к блокировке активного центра: с помощью стимул-чувствительного ковалентно- 

или нековантно связанного эффектора. В первом случае молекула эффектора (обычно 

ингибитора) изменяет свою конформацию в ответ на воздействие стимула, при этом ее 

связывание в активном центре возможно только в одной из конформаций (Рисунок 4 А). 

Так, была показана возможность обратимого  контроля вкл./выкл активности тромбина с 

помощью светочувствительной цис-транс изомеризации молекулы азобензола, которая 

взаимодействовала с ДНК-теломеразным ингибитором тромбина [11].  

Крайне интересным примером систем, обладающих способностью обратимого 

контроля вкл./выкл. ферментативной активности в результате цис-транс изомеризации 

молекулы ингибитора, являются работы [12, 13]. В них было показано, что специально 

синтезированные ингибиторы ХТ и трипсина переходили из транс- в цис-форму при 

длинах волн 365 и 390 нм, соответственно. При этом при облучении светом с длиной 

волны 460 нм данные фотоингибиторы возвращались в термодинамически более 

стабильную транс-форму. В обоих случаях транс-форма ингибитора была более сильным 

ингибитором по сравнению с цис-формой. При облучении химотрипсина, связанного с 

фотоингибитором, УФ-излучением с длиной волны 365 нм происходила изомеризация 

ингибитора, в результате чего константа ингибирования повышалась, и ферментативная 

активность резко увеличивалась. При облучении такой смеси светом с длиной волны 460 

нм происходил процесс обратной изомеризации ингибитора, константа ингибирования 

снижалась и ферментативная реакция останавливалась. Изменяя динамические 

характеристики УФ- и видимого света, авторам удалось создать систему на основе ХТ и 

фоточувствительного ингибитора, обладающую свойствами сверхчувствительности, а 

именно изменение активности фермента в ответ на стимулы с определенными 

характеристиками [12]. В данном случае сверхчувствительность наблюдалась при 

длительности УФ- облучения более трех минут, за которыми следовали короткие периоды 

облучения видимым светом в течение 15 секунд [12]. Дополнив систему ХТ-
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фоточувствительный ингибитор аналогичной системой, содержащей трипсин-

фоточувствительный ингибитор удалось достигнуть контроля вкл./выкл. активности в би-

ферментной системе [13]. 

Поскольку ингибитор обычно специфичен по отношению только к одному ферменту 

или узкому классу, новые пары фермент-ингибитор, подходящие для данного метода, 

необходимо подбирать заново. Хотя этот процесс довольно трудоемок, он достижим, о 

чем свидетельствует разнообразие ферментов, для которых данный подход был применен 

[14-25]. Стоит отметить, что при промышленном использовании такого метода 

необходимо учитывать разделение больших количеств ингибитора и продукта по 

окончании реакции. 

В случае, когда стимул-чувствительный эффектор ковалентно связан с молекулой 

фермента, изменение его конформации под воздействием внешнего стимула приводит к 

блокированию или деблокированию активного центра для доступа субстрата (Рисунок 4 

Б). Так, активность мутанта эндоглюканазы 12А, модифицированной полимерами, 

содержащими термо- [26] или фоточувствительные [27] остатки, удаленно регулировалась 

в процессе гидролиза целлюлозы. В зависимости от размера субстрата и длины 

полимерной цепи достигалось почти полное, но обратимое выключение активности 

фермента. Аналогичные результаты были получены для мутанта гепариназы III [28]. 

Успешная реализация данного подхода для различных ферментов требует 

подробных знаний о трехмерной структуре фермента и его активного центра, а также 

сайт-специфичной модификации аминокислотных остатков вблизи активного центра с 

помощью молекул, которые могут закрывать вход в сайт связывания под действием 

внешнего стимула. Таким образом, размер и расположение связанного остатка имеют 

решающее значение для успешного контроля активности фермента с помощью метода, 

описанного выше. Хотя задачи подбора подходящих условий являются весьма 

трудоемкими, описанный подход может быть универсальным, присущим большинству 

ферментов. 
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Рисунок 4. Схема обратимого блокирование активного центра фермента с помощью 

эффектора, который (А) нековалентно  или (Б) ковалентно связан с ферментом. 

Примеры изменения доступности активного центра для субстрата описаны в работах 

[29, 30]. Было показано, что суперпарамагнитных НЧ, содержащие иммобилизованные α-

амилазу, липазу или хитиназу на своей поверхности, образовывали агрегаты под 

действием постоянного МП. Такая агрегация скрывала часть активных центров, которые 

становились недоступными для субстрата, в результате чего активность была крайне 

низкой. Воздействие на агрегаты вращающегося МП приводило к изменению активности 

иммобилизованных ферментов в зависимости от частоты вращающегося МП. Так, 

активность ферментов увеличивалась при частоте МП менее 5 Гц, а при более высоких 

частотах возвращалась к исходным значениям. Авторы предполагают, что вращающееся 

МП вращало агрегаты, в результате чего их размер становился меньше, а 

иммобилизованный фермент становился более доступным для субстрата. Однако при 

частоте МП более 5 Гц агрегаты не успевали вращаться вслед за изменением вектора 

магнитной индукции, и процесс дезагрегации прекращался (Рисунок 5).  
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Рисунок 5.  Схема изменения доступности для субстрата активного центра фермента, 

иммобилизованного на МНЧ, под действием вращающегося МП. В агрегате часть молекул 

фермента (красные) окружена МНЧ, что снижает доступность активного центра для субстрата и 

активность. Агрегаты вращаются под действием МП, распадаясь на более мелкие, доступность 

фермента для субстрата повышается. 

б. Образование реакционных «нанокомпартментов».  

Изменение доступности активного центра фермента также может быть достигнуто 

благодаря образованию реакционных «нанокомпартментов». Для этого фермент и его 

субстрат отдельно должны быть иммобилизованы на суперпарамагнитных НЧ, способных 

агрегировать под действием МП [31]. В отсутствии МП фермент и субстрат, будучи 

иммобилизованными на различных МНЧ, не контактируют друг с другом, поскольку 

полимерная шуба МНЧ препятствует этому. При этом ферментативная активность не 

наблюдается. МП вызывает агрегацию МНЧ, в результате чего снимается 

пространственная разделенность фермента и субстрата и наблюдается активация 

ферментативной реакции. (Рисунок 6 А). Данный процесс может быть обратимым, если 

при выключении МП агрегаты МНЧ будут распадаются.  

Другой пример описания варианта контроля с помощью образования реакционных 

«нанокомпартментов» является работа, в которой использовали два типа МНЧ: 

модифицированные (1) «целевым» ферментом (глюкоамилаза) и (2) «стимулирующим» 

ферментом (уреаза или трипсин). Поверхность МНЧ была покрыта заряженным 

полимером, который препятствовал агрегации наночастиц в растворе. Одним из 

продуктов реакции, катализируемой стимулирующим ферментом, был ОН- или Н+, однако 

правильно подобранная буферная емкость раствора не позволяла изменить рН раствора. 

Воздействие МП приводило к агрегации МНЧ, содержащих целевой и стимулируемый 
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фермент, в результате чего наблюдалось локальное изменение рН в области агрегатов, 

которое приводило к изменению активности целевого фермента [32, 33]. 

В литературе представлен пример иного подхода к созданию реакционных 

«нанокомпартментов». Так, пероксидаза хрена была инкапсулирована в 

фоточувствительных полимеросомах, мембрана которых была сконструирована так, 

чтобы ее проницаемость изменялась при изомеризации фоточувствительной молекулы 

(спиропиран) под действием видимого света [34]. Селективность контроля вкл./выкл. 

ферментативной активности достигалась за счет того, что мембрана полимеросом была 

проницаема для субстрата только в одной из конформаций спиропирана (Рисунок 6 Б). 

Формирование реакционных «нанокомпартментов» может быть общим подходом 

для множества ферментов. Однако, были выражены опасения, что для промышленного 

биокатализа данный подход может оказаться не применимым, так как образование 

реакционных «нанокомпартментов» и стремление к достижению высоких концентраций 

продукта исключают друг друга. 

 

Рисунок 6.  Схема обратимого образование реакционных «нанокомпартментов» (А) В 

результате воздействия МП происходит агрегация МНЧ, содержащих иммобилизованные 

фермент или его субстрат, приводящая к активации ферментативной реакции. (Б) Воздействие 

видимого света приводит к изменению проницаемости для субстрата мембраны полимеросомы, 

содержащей иммобилизованный фермент. 

в. Увеличение скорости массопереноса.  
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В большинстве случаев промышленное применение ферментов подразумевает, что 

они используются в виде иммобилизованных препаратов. Иммобилизация позволяет 

повысить стабильность фермента [35], а также облегчить очистку конечного продукта и 

повторное использование ферментного препарата [36]. Однако иммобилизация также 

может снизить эффективность ферментативного катализа в результате снижения скорости 

массопереноса субстрата из объема раствора к границе раздела фаз [37]. В литературе был 

предложен метод преодоления данного ограничения с помощью ультразвуковых 

акустических колебаний, вызывающих увеличение скорости массопереноса реагентов из 

объема к активному центру иммобилизованного фермента [38]. В реакционной смеси 

механическое воздействие ультразвука интенсифицирует массоперенос, что приводит к 

снижению диффузионных затруднений [39]. Так, с помощью ультразвука была увеличена 

активность тирозиназы [40], глюкоамилазы [41, 42], липазы [43, 44], целлюлазы [45, 46] 

коммерческого ферментного препарата Lypozyme 435 [47, 48], ксиланазы [49], а также 

процесс энзимолиза картофельного белка [50]. Ограничением данного подхода является 

то, что для каждого фермента необходимо подбирать свои оптимальные условия 

ультразвукового воздействия (мощность, время воздействия) для ускорения 

ферментативной реакции [48]. При этом необходимо учитывать, что длительное 

воздействие ультразвука высокой мощности может привести к инактивации фермента 

[51]. Хотя большинство авторов подобных работ указывает на то, что под действием 

ультразвука ускоряется массоперенос субстрата к активному центру фермента, 

некоторыми авторами высказываются предположения, что ультразвук может вызывать 

конформационные изменения в молекуле фермента [52]. 

Другим способом повысить скорость массопереноса реагентов из объема раствора к 

границе раздела фаз, где расположен фермент, является использование перемешивания, 

которое может обеспечить низкочастотное МП. Так, вращающееся МП приводит к тому, 

что МНЧ, содержащие иммобилизованный фермент на своей поверхности, совершают 

вращательно-колебательные движения. При этом МНЧ выступают в качестве 

«наноразмерного перемешивателя», способствующего массопереносу и ускоряющего 

химическую реакцию. Так, было показано [53], что скорость реакции, катализируемой 

лакказой, иммобилизованной на МНЧ, увеличивается более чем в два раза по сравнению с 

контрольным экспериментом, в котором образец не подвергали воздействию МП. В то же 

время, скорость реакции под действием МП была сопоставима со скоростью реакции, 

которую проводили в отсутствие МП, но при перемешивании реакционного смеси. В 

другом примере было показано, что под действием МП (50-600 Гц) сшитые агрегаты 

липазы, модифицированные МНЧ, действуют как «микроскопическая  мешалка», в 
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результате чего увеличивается скорость образования (R,S)-2-октанола [54]. Выводы 

данных работ является достаточно дискуссионным, поскольку не было четко показан 

механизм активации ферментативной реакции. 

1.1.1.2. КОНФОРМАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В МОЛЕКУЛЕ ФЕРМЕНТА 

а. Связывание с фоточувствительными молекулами и матрицами. 

Для вызова фоточувствительных конформационных изменений ферментов и белков 

существует два подхода: (1) специфическая [55-58] или неспецифическая [59-65] 

модификация  фоточувствительными молекулами или (2) включение в 

фоточувствительные матрицы [66, 67]. В первом случае изомеризация 

фоточувствительных фрагментов, включенных в область белковой молекулы, важной для 

поддержания трехмерной структуры его активного центра, приводит к изменению 

конформации фермента (Рисунок 7 А). При этом в результате таких изменений 

ухудшается либо связывание субстрата с ферментом, либо снижается эффективность 

каталитической стадии процесса [55-57, 59, 60, 63-67]. Так, активность мутанта кинезин 

АТФазы, в которой остатки цистеина сайта связывания микротрубочек были 

модифицированы фоточувствительными фрагментами, например, производными 

азобензола, снижалась в два раза в результате светоиндуцированной изомеризация 

азобензола [58]. Активность мутанта рестрикционной эндонуклеазы PvuII, 

модифицированной бифункциональными производными азобензола, изменялась 

максимум в 16 раз при цис-транс изомерезации фоточувствительного остатка [57]. 

Активность липазы В, модифицированной азобензолом, также увеличивалась в 8-52 раза 

по сравнению с немодифицированным ферментом в результате облучения светом [56]. 

Следует отметить, что во всех представленных работах обсуждается положение 

фоточувтсвительного фрагмента в молекуле фермента для достижения желаемого эффекта 

[55-58]. 

Контроль вкл./выкл. ферментативной активности с помощью включения в 

фоточувствительные матрицы был продемонстрирован для лизоцима [68] и бычьего 

сывороточного альбумина [66, 67], включенных в матрицы поверхностно-активных 

веществ, содержащих азобензольный фрагмент. В результате воздействия света 

фоточувствительные фрагменты претерпевали цис-транс изомеризацию, провоцирующую 

изменения как в конформации белка, так и во взаимодействии матрицы с белком (Рисунок 

7 Б). Так, ферментативная активность лизоцима, включенного в мицеллы на основе 

азобензолтриметиламмоний бромида, увеличивалась в 8 раз под действием видимого 

света, который переводил фоточувствительный фрагмент азобензола в транс-форму. Такая 

изомеризация вызывала частичную денатурацию фермента. Обратный процесс 
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изомеризации азобензольного фрагмента в цис-форму наблюдался под действием УФ-

излучения.  

Для контроля вкл./выкл. ферментативной активности с помощью связывания с 

фоточувствительными фрагментами или матрицами, также как и для подхода, 

основанного на деблокировании активного центра фермента, необходимы данные о 

трехмерной структуре молекулы фермента и его активного центра, а также опыт в 

белковой инженерии и материаловедении. Тем не менее, данный подход может быть 

универсальным для большинства ферментов.  

 

Рисунок 7.  Схема обратимых конформационных изменений в молекуле фермента, 

индуцируемых изомеризацией (А) фоточувствительного фрагмента, связанного с ферментом, 

(Б) фоточувствительной матрицы, включающей фермент. Красным показан неактивный 

фермент, зеленым – активный. 

б. Изменения, индуцируемые микроволновым излучением.  

Микроволновое излучение может изменять энергию вибрационных колебаний 

многих молекул или, другими словами, трансформировать энергию электромагнитного 

излучения в тепловую [69]. По сравнению с обычным нагревом нагрев с помощью 

микроволнового излучения имеет несколько особенностей: он происходит (1) быстрее и 

(2) селективнее [70]. Учитывая данные преимущества, в последние годы наблюдается 

значительный рост работ, связанных с влиянием микроволнового излучения на 

биологические объекты, в частности, ферменты [71-73]. Основной механизм активации 

ферментов под действием микроволнового излучения заключается в том, что слабые 

взаимодействия, такие как водородные связи, гидрофобные и Ван-дер-Ваальсовы 

взаимодействия, обеспечивающие стабильность вторичной и третичной структур белка, 
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могут быть изменены под воздействием электромагнитного излучения. Так, было 

показано [74], что микроволновое излучение приводит к изменению конформации 

глюкоамилазы, что в свою очередь может привести к изменениям в кинетике 

ферментативных реакций [75], а также термической стабильности ферментов [76] и 

селективности их действия [77]. Кроме того, микроволновое излучение также оказывает 

влияние на взаимодействие между субстратом и активным центром фермента [78]. 

Воздействие микроволнового излучения приводит к улучшению протекания многих 

ферментативных реакций, а полученные результаты могут быть потенциально 

использованы в химической [79-83] и пищевой промышленности [84-88]. Несмотря на это, 

в литературе описано сравнительно небольшое число примеров применения данного 

подхода. При этом выбор ферментов был ограничен липазами, гидролазами и 

глюкозидазами [89]. Более того, даже для одного типа ферментов, например глюкозидаз, 

микроволновое излучение могло оказывать противоположный эффект в зависимости от 

того, из какого источника был выделен тот или иной фермент. Таким образом, 

применение микроволнового излучения в качестве универсального метода контроля 

вкл./выкл. активности ферментов кажется весьма спорным, а его реализация потребует 

проведения большого числа экспериментов по подбору параметров электромагнитного 

излучения для каждого отдельного фермента. 

в. Иммобилизация в стимул-чувствительные гидрогели.  

Иммобилизация ферментов в стимул-чувствительные гидрогели, гидрогелевые 

покрытия или гидрогелевые частицы является еще одним общим подходом к контролю 

вкл./выкл. фермента [90-98]. В данном случае изменение ферментативной активности 

достигается за счет изменения степени набухания гидрогеля в результате сочетания 

нескольких факторов: (1) изменение доступности активного центра фермента, (2) 

изменение конформации фермента, (3) изменение подвижности 

фермента/субстрата/продукта в порах гидрогеля, (4) изменение в микроокружении 

фермента (гидрофобность, наличие заряженных групп и т.д.). 

Для некоторых полимеров характерно снижение степени набухания при повышении 

температуры выше определенного значения, называемой критической температурой 

смешивания (КТС). Такие полимеры чаще всего используют для регуляции 

иммобилизованных ферментов [90-97]. Изменение активности фермента под 

воздействием внешнего стимула (изменение температуры) было продемонстрировано для 

большого числа ферментов, таких как аспарагиназа [90], β-галактозидаза [91, 95], каталаза 

[92], трипсин [93], лакказа [94], липаза [96] и уреаза [97], иммобилизованных в гидрогелях 

на основе N-изопропилакриламида [94-96], сополимеров N-изопропилакриламид-
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акриламида [90, 91, 93], изопропилакриламид-гидроксиметакриламида [92], N-

изопропилакриламид-полиметиленгликольметакрилата [97]. 

 

Рисунок 8. Схема, описывающая один из вариантов изменения активности ферментов, 

иммобилизованных в стимул-чувствительные гидрогели, для которых изменяется степень 

набухания под действием внешнего стимула. Красным показан неактивный фермент, зеленым – 

активный. 

Стоит отметить, что в представленных работах изменение активности 

иммобилизованного фермента носило разнонаправленный характер. В ряде исследований 

активность фермента возрастала при набухании гидрогеля [95, 96], в то время как в других 

работах активность не изменялась [90] или снижалась [90, 91, 93, 96, 97]. Также изменение 

активности иммобилизованных ферментов сильно зависело от состава гидрогеля. 

Вероятно, факторами, влияющими на поведение фермента в ответ на внешний стимул, 

являются изменение степени набухания, размера пор гидрогеля, а также влияние 

температуры на активность фермента. Так, повышение температуры среды может 

приводить как к увеличению активности фермента (при температурах ниже температуры 

инактивации), так и к ее снижению (при температурах выше температуры инактивации). В 

то же время повышение температуры приводит к снижению степени набухания 

полимеров, обладающих КТС, что также может разнонаправлено сказаться на активности 

инкапсулированного фермента  

г. Локальное изменение температуры.  

Одним из методом контроля вкл./выкл. активности ферментов является локальный 

разогрев среды с помощью МНЧ (ферромагнитных [99, 100] или суперпарамагнитных 

[101]) или золотых НЧ, обладающих плазмонными свойствами [102]. В случае ферментов, 
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иммобилизованных на МНЧ, изменение температуры происходит за счет включения и 

выключения внешнего ВЧПМП, а для ферментов, иммобилизованных на плазмонных НЧ 

золота, за счет облучения светом (Рисунок 9). 

Так, в некоторых работах обсуждается, что локальная температура вблизи 

поверхности суперпарамагнитных НЧ при воздействии ВЧПМП может варьироваться 

между 25 и 90°С, в то время как температура реакционной среды остается практически 

неизменной [99, 101]. Предполагается, что с помощью явления магнитной гипертермии 

можно локально достичь условий, оптимальных для функционирования термофильных 

ферментов. Благодаря такому подходу были селективно и удаленно активированы α-

амилаза из Bacillus licheniformis и L-аспартатоксидаза из Solfolobus tokodaii, 

иммобилизованные на поверхности НЧ оксида железа [101].  

Также было показано, что облучение золотых НЧ светом приводит к локальному 

повышению температуры, причем этот эффект зависит от размера и формы НЧ [102]. Так, 

было показано, что активность глюкокиназы, иммобилизованной на золотых 

наностержнях, повышалась в 1,5 раза в результате облучения светом в ближней ИК 

области. В более поздних работах были продемонстрированы подходы, в которых 

локальный разогрев, индуцированный лазерным излучением, приводил к повышению 

активность ферментов, иммобилизованных на полимерных НЧ, например, для НЧ 

полилактат-полидофамин, содержащих α-амилазу [103, 104] и графеновых материалах, 

например, углеродные нанотрубки, содержащие глюкозилтрансферазу [105]. Также была 

показана активация термолизина, иммобилизованного на МНЧ, под действием ВЧПМП 

[106]. 

Кроме того, в литературе описаны методы контроля вкл./выкл. активности 

ферментов, в которых совместно используют эффект локального разогрева МНЧ в 

ВЧПМП и изменение степени набухания КТС гидрогелей при изменении температуры. 

При такой комбинации возможно два способа локализации иммобилизованного фермента: 

(1) в гидрогеле, содержащем МНЧ [107, 108], или (2) в полимерной оболочке, 

покрывающей МНЧ [109]. Локальное повышение температуры под действием ВЧПМП 

приводит к снижению степени набухания гидрогеля и изменению активности фермента 

[107, 108]. Таким образом было продемонстрировано изменение активности инвертазы 

[107], β-галактозидазы [108] и трипсина [109], используя сополимер N-

изопропилакриламид-акриламид в качестве полимера. 

Использование МНЧ или плазмонных наночастиц золота в комбинации с магнитным 

полем или светом, соответственно, позволяющих точно контролировать степень нагрева, 

перспективны не только для контроля активности термофильных ферментов, но и 
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мезофильных (см. главу 1.1.2.4) [5]. Процесс иммобилизации ферментов в гидрогели или 

на поверхности НЧ металлов, а также температурные зависимости ферментативных 

реакций достаточно хорошо изложены в литературе [110-113]. Таким образом, создавая 

оптимальные условия для работы ферментов, потенциально возможно создать системы 

контроля вкл./выкл. ферментативной активности для любых ферментов. Комбинация 

различных частиц, реагирующих на различные стимулы (различные частоты МП или 

длины волн), в будущем, возможно, позволит одновременно регулировать несколько 

ферментов в одном реакционном сосуде. 

 

Рисунок 9.  Схема изменения активности термофильного фермента, иммобилизованного на 

МНЧ или плазмонных НЧ, под действием внешнего стимула в результате локального 

повышения температуры. Красным показан неактивный фермент, зеленым – активный. 

д. Электрохимическая стимуляция оксидоредуктаз.  

