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Описан новый подход к управлению биохимическими реакциями в магнитных

наносуспензиях посредством приложения низкочастотного (не греющего) маг-

нитного поля, вызывающего наномеханическое воздействие на макромолекулы,

химически пришитые к магнитным наночастицам (МНЧ). В процессе экспери-

ментальной верификации этого подхода обнаружен эффект влияния магнитного

поля напряженностью H от 15 до 220 kA/m, частотой 50Hz на кинетику

химической реакции, проводимой в водном растворе, содержащем взвешенные

МНЧ магнетита (FeO · Fe2O3) и пришитые к ним через полимерные мостики

молекулы фермента химотрипсина. Представлена полевая зависимость эффекта

и дана его интерпретация в рамках наномеханической модели, принимающей во

внимание деформации, изменение конформации и разрушение слабых связей в

белковой макромолекуле фермента под действием сил, прикладываемых к ней

в процессе ориентации МНЧ по полю.

Однодоменные магнитные и супермагнитные наночастицы (МНЧ)
широко используются в биомедицинских исследованиях, диагностике и

терапии тяжелых заболеваний [1,2]. Наиболее освоенные области при-

менения МНЧ в наномедицине — селективное повышение контрастно-

сти изображения при магнитно-резонансной томографии [3,4], адресная
доставка лекарств [1–4], контролируемое освобождение лекарств из
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наноконтейнеров и гелей [5–7] и абляция раковых опухолей методом
гипертермии в радиочастотном магнитном поле [8–11].

В работе предложено и апробировано новое направление исполь-

зования МНЧ — как посредников для наномеханического управления
топологией и каталитическими свойствами биоактивных макромоле-

кул (MM), например специфических белков, катализаторов биохими-

ческих процессов — ферментов. Деформирующая сила прикладывается
к ММ в результате поворотов МНЧ под действием внешнего магнит-

ного поля (МП). В отсутствие МП в ансамбле изолированных МНЧ

устанавливается хаотическая ориентация магнитных моментов mi . Ха-
рактерное время τr ориентационной релаксации (упорядочения магнит-

ных моментов МНЧ в МП или их хаотизации при его отключении)
определяется гидродинамическим радиусом частицы Rhd, вязкостью η и
температурой T окружающей среды:

τr =
4ηR3

hd

kBT
, (1)

здесь kB — постоянная Больцмана.

Для водных суспензий МНЧ с Rhd = 10−20 nm при T = 300K

величина τr составляет 1−10 µs. Внешнее МП стремится сориен-
тировать вектора намагниченности МНЧ в одном направлении, что

приводит к повороту последних на угол от 0 до 180◦ . Смещение

конца ММ, прикрепленной к МНЧ, достигает максимума 1l = πRhd

при µ0Hm1 ≫ kBT и τ f ≫ τr , где µ0 — магнитная постоянная, τ f — ха-

рактерное время изменения МП (для гармонического поля частотой f
величина τ f = 1/2π f ).

В зависимости от того, прикреплена ли ММ к одной или

двум/нескольким МНЧ (что определяется концентрацией МНЧ в сус-

пензии, а также физико-химическими свойствами ММ оболочки на

МНЧ), может реализоваться два различных механизма действия МП на
ММ — гидродинамический и контактный (рис. 1). Первый аналогичен

гидродинамическому вытягиванию ММ в потоке жидкости (например,
ДНК перед секвенированием). Приложенная к ММ сила при этом про-
порциональна f , η и Rhd. В модели сферической глобулы радиусом Rhd,

прикрепленной полимерным линкером к МНЧ, сила Fhd по закону

Стокса равна
Fhd = 6πηRhdν = 12π2ηR2

hd f . (2)

Здесь ν = 2π f Rhd — линйная скорость движения центра глобулы ММ

фермента относительно неподвижной жидкости.
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Рис. 1. Структурная схема, поясняющая архитектуру комплексов, содержащих

однодоменные магнитные частицы (MNP), молекулы белка — фермента (E), мо-
лекулы линкеры (L) (ПЕГ-полиметакриловая кислота или ПЕГ-полиакриловая

кислота, или ПЕГ-полиаспарагиновая кислота) и субстрата (S). mi — магнитный

момент MNP, M i — действующий на нее механический момент, Fhd и Fm —

гидродинамическая и контактная силы, приложенные к молекуле фермента

соответственно.