Одним из примеров контроля вкл./выкл активности фермента может являться 

электрохимическое стимулирование оксидоредуктаз, которые катализируют 

окислительно-восстановительные реакции. Поскольку электрический потенциал 

напрямую связан с энергией Гиббса, такое стимулирование представляется возможным 

[114]. В ряде случаев поверхность электрода дополнительно модифицируют НЧ, что 

приводит к увеличению площади его поверхности, и, следовательно, к большей загрузке 

фермента и более высокой плотности тока на поверхности электрода [115], что позволяет 

миниатюризировать электрохимические устройства.  

Наиболее часто при электрохимической стимуляции ферментов используют 

оксидоредуктазы, поскольку подвижность электрона в их активном центре высока. При 

иммобилизации фермента на поверхности электрода необходимо, чтобы активный центр 
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фермента сохранял геометрию, подходящую для выполнения своей каталитической 

функции, и не был заблокирован для доступа субстрата. 

В методе электрохимической стимуляции активности ферментов наиболее часто 

используют НЧ золота. Такие НЧ позволяют иммобилизовать фермент в благоприятной 

для катализа конформации, а также облегчить перенос электрона между поверхностью 

электрода и простетическими группами фермента, например, гем пероксидазы хрена 

[116]. С помощью электрохимической стимуляции была увеличена активность цитохрома 

С [117], лаказы [118], пероксидазы [119], сульфит оксидазы [120, 121], 

формиатдегидрогеназы [122] и гидрогеназы [123]. 

Процесс передачи электрона между оксидоредуктазой и поверхностью электрода 

может идти как напрямую, так и с участием окислительно-восстановительных медиаторов 

[124]. В первом случае процесс называется прямым переносом электрона (ППЭ), а во 

втором – опосредованным переносом электрона (ОПЭ). Существует большое количество 

органических и неорганических молекул, которые могут выступать в качестве 

окислительно-восстановительных медиаторов. В качестве медиаторов в работах описаны 

метиленовый синий, берлинская лазурь, теонин, толуидиновый синий, производные 

хинона, ферроцен и его производные, ионы железа или цианистые комплексы железа 

[125]. В природе в качестве окислительно-восстановительных медиаторов выступают 

различные кофакторы в активном центре ферментов (НАД+, ФАД, аскорбиновая кислота, 

флавинмононуклеотид и ионы металлов в активном центре (Mg2+, Cu+, Mn2+)). Несмотря 

на то, что в последнее время наблюдается рост количества публикаций с ППЭ, 

сравнительно небольшому числу ферментов свойственен данный механизм [114]. Это 

связано с тем, что ППЭ происходит только тогда, когда активный центр фермента 

находится на расстоянии меньшем расстояния туннелирования электрона [126]. Таким 

образом, главным преимуществом механизма ППЭ является то, что процесс передачи 

электрона не включает окислительно-восстановительные медиаторы и связанные с ними 

потери перенапряжения, что делает механизм ППЭ более предпочтительным для 

промышленного применения [124, 127]. 

Что касается механизма ОПЭ, для того, чтобы преодолеть ограничения механизма 

ОПЭ, используют электрохимическую регенерацию кофактора (НАД/НАДН, 

аскорбиновая кислота/дегидроксиаскорбиновая кислота), иммобилизуя фермент и 

кофактор на поверхности электрода [128, 129]. Это позволяет снизить расход 

дорогостоящих окислительно-восстановительных медиаторов при проведении 

длительных реакций или реакций в проточных системах. Однако в системах, содержащих 
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ко-иммобилизованные фермент и медиатор, возникают проблемы, связанные со  

стабильностью и анализом общих кинетических параметров [130].  

Несмотря на то, что электрохимическая стимуляция ферментов активно развивается 

в последние 60 лет и затрагивает такие области биоэлектрохимии, как биосенсорика [131-

135], биотопливные ячейки [122, 136-138], биоконденсаторы [139-141] и биореакторы 

[142-144], данный подход применим только для оксидоредуктаз, что ограничивает его 

применение в биотехнологии. Более того, большинство оксидоредуктаз используют 

механизм ОПЭ, что приводит к значительным потерям энергии при их практическом 

использовании [114]. 

е. Механическая деформация эластичного носителя. 

Во второй половине семидесятых годов XX века основателем кафедры химической 

энзимологии Ильей Васильевичем Березиным был предложен подход к управлению 

активностью ферментов, названный ферментативной механохимией [145]. В данном 

подходе эластичный носитель, такой как нейлон или вискоза, на котором был 

иммобилизован фермент, подвергали механическому растягиванию, что приводило к 

резкому снижению активности фермента. Такой эффект был обратим: при релаксации 

носителя наблюдалось восстановление активности фермента. Авторы объясняют данный 

эффект следующим образом: если молекула фермента связана с носителем более чем 

одной ковалентной связью, то расстояние между точками крепления фермента на 

поверхности носителя должно возрастать в результате механического растягивания 

носителя. В таком случае на молекулы фермента будут действовать силы, приводящие к 

конформационным изменениям в структуре белка и инактивации фермента (Рисунок 10). 

При релаксации носителя расстояния между точками крепления фермента на поверхности 

носителя возвращаются к начальным значениям, в результате чего происходит релаксация 

структуры фермента. С помощью такого подхода на кафедре химической энзимологии 

была показана возможность управлять активностью ХТ, трипсина и миозина [146]. В 

дальнейшем, используя сходный подход, была продемонстрирована возможность 

управлять активностью глюкозооксидазы, иммобилизованной на поверхности мембраны 

из поливинилхлорида [147] или в многослойном полиэлектролитном геле [148]. 
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Рисунок 10. Схема изменения активности фермента, иммобилизованного на эластичном 

носителе, в результате механического растягивания носителя. Зеленым показан активный 

фермент, красным – неактивный. 

Данный подход может являться общим, поскольку связь между активностью и 

структурой ферментов представляется бесспорным фактом. В ряде работ было показано, 

что с помощью данного подхода возможно не только добиваться инактивации фермента, 

но и изменять его субстратную специфичность [145], что позволяет предположить, что 

при определенных условиях возможно добиться и повышения активности фермента. 

Однако, остается неясным, в какой степени силы, приложенные к макроскопическому 

материалу, влияют на конформацию фермента (микроскопический параметр), поскольку 

изменение каталитической активности иммобилизованного фермента может происходить 

в результате изменения доступности субстрата для фермента, а не в результате 

механической деформации самого фермента. 

1.1.1.3. МАГНИТОСТИМУЛИРУЕМЫЕ ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ РЕАКЦИИ 

а. Магнитный изотопный эффект. 

Научная литература изобилует исследованиями влияния слабых магнитных полей на 

биологические системы [149-151]. Однако, в относительно небольшом числе попыток 

независимого повтора исходные результаты обычно оказывались невоспроизводимыми 

[152, 153]. Ситуацию осложняло отсутствие биофизических механизмов, с помощью 

которых слабые магнитные поля могли бы взаимодействовать с биообъектами. Ярким 

исключением являются работы Бучаченко и Кузнецова [154-157], в которых было 

продемонстрировано влияние магнитного поля на скорость ферментативного синтеза 

АТФ in vitro. Эти исследования примечательны тем, что представленные изменения 

скоростей ферментативных реакций были значительными, предложен физически 

правдоподобный механизм воздействия магнитного поля на ферментативную реакцию, а 

сам процесс имеет большое биологическое значение.  
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Превращение АДФ в АТФ катализируется рядом магний-зависимых ферментов. В 

работах Бучаченко и Кузнецова было показано, что скорость синтеза АТФ под действием 

четырех киназ – АТФ-синтазы, фосфоглицераткиназы, пируваткиназы и креатинкиназы – 

значительно различается в зависимости от того, какой изотоп магния находился в 

активном центре фермента. Магний имеет три стабильных изотопа: 24Mg (79%), 25Mg 

(10%), 26Mg (11%). Вместо монотонной зависимости скорости реакции от массового числа 

изотопа, которую можно было бы ожидать для классического кинетического изотопного 

эффекта (КИЭ), было обнаружено, что АТФ синтезируется более чем в два раза быстрее в 

присутствии изотопа 25Mg, чем в присутствии 24Mg или 26Mg. Авторы этих работ 

объясняли такой феномен с помощью радикально-парного механизма (РПМ), движущей 

силой которого является не масса атомного ядра, а его магнитный момент, так 

называемый, магнитно-изотопный эффект (МИЭ). Из всех трех изотопов только 25Mg 

является магнитным. Хотя МИЭ менее распространен по сравнению с КИЭ, он является 

хорошо изученной особенностью химических реакций, в которых пары радикалов 

являются промежуточными продуктами реакции. 

Частым проявлением РПМ является чувствительность парных радикальных реакций 

к внешним МП [158]. В своих работах Бучаченко и Кузнецов обнаружили, что 

действительно скорость фосфорилирования для магнитных изотопов магния при 

приложении МП интенсивностью 80 мТл увеличивалась уже в 4 раза по сравнению с 

немагнитным изотопом. Авторами был предложен механизм, объясняющий как МИЭ, так 

и влияние МП. Предполагается, что сверхтонкие взаимодействия магнитного изотопа 

25Mg в радикальной паре, состоящей из иона Mg+· и радикала АДФ, переводит ее в 

триплетное состояние. Как синглетное, так и триплетное состояния, переход между 

которыми является обратимым, могут приводить к образованию продукта 

фосфорилирования. Однако, для синглетного состояния возможна и обратная реакция, 

ведущая к исходным реагентам, что не наблюдается для триплетного состояния. Таким 

образом, наличие триплетного состояния смещает равновесие реакции в сторону 

продуктов и ускоряет ее. 

Стоит отметить, что были предприняты попытки независимо повторить результаты 

работ Бучеченко и Кузнецова, которые оказались неудачными [159]. В двух независимых 

экспериментах авторы обнаружили лишь небольшой МИЭ, выраженный в снижении 

(15%) скорости синтеза АТФ креатинкиназой при использовании магнитного изотопа 

25Mg вместо природного магния.  

б. Влияние на структуру фермента, содержащего ион металла в качестве кофактора.  
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Одним из подходов к контролированию активности ферментов является эффект 

влияния МП на активность ферментов, содержащих в своем активном центре ионы 

металлов в качестве кофакторов [160, 161]. Внешние МП могут вызывать 

конформационные изменения в белках за счет взаимодействия со специфическими 

ионами, такими как марганец или железо, выступающими в качестве специфических 

кофакторов, и, таким образом, регулировать свойства ферментов. Так, было показано, что 

активность пероксидазы хрена, содержащей гем в качестве кофактора, существенно 

зависит от параметров магнитного поля. В каталитическом центре пероксидазы хрена 

содержится ион Fe3+ гема, а также два иона Ca2+, которые важны для поддержания 

структуры фермента и его функционирования. При воздействии МП восстановленная 

форма гема может проявлять парамагнитные или диамагнитные свойства [89, 162]. 

Предполагается, что МП может ускорять перенос заряда в активном центре фермента и 

повышать скорость ферментативной реакции. 

1.1.2. МЕТОДЫ НЕОБРАТИМОГО КОНТРОЛЯ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 

Необратимый контроль вкл./выкл. фермента означает, что, после того как под 

воздействием внешнего стимула «переключение» произошло, его нельзя «переключить» 

обратно. Такой вариант регуляции может быть достигнут либо с помощью «включения» 

неактивного фермента, либо с помощью «выключения» активного.  

1.1.2.1. АКТИВАЦИЯ ФЕРМЕНТА С ПОМОЩЬЮ ПОДХОДА КОНТРОЛИРУЕМОГО 

ВЫСВОБОЖДЕНИЯ ИЗ МАТРИЦЫ 

Необратимый контроль вкл./выкл. фермента, применимый в биокатализе, может быть 

осуществлен с помощью фотодеградируемого гидрогеля, содержащего инкапсулированный 

фермент. Такой способ был использован для активации трипсина, химотрипсина и эластазы, 

включенных в гидрогель полипропилениминтетраминакрилата, содержащего 

фоторасщепляемый орто-нитробензиловый фрагмент [163]. При облучении такого гидрогеля 

светом с длиной волны 365 нм происходило расщепление межмолекулярных связей в полимере, 

что приводило к разупорядочиванию структуры полимерной сетки, высвобождению фермента 

из матрицы и, как следствие, повышению его активности (Рисунок 11 А). В другом подходе 

контролируемое высвобождение фермента происходило за счет образования пор в структуре 

материала носителя, за счет, например, фототермического эффект [164, 165]. Так, фермент, 

иммобилизованный в порах КТС полимера, покрывающего НЧ золота был активирован в 

результате облучения светом ближней ИК-области. При этом высвобождаемая тепловая 

энергия приводила к образованию пор в полимерной матрице, в результате чего происходило 

высвобождение фермента. В обсуждаемой работе открытие и закрытие пор являлось 
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обратимым процессом, в то время как активация фермента была необратимой, поскольку в 

результате внешнего воздействия весь фермент высвобождался в раствор. С помощью данного 

подхода была показана контролируемая активация лизоцима [165] и щелочной фосфатазы [164]. 

В другой работе высвобождаемая при облучении тепловая энергия приводила к необратимому 

процессу формирования пор в матрице носителя в результате ее полимеризации [166]. 

Активация фермента с помощью метода контролируемого высвобождения, в целом, может 

быть применена к любым ферментам при условии, что фермент не проявляет или проявляет 

низкую активность в связанном состоянии [5]. 

Еще один подход контролируемого высвобождения фермента, с помощью которого 

возможно осуществлять контроль вкл./выкл его активности, может служить десорбция 

фермента с поверхности МНЧ под действием НЧПМП [167]. В данной работе фермент 

супероксиддусмутаза, электростатически сорбированная на поверхности МНЧ, изменяла свою 

активность в зависимости от частоты, напряженности и времени обработки НЧПМП. Было 

обнаружено, что активность фермента возрастала в течение первых пятнадцати минут 

экспозиции в МП, после чего она снижалась. Эффект наибольшей активации фермента 

наблюдался при частоте 50 Гц и интенсивности 60 кА/м. Авторы предполагают [167], что 

ускорение ферментативной реакции происходило вследствие десорбции фермента под 

действием гидродинамических сил, возникающих при Брауновской релаксации магнитных 

наночастиц в НЧПМП (Рисунок 11 Б). Однако, при длительной экспозиции МНЧ в магнитном 

поле происходила их агрегация, что затрудняло дальнейшую десорбцию фермента и снижало 

его активность. Тем же коллективом авторов была показана возможность высвобождения 

высокомолекулярного ингибитора ХТ (ИББ) из липосом, модифицированных МНЧ, под 

воздействием НЧПМП [168]. Брауновская релаксация МНЧ в НЧПМП приводила к 

разупорядочиванию липосомальной мембраны, в результате чего наблюдалось увеличение 

степени высвобождения высокомолекулярного ингибитора и снижение активности фермента. 
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Рисунок 11. Схема необратимого высвобождения молекул фермента из (А) гидрогелей и (Б) с 

поверхности МНЧ под действием внешнего стимула. Красным показан неактивный фермент, 

зеленым – активный. 

1.1.2.2. АКТИВАЦИЯ ФЕРМЕНТА С ПОМОЩЬЮ ПРЕВРАЩЕНИЯ ПРОФЕРМЕНТА В 

АКТИВНЫЙ ФЕРМЕНТ 

В области доставки лекарственных препаратов достаточно распространенным является 

подход, в котором накопленное, например, в опухоли неактивное пролекарство превращается в 

активный агент, например, при расщеплении химической связи под действием внешнего 

стимула. Схожий подход может быть применен и для контроля вкл./выкл. фермента, хотя в 

литературе встречаются, в основном, примеры в контексте контроля внутриклеточных 

процессов, связанных с ферментами рестрикции [169-171]. 

Обычно для такого контроля вкл./выкл. фермента с помощью превращения неактивного 

профермента в его активную форму фермент модифицируют фоторазлагаемой молекулой, 

содержащей, например, фенилацильный [172] или орто-нитробензольный фрагменты [169, 173, 

174]. Будучи связанным с такой молекулой, фермент не проявляет или проявляет крайне 

низкую активность [169, 172-174]. В результате расщепления фоторазлагаемой молекулы под 

действием внешнего стимула ферментативная активность восстанавливается [169, 170, 172-174] 

(Рисунок 12). Подобно методам контролируемого высвобождения из матриц, активация 

фермента с помощью превращения профермента в его активную форму, в общем, применима ко 

всем ферментам, для которых профермент не проявляет значительной активности.  
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Рисунок 12.  Схема необратимой активации фермента, связанного со стимул-чувствительными 

молекулами, отщепление которых в результате воздействия внешнего стимула приводит к 

образованию активной формы фермента. 

1.1.2.3. АКТИВАЦИЯ ФЕРМЕНТА С ПОМОЩЬЮ СКАЧКА рН, ИНДУЦИРОВАННОГО 

ЛАЗЕРОМ 

Другой подход необратимой активации основан на изменении активности фермента в 

ответ на удаленно индуцируемое изменение рН [175, 176]. Такое изменение рН может 

наблюдаться для соединений, которые, например, диссоциируют под действием облучения 

светом [177]. Данный подход был применен для активации кислой фосфатазы (IV-S) [175, 176]. 

Под действием облучения светом производные 2-нитро-бензальдегида превращались в 2-

нитрозо-бензойную кислоту, что приводило к резкому снижению рН с 8 до 5 и увеличению 

активности фермента в 26 раз [175, 176]. Недостатком данного подхода является то, что он 

применим только в том случае, когда фермент демонстрирует четкую зависимость активности 

от рН в сочетании с высокой стабильностью в широком диапазоне рН. 

1.1.2.4. ИНАКТИВАЦИЯ ФЕРМЕНТА С ПОМОЩЬЮ ИЗМЕНЕНИЯ ЛОКАЛЬНОЙ 

ТЕМПЕРАТУРЫ 

Наряду с подходом локального изменения температуры для обратимого контроля 

вкл./выкл. фермента, схожий метод может быть использован для необратимой инактивации 

ферментов [178-180]. Так, пероксидаза хрена [178] и α-ХТ [180], иммобилизованные на золотых 

НЧ, были необратимо инактивированы в результате действия лазерного излучения, при 

котором наблюдалось локальное повышение температуры [180]. Поскольку температура влияет 

на стабильность многих ферментов, данный метод может быть применим для многих белков [5] 

при условии, что эти температуры достижимы посредством разогрева НЧ. 
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1.1.2.5. ИНАКТИВАЦИЯ С ПОМОЩЬЮ ЛОКАЛЬНОГО ОБРАЗОВАНИЯ СВОБОДНЫХ 

РАДИКАЛОВ 

Другой метод необратимого контроля вкл./выкл. фермента состоит в использовании 

фотохромных групп, введенных в молекулу белка, которые под действием облучения светом с 

определенной длиной волны формируют свободные радикалы, в основном АФК, такие как 

гидроксильный или супероксид радикал [181-187]. Образующиеся АФК приводят к 

необратимым изменениям в структуре белка, а, следовательно, нарушают его 

функционирование [188] (Рисунок 13). При правильном подборе условий такая инактивация 

может оказаться достаточно локальным методом контроля вкл./выкл. фермента, поскольку 

АФК являются высокоактивными и короткоживущими молекулами [184, 186, 187, 189]. При 

этом контроль активности, скорее всего, достижим для всех ферментов, реагирующих на 

присутствие свободных радикалов [5]. 

Инактивация с помощью образования свободных радикалов может быть основана на различных 

подходах:, таких как световая инактивация с помощью хромофора [183, 186, 187, 190] или 

флуорофора [185, 191] и лазерная инактивация с помощью хромофора [181, 184, 188]. 

Хромофоры [188] и флуорофоры [185, 191] были конъюгированы с целевыми белками с 

помощью аффинного связывания, а в случае фототоксичных белков с помощью методов генной 

инженерии [183]. Такой подход к инактивации белка с помощью фотохромных групп, 

образующих АФК, может быть использован в различных областях биомедицины, таких как 

фотодинамическая [188] и антибактериальная [192] терапия, а также в области биотехнологии 

для регуляции экспрессии генов [193] и изучения мембранных процессов в клетке [188]. В ряде 

работ обсуждается инактивация ферментов с помощью такого подхода Так, была показана 

инактивация щелочной фосфатазы [188], β-галактозидазы [186, 188] и ацетилхолинэстеразы 

[188], конъюгированных с фотохромной молекулой посредством биотин-стрептавидинового 

взаимодействия [188]. 
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Рисунок 13. Схема необратимой инактивации фермента в результате образования АФК 

(звездочки). Под действием света молекулы хромофора или фотосенсебилизатора, связанные с 

молекулой фермента, генерируют АФК, которые приводят к необратимым изменениям в 

структуре фермента. 

1.2. МАГНИТО-НАНОМЕХАНИЧЕСКИЙ ПОДХОД К УПРАВЛЕНИЮ СТРУКТУРОЙ И 

СВОЙСТВАМИ ФЕРМЕНТОВ 

Механохимия – раздел химии, изучающий поведение молекул под действием 

механического воздействия. Как было сказано в разделе 1.1.1.2 в первых работах, 

описывающих данный подход для ферментов [145, 146], было показано, что в результате 

растяжения эластичных носителей, таких как нейлон или вискоза, можно обратимо изменять 

активность и субстратную специфичность ферментов, иммобилизованных на данных 

носителях. Авторы предположили, что растягивание носителя приводило к тому, что 

расстояние между точками крепления фермента на носителе увеличивалось. В результате этого 

фермент испытывал механический стресс, и, как следствие, его структура изменялась, и 

наблюдалось снижение ферментативной активности. Позже эти данные были подтверждены в 

работе Ишиомори [147], в которой в результате растягивания пористой поливинилхлоридной 

мембраны, содержащей иммобилизованную β-галактозидазу, также наблюдалось снижение 

каталитической активности фермента. Однако авторами не было напрямую показано, что силы, 

приложенные к носителю, влияли на конформацию молекулы белка. Также оставался неясным 

вопрос, изменяет ли растяжение носителя размер его пор и опосредованно доступность 

субстрата для фермента. Гипотеза о влиянии механического растяжения носителя на 

конформацию фермента была подтверждена только в 2015 году в работах [148, 194], в которых 

напрямую было продемонстрировано влияние растягивания носителя на конформацию 

иммобилизованного белка. 
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С развитием методов манипуляции одиночными молекулами, такими как атомно-силовая 

микроскопия [195] или оптический/магнитный пинцет [196], было изучено поведение ряда 

ферментов под действием механического стимула [197-199]. В большинстве из представленных 

работ сообщалось о снижении ферментативной активности в результате механического 

воздействия на молекулу фермента. При этом задача детектирования активности фермента под 

воздействием механического стимула является крайне нетривиальной. В работах Лю и 

соавторов [198, 199] такое детектирование было достигнуто с использованием комбинации 

магнитного пинцета и флуоресцентной микроскопии. Авторы показали, что активность 

пероксидазы хрена значительно снижалась уже при ее растягивании с силой 1-2 пН. Такое 

снижение ферментативной активности являлось результатом ухудшения способности фермента 

связывать субстрат (N-ацетилдигидрокифеноксазин). Наблюдаемые изменения ферментативной 

активности носили обратимый характер. После снятия механической нагрузки, связывание 

субстрата с ферментом укоряло процесс перехода фермента из неактивной («растянутой») 

конформации в активную («нативную»).  

Стоит отметить, что методы манипуляции одиночными молекулами не позволяют 

изменять конформацию и, соответственно, активность всей совокупности молекул фермента в 

растворе. Данный факт приводит к тому, что представленные выше методы невозможно 

использовать для манипуляции активностью ферментов в промышленных процессах. В 

качестве решения данной задачи нашей группой было предложено использовать ферменты, 

конъюгированные с МНЧ, помещенные в НЧПМП [200]. Так, ранее в нашей лаборатории было 

продемонстрировано значительное снижение каталитической активности трех ферментов: α-

ХТ, трипсина и β-галактозидазы, конъюгированных с МНЧ магнетит-золото типа ядро-

оболочка. Была предложена схема, объясняющая инактивацию иммобилизованных ферментов 

под воздействием НЧПМП [200, 201], которая заключается в следующем (Рисунок 14): 

а) Система представляет собой агрегат, состоящий из двух МНЧ и молекулы фермента, 

которая соединяет МНЧ с помощью молекул линкеров. 

б) В отсутствие внешнего МП магнитные моменты µi каждой однодоменной магнитной 

наночастицы ориентированы хаотично. 

в) Под действием внешнего МП с величиной магнитной индукцией В однодоменные МНЧ 

стремятся сориентировать магнитный момент µi вдоль вектора внешнего поля В, что позволяет 

минимизировать энергию магнитной анизотропии. В случае, когда ориентация магнитных 

моментов происходит вместе с поворотом МНЧ (Брауновская релаксация), молекулы фермента 

на поверхности МНЧ могут испытывать механический стресс. 
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Рисунок 14.  Агрегат, состоящий из двух МНЧ, связанных мостиком «линкер-фермент-

линкер», с симметрично направленными относительно направления силовых линий МП 

магнитными моментами µi в (А) отсутствии внешнего МП и (Б) в присутствии внешнего МП с 

вектором магнитной индукции В. 

В принципе существует два конкурирующих способа релаксации магнитного момента µi 

однодоменной магнитной наночастицы во внешнем магнитном поле: Неелевский, когда µi 

меняет направление в практически неподвижной однодоменной МНЧ, преодолевая энергию 

магнитокристаллической анизотропии, и Брауновский, когда вектор магнитного момента µi 

поворачивается вместе с механическим вращением частицы [202]. Для механической 

стимуляции молекулы белка, связанной с однодоменными магнитными наночастицами, 

необходимым условием является именно Брауновская релаксация. В связи с этим встает вопрос 

о подборе оптимальных параметров системы, таких как материал МНЧ, ее размер и форма, а 

также параметров переменного магнитного поля. 

В случае реализации Брауновкого механизма релаксации, вращетельно-колебательные 

движения МНЧ во внешнем НЧПМП приведут к тому, что молекулы фермента, прикрепленные 

к поверхности МНЧ, будут испытывать деформации четырех типов: растяжение, скручивание, 

сжатие и сдвиг. Тип деформации зависит от взаимной ориентации магнитных моментов µi 

МНЧ, направления вектора магнитной индукции МП В и расположения точек крепления 

фермента к поверхности МНЧ. При этом одновременно могут быть реализованы различные 

комбинации деформаций. Авторы приводят оценки сил, прикладываемых к белковым 

молекулам на поверхности МНЧ, в зависимости от размеров МНЧ, содержащих их агрегатов и 

параметров НЧПМП [202]. Эти оценки показывают, что «деформационные наномашины» 

способны развивать силу, достигающую многих сотен пН, и деформацию прикрепленных 
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молекул в десятки нм. Такие величины сил и деформаций, безусловно, способны не только 

существенно изменить межатомные расстояния в активном центре фермента, но и его 

вторичную/третичную структуру [203-205]. 

Предложенный подход, в котором МНЧ выступали в качестве «деформационных 

наномашин», был назван авторами магнито-наномеханическим [206]. Предполагается, что с его 

помощью можно управлять кинетикой ферментативных реакций in situ, влиять на процессы 

высвобождения лекарственных препаратов, изменяя проницаемость наноконтейнеров, 

активировать или подавлять биохимические процессы в живых клетках, воздействуя на 

клеточную стенку, рецепторы, содержащиеся в ней, или другие ее компоненты. 

Как было сказано выше, в МНМ подходе стимуляция молекул фермента осуществляется в 

результате Брауновской релаксации МНЧ, в то время как конкурирующий Неелевский 

механизм не способен оказывать механическое воздействие на молекулы фермента. 

Характерные времена релаксации МНЧ по Неелевскому (τN) и Брауновскому (τB) механизмам 

описываются уравнениями следующего вида [207]: 

𝜏𝑁 = 𝜏0
√𝜋

2

exp(
𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉

𝑘𝐵𝑇
)

√
𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉

𝑘𝐵𝑇

        (1) 

𝜏𝐵 =
3𝜂𝑉𝐻

𝑘𝐵𝑇
         (2) 

где η- вязкость растворителя, в котором диспергированы МНЧ, kB – константа Больцмана, T - 

температура (K), VH – гидродинамический объем МНЧ, V- объем магнитной составляющей 

МНЧ, Keff  - эффективная константа магнитной анизотропии.  

В общем случае характерное эффективное время релаксации (τ) МНЧ в МП будет 

комбинацией τN и τB [208]: 

𝜏 =
𝜏𝑁𝜏𝐵

𝜏𝑁+𝜏𝐵
           (3) 

Как видно из уравнения 3, характерное эффективное время релаксации τ, в основном, 

будет соответствовать тому процессу, характерное время которого будет меньше. Основным 

параметром, от которого зависят значения τB и τN, является размер МНЧ, который определяет 

значения V и VH. Можно сказать, что при прочих равных условиях существует некое 

критическое значение радиуса МНЧ RC , ниже которого МНЧ будет, в основном, релаксировать 
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по Неелевскому механизму, а выше которого - по Брауновскому [206]. Так, для магнетита, 

наиболее часто использующегося материала для получения МНЧ, RC ≈ 7 нм [206]. 

При обсуждении МНМ подхода возникает вопрос возможного теплового разогрева 

МНЧ. Следует отметить, что в отличие от эффектов магнитной гипертермии (которые 

обсуждались в главе 1.1), наблюдаемые обычно при частотах 0,1-1 МГц, МНМ стимуляция 

ферментов происходит при сверхнизких частотах ПМП (порядка единиц-сотен Гц). При этом в 

ряде работ, посвященных магнитной гипертермии, проведенных при относительно низких 

частотах (10-100 кГц), авторы наблюдали эффекты, которые невозможно было объяснить лишь 

магнитной гипертермией [209-211]. Высказывалось предположение, что ПМП может оказывать 

нетепловое воздействие, в частности вследствие возбуждения «механических вибраций». 

Теоретические расчеты показали, что магнитные поля с частотами f < 10 кГц можно 

считать практически негреющим, так как максимальный эффект разогрева составляет не более 

1 К [200, 208]. Боле того, энергия UM≈µB, которую магнитное поле может сообщить одному 

электрону, радикалу, атому, иону, весьма мала. Поскольку для любой из перечисленных частиц 

величина µ одного порядка с магнетоном Бора µВ=9,274*10-24 А*м2, энергия UM оказывается на 

несколько порядков величины меньше тепловой энергии UT≈kT≈0,026 эВ (при Т=300 К). 

Например, для электрона энергия UM≈10-3UT при В=0,5 Тл и Т=300 К. Такое поле будет 

считаться слабым с точки зрения термодинамики. Величина UM, а тем более энергия кванта 

поля Eq=hf несопоставимы с типичными значениями энергии активации биохимических 

реакций Ua≈0,1-1 эВ. Например, в магнитном поле с частотой f=100 кГц величина Eq<10-9 эВ. 

Следовательно, такие поля являются слабыми и с точки зрения квантовой механики. 

С физической точки зрения наличие МНЧ в магнитонеупорядоченной среде (водный 

раствор, ткани организма) приводит к усилению энергетического действия МП на 

биохимические системы. Так, НЧ магнетита диаметром 8 нм приобретает в поле В=0,5 Тл 

энергию UM≈JS(4/3)πRm
3ρmB≈100kT (JS≈80 кА/м2 – намагниченность насыщения магнетита, 

ρm=5400 кг/м3 –плотность магнетита), которая на 5 порядков больше, чем энергия одного 

электрона или радикала. Таким образом, МНЧ становятся основными мишенями влияния 

переменного МП, обеспечивая высокую чувствительность системы к внешним магнитным 

стимулам. 

Еще одним вопросом, который необходимо затронуть, является теплогенерация самими 

МНЧ в результате преодоления энергии магнитной анизотропии в процессе релаксации во 

внешнем ПМП. Этот вопрос специально обсуждался в работе [200], в которой было показано, 
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что в НЧПМП (1-100 Гц) повышение температуры на поверхности МНЧ не может превышать 

10-6 К, а диссипация тепла должна происходить крайне быстро, что не приводит к образованию 

температурного градиента. 

Использование МНМ подхода получило бурное развитие в последнее десятилетие 

(Рисунок 15). Так, была показана возможность контролируемого высвобождения низко- и 

высокомолекулярных соединений из наноконтейнеров [168, 212-214], удаленного контроля 

функциями живых клеток [215-217], а также их пролиферации [218, 219]. Однако в научной 

литературе практически не встречаются работы, посвященные МНМ стимуляции ферментов, 

кроме нескольких работ [200, 220-222]. Данная тема представляет не меньший интерес, чем 

биомедицинское применение МНМ подхода. Ее развитие может позволить разработать новые 

методы удаленного контроля свойств ферментов, таких как активность, субстратная 

специфичность и селективность. Не менее важным может быть и возможность исследования 

взаимосвязи структура-функция ферментов. Стоит отметить, что в представленных работах 

авторы сосредоточили свое внимание на наблюдении за влиянием НЧПМП на активность в 

зависимости от параметров НЧПМП, длины линкера и соотношения конъюгатов состава МНЧ-

фермент и МНЧ-фермент-МНЧ. Так, было показано, что наибольший эффект влияния НЧПМП 

на активность конъюгированного ХТ наблюдался для коротких линкеров [220]. При этом в 

случае, когда в качестве линкера выступала высокомолекулярное соединение, эффект НЧПМП 

на активность ХТ отсутствовал. Изменяя количество ХТ, добавляемого в реакцию конъюгации 

с МНЧ, были получены смеси конъюгатов с различным соотношением МНЧ-фермент и МНЧ-

фермент-МНЧ, степень инактивации которых под воздействием НЧПМП была различна [221, 

222]. Так, наибольший эффект НЧПМП наблюдался для образца, в котором содержание 

конъюгатов состава МНЧ-ХТ-МНЧ было наибольшим, поскольку эффективность МНМ 

подхода определяется именно наличием таких агрегатов. 

 

Рисунок 15.  Число публикаций по запросу «magneto-mechanical» в базе данных PubMed с 

января 2012 по август 2023.  
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Глава 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

2.1. МАТЕРИАЛЫ И РЕАГЕНТЫ 

Хлорид железа (II) тетрагидрат, хлорид железа (III), золотохлорводородная кислота 

тригидрат, цитрат натрия трехводный, лимонная кислота, соляная кислота (37% водный 

раствор), аммиак (29% водный раствор), хлорная кислота (70% водный раствор), липоевая 

кислота, цистамин дигидрохлорид,, EDC, S-NHS, ХТ, NSAAPFpNA, ПНФТМА, ТРИС, 

гидроксид натрия, β-никотинамид адениндинуклеотида гидрат (НАД+) >99%,  пентакарбонил 

железа, 1,2-гексадекандиол, олеиновая кислота, олеиламин, 1-октадецен, PDAM, ДМФА (абс.), 

азотная кислота (конц.), ИТ, ИББ, дофамин гидрохлорид, серная кислота (конц.), гидрофосфат 

натрия, дигидрофосфат натрия, феррозин, аскорбиновая кислота, ацетат аммония, хлорид 

калия, карбонат калия были приобретены у фирмы Sigma-Aldrich (США). АДГ была 

приобретена у фирмы Reachim (Венгрия). 1,4 диоксан, ацетонитрил, гексан, изопропиловый 

спирт, этанол (96% водный раствор), хлороформ, метанол были приобретены у фирмы 

Криохром (Россия). mPEG-NHS (5000 г/моль) был приобретен у фирмы Nanocs (США). Нитрит 

натрия был приобретен у фирмы Реахим (Россия). Для всех экспериментов использовали 

деионизованную воду с сопротивлением 18,2 МОм/см, полученную с помощью установки 

Werner EasyPure II (Германия). 

2.2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.2.1. СИНТЕЗ МНЧ 

2.2.1.1. СИНТЕЗ МНЧ ТИПА ЯДРО ОБОЛОЧКА 

2.2.1.1.1. СИНТЕЗ МАГНИТНЫХ ЯДЕР 

650 мг хлорида железа (III) и 398 мг хлорида железа (II) тетрагидрата растворили в 5 мл 

2М соляной кислоты. Полученный раствор прикапывали к 50 мл 0,7М раствора амииака, и 

перемешивали в течение 30 мин. при комн. темп. НЧ магнитных ядер декантировали с 

помощью магнита, промывали 50 мл 2М хлорной кислоты, затем вновь декантировали с 

помощью магнита и диспергировали НЧ в 50 мл деионизованной воды при помощи 

ультразвуковой бани. 

2.2.1.1.2. ПОКРЫТИЕ МАГНИТНЫХ ЯДЕР ЗОЛОТОЙ ОБОЛОЧКОЙ 

К 20 мл кипящего водного раствор, содержащего 35 мг золотохлорводородной кислоты 

тригидрата, добавляли 5 мл свежеприготовленной суспензии НЧ магнитных ядер (полученных 

на предыдущей стадии) и продолжали кипятить в течение 10 мин с обратным холодильником 

при интенсивном перемешивании. Затем добавляли 5 мл водного раствора цитрата натрия (80 
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мМ) и продолжали кипятить с обратным холодильником при интенсивном перемешивании еще 

5 мин, после чего нагрев выключали, раствор охлаждали до комн. темп. Полученные НЧ 

использовали для функционализации поверхности без очистки. 

2.2.1.2. СИНТЕЗ МНЧ ТИПА ГАНТЕЛЬ (ГМНЧ) 

В трехгорлую колбу, снабженную термометром и газоподводящей трубкой добавляли 20 

мл 1-октадецена, 2 мл олеиламина, 1,9 мл олеиновой кислоты и 2,584 г 1,2-гексадекандиола. 

Смесь нагревали при перемешивании до 120°С, подключали ток аргона к газоподводящей 

трубке и выдерживали смесь при этой температуре в течение 30 минут. Затем добавляли 0,3 мл 

пентакарбонила железа, перемешивали 3 мин, после чего добавляли смесь, содержащую 5 мл 

октадецена, 0,5 мл олеиламина и 38 мг золотохлорводородной кислоты тригидрата. К колбе 

подключали обратный холодильник и увеличивали температуру смеси со скоростью 25°/мин до 

момента закипания смеси (~310°С). Смесь кипятили в течение 45 мин, после чего, не выключая 

перемешивания, охлаждали до комн. темп. и выдерживали 1 час на воздухе. Полученные НЧ 

отделяли при помощи центрифугирования (4 раза по 10 мин при 6000g) с добавлением 

изопропанола и затем диспергировали в 20 мл гексана. 

2.2.2. ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ СИНТЕЗИРОВАННЫХ МНЧ 

2.2.2.1. ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ МНЧ ТИПА ЯДРО-ОБОЛЧКА СЕРОСОДЕРЖАЩИМИ 

ЛИГАНДАМИ 

Для функционализации МНЧ типа ядро-оболочка липоевой кислотой или цистамином 

(образцы МНЧ-ЛК и МНЧ-ЦА, соответственно) к 10 мл суспензии синтезированных МНЧ типа 

ядро-оболочка медленно по каплям добавляли 10 мл водного раствора, содержащего 7*10-8 М 

лиганда. Суспензию перемешивали 12 часов при комн. темп., после чего избыток лиганда 

удаляли с помощью трех циклов диализа относительно 1 л деионизованной воды в течение 12 

часов. 

2.2.2.2. ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ ГМНЧ ЛИПОЕВОЙ КИСЛОТОЙ (ГМНЧ-ЛК) 

К 20 мл суспензии ГМНЧ в гексане добавляли 20 мг липоевой кислоты. Суспензию 

перемешивали 12 часов, после чего осаждали НЧ с помощью магнита. После удаления 

надосадочной жидкости образец высушивали в токе аргона. 

2.2.2.3. СИНТЕЗ НИТРОДОФАМИНА [223] 

В 15 мл деионизованной воды, охлажденной до 2°С, растворяли 0,5 г дофамина 

гидрохлорида и 0,63 г нитрита натрия. К полученному раствору медленно по каплям добавляли 



42 

2,5 мл 20% серной кислоты так, чтобы температура раствора не превышала 5°С. После 

добавления серной кислоты раствор перемешивали 12 часов при комн. темп. Выпавший осадок 

отфильтровали, дважды промыли ледяной водой и ледяным метанолом. Осадок сушили под 

вакуумом в течение трех дней. Структура синтезированного нитродофамина была 

подтверждена с помощью 1Н-ЯМР-спектроскопии (см. Приложение) 

2.2.2.4. СИНТЕЗ КОНЪЮГАТА НИТРОДОФАМИН-ПЭГ 

К 2 мл раствору хлороформа, содержащему 33 мг mPEG-COOH, добавляли 1 мл ДМФА, 

содержащего 1,65 мг нитродофамина и 13 мг безводного карбоната калия. Раствор 

перемешивали 2 часа при комн. темп., после чего сразу использовали для функционализации 

поверхности ГМНЧ. 

2.2.2.5. ФУНКЦИОНАЛИЗАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ ГМНЧ КОНЪЮГАТОМ 

НИТРОДОФАМИН-ПЭГ (ПЭГ-ГМНЧ-ЛК) 

5 мг ГМНЧ, функционализированных липоевой кислотой, растворяли в 1 мл хлороформа 

на УЗ-бане, после чего добавляли 3 мл раствора (смесь хлороформ-ДМФА), содержащего 

конъюгат нитродофамин-ПЭГ (полученного на предыдущей стадии). Смесь перемешивали 12 

часов, после чего хлороформ упаривали на роторном испарителе. К оставшемуся раствору 

добавляли 20 мл деионизованной воды и диализовали три раза относительно 1 л 

деионизованной воды в течение 6 часов. 

2.2.3. СИНТЕЗ АГРЕГАТОВ МНЧ С БЕЛКАМИ 

2.2.3.1. СИНТЕЗ АГРЕГАТОВ МНЧ С ХТ 

Образец МНЧ-ЛК-ХТ синтезировали с помощью одностадийного карбодиимидного 

метода. Для этого к 4 мл суспензии МНЧ-ЛК (24.3х1010 НЧ/мл) добавляли 2,66 мл 20 мМ 

цитратного буфера (рН 4,5), 3,34 мг ХТ, 0,2 мг EDC и 0,21 мг S-NHS. Раствор перемешивали 1,5 

часа при комн. темп., после чего образцы очищали центрифугированием (3 раза при 4800g) и 

растворяли в 20 мМ цитратном буфере (рН 4,5). 

Образец МНЧ-ЦА-ХТ синтезировали аналогично образцу МНЧ-ЛК-ХТ. 2,4 мл суспензии 

МНЧ-ЦА (3,28х1010 НЧ/мл) смешивали с 0,8 мл 20 мМ цитратного буфера (рН 4,5), 0,2 мг ХТ, 

0,42 мг EDC и 0,42 мг S-NHS. Все остальные шаги проводили аналогично синтезу МНЧ-ЛК-ХТ. 

Образец МНЧ-ХТ синтезировали с помощью двухстадийного карбодиимидного метода. 

Для этого к 0,75 мл суспензии МНЧ-ЛК добавляли 0,2 мл 20 мМ цитратного буфера (рН 4,5), 

0,7 мг EDC и 0,2 мг S-NHS. Раствор перемешивали 10 мин при комн. темп., после чего 



43 

центрифугировали в течение 5 минут (4500g), осадок ресуспендировали в 1 мл 20 мМ 

цитратного буфера (рН 4,5). После этого к активированным МНЧ добавляли 0,6 мг ХТ, раствор 

перемешивали 1,5 час при комн. темп. Очистку от несвязанного с МНЧ ХТ проводили с 

помощью трех циклов центрифугировании (4500g) в течение 5 мин, растворяя осадок в 1 мл 20 

мМ цитратного буфера (рН 4,5). 

Образец ГМНЧ-ХТ синтезировали с помощью двухстадийного карбодиимидного метода 

Для этого к 1 мл суспензии ПЭГ-ГМНЧ-ЛК добавляли 1,5 мл 20 мМ цитратного буфера (рН 

4,5), 0,25 г ED и 0,25 мг S-NHS. Раствор перемешивали 15 мин при 4°С, после чего добавляли 

1,5 мг ХТ и перемешивали еще 1,5 часа при 4°С После окончания реакции конъюгации образцы 

очищали от несвязанного фермента с помощью магнитной декантации, растворяя осадок в 20 

мМ цитратном буфере (рН 4,5). 

2.2.3.2. СИНТЕЗ АГРЕГАТОВ МНЧ С АДГ 

Агрегаты МНЧ с АДГ синтезировали с помощью двухстадийного карбодиимидного 

метода. Для этого суспензию МНЧ-ЛК (24,3*1010 частиц/мл), содержащую EDC и S-NHS, 

перемешивали на шейкере при 4°С в течение 10 мин. После этого раствор центрифугировали 

(6000g), а осадок ресуспендировали в 0,5 мл 5 мМ фосфатного буфера (рН 6,0), содержащего 

АДГ. Соотношения сшивающих агентов (EDC и S-NHS), а также фермента приведены в 

Таблице 1. EDC и S-NHS брали в эквимолярном соотношении. Реакционную смесь 

перемешивали при 4°С в течение 1,5 часов, после чего агрегаты МНЧ-АДГ-МНЧ (образцы D1-

D4) отделяли с помощью трех циклов центрифугирования (6000g), ресуспендируя в 0,5 мл 20 

мМ ТРИС буфера (рН 8,2). 

Таблица 1. Cоотношения АДГ:МНЧ и EDC/S-NHS:АДГ, (соотношение EDC:S-NHS 1:1), 

использованные в реакции конъюгации. Концентрация МНЧ для реакции конъюгации составила 

24,3х1010 НЧ/мл. Молекулярная масса АДГ 150 кДа. 

Образец Соотношение АДГ:МНЧ-ЛК Соотношение EDC/S-NHS:АДГ 

D1 10000:1 200:1 

D2 10000:1 20:1 

D3 30000:1 65:1 

D4 30000:1 6.5:1 

2.2.3.3. СИНТЕЗ АГРЕГАТОВ МНЧ-ИТ 

Образец МНЧ-ИТ синтезировали аналогично образцу МНЧ-ХТ, используя вместо ХТ ИТ 

(0,6 мг). 
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2.2.3.4. СИНТЕЗ АГРЕГАТОВ ГМНЧ-ИББ 

Образец ГМНЧ-ИББ синтезировали аналогично образцу ГМНЧ-ХТ. Для этого к 0,3 мл 

суспензии ПЭГ-ГМНЧ-ЛК добавляли 0,45 мл 20 мМ буфера, 0,125 г ED и 0,125 мг S-NHS. 