Вторая ситуация аналогична возникающей при деформирова-

нии ММ с помощью магнитных пинцетов [12,13]. При этом максималь-

ная деформирующая сила Fc обратно пропорциональна Rhd и не зависит

от η и f (при условии, что τ f ≫ τr ):

Fm ≈
mµ0H
Rhd

=
4

3

πR3
mpIµ0H
Rhd

, (3)

здесь m = 4
3
πR3

mIρ — магнитный момент сферической частицы магне-

тита радиусом Rm, удельной намагниченностью I и плотностью ρ.
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Методами одномолекулярной силовой спектроскопии с помощью

оптических и магнитных ловушек (пинцетов) получен большой объем

экспериментальных данных о влиянии сил в диапазоне от единиц до

сотен pH на конформацию и химические свойства различных ММ

(белков, сахаридов, ДНК, РНК и др.) [12,13], а также на каталитическую
активность ферментов [14]. Следует отметить, что в упомянутых

аналогах происходит деформация единичной ММ, а в предлагаемом

подходе — ансамбля ММ, что позволяет управлять макрокинетикой

биохимических реакций in vitro и in vivo.

Оценки по формуле (3) показывают, что в умеренных МП порядка

десятков–сотен kA/m к молекулам, прикрепленным к наночастицам

магнетита с Rm ≈ 10 nm, можно приложить силы от единиц до сотен

пиконьютон. Этого вполне достаточно, чтобы изменить кинетику биохи-

мических реакций, в частности, с участием ферментов, активные центры

которых весьма чувствительны к любым внешним воздействиям. По-

мимо перечисленных выше факторов, под действием приложенных сил

могут измениться взаимное положение ММ или отдельных структурных

единиц в надмолекулярной структуре MM, высота активационных

барьеров и частота результативных попыток их преодоления, скорость

диффузии в окружающей среде и др. Повышение напряженности МП

может привести к скачкообразному изменению конформации ММ,

изменению ее вторичной и далее структур, а затем и обрыву некоторых

связей. Все это вместе взятое неизбежно отразится на макрокинетике.

Для проверки этой концепции были проведены эксперименты по вы-

явлению возможного влияния МП на реакцию E + S (здесь E — моле-

кула фермента химотрипсина, S— молекула субстрата−п-нитроанилида

N-бензоил-L-тирозина (БТНА)) в магнитной суспензии (наночастицы
магнетита Fe3O4, любезно предоставленные J. Riggle, Virginia Tech, со

средним радиусом от 8 до 12 nm по данным электронной микро-

скопии). ММ фермента прикрепляли к МНЧ через промежуточную

молекулу — линкер (блок-иономер полиметакриловая кислота — по-

лиэтиленгликоль (ПМА–ПЕГ) длиной 10−20 nm). Гидродинамический
радиус наночастиц с шубой из разных блок-иономеров варьировался

от 20 до 28 nm (по данным динамического светорассеяния). Затем в

магнитную суспензию вводили субстрат и помещали образец в пере-

менное МП частотой f = 50Hz и напряженностью H от 0 до 220 kA/m.

Наблюдение за кинетикой реакции осуществляли с помощью спектро-

фотометра (CA) Beckman с термостатируемым кюветным отделением,

который регистрировал наработку продукта реакции гидролиза БТНА,
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катализируемой ферментом химотрипсином, по абсорбции света на

длине волны 380 nm (ей соответствует резонансное поглощение света в

конечном продукте — п-нитроанилине).
Для контроля в каждом эксперименте следили за кинетикой реакции

в двух одинаковых светопрозрачных кюветах с одним и тем же

раствором исходных реагентов, попеременно помещая их в измери-

тельную ячейку СФ. Одна из кювет подвергалась экспозиции в МП

в течение 2.5min несколько раз (до 4) с перерывами, необходимыми

для регистрации отклика в СФ, другая в это время находилась в

термостатированном кюветном отделении МФ и устанавливалась в

канал измерения на время экспозиции в МП первой кюветы. При не

слишком высокой концентрации исходных реагентов и нарабатываемого

продукта концентрация последнего росла линейно во времени в течение

десятков минут, т. е. скорость реакции была неизменной (рис. 2).
В образцах, подвергавшихся действию МП, наблюдалось замеделение