Раствор перемешивали 15 мин при 4°С, после чего добавляли 43 мкг ИББ и перемешивали еще 

1,5 часа при 4°С После окончания реакции конъюгации образцы очищали от несвязанного 

фермента с помощью магнитной декантации, растворяя осадок в 20 мМ цитратном буфере (рН 

4,5). 

2.2.4. ХАРАТКЕРИЗАЦИЯ СИНТЕЗИРОВАННЫХ МНЧ И АГРЕГАТОВ МНЧ С БЕЛКАИ 

2.2.4.1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ ГМНЧ [224] 

В пробирке смешивали 20 мкл суспензии ГМНЧ в гексане и 80 мкл царской водки, 

раствор перемешивали 1 час при 80°С, после чего добавляли 9,9 мл деионизованной воды. К 0,4 

мл полученного раствора добавляли 0,2 мл деионизованной воды и 40 мкл раствора, 

содержащего 32 мг феррозина, 3,85 г ацетата аммония и 3,5 г аскорбиновой кислоты, после чего 

0,3 мл раствора переносили в лунку планшета и измеряли поглощение при 560 нм на приборе 

SpectraMax M5 (США). Концентрацию Fe3+ определяли из градуировочной кривой стандартных 

растворов Fe3+ (0-200 мкг/мл). 

2.2.4.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА КАРБОКСИЛЬНЫХ ГРУПП НА ПОВЕРХНОСТИ 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК 

Количество карбоксильных групп липоевой кислоты на поверхности ПЭГ-ГМНЧ-ЛК 

определяли с помощью флуоресцентной метки PDAM, которая селективно связывается с 

карбоксильными группами. Схема определения, представленная на Рисунке 16, состояла из 

нескольких стадий. На первой стадии (Рисунок 16 А, Б) ПЭГ-ГМНЧ-ЛК смешивали с раствором 

PDAM в смеси вода:диоксан 1:1. Раствор перемешивали в течение 1,5 часов при комн. темп., 

после чего НЧ осаждали с помощью магнита. На второй стадии (Рисунок 16 В) осадок 

растворяли в водном растворе цианида калия (1 мМ), который «растворял» золото (окисление 

золота кислородом воздуха с образованием стабильного комплекса [Au(CN)2]
-), в результате 

чего молекулы липоевой кислоты, модифицированные PDAM, переходили в раствор. На 

третьей стадии (Рисунок 16 Г) с помощью магнитного декантирования из раствора удаляли НЧ 

магнетита и измеряли сигнал флуоресценции в надосадочной жидкости (λex = 340 нм λem = 395 

нм) на приборе SpectraMax M5 (США). Концентрацию карбоксильных групп определяли 

помощью градуировочной кривой стандартных образцов липоевой кислоты в диапазоне 

концентраций 0,1-1 мкМ. 
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Рисунок 16. Схема определения концентрации карбоксильных групп липоевой кислоты на 

поверхности ПЭГ-ГМНЧ-ЛК. (А, Б) Образование конъюгата в результате реакции между ПЭГ-

ГМНЧ-ЛК и PDAM. (В) «Растворение» золота в результате добавления к смеси Б цианида 

калия. (Г) Удаление МНЧ с помощью магнита из раствора и измерение сигнала флуоресценции. 

2.2.4.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ РАЗМЕРОВ И КОНЦЕНТРАЦИЙ МНЧ МЕТОДОМ NTA 

Гидродинамический размер и концентрацию МНЧ определяли с помощью метода NTA на 

приборе NanoSight NS500 (Malvern, Великобритания), оборудованном лазером (80 мВт) с 

длиной волны 532 нм, согласно инструкции производителя. Анализ полученных результатов 

производили в программе NanoSight 2.3 (Malvern, Великобритания). 

2.2.4.4. ПЭМ 

Размер и морфологию образцов изучали с помощью метода ПЭМ. Для этого 10 мкл 

раствора НЧ наносили на медную сетку для микроскопии, после чего каплю высушивали на 

воздухе. Регистрацию изображений НЧ в режиме светлого поля проводили на приборе JEM 

1400 (Jeol, Япония) при ускоряющем напряжении 50-100 кВ. Средний размер НЧ рассчитывали 

на основе ПЭМ-микрофотографий путем анализа не менее ста НЧ для каждого образца в 

программе ImageJ (США). 
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2.2.4.5. МЁССБАУЭРОВСКАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ 

Для изучения фазового состава магнитных ядер использовали метод мессбауэровской 

спектроскопии. Спектры поглощения ядер 57Fe регистрировали на приборе MS-1104Em 

(Южный Федеральный Университет, Россия) при комн. темп. в режиме пропускания, используя 

57Co в качестве источника. Анализ спектров проводили программе Univem MS, определяя 

относительные площади спектров симуляции. 

2.2.4.6. DLS 

ζ-потенциал синтезированных МНЧ определяли с помощью метода DLS на приборе 

ZetaSizer Nano ZS (Mavlern, Великобритания). Среднее значение и стандартное отклонение ζ-

потенциала было получено из трех измерений каждого образца, растворенного в 10 мМ 

растворе хлорида калия. Для каждого измерения проводили 20 циклов регистрации ζ-

потенциала при 20°С. Анализ полученных данных проводили в программе ZetaSizer (Malvern, 

Великобритания), использую модель Смолуховского. 

2.2.4.7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ АКТИВНЫХ ЦЕНТРОВ ХТ 

Концентрацию активных центров ХТ определяли спектрофотометрически, измеряя 

начальный выброс окрашенного продукта реакции ферментативного гидролиза ПНФТМА - 4-

нитрофенола. Кинетические кривые накопления продукта регистрировали при 400 нм на 

приборе SpectraMax M5 (США). Концентрацию активных центров определяли, экстраполируя 

прямолинейный участок кинетической кривой к нулевому времени. Коэффициент молярного 

поглощения определяли с помощью полного гидролиза НФТМА в 0,1 М растворе гидроксида 

натрия. 

2.2.5. ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ НЧПМП НА КИНЕТИКУ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 

2.2.5.1. ВЛИЯНИЕ НЧПМП НА КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ НАТИВНОГО ХТ И ХТ В 

АГРЕГАТАХ ТИПА МНЧ-ХТ-МНЧ 

За активностью как нативного ХТ, так и ХТ в составе агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ 

следили спектрофотометрически, измеряя начальные скорости реакции гидролиза NSAAPFpNA 

при длине волны 405 нм. Для этого пробирку, содержащую фермент в 20 мМ ТРИС буфере (рН 

8,2), помещали в генератор магнитного поля Tor 01/12 («Нанодиагностика», Россия), 

снабженный системой термостатирования. Образцы подвергали воздействию НЧПМП с 

частотой 50 Гц и величиной магнитной индукции 140 мТл в течение трех циклов 
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«пульсирующего» НЧПМП (Пульс/Пауза = 1 мин/30 с). Температуру в пробирке 

контролировали с помощью встроенного термодатчика. После окончания воздействия НЧПМП 

образцы переносили в лунки планшета, добавляли 2 мкл раствора субстрата (0,1-10 мМ) в 

смеси диоксан:ацетонитрил 1:1 и записывали кинетические кривые в течение трех минут на 

приборе SpectraMax M5 (США). Изменения концентрации продукта реакции – пара-

нитроанилина – определяли, используя значение коэффициента молярного поглощения ε = 9500 

(М*см)-1 [225]. Кинетические параметры (KM и VM) нативного и иммобилизованного ХТ 

определяли, строя зависимости начальной скорости реакции V от концентрации субстрата в 

координатах Лайнуивера-Берка. 

2.2.5.2. ВЛИЯНИЕ НЧПМП НА АКТИВНОСТЬ АДГ В СОСТАВЕ АГРЕГАТОВ С МНЧ 

За ферментативной активностью АДГ в составе агрегатов с МНЧ следили 

спектрофотометрически, измеряя изменение концентрации НАДН при длине волны 340 нм в 

реакции окисления этанола. Воздействие НЧПМП проводили аналогично воздействию на ХТ, 

описанному в пункте 2.2.5.1. После окончания воздействия НЧПМП к раствору добавляли 

раствор НАД+ и этанол и записывали кинетические кривые в течение пяти минут на приборе 

SpectraMax M5 (США). Концентрацию НАДН определяли, используя значение ε = 6200 (М*см)-

1 [226]. Значение остаточной активности, используемое для изучения влияния НЧПМП на 

ферментативную активность, определяли как: 

ОстаточнаяАктивность =
𝑉НЧПМП

𝑉
∗ 100%,     (4) 

где VНЧПМП и V – начальные скорости реакции, катализируемые ферментом в присутствии или 

отсутствии НЧПМП, соответственно. 

2.2.5.3. ВЛИЯНИЕ НЧПМП НА АКТИВНОСТЬ ХТ В СИСТЕМЕ МНЧ-ФЕРМЕНТ/МНЧ-

ИНГИБИТОР 

За активностью ХТ в составе агрегатов МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ и ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ, 

полученного смешением образцов МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ или ГМНЧ-ХТ и ГМНЧ-ИББ, 

соответственно, следили спектрофотометрически, изучая реакцию гидролиза субстрата 

NSAAPFpNA при длине волны 405 нм. Для этого кювету, содержащую суспензию агрегатов в 

20 мМ ТРИС буфере рН (8,2), добавляли раствор субстрата в смеси диоксан:ацетонитрил (1:1), 

кювету помещали в генератор магнитного поля Astra M-Sp («Нанодиагностика», Россия), 

который был оборудован источником света AvaLight DHc (Avantes, Нидерланды) и 

спектрофтометром AvaSpec (Avantes, Нидерланды), и начинали регистрировать кинетические 
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кривые. Через некоторое время включали генератор магнитного поля и продолжали 

регистрацию кинетической кривой еще в течение примерно двух минут, после чего отключали 

генератор магнитного поля, продолжая регистрировать кривые. Кинетические кривые 

регистрировали при 25°С, используя систему термостатирования, встроенную в генератор МП. 

2.2.6. ИК-СПЕКТРОСКОПИЯ 

2.2.6.1. РЕГИСТРАЦИЯ ИК-СПЕКТРОВ 

ИК-спектры регистрировали с помощью ИК-Фурье спектрометра Tensor 27 

(Bruker,Германия), оснащенного Hg-Cd-Te детектором с жидкостным охлаждением. Измерения 

выполняли в термостатируемой ячейке BioATR II с ZnSe элементом полного внутреннего 

отражения (Bruker,Германия) при 22°С. В ходе регистрации спектров ячейку спектрометра 

продували постоянным потоком осушенного воздуха. Образцы (~30 мкл) помещали на 

кристаллический элемент и регистрировали спектры три раза в диапазоне волновых чисел 4000-

950см-1 с шагом 1 см-1. Для регистрации каждого спектра усредняли значение 70 считываний. 

Базовую линию регистрировали аналогично. Обработку спектров производили в программе 

Opus 7.0 (Bruker, Германия).  

2.2.6.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЭЛЕМЕНТОВ ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЫ ХТ 

Для определения элементов вторичной структуры нативного ХТ и ХТ в составе агрегатов 

МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ (сконцентрированы в 20 раз после синтеза) изучали область 

поглощения Амид I, которую раскладывали на составляющие. Положение максимума 

составляющей определяли с помощью второй производной для экспериментального спектра. 

Процесс разложения экспериментального спектра на составляющие выполняли с помощью 

алгоритма Левенберга-Макрвардта, а их вид имел форму кривой Лоренца. Число компонент 

минимизировали так, чтобы разница между площадью экспериментального спектра и суммой 

площадей компонент была менее 5%. Долю элементов вторичной структуры определяли, 

соотнося положение компонент с литературными данными [227]. 

2.2.7. КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПОВЕДЕНИЯ ХТ ПОД ДЕЙСТВИЕМ 

РАСТЯГИВАЮЩИХ СИЛ 

Для изучения поведения ХТ под действием растягивающих сил использовали метод 

управляемой молекулярной динамики (программный пакет VMD/NAMD). Структура молекулы 

фермента (код PDB 1ACB) состояла из трех цепей, N- и С- концы которых были заряжены 

положительно и отрицательно, а между соответствующими остатками цистеинов были 

установлены дисульфидные связи. Молекула фермента была окружена слоем воды, толщина 

которого превосходила максимальный радиус молекулы фермента на 10 Å. В образовавшуюся 
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каплю были добавлены противоины для нейтрализации заряда капли. Для того чтобы 

добавленные молекулы воды и противоионы не покидали каплю в процессе моделирования, к 

ним прикладывали специального вида удерживающий потенциал. Затем система была 

подвергнута процедуре приведения в равновесие, состоящей из 2000 шагов энергетической 

минимизации. Для проведения симуляции использовали протокол CHARM27. 

Было проведено три симуляции одиночной молекулы белка. В первом случае к молекуле 

фермента не прикладывали никакое силовое воздействие. Во втором случае направленные 

радиально от центра молекулы ферменты силы величиной 80 пН были приложены к Nε-атомам 

остатков Lys-79, 90, 107, 175 и 202. В третьем случае такие же силы были приложены к Сδ-

атомам Glu-21, 49 и Сβ-атомам Asp-64, 129. Конформации фермента фиксировали каждые 5 пс в 

течение 20 нс общей продолжительности симуляции.  
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. СИНТЕЗ МНЧ СО СПОСОБНОТЬЮ К БРАУНОВКОЙ РЕЛАКАЦИИ 

Успешная реализация МНМ подхода к управлению активностью ферментов 

подразумевает использование МНЧ, способных ковалентно иммобилизовать белки и 

претерпевать Брауновский механизм релаксации во внешнем НЧПМП. Способность к 

Брауновской релаксации может быть достигнута благодаря правильно подобранным размерам и 

фазовому составу магнитной составляющей МНЧ. Введение золота на поверхность МНЧ 

позволяет функционализировать их поверхность тиол-содержащими лигандами, содержащими 

также амино- или карбоксильные группы, в результате чего МНЧ приобретают способность 

ковалентно связывать белки. В данной части работы были синтезированы МНЧ магнетит-

золото типа ядро-оболочка и типа гантель и изучены их свойства на предмет способности 

претерпевать Брауновский механизм релаксации в НЧПМП. 

3.1.1. СИНТЕЗ МНЧ МАГНЕТИТ-ЗОЛОТО ТИПА ЯДРО-ОБОЛОЧКА И ГАНТЕЛЬ 

На первой стадии синтеза МНЧ магнетит-золото типа ядро-оболочка были синтезированы 

НЧ магнитных ядер по методу соосаждения солей Fe2+ и Fe3+, являющемуся наиболее простым 

и часто используемым в научной литературе [228]. Синтезированные НЧ магнитных ядер, 

микрофотография ПЭМ которых приведена на Рисунке 17 А, обладали сферической формой и 

имели средний размер 9±2 нм (Рисунок 17 Б). Стоит отметить, что на Рисунке 17 А НЧ 

представлены в виде крупных агрегатов, что может говорить об их низкой коллоидной 

стабильности или агрегации при высыхании капли на сеточке для микроскопии в процессе 

пробоподготовки. 

Поверхность НЧ магнитных ядер была покрыта оболочкой золота по методу цитратного 

восстановления золотохлорводородной кислоты. Введение золотой оболочки, окружающей НЧ 

магнитных ядер, давало возможность в дальнейшем легко функционализировать поверхность 

МНЧ с помощью тиол- или дисульфид-содержащих лигандов [229], повышало стабильность 

МНЧ, а также защищало НЧ магнитных ядер от окисления. На Рисунке 17 В представлена 

микрофотография ПЭМ МНЧ ядро-оболочка, из которой видно, что НЧ имели сферическую 

форму. Размер МНЧ ядро-оболочка был больше по сравнению с размером НЧ магнитных ядер и 

составил 31±1 нм (Рисунок 17 Г). 
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Рисунок 17. Характеризация НЧ магнитных ядер и МНЧ типа ядро-оболочка методом ПЭМ. 

(А, В) микрофотография ПЭМ (А) НЧ магнитных ядер и (В) МНЧ ядро-оболочка. (Б, Г) 

гистограмма распределений по размерам соответствующих НЧ. 

ГМНЧ магнетит-золото были синтезированы по методу термического разложения  

пентакарбонила железа на поверхности НЧ золота, получаемых in situ в процессе синтеза. 

Размер и морфология синтезированных ГМНЧ были охарактеризованы методом ПЭМ (Рисунок 

18 А). На представленных микрофотографиях можно видеть попарно соединенные на границе 

раздела фаз НЧ магнетита и золота, образующие так называемую гантелевидную структуру. НЧ 

магнетита, входящие в состав ГМНЧ, имели сферическую или слабо ограненную форму, а их 

размер составил 13±1 нм (Рисунок 18 Б черные столбки). Размер НЧ золота составлял 3,4±0,1 

нм (Рисунок 18 Б красные столбики). 

 

Рисунок 18.  Характеризация ГМНЧ методом ПЭМ. (А) Микрофотография ПЭМ. (Б) 

Гистограмма распределений по размерам НЧ золота и магнетита, входящих в состав МНЧ. 
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3.1.2. ИЗУЧЕНИЕ ФАЗОВОГО СОСТАВА СИНТЕЗИРОВАННЫХ МНЧ МЕТОДОМ 

МЁССБАУЭРОВСКОЙ СПЕКТРОСКОПИИ 

Важным вопросом, касающимся свойств синтезированных МНЧ, является их фазовый 

состав, поскольку именно фазовый состав, в первую очередь, определяет магнитные свойства 

МНЧ. Для изучения фазового состава НЧ магнитных ядер и ГМНЧ были исследованы с 

помощью метода Мёссбауэровской спектроскопии. Полученный экспериментальный спектр НЧ 

магнитных ядер, представленный на Рисунке 19, был разложен на семь секстетов и два дублета, 

соответствующих различным комбинациям сигналов от ядер Fe2+ и Fe3+ в тетраэдрических и 

октаэдрических позициях. В Таблице 2 представлены обобщенные параметры, определенные из 

Мёссбауэровского спектра. Характерной чертой Мёссбауэровских спектров 

нестехиометрического магнетита Fe3O4 является быстрый электронный обмен между ядрами 

Fe2+ и Fe3+, находящимися в октаэдрических позициях. При этом часть ядер Fe3+, не 

вовлеченных в такой обмен ввиду недостатка ядер Fe2+, формирует спектр, неотличимый от 

спектра ядер Fe3+ в тетраэдрических позициях. Коэффициент вакансий х может быть рассчитан 

согласно [230, 231], как: 

𝑥 =
1,88

𝑆𝐴
𝑆𝐵
−1

4,7+5,64
𝑆𝐴
𝑆𝐵

          (5) 

где SA и SB представляют относительный Мёссбауэровский вклад ядер Fe3+ в тетраэдрических и 

октаэдрических позициях, соответственно.  

По результатам обработки спектра НЧ магнитных ядер соотношение SA/SB составило 1,39, 

что, в свою очередь, дает величину коэффициента вакансии x=0,129. Таким образом, формулу 

для НЧ магнитных ядер можно записать как Fe0,61
2+ Fe2,26

3+ O4, в которой доля ядер Fe2+ от общего 

количества всех ядер железа составляет 0,21. Данная величина значительно отличается от 

стехиометрического магнетита (Fe2+/Feобщ = 0,33), что позволяет говорить о том, что фазовый 

состав синтезированных НЧ можно определить как смесь магнетит/маггемит в соотношении 

~2/1.  
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Рисунок 19.  Мёссбауэровский спектр НЧ магнитных ядер. Экспериментальный спектр 

представлен толстой линией, модельные спектры представлены тонкими. Нижняя линия 

соответствует разности между экспериментальным и модельным спектрами. Т = 300 К. 

Таблица 2. Результаты обработки Мёссбауэровского спектра НЧ магнитных ядер и ГМНЧ. 

Синтезированные 

МНЧ 

Общая площадь 

ядер Fe3+ в 

тетраэдрических 

позициях SA, %  

Общая площадь 

ядер Fe3+ в 

октаэдрических 

позициях SB, % 

SA/SВ Коэффициент 

вакансий x 

Fe2+/Feобщ 

Магнитные ядра 50.88 36.50 1,39 0,129 0,21 

ГМНЧ 39,9 60,1 0,66 0,03 0,31 

Для ГМНЧ фазовый состав был определен ранее [221]. По результатам обработки спектра 

было получено соотношение SA/SB = 0,66 (Таблица 2). Это, в свою очередь, дает величину 

формульного коэффициента вакансий х = 0,03, а доля ядер Fe2+ от всех ядер железа составила 

0,31. Данная величина всего на 0,02 отличается от стехиометрического магнетита (Fe2+/Feобщ = 

0,33). Таким образом, можно сказать, что магнитная часть в ГМНЧ представлена фазой чистого 

магнетита. 

3.1.3. ВЫЧИСЛЕНИЕ КРИТИЧЕСКОГО РАДИУСА, ОПРЕДЕЛЯЮЩЕГО МЕХАНИЗМ 

РЕЛАКСАЦИИ МНЧ МАГНЕТИТА И МАГГЕМИТА 

Размер МНЧ, как и их магнитные свойства, определяет, по какому механизму будет 

происходить процесс релаксации во внешнем МП. Так, МНЧ сравнительно небольшого размера 

будут релаксировать по Неелевскому механизму, в то время как более крупные по 

Брауновскому (см. главу 1.2). Смена одного механизма на другой будет происходить при 

некоторой величине критического радиуса МНЧ RC, которая зависит от материала, вязкости 
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среды, температуры и размера НЧ. В литературе [206] представлены данные о том, что для 

магнетита RC ≈ 7 нм. Используя для расчета значения эффективных констант магнитной 

анизотропии Keff для НЧ, которые наиболее близко подходят к синтезированным нами МНЧ, 

нами уточнено значение RC для магнетита, а также рассчитано значение RC для маггемита в 

водном растворе при комнатной температуре. Так, значение RC составило ~4,1 и ~5,9 нм для 

магнетита и маггемита, соответственно (Рисунок 20). Для расчетов использовали значения 

эффективных констант магнитной анизотропии Keff для НЧ магнетита и маггемита диаметром 

10 нм [232, 233] (для справки, диаметр синтезированных нами магнитной части в НЧ 

магнитных ядер и ГМНЧ составлял 9 и 13 нм, соответственно). Для расчета RC использовали 

методику, которая не учитывает зависимость Keff от размера МНЧ [207]. Стоит отметить, что 

при уменьшении размеров МНЧ, значение Keff увеличивается, что должно приводить к более 

резкому росту N и, соответственно, снижению значений R Таким образом, рассчитанные 

нами значения RC являются его верхней оценкой. Стоит отметить, что в расчете также не 

учитывается вклад золотой оболочки, которая может увеличивать гидродинамический размер 

НЧ и, соответственно, влиять на значение B. Такие изменения могут повлиять на значение RC 

как в сторону его уменьшения, так и в сторону увеличения. Однако, изменение значений τB не 

должно кардинально повлиять на значение RC, поскольку, в первую очередь, оно определятся 

более ярко выраженной экспоненциальной величиной N. 

 

Рисунок 20. Зависимость характерных времен Неелевского (N) и Брауновского (B) 

механизмов релаксации для магнетита Fe3O4 и маггемита -Fe2O3. Черным пунктиром показан 

критический радиус RC при котором происходит переход между двумя механизмами. 

Учитывая размер магнитного ядра, а также его фазовый состав, мы предполагаем, что, как 

минимум, часть синтезированных МНЧ типа ядро-оболочка релаксируют по Брауновскому 
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механизму. В то же время, по-видимому, практически все ГМНЧ имеют Брауновский механизм 

релаксации, поскольку средний размер их магнитной части на ~2,5 нм больше, чем 

рассчитанное нами значение RC для чистого магнетита. Тем не менее, учитывая гетерогенность 

образца, незначительная часть ГМНЧ все же может претерпевать Неелевский механизм 

релаксации. 

3.2. РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ, ИММОБИЛИЗОВАННЫХ НА МНЧ 

МАГНЕТИТ-ЗОЛОТО, В РЕЗУЛЬТАТЕ ИЗМЕНЕНИЯ ИХ СТРУКТУРЫ ПОД 

ВОЗДЕЙСТВИЕМ НЧПМП 

Как было рассмотрено в обзоре литературы (см. главу 1.2), воздействие НЧПМП может 

приводить к инактивации ферментов, которая, предположительно, обусловлена механическим 

воздействием со стороны МНЧ, на поверхности которых был иммобилизован фермент. Однако, 

экспериментально природа данного явления доказана не была. Согласно модели, Брауновская 

релаксация МНЧ в НЧПМП приводит к генерации сил, приложенных к молекулам на 

поверхности МНЧ, природа и величина которых зависит от структуры агрегата МНЧ с 

ферментом («димер» или «мономер»). Так, для «димерного» агрегата (т.е. агрегата, в котором 

молекулы фермента связанны одновременно с несколькими МНЧ) воздействие НЧПМП 

приводит к генерации «контактных» сил, которые растягивают, сдавливают, скручивают и 

сдвигают иммобилизованный фермент, а величины этих сил достигают сотен пН [201]. Для 

«мономерного» агрегата (т.е. агрегата, в котором молекулы фермента связанна одновременно 

только с одной МНЧ) воздействие НЧПМП приводит к генерации гидродинамических сил, 

приложенных к молекулам фермента, величины которых не превышают единиц пН [234]. 

Предполагается, что «контактные» силы способны повлиять на структуру фермента и его 

активность, в то время как влияние гидродинамических сил может оказаться недостаточным 

для подобного эффекта. Поэтому в данной части работы проводилась разработка и оптимизация 

именно «димерных» агрегатов МНЧ с ферментом (агрегатов типа МНЧ-фермент-МНЧ), 

позволяющих регулировать активность ферментов, иммобилизованных на МНЧ ядро-оболочка, 

в результате изменения их структуры под воздействием НЧПМП. Для таких агрегатов была 

показана частичная инактивация на примере двух ферментов (ХТ, АДГ), а также доказана 

магнито-наномеханическая природа такой инактивации и выявлен ее молекулярный механизм 

(для ХТ).  
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3.2.1. ИЗУЧЕНИЕ МЕХАНИЗМА ИНАКТИВАЦИИ ХТ В АГРЕГАТЕ ТИПА МНЧ-ХТ-МНЧ 

(«ДИМЕР») ПОД ДЕЙСТВИЕМ НЧПМП 

3.2.1.1. ПОЛУЧЕНИЕ АГРЕГАТОВ ТИПА МНЧ-ХТ-МНЧ С РАЗЛИЧНОЙ 

МОДИФИКАЦИЕЙ ГРУПП ФЕРМЕНТА 

Схема получения агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ с различной модификацией групп 

фермента представлена на Рисунке 21. На первом этапе МНЧ типа ядро-оболочка были 

функционализированы двумя типами серосодержащих лигандов, липоевой кислотой (МНЧ-ЛК) 

и цистамином (МНЧ-ЦА), содержащих карбоксильные и аминогруппы, соответственно 

(Рисунок 21 А, Б). Поверхность функционализированных МНЧ была заряжена отрицательно: ζ-

потенциал составил (-30 ± 7) и (-15 ± 1) мВ для МНЧ-ЛК и МНЧ-ЦА, соответственно (Рисунок 

22 А, Б). Отрицательный заряд МНЧ-ЦА, содержащих аминогруппы, по всей видимости, 

объясняется наличием цитрат ионов, которые стабилизировали нефункциоанализированные 

МНЧ. МНЧ-ЛК и МНЧ-ЦА были стабильны при длительном хранении, что подтверждается 

результатами NTA (Рисунок 22 В, Г). 

 

Рисунок 21.  Схема получения агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ. В результате функционализации 

поверхности МНЧ типа ядро-оболочка (А) липоевой кислотой или (Б) цистамином были 

получены образцы МНЧ-ЛК и МНЧ-ЦА, соответственно. (В) Поверхностные карбоксильные 

группы МНЧ-ЛК конъюгировали с ε-аминогруппами остатков лизина на поверхности ХТ с 

образованием МНЧ-ЛК-ХТ. (Г) Поверхностные аминогруппы МНЧ-ЦА конъюгировали с 

карбоксильными группами остатков аспартата и глутамата на поверхности ХТ с образованием 

МНЧ-ЦА-ХТ. В обоих случаях реакцию конъюгации проводили in situ с использованием 

EDC/S-NHS. Схема представлена в упрощенном виде и не учитывает соотношение размеров 

МНЧ и белковой глобулы, гетерогенность МНЧ, образование агрегатов белка, а также 

возможность образования различных структур, таких как агрегат, состоящий более чем из двух 

МНЧ. 
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Рисунок 22.  Характеризация образцов МНЧ-ЛК и МНЧ-ЦА методами (А, Б) DLS и (В, Г) 

NTA. ζ-потенциал (А) МНЧ-ЛК и (Б) МНЧ-ЦА. (В, Г) Изменение (В) гидродинамического 

размера и (Г) концентрации НЧ во времени. 

Для связывания ХТ с поверхностью функционализированных МНЧ использовали 

карбодиимидный метод. Данный метод позволяет связывать поверхностные карбоксильные и 

аминогруппы фермента и носителя за счет образования активного эфира карбоксильной 

группы, который затем атакует аминогруппу. В случае МНЧ-ЛК карбоксильные группы на 

поверхности МНЧ образовывали амидную связь с доступными ε-аминогруппами остатков 

лизина на поверхности белка (Рисунок 21 В). В случае МНЧ-ЦА аминогруппы на поверхности 

МНЧ образовывали амидные связи с карбоксильными группами остатков аспартата и глутамата 

на поверхности фермента (Рисунок 21 Г). Связывания белка с МНЧ проводили в одну стадию с 

активацией карбоксильных групп с помощью EDC/S-NHS in situ, которые затем реагировали с 

аминогруппами. Таким образом, были синтезированы агрегаты типа МНЧ-ХТ-МНЧ двух типов, 

в которых либо амино- (МНЧ-ЛК-ХТ), либо карбоксильные группы фермента (МНЧ-ЦА-ХТ) 

образовывали амидную связь с поверхностью МНЧ. 

По данным NTA в результате связывания ХТ с поверхностью обоих типов 

функционализированных МНЧ наблюдалось увеличение гидродинамических размеров в ~2,5-

3,2 раза (Рисунок 23 А, Б, Таблица 3). Увеличение размеров МНЧ, содержащих фермент, по 

сравнению с немодифицированными МНЧ может говорить об образовании агрегата, 

состоящего из нескольких МНЧ, связанных между собой молекулами ХТ. Данное 
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предположение также было подтверждено с помощью анализа микрофотографий ПЭМ 

(Рисунок 24), на которых наблюдалось увеличение доли агрегатов НЧ после связывания белка.  

 

Рисунок 23.  Зависимость концентрации МНЧ, функционализированных (А) липоевой 

кислотой и (Б) цистамином, от гидродинамического размера до и после связывания с ХТ. 

Таблица 3. Средний гидродинамический размер функционализированных МНЧ до и после 

связывания с ХТ. Данные получены на основе Рисунка 23. 

 МНЧ-ЛК МНЧ-ЛК-ХТ МНЧ-ЦА МНЧ-ЦА-ХТ 

Средний размер, нм 53 ± 1 171 ± 4 44 ± 1 113 ± 2 

 

Рисунок 24. Характеризация МНЧ до и после связывания с ХТ методом ПЭМ. 

Микрофотографии ПЭМ (А) МНЧ-ЛК, (Б) МНЧ-ЛК-ХТ, (В) МНЧ-ЦА, (Г) МНЧ-ЦА-ХТ. 

Изменение доли мономеров и агрегатов МНЧ до и после связывания с ХТ на поверхности (Д) 

МНЧ-ЛК и (Е) МНЧ-ЦА. 
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3.2.1.2. ИЗУЧЕНИЕ ИЗМЕНЕНИЙ ВО ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЕ ХТ В АГРЕГАТЕ ТИПА 

МНЧ-ХТ-МНЧ ПОД ДЕЙСТВИЕМ НЧПМП 

Для изучения изменений во вторичной структуре ХТ использовали метод ИК-Фурье 

спектроскопии в режиме нарушенного полного внутреннего отражения. Характер областей 

Амид I и II позволяет получить общую информацию о колебаниях пептидных связей. На 

Рисунке 25 представлены области поглощения Амид I и Амид II спектров нативного ХТ, а 

также двух агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ до, сразу после и через 3 часа после воздействия трех 

циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, Пульс/пауза = 1 мин/30 с). Так, 

НЧПМП не приводило к изменению характера спектра нативного ХТ (Рисунок 25 А). В то же 

время воздействие НЧПМП приводило к существенным изменениям в характере спектров ХТ в 

составе агрегатов (Рисунок 25 Б, В; сравни черные и красные линии). Через 3 часа после 

воздействия НЧПМП характер спектра (положение точек перегиба) для образца МНЧ-ЛК-ХТ 

практически полностью возвращался к исходным значениям (до воздействия НЧПМП) 

(Рисунок 25 Б; сравни черные и голубые линии), в то время как для образца МНЧ-ЦА-ХТ такое 

восстановление было неполным (Рисунок 25; В сравни черные и голубые линии)  

 

Рисунок 25.  Область поглощения Амид I и Амид II в ИК-Фурье спектре (А) нативного ХТ (1 

мг/мл), (Б) МНЧ-ЛК-ХТ и (В) МНЧ-ЦА-ХТ до (черная линия), сразу после (красная линия) и 

через 3 часа после (голубая линия) воздействия трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 

Гц, В = 140 мТл, Пульс/Пауза = 1 мин/30 с). Спектры нормализованы. Образцы, содержащие 

агрегаты МНЧ с ХТ, были сконцентрированы в 20 раз после синтеза. 

Для получения информации о содержание элементов вторичной структуры ХТ (-

спиралей, β- и неупорядоченных структур), проводили деконволюциюю спектральной области 

Амид I и сравнивали положение второй производной с литературными данными для нативного 

ХТ [227, 235]. Подробные данные о деконволюции представлены в приложении. Возможное 

содержание агрегатов белка в конъюгатах достоверно определить не удалось, поэтому в 

деконволюционном анализе содержание агрегатов белка не учитывалось. В Таблице 4 

представлено содержание элементов вторичной структуры для нативного ХТ и ХТ в образца 
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МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ до, сразу после и через 3 часа после воздействия НЧПМП, 

полученное на основе ИК-Фурье спектров. Так, содержание элементов вторичной структуры 

нативного ХТ хорошо согласовывалось с данными литературы (11% -спиралей, 55% β-

структур, 34% неупорядоченных структур) [236], а связывание ХТ с обоими типами 

функионализированных МНЧ не приводило к значительным изменениям в содержании 

элементов вторичной структуры. В результате воздействия НЧПМП не наблюдалось изменений 

в содержании элементов вторичной структуры для нативного ХТ, в то время как содержание 

элементов вторичной структуры ХТ в агрегатах с МНЧ значительно изменялось. Так, для двух 

типов агрегатов (МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ) сразу после действия НЧПМП наблюдалось 

практически полное исчезновение -спиралей. Эти изменения были обратимыми, и через 3 часа 

после воздействия НЧПМП их содержание полностью восстанавливалось. β-структуры под 

воздействием НЧПМП для различных агрегатов ХТ с МНЧ вели себя по-разному. Так, доля β-

структур в МНЧ-ЦА-ХТ необратимо снижалась с 54% до 40%, в то время как воздействие 

НЧПМП не приводило к существенным изменениям в содержании β-структур МНЧ-ЛК-ХТ. 

Доля неупорядоченных элементов возрастала с 41% до 47% и с 34% до 57% для МНЧ-ЛК-ХТ и 

МНЧ-ЦА-ХТ, соответственно. Эти изменения носили обратимый характер и через 3 часа после 

воздействия НЧПМП доля неупорядоченных структур полностью или частично 

восстанавливалась до исходных значений. 

Таким образом, можно говорить о том, что в результате воздействия НЧПМП на ХТ в 

составе агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ наблюдались значительные изменения во вторичной 

структуре белка. Изменения во вторичной структуре были более значимы для ХТ в составе 

образца МНЧ-ЦА-ХТ, чем для МНЧ-ЛК-ХТ. Наблюдаемые изменения носили обратимый, либо 

частично обратимый характер. Характерные времена релаксации ферментов могут зависеть от 

различных факторов, таких как количество аминокислотных остатков в полипептидной цепи, 

молекулярная массы и характера вторичной структуры [237, 238]. Так, например, сворачивание 

-спиралей происходит быстрее, чем сворачивание β-структур или неупорядоченных структур 

[238]. В литературе представлены данные о времени сворачивания химотрипсиногена, 

неактивного предшественника ХТ, в структуре которого расщепляются дисульфидные связи в 

восстанавливающей среде, которое составило 3 часа [239]. В соответствии с вышесказанным, 

нами наблюдалось полное восстановление доли -спиралей и полное или частичное 

восстановление β-структур и неупорядоченных структур в течение трех часов после 

воздействия НЧПМП на конъюгаты.  
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Таблица 4 Содержание элементов вторичной структуры в нативном ХТ и ХТ в образцах МНЧ-

ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ до, сразу после и через 3 часа после воздействия трех циклов 

«пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, Пульс/Пауза = 1 мин/30 с). 

Элементы 

вторичной 

структуры 

Воздействие 
Нативный 

ХТ 
МНЧ-ЛК-ХТ МНЧ-ЦА-ХТ 

-спирали, % 

До НЧПМП 10 10 12 

Сразу после НЧПМП 13 2 3 

Через 3 часа после НЧПМП  11 12 

β-структуры, % 

До НЧПМП 53 49 54 

Сразу после НЧПМП 59 51 40 

Через 3 часа после НЧПМП  49 42 

Неупорядоченн

ые структуры, 

% 

До НЧПМП 37 41 34 

Сразу после НЧПМП 28 47 57 

Через 3 часа после НЧПМП  40 46 

3.2.1.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ АКТИВНЫХ ЦЕНТРОВ ХТ 

Для определения концентрации активных центров ХТ использовали реакцию гидролиза 

субстрата ПНФТМА. За кинетикой реакции следили спектрофотометрически, наблюдая за 

резким выбросом окрашенного продукта реакции – пара-нитрофенола – при длине волны 400 

нм. Концентрацию активных центров фермента Е0 определяли, экстраполируя стационарный 

участок кинетической кривой к нулевому времени [240] (Рисунок 26). Значение Е0 для 

нативного (несвязанного с МНЧ ХТ) составило 3 мкМ, что равнялось 40% от концентрации 

фермента, определенной по навеске. Нам не удалось достоверно определить концентрацию 

активных центров ХТ в составе агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ из-за того, что его концентрация 

была слишком мала для достоверного титрования. 
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Рисунок 26. Кинетическая кривая образования пара-нитрофенола в реакции гидролиза 

ПНФТМА под действием нативного ХТ (7,5 мкМ). Концентрация субстрата 6 мкМ, 20 мМ 

ТРИС-буфер (рН 8,2), 1% (об.) ацетонитрил, 25°С, ε = 18500 (М*см)-1. Черным пунктиром 

показан экстраполяция стационарного участка кривой к нулевому времени, соответствующая 

концентрации активных центров фермента Е0. 

3.2.1.4. ВЛИЯНИЕ НЧПМП НА КИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ХТ В СОСТАВЕ 

АГРЕГАТОВ ТИПА МНЧ-ХТ-МНЧ 

Влияние «пульсирующего» НЧПМП на кинетические параметры ХТ изучалось 

спектрофотометрически по реакции гидролиза субстрата NSAAPFpNA. Ранее было показано, 

что применение «пульсирующего» режима воздействия НЧПМП позволяет повысить влияние 

НЧПМП на активность иммобилизованного фермента [200, 208, 220]. Ферментативную 

реакцию регистрировали после воздействия НЧПМП на ХТ, так называемый «постэффект». Из 

Рисунка 27 А видно, что результате воздействия НЧПМП на ХТ в агрегате типа МНЧ-ХТ-МНЧ 

наблюдалось уменьшение значений начальной скорости реакции V. Стоит отметить, что в 

данной работе пренебрегали гидролизом субстрата в отсутствии фермента, поскольку он был 

незначительным. Эффект снижения активности ХТ под воздействием НЧПМП был обратимым, 

и спустя 3 часа после воздействия активность ХТ практически полностью восстанавливалась 

(Рисунок 27 Б). Восстановление активности во времени можно объяснить релаксационными 

процессами, аналогичными тем, что происходят в молекулах полимеров после механической 

деформации с последующим снятием нагрузки [241]. Подобное явление наблюдалось ранее 

экспериментально для ферментов под воздействием различных механических стимулов [145, 

198, 199]. 
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Рисунок 27.  (А) Влияние трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, B = 140 мТл, 

Пульс/Пауза = 1 мин/30 с) на ферментативную активность ХТ в агрегатах МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-

ЦА-ХТ. (А) Кинетические кривые реакции гидролиза субстрата NSAAPFpNA (7,5 мкМ) под 

действием МНЧ-ЦА-ХТ. (Б) Изменение остаточной активности ХТ через 3 часа после 

воздействия НЧПМП. 20 мМ ТРИС-буфер (рН = 8,2), 0,5% (об.) ацетонитрил, 0,5% (об.) 1,4-

диоксан, 25°С. 

На Рисунке 28 показана зависимость значений V от концентрации субстрата в 

координатах Лайнуивера-Берка для нативного ХТ и ХТ в составе агрегатов типа МНЧ-ХТ-

МНЧ. Так, из Рисунка 28 А видно, что влияние НЧПМП не приводило к изменению значений V 

для нативного ХТ. В то же время НЧПМП приводило к снижению значений V для ХТ в составе 

агрегатов, которые наиболее ярко проявлялись при низких концентрациях субстрата (Рисунок 

28 Б, В)  

 

Рисунок 28. Влияние трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, 

Пульс/Пауза = 1 мин/30 с) на зависимость начальных скоростей V реакции гидролиза 

NSAAPFpNA под действием (А) нативного ХТ и ХТ в агрегатах (Б) МНЧ-ЛК-ХТ и (В) МНЧ-

ЦА-ХТ от концентрации субстрата в координатах Лайнуивера-Берка. 20 мМ ТРИС-буфер (рН = 

8,2), 0,5% (об.) ацетонитрил, 0,5% (об.) 1,4-диоксан, 25°С. 
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На основании данных Рисунка 28 для нативного ХТ и ХТ в составе агрегатов типа МНЧ-

ХТ-МНЧ были рассчитаны значения KM и VM, которые представлены в Таблице 5. Как видно из 

таблицы, в случае нативного ХТ значение KM было близко к значению, представленному в 

литературе (43 мкМ) [242]. Однако значение kcat = (2900 ± 200) мин-1 (которое было определено 

как kcat = VM/E0) было примерно на 40% выше, чем представленное в литературе (2100 мин-1) 

[242], что все еще является хорошо согласуемым с литературой, учитывая погрешность в 

определении концентрации активных центров. Связывание ХТ на поверхности МНЧ приводило 

к снижению значений KM в ~30 и ~6 раз для МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ, соответственно. 

Такое изменение КМ может означать кажущееся улучшение связывания субстрата с ферментом, 

иммобилизованном на МНЧ. Схожий эффект ранее был отмечен в литературе при 

иммобилизации различных ферментов на поверхности золотых НЧ. Так, в результате сорбции 

липазы на поверхности золотых НЧ наблюдалось снижение значений KM в 2,6 раза (при 

неизменном значении VMax) [243]. В другой работе сообщалось как об увеличении (до 4,4 раза), 

так и о снижении (до 2,8 раз) значений KM для ХТ, адсорбированного на поверхности НЧ 

золота, функционализированных глутаминовой кислотой [244]. Было показано, что величина и 

характер таких изменений зависели от электростатических взаимодействий между субстратом и 

поверхностью НЧ. В то же время наблюдалось как снижение (до 24 раз), так и увеличение (до 

3,7 раз) значений kcat, в зависимости от заряда субстрата. Наконец, снижение значений KM в 1,5 

раза и VMax в 5,7 раз наблюдалось для глюкозооксидазы, ковалентно связанной с золотыми НЧ, 

покрытыми меркаптоундекановой кислотой [245]. В нашем случае поверхность МНЧ была 

функционализирована двумя разными органическими молекулами, одна из которых содержит 5 

СН2-групп (МНЧ-ЛК), а другая две (МНЧ-ЦА). Поскольку конформационных изменений в 

результате связывания ХТ на поверхности МНЧ практически не наблюдалось (см. главу 

3.2.1.2), можно предположить, что гидрофобные взаимодействия между гидрофобным участком 

субстрата и группами на поверхности МНЧ приводили к концентрированию субстрата вблизи 

поверхности. Этот вывод согласуется со значительно более низким значением KM для МНЧ-ЛК-

ХТ, который является следствием того, что длина линкера функционализированных МНЧ была 

выше, по сравнению с МНЧ-ЦА-ХТ. 
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Таблица 5 Влияние трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, 

Пульс/Пауза = 1 мин/30 с) на кинетические параметры нативного ХТ и ХТ в агрегатах МНЧ-

ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ (на основании Рисунка 28). 

 KM, мкМ VM, мкМ/мин 

Название 

образца 

Без воздействия 

НЧПМП 

После воздействия 

НЧПМП 

Без 

воздействия 

НЧПМП 

После воздействия 

НЧПМП 

Нативный ХТ 39 ± 5 45 ± 5 1,6 ± 0,1 1,7 ± 0,1 

МНЧ-ЛК-ХТ 1,3 ± 1,0 2,1 ± 1,4 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,3 

МНЧ-ЦА-ХТ 7 ± 4 18 ± 3 0,8 ± 0,2 0,8 ± 0,1 

Как видно из Таблицы 5, воздействие НЧПМП не приводило к изменению кинетических 

параметров нативного ХТ. Также воздействие НЧПМП не приводило к изменению VM для ХТ в 

агрегатах. В то же время наблюдалось увеличение значений KM в ~2,5 раза для МНЧ-ЦА-ХТ, в 

то время как для МНЧ-ЛК-ХТ увеличение значения KM было менее выраженным. Таким 

образом, было показано, что в результате воздействия НЧПМП на ХТ в агрегатах двух типов 

наблюдается снижение каталитической активности, обусловленное увеличением значений 

константы Михаэлиса, то есть ухудшением связывания субстрата в активном центре фермента 

Отсутствие изменений в значениях VM говорит о том, что воздействие НЧПМП, скорее всего, не 

затрагивало каталитический участок активного центра фермента. 