реакции после каждой экспозиции в поле (рис. 3, a). Наибольший эф-

фект замедления реакции давала первая экспозиция в МП. Из полевой

зависимости видно, что до H ≈ 100 kA/m эффект растет с полем, а при

экспозиции в более сильных МП — начинает падать (рис. 3, b). Это
свидетельствует о наличии конкурентных процессов, возникающих под

действием МП. Наиболее вероятной причиной ослабления эффекта в

полях выше 100 kA/m является, на наш взгляд, обрыв части линкеров,

что приводит к прекращению действия деформирующих сил на некото-

рые ММ фермента. Оценочно максимальная сила Fm, действующая на

наиболее крупные МНЧ в распределении, при H = 200 kA/m составляет

500−800 pN, что вполне достаточно для этого.

Нагревом суспензии в МП столь низкой частоты ( f = 50Hz) можно
пренебречь (и общий разогрев образца, и локальный нагрев МНЧ за

время экспозиции в МП по оценкам не превышал 10−4 K). Ячейка с

индуктором термостатировалась, и прямые измерения показали, что ее

разогрев в результате включения тока в катушках магнитной системы

за время экспозиции образца в МП не превышал нескольких десятых

долей K. Следует также заметить, что повышение температуры сосуда, в

котором протекала изучаемая реакция, даже на несколько кельвин при-

вело бы к росту скорости реакции (что проверено экспериментально),
а не к замедлению, как это наблюдалось в описываемых опытах.

Наиболее вероятной причиной обнаруженного эффекта является

изменение топологии активного центра молекулы фермента в резуль-

тате ее необратимой (или, по крайней мере, надолго запоминаемой)
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Рис. 2. Кинетика реакции E + S в ПМ H = 100 kA/m, f = 50Hz на фоне

контрольного эксперимента в отсутствие МП; a — магнитная обработка

суспензии с субстратом; b — до введения субстрата. 1 — контрольный образец

без обработки МП; 2 — образец суспензии, обработанный МП; ν0 — скорость

реакции в контрольном эксперименте без обработки реагентов в МП; νM —

скорость реакции после обработки реагентов в МП.
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Рис. 3. Зависимость эффекта торможения реакции E + S вследствие магнитной

обработки суспензии с предварительно введенным субстратом; a — от числа

экспозиций в МП; b — от напряженности МП. Напряженность МП: 1 — 0,

2 — 34, 3 — 66, 4 — 110, 5 — 152, 6 — 220kA/m.

деформации приложенными силами. Продолжительность этого запоми-

нания при температуре опыта (T = 293K) превышала длительность

опыта (около 1 h). Этот вывод подтверждается данными эксперимента,
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в котором магнитная суспензия с пришитыми к МНЧ молекулами

фермента подвергалась экспозиции в МП тех же параметров, что

были описаны выше, но до введения в суспензию субстрата. При этом

фермент демонстрировал
”
память“ о такой обработке и пониженную

активность и через десятки минут после нее (рис. 2, b). В отсутствие

субстрата (вещества, распад которого катализирует фермент) МП

могло повлиять только на вторичную или третичную структуру ММ

самого фермента и, следовательно, на состояние его активного центра,

а не на сложные многостадийные кинетические процессы, идущие

впоследствии при химической реакции.

Выяснение деталей тонких процессов, индуцированных приложе-

нием сил к ММ, требуют систематического исследования динамики

различных релаксационных явлений в систем, что предполагается

сделать путем варьирования частоты МП и длительности экспозиции

в каждом цикле обработки образца в поле.

Таким образом, в работе предложен новый подход к управлению

биохимическими реакциями и обнаружен эффект влияния слабого

низкочастотного (не греющего) МП на кинетику ферментативной реак-

ции в магнитной наносуспензии. Магнитомеханическая спектроскопия

релаксационных процессов в системе может дать информацию об

элементарных актах и промежуточных состояниях в системе, прояснить

атомно-молекулярные механизмы катализа и функционирования актив-

ных центров в ММ фермента. С практической точки зрения это может

дать способ управления адерсной доставкой лекарств нового поколения,

дистанционным дозированием их активности и т. п.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта МОН РФ

11.G34.31.0004 (Постановление правительства РФ № 220).
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