Стоит отметить, что данные об изменении элементов вторичной структуры и 

кинетических параметров ХТ в агрегатах типа МНЧ-ХТ-МНЧ хорошо согласуются между 

собой. Наблюдаемые нами эффекты были обратимы: через 3 часа после воздействия НЧПМП 

как содержание элементов вторичной структуры, так и активность ХТ в агрегатах полностью 

или частично восстанавливалась для МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ, соответственно. Следует 

отметить, что изменения как элементов вторичной структуры, так и кинетических параметров 

ХТ в агрегатах, были более значимы для МНЧ-ЦА-ХТ, чем для МНЧ-ЛК-ХТ. Мы считаем, что, 

инактивация фермента в агрегатах МНЧ-ЛК-ХТ и МНЧ-ЦА-ХТ является следствием 

наблюдаемых изменений во вторичной структуре, вызванных силами, создаваемыми 

вращательно-колебательными движениями МНЧ в НЧПМП. 
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В литературе представлены данные о влиянии силовых воздействий, приложенных к 

белковой глобуле, на активность фермента [198, 246]. В этих случаях источником силы 

выступал магнитный пинцет, а за активностью фермента следили с помощью флуоресцентной 

микроскопии. Было показано, что такое силовое воздействие приводило к снижению 

активности фермента за счет разрушения конформации сайта связывания субстрата, а 

изменения носили обратимый характер. Представленные литературные данные соответствуют 

нашим экспериментальным данным для ХТ в составе агрегатов типа МНЧ-ХТ-МНЧ под 

действием НЧПМП и могут быть объяснены большей подвижностью той области 

ферментативной глобулы, которая отвечает за связывание субстрата [247, 248]. Такая 

подвижность необходима для обеспечения широкой субстратной специфичности по отношению 

к структурно различным соединениям [249]. 

3.2.1.5. КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПОВЕДЕНИЯ ХТ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ 

РАСТЯГИВАЮЩИХ СИЛ 

Для подтверждения влияния НЧПМП на эффективность связывания субстрата в активном 

центре ХТ, проведено компьютерное моделирование поведения ХТ под действием 

растягивающих сил1. Проанализировано распределение карбоксильных и аминогрупп на 

поверхности молекулы ХТ, полученной из базы данных Protein Data Bank (код PDB 1ACB), 

доступных для связывания с МНЧ. Критерием доступности той или иной группы на 

поверхности ХТ служит площадь контакта с растворителем, значение которой должно быть 

более 50Å2. Так, на поверхности молекулы ХТ все ε-аминогруппы остатков лизина (14 штук) 

экспонированы в растворитель. Однако, только 12 из этих остатков доступны для связывания с 

МНЧ, поскольку остатки Lys-84 и Lys-107 образуют водородные связи. Эти 12 остатков 

собраны в пять кластеров на поверхности молекулы ХТ. Эти 5 кластеров были выбраны для 

приложения сил, а именно ε-аминогруппы остатков Lys-79, 90, 107, 175 и 202 (Рисунок 29). 

 

 

1 Эксперимент выполнен совместно с к.ф-м.н. Упоровым И.В. (МГУ имени М.В. Ломоносова) 
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Рисунок 29. Визуализация структуры молекулы ХТ, полученной из базы данных Protein Data 

Bank (код PDB 1ACB). Красным и синим показаны поверхностные остатки, к которым были 

приложены растягивающие силы, содержащие карбоксильные и аминогруппы, соответственно. 

Зеленым отмечена каталитическая триада, оранжевым – остатки Cys-191, Ser-217 и 218, 

образующие вход в сайт связывания субстрата. 

Среди карбоксильных групп на поверхности молекулы ХТ только восемь экспонированы 

в растворитель (Glu-20, 21, 49, Asp-64, 128, 129, 153, 178). δ-карбоксильная группа Glu-20 

образует водородную связь с ОН-группой Ser-11 и не может участвовать в связывании с МНЧ. 

Из оставшихся семи карбоксильных групп остатки Asp-128 и 129 расположены рядом. Поэтому 

для компьютерного моделирования было выбрано 4 сайта на поверхности молекулы ХТ, а 

именно аминокислотные остатки Glu-21, 49, Asp-64, 129 (Рисунок 29). 

Моделирование поведения ХТ под действием растягивающих сил проводили, используя 

три различных протокола: «нерастягиваемый», «амино-растягиваемый» и «карбоксильно-

растягиваемый». В первом, «нерастягиваемом» протоколе, к поверхностным остаткам 

молекулы ХТ не прикладывали силовое воздействие. В «амино-растягиваемом» протоколе 

молекула ХТ подвергалась воздействию сил величиной 80 пН, радиально направленных от 

центра молекулы и приложенных к Nε атомам поверхностных остатков лизина, выбранных 

ранее. Величина растягивающих сил в молекулярном моделировании совпадала с теоретически 

рассчитанной величиной сил, создаваемых МНЧ в НЧПМП [206]. Наконец, «карбоксильно-

растягиваемый» протокол подразумевал, что силы приложены к атомам углерода 

карбоксильной группы, находящихся в боковой цепи поверхностных остатков аспартата и 

глутамата, выбранных ранее. В обоих протоколах, в которых применялось силовое воздействие, 
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растягивающие силы не приводили к сдвигу молекулы ХТ от начального положения. Это 

достигалось благодаря правильному выбору аминокислотных остатков так, чтобы 

результирующий момент сил стремился к нулю. Это устранило необходимость возвращать 

молекулу белка к исходному положению и ориентации и упростило расчет в ходе 

моделирования. Длина траектории молекулярного моделирования составила 20 нс, а шаг 5 пс. 

В обоих случаях приложенные внешние силы не приводили к существенному искажению 

глобулярной структуры ХТ и разворачиванию его полипептидных цепей. Визуальный анализ 

траектории свидетельствовал, что белковая глобула достаточно жесткая. Наблюдалось лишь 

«выпрямление» боковых цепей аминокислотных остатков, к которым были приложены 

внешние силы, и локальные конформационные изменения в полипептидной цепи вблизи этих 

остатков и в областях глобулы с неупорядоченной структурой. Наблюдаемые изменения 

структуры в ходе компьютерного моделирования могут быть охарактеризованы с помощью 

временной зависимостью отклонения структуры белка от начальной (рентгеновской) структуры 

(Рисунок 30). В качестве величины такого отклонения использовали стандартное отклонение 

(S.D.) «тяжелых атомов» (C, N,O) боковых цепей аминокислотных остатков: 

𝑆. 𝐷. =
∑ 𝑑𝑖

2𝑁
𝑖=1

𝑁
,           (6) 

где di – расстояние между «тяжелым атомом» i боковой цепи молекулы ХТ и его положением в 

начальной рентгеновской структуре ХТ, N – общее число тяжелых атомов. 

В соответствии с визуальным наблюдением, величина S.D. в растягиваемых протоколах 

практически не отличалась от этой величины в нерастягиваемом протоколе. Для всех трех 

протоколов наблюдались небольшие отклонения значений S.D. от исходной рентгеновской 

структуры, что свидетельствует о небольшом структурном дрейфе белка в ходе молекулярного 

моделирования. Большая часть этих отклонений происходит в первые пс моделирования, после 

чего данная величина колеблется в диапазоне от ~1,5 до ~1,6 Å. 
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Рисунок 30. Временная зависимость стандартного отклонения (S.D.) «тяжелых атомов» 

полипептидной цепи от начальной (рентгеновской) структуры ХТ в ходе компьютерного 

моделирования. Внешние силы величиной 80 пН, радиально направленные от центра молекулы, 

были приложены к (1) Nε атомам Lys-79, 90, 107, 175 и 202 (обозначено красным), (2) Сβ атомам 

остатков Glu-21 и 49 и Сδ-атомам остатков Asp-64 и 129 (обозначено голубым) или (3) не были 

приложены (обозначено черным). Начальная рентгеновская структура молекулы ХТ получена 

из базы данных Protein Data Base (код PDB 1ACB). Данные сглажены с помощью метода 

Савицкого-Голей.  

Для дальнейшего анализа динамических изменений в молекуле ХТ в ходе компьютерного 

моделирования, которые потенциально могли бы повлиять на его функциональную активность, 

был проведен анализ изменений, происходящих в каталитической триаде и сайте связывания 

субстрата. Каталитическая триада, представленная остатками Ser-195, His-57 и Asp-102 , 

является областью, в которой происходит превращение субстрата в продукт. Точная взаимная 

ориентация этих остатков в непосредственной близости друг от друга важна для эффективного 

катализа, а изменение ориентации остатков может привести к изменению его каталитической 

активности. Расстояния между парами атомов (1) His-57:Nδ1 Asp-102:Oδ2 (2) His-57:Nε2 Ser-

195:0 использовали для изучения изменений, происходящих в каталитической триаде в ходе 

моделирования. В результате моделирования длиной 20 нс с шагом в пять пс было получено 

4000 конформаций для каждого из трех протоколов. Это позволило построить функции 

распределения расстояний для выбранных атомов каталитической триады, представленные на 

Рисунке 31. 
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Рисунок 31. Функция распределения расстояний между парами атомов каталитической триады 

молекулы ХТ в ходе молекулярного моделирования: (А) His-57:Nδ1 Asp-102:Oδ2 (Б) His-57:Nε2 

Ser-195:0. Внешние силы величиной 80 пН приложены также, как на Рисунке 30. 

Как видно из Рисунка 31 А (черная кривая) функция распределения для пары атомов Hys-

57:Nδ1 Asp-102:Oδ2 демонстрирует один узкий пик в случае отсутствия приложенных сил, 

свидетельствующий о незначительных (~0,2-0,3 Å) колебаниях этой величины вблизи 

рентгеновского значения (~2,9 Å). В результате действия растягивающих сил наблюдается 

уширение функции распределения, особенно в случае растягиваемого за карбоксильные группы 

ХТ, в котором обнаруживается второй широкий пик при ~3,45 Å (Рисунок 31 А синяя кривая). 

Такое поведение объясняется возможностью вращения карбоксильной группы Asp-102, 

приводящей к уширению функции распределения и появлению второго пика. В данном случае 

первый и второй пики соответствуют двум конформациям, в которых водородная связь 

образуется между атомом His-57:Nδ1, с одной стороны, и атомом Asp-102:Oδ1 или Asp-102:Oδ2 - 

с другой. С точки зрения ферментативной активности прочное взаимодействие между атомом 

His-57:Nδ1 и любым кислородом карбоксильной группы в этих конформациях эквивалентны. 

Следует отметить, что наблюдался также сдвиг положения пика к значению ~2,75 Å для 

растягиваемого как за амино-, так и за карбоксильные группы ХТ. 

На функции распределения расстояний между парой атомов His-57:Nε2 Ser-195:0 в 

отсутствие внешней силы наблюдается два пика при ~2,85 и ~3,85 Å (Рисунок 31 Б). Ранее было 

показано, что первый пик соответствует активной конформации каталитической триады (при 

~2,9 Å в рентгеновской структуре), в то время как второй пик соответствует неактивной [250]. 

В результате воздействия сил на молекулу ХТ наблюдались небольшие сдвиги положения 

пиков (Рисунок 31 Б сравни красную и синюю линии с черной). Таким образом, можно 
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предположить, что силовое воздействие не приводило к изменениям, которые были бы 

существенны для эффективного функционирования каталитической триады. 

Для изучения влияния приложенных сил на сайт связывания субстрата, было 

проанализировано изменение расстояний между парами атомов (1) Cys-191:C и Ser-217:C и 

(2) Cys-191:C и Ser-218:C, расположенных вблизи входа в гидрофобный карман сайта 

связывания (Рисунок 29 оранжевые шарики). Данные изменения, представленные на Рисунке 

32, свидетельствуют, что под действием приложенных сил расстояние между этими атомами 

быстро (в течение 0,2-0,3 нс) сокращалось с ~8,2 Å до ~5 Å для пары Cys-191:C и Ser-217:C и 

с ~8,6 Å до ~6 Å для пары Cys-191:C и Ser-218:C (Рисунок 31; сравни черную кривую с 

красной и синей). Отметим, что данные изменения наблюдались только для протоколов, в 

которых были приложены силы. Визуальный анализ полученных траекторий позволяет 

охарактеризовать данные изменения как «схлопывание» участка полипептидной цепи, 

образующего вход в гидрофобный карман. Предполагается, что это может привести к закрытию 

входа для субстрата, то есть повлияет на эффективность связывания. 

 

Рисунок 32. Эволюция расстояний между парами С атомов аминокислотных остатков, 

формирующих вход в сайт связывания субстрата: (А) Cys-191:C и Ser-217:C и (Б) Cys-191:C 

и Ser-218:C. Силы в 80 пН были приложены к поверхностным аминокислотным остаткам, как 

описано на Рисунке 30. 

Таким образом, проведенное нами компьютерное моделирование поведения ХТ под 

действием растягивающих сил показало, что результатом воздействия таких сил являются 

значительные изменения в области связывания субстрата. При этом воздействие сил не 

приводило к существенным изменениям в пространственной организации каталитической 

триады ХТ. Таким образом, результаты компьютерного моделирования подтверждают данные 
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кинетического эксперимента о влиянии НЧПМП на KM, а не на VM для фермента в агрегатах 

типа МНЧ-ХТ-МНЧ. 

Стоит отметить, что длина траектории в ходе компьютерного моделирования составила 20 

нс, что определялось ограниченными вычислительными мощностями. Это время гораздо 

меньше, чем реальное время приложения сил со стороны МНЧ к молекулам фермента под 

воздействием НЧПМП, которое составляет ~1 мс (оцениваемое как время продвижения 

колебательного фронта) [251]. Однако, компьютерное моделирование показало, что значимые 

для катализа изменения в структуре ферментативной глобулы могут происходить в течение 

первых 0,2-0,3 нс, а затем структура остается неизменной. Таким образом, предполагается, что 

длина траектории 20 нс может предсказать реальное поведение ХТ под действием сил, 

создаваемых МНЧ в НЧПМП. В агрегате, содержащем большое число молекул фермента, во 

время действия НЧПМП эти молекулы подвергаются тысячам циклов такого стресса. 

Измеряемая каталитическая активность и конформационные изменения являются 

усредненными значениями для таких множественных вкладов, что подчеркивается медленными 

временами их релаксации. 

Таким образом, были синтезированы два агрегата типа МНЧ-ХТ-МНЧ, в которых были 

модифицированы поверхностные амино- или карбоксильные группы фермента. В обоих 

случаях были использованы условия связывания фермента с МНЧ, позволяющие получить 

агрегаты, в которых молекулы ХТ были бы связаны одновременно с несколькими МНЧ, что 

позволило максимизировать эффект воздействия НЧПМП. Изменения, наблюдаемые во 

вторичной структуре ХТ в агрегатах под воздействием НЧПМП, подтверждают теоретическую 

модель МНМ воздействия МНЧ на фермент. Анализ изменений во вторичной структуре ХТ в 

агрегатах показал, что в результате действия НЧПМП наблюдалось практически полное 

исчезновение -спиралей. При этом β-структуры и неупорядоченные структуры вели себя по-

разному для различных агрегатов. Эффект воздействия НЧПМП на структуру ХТ был обратим 

и проявлялся в большей степени для образца, в котором были модифицированы карбоксильные 

группы фермента. С помощью компьютерного моделирования и эксперимента по изучению 

влияния НЧПМП на кинетические параметры ХТ в составе агрегатов был показан 

молекулярный механизм воздействия МНЧ на фермент в НЧПМП, выражающийся в 

изменениях конформации субстрат-связывающей области ХТ. Так, компьютерное 

моделирование поведения ХТ под действием радиально направленных сил, приложенных к 

поверхностным остаткам, содержащим амино- или карбоксильные группы, показало, что 

подобное воздействие приводит к возможности деформации (схлопыванию) сайта связывания 

субстрата. В то же время оно не вызывало значимых изменений в каталитической триаде. 
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Анализ скоростей реакции гидролиза специфического субстрата под действием ХТ в агрегатах 

двух типов показал, что в результате воздействия НЧПМП не наблюдается изменений значений 

kcat, в то время как значения KM увеличивались, что означает ухудшение связывания субстрата с 

ферментом. Данные кинетического эксперимента и молекулярного моделирования хорошо 

согласуются между собой. Воздействие НЧПМП на активность ХТ в агрегатах было 

обратимым, что также хорошо согласуется с данными о восстановлении вторичной структуры 

ХТ после воздействия НЧПМП. Таким образом, гипотеза МНМ стимулирования структуры 

фермента была подтверждена экспериментально, а также предложен молекулярный механизм 

МНМ воздействия МНЧ на фермент. 

3.2.2. ИНАКТИВАЦИЯ АДГ В АГРЕГАТАХ ТИПА МНЧ-ФЕРМЕНТ-МНЧ («ДИМЕР») ПОД 

ВОЗДЕЙСТВИЕМ НЧПМП 

АДГ, фермент из класса оксидоредуктаз, который широко используются при разработке 

процессов синтеза различных соединений [252-256]. Так, АДГ способна как восстанавливать 

альдегиды и кетоны до спиртов, так и катализировать обратный процесс. В связи с 

необходимостью разработки различных методов удаленной регуляции ферментов посредством 

внешнего физического стимула, а также демонстрации общности МНМ подхода, была показана 

возможность управлять активностью АДГ под действием НЧПМП. Впервые показано, что 

МНМ подход может быть применен не только для гидролаз, но и для оксидоредуктаз.  

3.2.2.1. ПОЛУЧЕНИЕ АГРЕГАТОВ ТИПА МНЧ-АДГ-МНЧ  

АДГ была иммобилизована на поверхности МНЧ магнетит-золото типа ядро-оболочка, 

функционализированных липоевой кислотой (МНЧ-ЛК), с помощью карбодиимидного метода. 

В отличие от иммобилизации ХТ (см. главу 3.2.2.1) связывание АДГ на поверхности МНЧ 

проводили в две стадии, разделив стадии активации карбоксильной группы и образования 

амидных связей между МНЧ и ферментом. Переход от одностадийной схемы к двухстадийной 

позволил избавиться от возможности образования нескольких слоев фермента на поверхности 

МНЧ и агрегатов белка в растворе, что могло приводить к снижение влияния НЧПМП на 

активность фермента. Для инактивации фермента под воздействием НЧПМП необходимым 

условием является наличие агрегатов, в которых фермент связан одновременно с несколькими 

МНЧ («димеры»). Поэтому для получения наибольшего количества таких агрегатов, а, 

следовательно, и наибольшего влияния НЧПМП на активность фермента варьировали условия 

связывания фермента с МНЧ (Таблица 6), такие как соотношение АДГ : МНЧ (10000:1 и 

30000:1) и EDC/S-NHS : АДГ (соотношение EDC и S-NHS 1:1) в диапазоне от 6,5:1 до 200:1. 
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Таблица 6. Соотношения АДГ : МНЧ и EDC/S-NHS : АДГ, (соотношение EDC:S-NHS 1:1), 

использованные при связывании фермента с МНЧ. Концентрация МНЧ для реакции 

конъюгации составила 24,3х1010 НЧ/мл. Молекулярная масса АДГ 150 кДа. 

Образец АДГ:МНЧ EDC/S-NHS:АДГ 

D1 
10000:1 200:1 

D2 
10000:1 20:1 

D3 
30000:1 65:1 

D4 
30000:1 6.5:1 

Гидродинамические характеристики синтезированных агрегатов МНЧ с АДГ, 

исследованные методом NTA, приведены в Таблице 7. Так, в результате связывания 

гидродинамический размер всех агрегатов АДГ с МНЧ увеличился в ~2-3 раза по сравнению с 

немодифицированными МНЧ. При этом для всех агрегатов наблюдался сдвиг положения моды 

на распределение НЧ по размерам в сторону бОльших значений, а также появление 

дополнительных мод на распределение НЧ по размерам (Таблица 7, см. приложение). 

Увеличение среднего размера, наличие сдвига моды в сторону больших значений, а также 

появление нескольких мод на распределение НЧ по размерам может говорить об образовании 

агрегатов, в состав которых входит несколько МНЧ [257]. Для всех образцов варьирование 

концентрации белка и сшивающих агентов в широких диапазонах не приводило к изменению 

гидродинамических параметров получаемых агрегатов. В ходе связывания АДГ наблюдалось 

снижение концентрации НЧ. Так, для агрегатов МНЧ с АДГ с низкой концентрацией белка 

(образцы D1-D2) наблюдалось снижение концентрации в ~5-10 раз по сравнению с 

немодифицированными МНЧ. При этом для агрегатов с высокой концентрацией белка (образцы 

D3-D4) изменения концентрации были не столь значительными. Снижение концентрации могло 

происходить во время очистки образцов при синтезе. Таким образом, в результате связывания 

АДГ с МНЧ-ЛК были получены образцы, гидродинамические характеристики которых говорят 

об образовании агрегатов, состоящих из нескольких МНЧ. 



75 

Таблица 7. Средний гидродинамический размер, положение максимумов на распределение НЧ 

по размерам и концентрация функционализированнных МНЧ (МНЧ-ЛК) и агрегатов МНЧ с 

АДГ (образцы D1-D4), определенные методом NTA. Положение основного максимума 

показано жирным. Значения среднего размера представлено в виде среднего ± стандартное 

отклонение. 

Образец Средний размер, нм Положение 

максимумов на 

распределении, нм 

Концентрация НЧ х1010 

НЧ/мл 

МНЧ-ЛК 52±31 41 24.3 

D1 147±104 75, 93 3.8 

D2 158±82 62, 108, 146, 329 2.5 

D3 104±57 74, 302 18.8 

D4 159±109 92, 171,240 21.1 

3.2.2.2. ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ НЧПМП НА ФЕРМЕНТАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ АДГ В 

СОСТАВЕ АГРЕГАТОВ ТИПА МНЧ-ФЕРМЕНТ-МНЧ 

За активностью АДГ в агрегатах типа МНЧ-фермент-МНЧ следили 

спектрофотометрически, регистрируя изменения концентрации НАДН в реакциях окисления 

этанола (реакция 1): 

С𝐻3С𝐻2𝑂𝐻 + НАД+ → 𝐶𝐻3𝐶𝐻𝑂 + НАДН +𝐻+     (Реакция 1) 

Изучение влияния НЧПМП на активность АДГ в составе агрегатов с МНЧ, как и в случае 

с активностью иммобилизованного ХТ (глава 3.2.1.3), производили в режиме постэффекта, 

когда субстраты (НАД+ и этанол) добавляли к агрегатам, которые были предварительно 

обработаны НЧПМП.  

Было обнаружено, что варьирование соотношения реагентов в ходе связывания АДГ 

приводит к существенным изменениям значений начальной скорости V реакции 1 (Рисунок 33 

А). Так, увеличение количества фермента в 3 раза при связывании приводило к увеличению 

значений V реакции 1 в ~2-4 раза (на Рисунке 33 А сравнить активность образцов D1-D2 и 

образцов D3-D4). При этом снижение концентрации EDC/S-NHS в 10 раз приводило к 

увеличению активности АДГ в агрегатах для всех соотношений АДГ:МНЧ (на Рисунке 33 А 

сравнить активности образцов D1-D2 между собой и образцов D3-D4 между собой). Следует 

отметить, что концентрация НЧ в реакции 1 была одинаковой для всех экспериментов и 

составляла 1х1010 НЧ/мл. Количество связанного с МНЧ фермента было оценено косвенно по 
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его активности (рассеяние света НЧ не позволило определить концентрацию белка 

спектрофотометрически) Так, увеличение активности АДГ при увеличении концентрации 

фермента при его связывании с МНЧ может свидетельствовать о том, что большее количество 

фермента связалось с МНЧ (как ковалентно, так и нековалентно). В то же время снижение 

активности иммобилизованной АДГ в результате увеличения концентрации EDC/S-NHS в 

реакции конъюгации свидетельствует о возможном затрагивании групп активного центра при 

связывании с МНЧ. Таким образом, изменение ферментативной активности связано с 

различным количеством АДГ на поверхности МНЧ или изменением концентрации активных 

центров фермента. 

 

Рисунок 33. Влияние трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, 

Пульс/Пауза = 1 мин/30 с) на ферментативную активность АДГ в составе агрегатов МНЧ-АДГ-

МНЧ. (А) Начальные скорости реакции 1 (V) для образцов, полученных при разных 

соотношениях белка и сшивающих агентов (D1-D4). (Б) Изменение активности АДГ в 

результате воздействия НЧПМП. Концентрация агрегатов 1х1010 НЧ/мл. 20 мМ ТРИС-буфер 

(рН 8,2), 0,2 М этанола, 2,8 мМ НАД+, 25°C. Данные представлены как среднее ± стандартная 

ошибка (n ≥ 3); *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. 

На Рисунке 33 Б показано влияние НЧПМП на активность АДГ в составе агрегатов с 

МНЧ. Было обнаружено, что, как и в случае иммобилизованного ХТ, воздействие НЧПМП 

приводило к снижению значений V реакции 1, катализируемой АДГ в составе агрегатов, причем 

глубина этих изменений была различна для разных образцов с различным содержанием белка и 

степени сшивки. Так, в результате воздействия НЧПМП значение остаточной активности 

составило (33 ± 9) % и (62 ± 2) % для образцов D1 и D2, соответственно. В то же время для 

образцов D3 и D4 изменения активности были менее выраженными (статистически 

незначимыми). Стоит отметить, что также не наблюдалось изменений активности нативной (не 
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связанной с МНЧ) АДГ в результате воздействия НЧПМП. Для образцов D1-D4, 

синтезированных при различных соотношениях реагентов, наблюдалась различная степень 

воздействия НЧПМП. Так, для образца D1, который был синтезирован при низкой 

концентрации фермента и высокой концентрации сшивающих агентов, наблюдался 

наибольший эффект инактивации в результате воздействия НЧПМП. В то же время для образца 

D2, который был синтезирован при той же концентрации фермента, но более низкой 

концентрации сшивающих агентов, снижение активности было менее выраженно. По всей 

видимости, количество связей МНЧ-фермент-МНЧ, наличие которых необходимо для более 

существенной инактивации фермента под действием НЧПМП, в образце D2 было ниже, чем в 

образце D1. Увеличение концентрации фермента в реакции связывания с МНЧ не показывает 

существенного (статистически значимого) воздействия НЧПМП на активность фермента из-за 

наличия адсорбированного фермента и/или связанного только с одной МНЧ. 

Таким образом, наблюдаемое снижение активности АДГ в агрегатах типа МНЧ-фермент-

МНЧ в результате воздействия НЧПМП было аналогично инактивации ХТ в агрегатах типа 

МНЧ-ХТ-МНЧ (см. главу 3.2.1.3), несмотря на то, что эти ферменты из различных классов и 

имеют сильно различающуюся структуру. Таким образом, мы подтвердили общность МНМ 

подхода и полагаем что, как и в случае ХТ в агрегатах с МНЧ, снижение активности в агрегатах 

типа МНЧ-фермент-МНЧ является следствием вращательно-колебательных движений МНЧ в 

НЧПМП. На Рисунке 34 показана схема такого воздействия на примере агрегата, состоящего из 

двух МНЧ и молекул фермента. Из схемы видно, что на поверхности МНЧ содержатся две 

«популяции» фермента: Е1, связанная одновременно с несколькими МНЧ, и Е2, - только с одной 

МНЧ. При вращательно-колебательных движениях МНЧ в НЧПМП (Рисунок 34 Б) молекулы 

Е1, доля которых не может превышать 10% от общего количества фермента на поверхности 

МНЧ, испытывают деформации растяжения, сдавливания, скручивания и сдвига [202]. 

Поскольку наблюдаемые изменения активности иммобилизованных на МНЧ ферментов под 

воздействием НЧПМП значительно превышают 10%, часть молекул фермента из популяции Е2 

также должна быть подвержена МНМ стимуляции. Так, часть молекул Е2 («субпопуляция» Е2а) 

может испытывать деформации сдавливания, скручивания и сдвига в результате того, что МНЧ, 

входящие в агрегат, неодинаковы по размеру, форме и величине магнитного момента, а вектор 

магнитной индукции ориентирован случайным образом относительно векторов . При этом 

доля таких молекул может доходить до 50% от общего числа молекул фермента в агрегате. 

Другая часть молекул Е2 («субпопуляция» Е2b) не будет подвержена воздействию сил со 

стороны МНЧ. Отметим, что субпопуляция Е2а располагается в непосредственной близости от 

молекул популяции E1, а молекулы популяции Е2b расположены вдалеке от популяции Е1. 
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Таким образом, максимальная доля молекул фермента, которая может быть подвержена 

деформации со стороны МНЧ, составляет примерно 50-60%, что хорошо согласуется с 

максимальным снижением активности ферментов под воздействием НЧПМП, полученным в 

данной работе. Стоит отметить, что наличие нековалентно связанного с МНЧ фермента должно 

увеличивать долю E2b и, таким образом, снижать эффективность воздействия НЧПМП на 

активность ферментов. Как видно из Рисунка 33 Б, снижение активности под воздействием 

НЧПМП для образцов D1-D2 было значительно сильнее чем для образцов D3-D4. Мы 

предполагаем, что более высокая концентрация фермента в образцах D3-D4 приводила к 

увеличению доли E2b и, в результате этого, наблюдаемый эффект НЧПМП на активность 

фермента был незначительным.  

 

Рисунок 34. Схема МНМ подхода к управлению ферментативными реакциями. (А) Агрегат, 

состоящий из двух МНЧ с магнитными моментами 1 и 2 и молекул фермента (E1, E2a, E2b) на 

поверхности МНЧ. (Б) Вращательно-колебательные движения МНЧ, которые стремятся 

сориентировать свои магнитные моменты вдоль линий внешнего магнитного поля В, создают 

деформации растягивания, сжатия, скручивания и сдвига, приложенные к молекулам фермента 

Е1 и E2a. Молекулы Е2b не подвержены воздействию механических деформаций. 

Как следует из Таблицы 6, для достижения максимального эффекта влияния НЧПМП на 

ферментативную активность АДГ в агрегатах с МНЧ варьировали такие условия реакции 

связывания, как соотношения фермента к НЧ и соотношение сшивающих агентов к ферменту. 

Нами было обнаружено, что эффект НЧПМП на активность ферментов зависел как от 

структуры агрегатов, так и от наличия нековалентно связанного фермента. Несмотря на то, что 

все синтезированные агрегаты с АДГ имели «димерное» строение, только для образцов D1-D2 

наблюдалось статистически значимое снижение ферментативной активности под действием 

НЧПМП. Таким образом, увеличение гидродинамических размеров в результате связывания 

фермента на поверхности МНЧ не является показателем того, что в результате действия 
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НЧПМП будет наблюдаться инактивация фермента. Выбор условий реакции связывания 

должен основываться на влиянии НЧПМП на кинетические характеристики фермента в 

агрегате, что обычно является более сложной задачей, чем слежение за гидродинамическими 

параметрами. Однако, на основании экспериментальных данных можно сформулировать 

основные закономерности для выбора условий связывания фермента с поверхностью МНЧ, 

которые позволяют увеличить долю агрегатов типа МНЧ-фермент-МНЧ и снизить долю 

агрегатов типа МНЧ-фермент, тем самым повысив эффективность действия НЧПМП: 

• изменение количества фермента в реакции связывания с поверхностью МНЧ (при 

неизменном количестве МНЧ) важно для активности и влияния НЧПМП. Очевидно, что 

увеличение концентрации фермента приводит к увеличению его активности в результате 

того, что большее количество фермента связывается с поверхностью МНЧ. Однако, при 

этом может увеличиваться количество нековалентно связанного фермента, что приводит к 

снижению эффективности действия НЧПМП.  

• изменение количества сшивающих агентов в реакции связывания с поверхностью МНЧ 

(при неизменном количестве фермента) также важно для активности и влияния НЧПМП. 

Очевидно, что увеличение количества сшивающих агентов может подавлять активность 

фермента из-за возможной модификации групп активного центра. Однако увеличение 

количества сшивающих агентов может приводить к усилению влияния НЧПМП на 

фермент, благодаря увеличению доли агрегатов со структурой МНЧ-фермент-МНЧ. 

Таким образом, впервые была продемонстрирована возможность использования МНМ 

подхода к управлению ферментативной активностью биотехнологически важного фермента 

АДГ. Варьируя условия реакции связывания ферментов с МНЧ, достигнута максимальная 

степень инактивации фермента 62%. На основе экспериментально полученных данных описаны 

основные закономерности при выборе условий проведения реакции связывания, влияющие на 

эффективность действия НЧПМП. Учитывая, что к данному моменту МНМ подход к 

управлению ферментативными реакциями был показан на примере четырех ферментов из двух 

разных классов, можно предположить, что с помощью него можно удаленно регулировать 

активность многих других ферментов, поскольку величины сил, создаваемые механическим 

движением МНЧ в НЧПМП, равные нескольким сотням пН, являются достаточными для того, 

чтобы значительно повлиять на структуру ферментов. 



80 

3.3. УПРАВЛЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕМ ФЕРМЕНТ-ИНГИБИТОР В АГРЕГАТАХ МНЧ-

ФЕРМЕНТ И МНЧ-ИНГИБИТОР С ПОМОЩЬЮ НЧПМП 

В результатах, изложенных выше, было подробно описано возможное влияние НЧПМП 

на структуру и активность ковалентно связанного с МНЧ фермента в составе «димерных» 

агрегатов. Однако, «димерный» агрегат типа МНЧ-белок-МНЧ может быть получен и в 

результате нековалентного взаимодействия фермент-ингибитор внутри агрегата. В данном 

подходе необходимо использовать отдельные «мономерные» агрегаты типа МНЧ-фермент и 

МНЧ-ингибитор, при смешивании которых происходит образование «димерного» агрегата за 

счет образования комплекса между ферментом и его белковым ингибитором. Силы, 

создаваемые вращательно-колебательными движениями МНЧ в таком агрегате под действием 

НЧПМП, потенциально способны нарушить межмолекулярные взаимодействия между белками 

в составе агрегата [206], поскольку силы, необходимые для разрыва таких взаимодействий, не 

превышают 100 пН [258-260]. Используя ингибиторы с различными константами 

ингибирования, можно «прощупать» прочность комплекса в агрегате и возможность его 

разрушения под действием НЧПМП. Для исследования были взяты два ингибитора ХТ: 

ингибитор трипсина (ИТ) и ингибитор Баумана-Бирк (ИББ), с существенно различающимися 

константами ингибирования (Ki(ИТ)= 1,x10-6 M, Ki(ИББ)= 6,4x10-9 M). 

3.3.1. ПОЛУЧЕНИЕ «ДИМЕРНЫХ» АГРГЕАТОВ МНЧ-ФЕРМЕНТ-ИНГИБИТОР-МНЧ ЗА 

СЧЕТ СВЯЗЫВАНИЯ «МОНОМЕРНЫХ» АГРЕГАТОВ МНЧ-ФЕРМЕНТ И МНЧ-

ИНГИБИТОР 

ХТ и ИТ были иммобилизованы на поверхности МНЧ типа ядро-оболочка, 

функционализированных липоевой кислотой (МНЧ-ЛК), с помощью карбодиимидного метода. 

Связывание белков проводили по двухстадийной схеме, позволяющей иммобилизовать белок в 

один слой на поверхности МНЧ, а также препятствующей образованию агрегатов белка в 

растворе. Синтезированные агрегаты, а также комплекс, образующийся при их смешивании, 

были охарактеризованы методами NTA (Рисунок 35 А-В, 8) и ПЭМ (Рисунок 35 Г-Е). Так, из 

Рисунка 35 А-В видно, что в результате смешивания «мономерных» агрегатов МНЧ-ХТ и МНЧ-

ИТ происходит значительное увеличение гидродинамических размеров НЧ, что, вероятно, 

говорит об образовании «димерного» агрегата со структурой МНЧ-ХТ-ИТМНЧ. Данный факт 

также был подтвержден результатами микрофотографий ПЭМ (Рисунок 35Г-Е), из которых 

видно, что агрегаты МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ действительно представляют из себя «мономеры», в 

то время как образец МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ состоит из нескольких МНЧ, связанных парой 

фермент-ингибитор.  
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Рисунок 35.  Характеризация агрегатов МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ, а также их комплекса МНЧ-ХТ-

ИТ-МНЧ методами NTA и ПЭМ. (А-В) Распределение МНЧ по размерам образцов (А) МНЧ-

ХТ, (Б) МНЧ-ИТ и (В) комплекса МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ. (Г-Е) Микрофотографии ПЭМ образцов 

соответствующих образцов. Для получения комплекса МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ использовали 

соотношение МНЧ-ХТ : МНЧ-ИТ (CI:CE) равное 20:1. 

В Таблице 8 представлены средний размер и положения моды распределения НЧ по 

размерам, полученные на основании данных Рисунка 35 А-В. Так, средний размер агрегатов 

МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ увеличивался на 31 и 26 нм, соответственно, по сравнению с 

немодифицированными МНЧ, а положение моды распределения НЧ по размерам практически 

не изменялось. При этом средний размер и положение моды распределения для комплекса 

МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ, полученного смешиванием двух агрегатов, значительно возрастают. Стоит 

отметить, что увеличение среднего гидродинамического размера «мономерных» агрегатов на 

~30 нм может говорить об образовании нескольких слоев белка на поверхности МНЧ в 

результате неспецифической сорбции.  
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Таблица 8. Средний гидродинамический размер и положение моды распределения НЧ по 

размерам для МНЧ, модифицированных липоевой кислотой (МНЧ-ЛК), агрегатов МНЧ-ХТ и 

МНЧ-ИТ, а также их комплекса МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ (CI:CE = 20:1), полученные на основании 

Рисунка 35 А-В. Данные среднего размера представлены как среднее ± стандартная ошибка 

среднего. 

Образец Средний размер, нм Положение моды распределения, нм 

МНЧ-ЛК 53 ± 1 52 

МНЧ-ХТ 84 ± 1 53 

МНЧ-ИТ 79 ± 2 57 

Комплекс МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ 170 ± 2 116 

Для изучения возможности разрушения комплекса между ХТ и ИББ в составе агрегата 

типа МНЧ-ХТ-ИББ-МНЧ под действием НЧПМП использовали ГМНЧ, которые 

предварительно были функционализированы липоевой кислотой и конъюгатом нитродофамин-

ПЭГ (НД-ПЭГ). Липоевая кислота, связанная с поверхностью золота за счет образования связи 

S-Au, обеспечивала дальнейшее связывание МНЧ с белками, а НД-ПЭГ, связанный с 

поверхностью магнетита через гидроксильные группы бензольного кольца нитродофамина, 

обеспечивал МНЧ высокую коллоидную стабильность в водных растворах. Функционализацию 

поверхности ГМНЧ, схема которой представлена на Рисунке 36, проводили в две стадии: на 

первой молекулы липоевой кислоты вытесняли часть органических молекул (олеиновая 

кислота, олеиламин и 1,2-гексадекандиол) и связывались с поверхностью золота (ГМНЧ-ЛК), 

на второй НД-ПЭГ вытеснял оставшиеся органические молекулы и связывался с поверхностью 

магнетита (ПЭГ-ГМНЧ-ЛК). 

 

Рисунок 36. Схема функционализации поверхности ГМНЧ липоевой кислотой и НД-ПЭГ. На 

первом этапе молекулы липоевой кислоты вытесняют часть органических молекул, 

сорбированных на поверхности ГМНЧ после синтеза (показаны оранжевым), и образуют связь 

S-Au (ГМНЧ-ЛК). На втором этапе НД-ПЭГ (показан синим) вытесняет оставшуюся часть 

органических молекул и связывается с поверхностью магнетита (ПЭГ-ГМНЧ-ЛК). 
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Успешность функционализации поверхности ГМНЧ была подтверждена с помощью ИК-

Фурье спектроскопии. На Рисунке 37 представлены ИК-спектры ГМНЧ, ГМНЧ-ЛК и ПЭГ-

ГМНЧ-ЛК. Визуальный анализ полученных спектров показал, что спектры ГМНЧ и ГМНЧ-ЛК 

практически не отличаются друг от друга. В то же время спектр ПЭГ-ГМНЧ-ЛК имеет ряд 

существенных отличий, главным из которых является полоса поглощения с максимумом на 

1086 см-1, соответствующая колебаниям связи С-О в цепи ПЭГ. В Таблице 9 представлены 

данные о положениях максимумов наблюдаемых на спектрах полос поглощений, а также 

соотнесение этих полос с колебаниями связей в молекулах на поверхности ГМНЧ, ГМНЧ-ЛК и 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК. Так, в результате функционализации ГМНЧ липоевой кислотой на спектре 

появляется дополнительная полоса с максимумом при 1536 см-1, отвечающая 

протонированному и депротонированному состояниям карбоксильной группы липоевой 

кислоты. Данная полоса не может соответствовать колебаниям в молекуле олеиновой кислоты, 

поскольку ее карбоксильная группа прочно связана с поверхностью ГМНЧ. Дополнительно 

функционализация ГМНЧ липоевой кислотой была подтверждена по изменению дзета-

потенциала НЧ с помощью метода DLS (0 и -40 мВ, соответственно). Также из Таблицы 9 

видно что на спектре ПЭГ-ГМНЧ-ЛК появляются дополнительные полосы с максимумами при 

1651 см-1, 1494 см-1, 1349 см-1, 1278 см-1 и 1086 см-1, соответствующие колебаниям амидной 

связи, С-С-связи в ароматическом кольце нитродофамина, связи N-O нитрогруппы, связи С-ОН 

нитродофамина и связи С-О ПЭГа, соответственно. 

 

Рисунок 37.  ИК-Фурье спектры ГМНЧ (синий), ГМНЧ-ЛК (оранжевый), и ПЭГ-ГМНЧ-ЛК 

(красный). 
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Таблица9. Соотнесение полос поглощения ГМНЧ, ГМНЧ-ЛК, и ПЭГ-ГМНЧ-ЛК с 

функциональными группами на поверхности НЧ. На основании данных Рисунка 42. 

Образец Волновое число, см-1 Функциональная группа 

ГМНЧ 

3900-3300 -OH гидроксильной группы гексадекандиола 

3027 -OH карбоксильной группы олеиновой кислоты 

2920 -CH2 

2851 -CH2 

1700 C=O карбоксильной группы олеиновой кислоты 

1557 Полоса отвечающая за комплексную связь между 

поверхностью магнетита и –ОН-группами  

1437 О-Н гидроксильной группы 1,2-гексадекандиола 

ГМНЧ-ЛК 

3900-3300 -OH гидроксильной группы гексадекандиола 

3049 -OH карбоксильной группы олеиновой кислоты 

2951 -CH2 

2914 -CH2 

2846 -CH2 

1768 C=O карбоксильной группы липоевой кислоты 

1734 C=O карбоксильной группы липоевой кислоты 

1559 Полоса отвечающая за комплексную связь между 

поверхностью магнетита и –ОН-группами 

1536 С-О карбоксильной группы липоевой кислоты 

1432 -ОН 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК 

2913 -CH2 

2882 -CH2 

1699 C=O карбоксильной группы липоевой кислоты 

1651 С-N конъюгата нитродофамин-ПЭГ  

1557 Полоса отвечающая за комплексную связь между 

поверхностью магнетита и –ОН-группами 

1494 C-C ароматического кольца нитродофамина 

1349 N-O нитрогруппы нитродофамина 

1278 C-O нитролофамина 

1086 С-О полиэтиленгликоля 

Важным параметром, определяющим успешность получения агрегатов МНЧ с белками 

заданного строения, является информация о количестве функциональных групп на поверхности 

МНЧ. Наиболее часто для этих целей в литературе используют хромофорные или 

флуоресцентные метки, селективно связывающиеся с интересующими группами. Однако, 
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рассеяние света НЧ, приводящее к тому, что сигнал поглощения или флуоресценции 

увеличивается или снижается, соответственно, не позволяет применять такие метки напрямую. 

Нами предложен новый метод определения концентрации карбоксильных групп липоевой 

кислоты на поверхности ПЭГ-ГМНЧ-ЛК с помощью флуоресцентной метки PDAM, селективно 

связывающейся с карбоксильными группами, и цианида калия, способного «растворить» 

золото.  

Концентрация карбоксильных групп, определенная на основе разработанного метода, по 

градуировочной кривой стандартных образцов составила (4,8 ± 0,5)*10-6 М. Учитывая, что 

концентрация ПЭГ-ГМНЧ-ЛК, определенная методом NTA, составила 1,7*1013 НЧ/мл, 

количество карбоксильных групп, приходящихся на одну ГМНЧ, составило 170 ± 18. Нами 

проведен теоретический анализ полученного значения. Так, диаметр золота, входящих в ГМНЧ, 

составил 3,4 ± 0,1 нм (см. главу 3.1.1), а площадь его поверхности ~ 36 нм2. Если предположить, 

что молекулы липоевой кислоты полностью покрывают золотую поверхность ПЭГ-ГМНЧ-ЛК, 

то количество таких молекул не может превышать 181 на одну НЧ. Таким образом, полученное 

нами экспериментальное значение концентрации карбоксильных групп близко к теоретической 

оценке количества молекул липоевой кислоты, образующих монослой на золотой поверхности 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК. 

ХТ и ИББ были иммобилизованы на поверхности ПЭГ-ГМНЧ-ЛК с помощью 

карбодиимидного метода. На Рисунке 38 представлены данные о характеризации агрегатов 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК с ХТ (ГМНЧ-ХТ) и ПЭГ-ГМНЧ-ЛК с ИББ (ГМНЧ-ИББ) методами NTA и 

ПЭМ. По данным метода NTA в результате связывания белков с ПЭГ-ГМНЧ-ЛК наблюдались 

значительные изменения на графиках распределений НЧ по размерам (Рисунок 38А). Так, для 

немодифицированных ГМНЧ наблюдается один широкий пик с максимумом при 149 нм, в то 

время как графики распределения по размерам для агрегатов ГМНЧ с белками имеет гораздо 

более сложный вид, в них наблюдается появление нескольких максимумов. Средний 

гидродинамический размер, определенный из графиков распределения по размерам, для 

немодифицированных ГМНЧ и агрегатов представлен в Таблице 10, из которой видно, что 

гидродинамический размер агрегата ГМНЧ-ХТ несущественно увеличился по сравнению с 

немодифицированными ГМНЧ. В то же время гидродинамический размер агрегата ГМНЧ-ИББ 

увеличился значительно по сравнению в немодифицированными ГМНЧ, что, во всей 

видимости, объясняется появлением в системе агрегатов, в состав которых входило несколько 

ГМНЧ. На микрофотографиях ПЭМ обоих агрегатов наблюдаются крупные скопления НЧ 

(Рисунок 38 Б, В), которые, вероятно, образовались при высыхании капли на медной сетке для 

микроскопии. 
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Рисунок 38.  Характеризация ПЭГ-ГМНЧ-ЛК, а также агрегатов ГМНЧ-ХТ и ГМНЧ-ИББ 

методами NTA и ПЭМ. (А) Распределение НЧ по размерам. (Б, В) Микрофотографии (Б) 

ГМНЧ-ХТ и (В) ГМНЧ-ИББ. 

Таблица 10. Средний гидродинамический размер ПЭГ-ГМНЧ-ЛК, а также агрегатов ГМНЧ-ХТ 

и ГМНЧ-ИББ. На основании данных Рисунка 38 А. 

Образец Средний размер, нм 

ПЭГ-ГМНЧ-ЛК 166 ± 2 

ГМНЧ-ХТ 180 ±5 

ГМНЧ-ИББ 270 ± 19 

3.3.2. ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ НЧПМП НА ВОЗМОЖНОСТЬ РАЗРУШЕНИЯ КОМПЛЕКСА 

ФЕРМЕНТ-ИНГИБИТОР В СОСТАВЕ АГРЕГАТА МНЧ-ФЕРМЕНТ-ИНГИБИТОР-МНЧ 

За активностью ХТ в составе агрегата МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ следили 

спектрофотометрически по образованию окрашенного продукта в реакции гидролиза 

NSAAPFpNA при длине волны 405 нм. Предварительно было подобрано оптимальные 

соотношения агрегатов МНЧ-ИТ к МНЧ-ХТ (CI:CE) в смеси, а также время, необходимое для 

связывания иммобилизованных ХТ и ИТ (Рисунок 39). Из Рисунка 39 видно, что при 

смешивании агрегатов МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ  как и следовало ожидать происходит снижение 

активности фермента, зависящее от соотношения CI:CE и времени предварительной инкубации. 

Так, из Рисунка 39 А видно, что при увеличение СI:CE (при времени предварительного 

инкубирования равное 60 с.) остаточная активность ХТ снижалась, достигая значения 42 ± 10 % 

при соотношении СI:CE =20:1. При дальнейшем увеличении соотношения СI:CE значение 

остаточной активности практически не изменялось (Рисунок 39 А). Для соотношения СI:CE = 

20:1 можно добиться более глубокого ингибирования фермента, увеличивая время 

предварительного инкубирования, что видно из Рисунка 39 Б. Так, было обнаружено, что 

остаточная активность ХТ в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ (CI:CE = 20:1) снижается до 30 ± 5 % 

при времени инкубирования 90 с., после чего остается неизменной. Значительно увеличивая 
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соотношение СI:CE, мы могли бы достичь еще более глубокого ингибирования ХТ, однако, для 

изучения влияния НЧПМП нам было важно, чтобы активность ХТ в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-

МНЧ была отлична от нуля. Таким образом, для дальнейшей работы были выбраны условия 

соотношения СI:CE и времени инкубирования, которые составили 20:1 и 90 с. соответственно. 

 

Рисунок 39. Зависимость остаточной активности ХТ в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ от (А) 

соотношения МНЧ-ИТ : МНЧ-ХТ (СI:CE) и (Б) времени предварительного инкубирования при 

СI:CE = 20:1. 20 мМ ТРИС-буфер (рН 8,2), концентрация NSAAPFpNA 7,5 мкМ, 25°С. 

Для изучения влияния НЧПМП на активность ХТ в составе агрегата МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ, а 

также возможность разрушения комплекса в составе агрегата использовали функцию 

генерирования МП in situ, регистрируя кинетические кривые непосредственно под действием 

НЧПМП. На Рисунке 40 показаны кинетическая кривая и остаточная активность ХТ в агрегате 

МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ в отсутствие и присутствии НЧПМП. Как видно из Рисунка 40 А, 

включение НЧПМП вызывало увеличение тангенса угла наклона кинетической кривой, что 

означает увеличение скорости реакции и активности фермента. На Рисунке 40 Б приведены 

данные остаточной активности фермента в агрегате после статистической обработки серии из 

трех кинетических кривых в виде процента к исходной активности в отсутствие МНЧ-ИТ, из 

которых видно, что под действием НЧПМП активность ХТ увеличивалась в 1,5 раза. 
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Рисунок 40. Влияние НЧПМП (f = 60 Гц, В =88 мТл) на активности ХТ в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-

МНЧ. (А) Кинетическая кривая продукт-время (выраженная в единицах поглощения). (Б) 

Остаточная активность фермента после статистической обработки серии кинетических кривых. 

За 100% взята активность ХТ в агрегате МНЧ-ХТ. CI:CE = 20:1, 20 мМ ТРИС-буфер (рН 8,2), 7,5 

мкМ NSAAPFpNA, 25°С; n=3 *p≤0,05. 

Предполагаемый механизм восстановления активности ХТ в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ 

под действием НЧПМП заключается в следующем (Рисунок 41): 

• При смешивании двух «мономерных» агрегатов, МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ, происходит 

образование «димера» типа МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ за счет образования комплекса между 

ферментом и ингибитором, в результате чего активность ХТ снижается (Рисунко 40 Б, зеленый 

столбик). 

• Силы, возникающие при вращательно-колебательных движениях МНЧ в НЧПМП, могут 

вызывать нарушение взаимодействия между ХТ и ИТ, результатом которого оказывается 

открытие (деблокирование) активного центра фермента для доступа субстрата, что приводит к 

восстановлению активности фермента (Рисунок 40 Б, красный столбик). 
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Рисунок 41. Схема восстановления активности фермента (Е) в агрегате со строением МНЧ-

фермент-ингибитор-МНЧ под действие НЧПМП. (А) Образование «димерного» агрегата при 

взаимодействии E и I, приводит к блокированию активного центра фермента для доступа 

субстрата S. (Б) Действие НЧПМП напряженности В, вызывающего вращательно-

колебательные движения (Т) МНЧ, приводит векторы магнитного момента  к стремлению 

ориентироваться вдоль линий внешнего магнитного поля, что создает силы F, разрушающие 

взаимодействие между E и I,и открывающие доступ для субстрата S. Схема не показывает 

молекулы Е и I на поверхности МНЧ, которые не взаимодействуют между собой. 

В ряде контрольных экспериментов мы убедились в том, что воздействие НЧПМП не 

приводит к восстановлению активности ХТ составе «мономерных» агрегатов МНЧ-ХТ-ИТ и 

МНЧ-ИТ-ХТ (Рисунок 42). Из рисунка видно, что включение НЧПМП не приводило к 

изменению тангенса угла наклона кинетических кривых, а, следовательно, и активности ХТ в 

составе таких «мономерных» агрегатов. Как было сказано ранее (раздел 3.2), воздействие 

НЧПМП на «мономерный» агрегат вызывает генерацию только гидродинамических сил, 

воздействующих на белки на поверхности МНЧ. Величины этих сил не способны привести к 

разрыву взаимодействия между ферментом и его ингибитором. Таким образом, мы показали, 

что силы, создаваемые вращательно колебательными движениями МНЧ в «димерном» агрегате 

МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ, получаемом из «мономерных» агрегатов МНЧ-ХТ и МНЧ-ИТ, достаточны 

для разрушения взаимодействия фермент-ингибитор и частичной активации фермента. 
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Рисунок 42. Влияние НЧПМП (f = 60 Гц, В =88 мТл) на ход кинетических кривых продукт-

время (выраженных в единицах поглощения) под воздействием ХТ в составе агрегатов (А) 

МНЧ-ХТ-ИТ и (Б) МНЧ-ИТ-ХТ. Для получения агрегата МНЧ-ХТ-ИТ использовали агрегат 

МНЧ-ХТ (1х108 НЧ/мл) и неиммобилизованный ИТ (10 мкг/мл). Для получения агрегата МНЧ-

ИТ-ХТ использовали агрегат МНЧ-ИТ (2х109 НЧ/мл) и неиммобилизованный ХТ (1 мкг/мл). 

NSAAPFpNA 7,5 мкМ, 20 мМ ТРИС-буфер (рН 8,2), 25°С.  

Следует отметить, что в результате действия НЧПМП на агрегат типа МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ 

не наблюдалось восстановления активности ХТ до уровня исходной активности фермента в 

отсутствие ингибитора (Рисунок 40Б). В данном случае силы, вызывающие разрыв связи между 

ферментом и ингибитором, могут приводить и к деформации молекул фермента и ингибитора, 

способной изменить вторичную/третичную структуру фермента, что приводит к снижению его 

активности. Кроме того, вероятно, в системе существует динамическое равновесие между 

связанной и несвязанной с ингибитором формой фермента. 

За активностью ХТ в составе агрегата ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ следили аналогично 

агрегату МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ. Предварительно также было подобрано оптимальное соотношение 

агрегатов ГМНЧ-ИББ к ГМНЧ-ХТ (CI:CE) таким образом, чтобы остаточная активность ХТ 

была отлична от нуля. Из Рисунка 43 видно, что уже при СI:CE = 1:1 наблюдалось резкое 

снижение остаточной активности ХТ до ~ 40%. При дальнейшем увеличении соотношения 

СI:CE остаточная активность продолжала снижаться и достигла 10% при значении СI:CE = 6:1. 

Шестикратный избыток ингибитора по отношению к ферменту и был выбрано для дальнейшего 

изучения влияния НЧПМП.  
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Рисунок 43. Зависимость остаточной активности ХТ в агрегате ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ от 

соотношения ГМНЧ-ИББ : ГМНЧ-ХТ (СI:CE). Концентрация ГМНЧ-ХТ 7,4 x 108 НЧ/мл. 20 мМ 

ТРИС-буфер (рН 8,2), 80 мкМ NSAAPFpNA, 25°С. 

Кинетические данные о воздействие НЧПМП на активность ХТ в агрегате ГМНЧ-ХТ-

ИББ-ГМНЧ, изученном при различной величине индукции МП, представлены на Рисунке 44. 

Из рисунка видно, что воздействие НЧПМП приводило к принципиально иному эффекту 

влияния НЧПМП на активность ХТ в составе агрегата. Нами не обнаруживалось 

восстановления активности фермента под действием НЧПМП (Рисунок 44А), которое ранее 

наблюдалось для агрегата МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ (Рисунок 40). Мы предполагаем, что силы, 

создаваемые вращательно-колебательными движениями МНЧ в НЧПМП, в данном случае 

оказались недостаточными для разрыва комплекса с высокой аффинностью. Более того, при 

высоких значениях индукции В НЧПМП наблюдалась полная потеря активности фермента 

(Рисунок 44 Б, В). Важно отметить, что для всех значений В НЧПМП изменения были 

обратимыми: активность фермента восстанавливалась при отключении НЧПМП (Рисунок 44 

синие точки). На Рисунке 44Г показана статистическая обработка серии кривых, 

демонстрирующих описанные изменения в агрегате ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ. 
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Рисунок 44.  Влияние включения и выключения НЧПМП (f = 50 Гц) на активность 

фермента в агрегате ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ. (А-В) Влияние НЧПМП напряженностью (А) 20 

мТл, (Б) 100 мТл и (В) 275 мТл на ход кинетических кривых продукт-время (выраженных в 

единицах поглощения). (Г) Значения скорости реакции (ΔА/Δt) в серии из трех кривых. На всех 

графиках черным показан участок до воздействия НЧПМП, красным – участок под 

воздействием НЧПМП, синим – участок после прекращения воздействия НЧПМП. СI:CE = 6:1. 

Концентрация ГМНЧ-ХТ 7,4 x 108 НЧ/мл. 20 мМ ТРИС-буфер (рН 8,2), 40 мкМ NSAAPFpNA, 

25°С. *p≤0,05, **p≤0,01 (n = 3). 

В контрольном эксперименте было показано, что НЧПМП не приводит к изменению 

активности ХТ в составе «мономерного» агрегата ГМНЧ-ХТ (Рисунок 45). Так, из Рисунка 45 А 

видно, что наклон кинетической кривой продукт-время, выраженной в единицах поглощения, 

не изменяется под воздействием НЧПМП (сравнить с кинетической кривой для агрегата ГМНЧ-

ХТ-ИББ-ГМНЧ на Рисунке 44 Б). На Рисунке 45 Б приведен статистический анализ серии 

кинетических кривых, из которого видно, что НЧПМП действительно не влияет на фермент в 

агрегате ГМНЧ-ХТ.  
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Рисунок 45.  Влияние НЧПМП (f = 50 Гц, B = 100 мТл) на активность фермента в составе 

ГМНЧ-ХТ (7,4 x 108 НЧ/мл) скорость реакции гидролиза NSAAPFpNA (40 мкМ): (А) 

кинетическая кривая продукт (выраженный )-время, (Б) значения скорости реакции (тангенса 

угла наклона dA/dt) кинетической кривой (ΔА/Δt) до, во время и после воздействия НЧПМП. 20 

мМ ТРИС-буфер (рН 8,2), 25°С; n = 3 

Сравнивая кинетические данные для двух ингибиторов, мы можем видеть принципиально 

различное влияние НЧПМП: восстановление активности фермента и отсутствие такового с 

случае ИТ и ИББ, соответственно. Наблюдаемый эффект может быть обусловлен 

существенным различием констант ингибирования (Ki(ИТ)/Ki(ИББ) ≈ 103). Так, сил, 

создаваемых вращательно-колебательными движениями МНЧ в НЧПМП, в случае ИТ может 

быть достаточно для разрыва комплекса фермент-ингибитор в агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ, в то 

время как для ИББ таких сил, как видно, недостаточно. Таким образом, мы смогли 

«прощупать» условия, при которых возможно разрушить комплекс фермент-ингибитор типа 

МНЧ-фермент-ингибитор-МНЧ под действием НЧПМП. 

Также, используя ингибитор с более прочным взаимодействием с ферментом, нам удалось 

не только добиться отсутствия разрушения комплекса фермент-ингибитор, но и полностью 

инактивировать ХТ (Рисунок 44Б, В). Такой эффект, вероятно, наблюдался в результате 

агрегации ГМНЧ под действием НЧПМП (Рисунок 46). Так, при образовании агрегата ГМНЧ-

ХТ-ИББ-ГМНЧ, часть молекул ХТ все еще остается не связанной с ингибитором и доступна для 

субстрата (Рисунок 46А), что выражается в ненулевой активности (Рисунок 44). Воздействие 

НЧПМП на агрегат может вызывать образование более крупных агрегатов, в результате чего 

активный центр фермента становится полностью заблокированным для доступа субстрата 

(Рисунок 46 Б), и наблюдается его полная инактивация (Рисунок 45 Б, В). Стоит отметить, что 

подобных процессов агрегации под действием НЧПМП не наблюдалось для агрегата МНЧ-ХТ-
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ИТ-МНЧ (глава 3.4.1), вследствие того, что золотая оболочка МНЧ, вероятно, препятствовала 

этому. Сравнивая данные активности ХТ в агрегате ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ при напряженности 

НЧПМП 100 и 275 мТл, нами наблюдались различия в ходе кинетической кривой (сравнить 

красные точки на Рисунке 45 Б, В). Из рисунка видно, что при включении НЧПМП 

напряженностью 100 мТл образование продукта ферментативной реакции полностью 

прекращалось (Рисунок 45Б красные точки), в то время как при интенсивности 275 мТл 

наблюдалось резкое снижение сигнала поглощения (Рисунок 45 В красные точки). Данный факт 

может говорить о том, что воздействие НЧПМП с большей интенсивностью приводит к 

образованию более крупных агрегатов, обладающих гораздо меньшей стабильностью и 

выпадающих в осадок. 

 

Рисунок 46. Схема поведения фермента в агрегате ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ в отсутствии и 

присутствии НЧПМП. (А) В отсутствие внешнего магнитного поля (В = 0) часть молекул ХТ, не 

связана с ингибитором, активный центр доступен для субстрата S. (Б) При воздействии 

НЧПМП (В ≠ 0) не происходит разрыва комплекса ХТ-ИББ и происходит образование крупных 

агрегатов ГМНЧ, в результате которой активный центр полностью блокируется и становится 

недоступным для субстрата. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате проведенной работы были получены «мономерные» и «димерные» 

агрегаты МНЧ с ХТ типа МНЧ-фермент и МНЧ-фермент-МНЧ, соответственно, 

чувствительные к воздействию НЧПМП. Доказана МНМ природа воздействия НЧПМП на ХТ в 

«димерном» агрегате состава МНЧ-ХТ-МНЧ, а также изучен молекулярный механизм 

инактивации фермента в агрегате. Воздействие НЧПМП приводило к изменению соотношения 

α-, β- и неупорядоченных структур и ухудшению связывания субстрата в активном центре ХТ, 

что также было подтверждено с помощью компьютерного моделирования. Эффект НЧПМП 

был обратим и зависел от типа модифицируемого аминокислотного остатка фермента в 

агрегате. Получены и охарактеризованы «димерные» агрегаты МНЧ с АДГ типа МНЧ-фермент-

МНЧ, для которого также была показана инактивация фермента. Показано, что степень 

инактивации фермента в агрегате МНЧ-АДГ-МНЧ зависит от условий связывания фермента. На 

основании полученных экспериментальных данных сформулированы общие рекомендации к 

выбору условий получения агрегатов, позволяющие максимизировать влияние НЧПМП на 

активность ферментов. Получены и охарактеризованы «димерные» агрегаты типа МНЧ-

фермент-ингибитор-МНЧ на основе «мономерных» агрегатов МНЧ-фермент и МНЧ-ингибитор. 

Показано, что, в зависимости от величины константы ингибирования, воздействие НЧПМП 

может приводить как к разрушению комплекса фермент-ингибитор в агрегате, так и к 

отсутствию такового. При использовании ИТ со сравнительно высокой константой 

ингибирования действие НЧПМП вызывало разрушение комплекса фермент-ингибитор в 

агрегате МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ и частичное восстановление активности ХТ. При использовании 

ИББ, константа ингибирования которого на три порядка ниже, чем константа ингибирования 

ИТ, нами не наблюдалось разрушения комплекса фермент-ингибитор в агрегате ГМНЧ-ХТ-

ИББ-ГМНЧ и восстановления активности ХТ. Таким образом, были «просканированы» 

условия, при которых силы, создаваемые вращательно-колебательными движениями МНЧ в 

агрегатах под действием НЧПМП, оказываются достаточными для разрушения комплекса. 

Также для агрегата ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ, для которого воздействие НЧПМП не приводило к 

разрушению комплекса, показано, что НЧПМП может вызывать образование существенно 

более крупных агрегатов, в которых активный центр фермента был экранирован от 

взаимодействия с субстратом, в результате чего наблюдалась полная потеря активности 

фермента. Тем не менее, стоит отметить, что и в этом случае инактивация была полностью 

обратима. 
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ВЫВОДЫ 

1. Показано, что для синтезированных МНЧ типа ядро-оболочка и гантель различного 

размера и фазового состава предпочтителен Брауновский механизм релаксации во внешнем 

НЧПМП. 

2. Воздействие НЧПМП на ХТ в составе агрегата типа МНЧ-ХТ-МНЧ приводит к 

изменению вторичной структуры белка (снижение доли альфа- и бета структур и увеличение 

доли неупорядоченных структур). Эти изменения вызывают снижение активности фермента (до 

45%) в результате ухудшения связывания субстрата (увеличение КМ до 2,6 раз). Результаты 

компьютерного моделирования методом управляемой молекулярной динамики также 

свидетельствуют об изменении структуры субстрат-связывающего участка активного центра 

ХТ.  

3. Воздействие НЧПМП на АДГ в составе агрегатов типа МНЧ-АДГ-МНЧ, как и в случае 

ХТ, приводит к снижению активности фермента (до 62%). На основе экспериментальных 

данных сформулированы общие рекомендации по выбору условий получения агрегатов 

различного строения, позволяющие максимизировать влияние НЧПМП на активность 

ферментов. 

4. Показана возможность управления активностью ХТ в агрегате типа МНЧ-фермент-

ингибитор-МНЧ под действием НЧПМП. Для ингибиторов ХТ, обладающих различными 

константами ингибирования, показано, что силы, возникающие при вращательно-

колебательных движениях МНЧ в НЧПМП, могут как разрушать комплекс, так и нет. 

Обнаружено, что для агрегата МНЧ-ХТ-ИТ-МНЧ (Ki=10-6 M) наблюдается частичное 

восстановление активности фермента, а для агрегата ГМНЧ-ХТ-ИББ-ГМНЧ (Ki=10-9 M) 

восстановления активности не наблюдается. Более того, обнаружено, что под действием 

НЧПМП наблюдается обратимая полная остановка ферментативной реакции в результате 

образования существенно более крупных ассоциатов частиц и блокирования активного центра 

фермента для доступа субстрата. 
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 ПРИЛОЖЕНИЕ 

П.1 Деконволюция полосы Амид I ИК-спектров 

 

Рисунок S 1. Деконволюция полосы Амид I ИК-спектра нативного ХТ (А) до и (Б) сразу после 

воздействия трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 мТл, Пульс/Пауза = 1 

мин/30 с). Спектры нормализованы. Концентрация ХТ 0,5 мг/мл, 20 мМ цитратный буфер (рН 

4,5), 22°С. Экспериментальный спектр показан черным. Цветными линиями показаны кривые 

симуляций, соответствующие α-спиралям (красный), β-листам (голубой и зеленый), β-складкам 

(фиолетовый и оранжевый) и неупорядоченной структуре (желтый).  

 

Рисунок S 2. Деконволюция полосы Амид I ИК-спектра МНЧ-ЛК-ХТ (А) до, (Б) сразу после и 

(В) через 3 часа после воздействия трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 

мТл, Пульс/Пауза = 1 мин/30 с). Образцы были сконцентрированы в 20 раз после синтеза. 

Остальные условия эксперимента и цветовая кодировка кривых такие же как на рисунке S 1. 
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Рисунок S 3. Деконволюция полосы Амид I ИК-спектра МНЧ-ЦА-ХТ (А) до, (Б) сразу после и 

(В) через 3 часа после воздействия трех циклов «пульсирующего» НЧПМП (f = 50 Гц, В = 140 

мТл, Пульс/Пауза = 1 мин/30 с). Образцы были сконцентрированы в 20 раз после синтеза. 

Остальные условия эксперимента и цветовая кодировка кривых такие же как на рисунке S 1. 
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П. 2 Данные NTA для агрегатов типа МНЧ-АДГ-МНЧ (образцы D1-D4) 

 

Рисунок S 4. Графики распределения по размерам образцов (А) D1, (Б) D2, (В) D3, (Г) D4, 

полученные методом NTA. 
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П.3 1Н ЯМР спектры дофамина и нитродофамина 

 

Рисунок S 5. 1Н ЯМР спектр дофамина гидрохлорида в CDCl3. 2,49 ppm (M, 1,6H), 2,69 ppm (T, 

2H), 2,89 ppm (T, 2H), 3,36 ppm (S, 1H), 6,45-6,47 ppm (DD, 1H), 6,61 ppm (D, 1H), 6,67 ppm (D, 

1H), 8,04 ppm (S, 3H), 8,87 ppm (D, 2H). 
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Рисунок S 6. 1Н ЯМР спектр нитродофамина сульфата в CDCl3. 3,04 ppm (S, 4H), 6,81 ppm (S, 

1H), 7,45 ppm (S, 1H). 

 


