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Аннотация1 
Цель. Изучить возможность использования нанопор для мониторинга 
функционирования аспарагиназы. 
Процедура и методы. В работе была сконструирована нанопора на базе SiN, в которую 
встраивали молекулу L-аспарагиназы. Мониторинг каталитической активности 
встроенной в нанопору единичной молекулы L-аспарагиназы осуществляли, наблюдая 
за изменением ионного тока в ячейке с этой нанопорой. Этот подход полезен для 
исследования каталитической активности на базе встроенных в нанопору единичных 
молекул ферментов.  
Результаты. Был создан нанопоровый детектор для исследования активности 
аспарагиназы. Было получено, что этот детектор позволял проводить мониторинг 
активности этого фермента в реальном времени без использования меток. 
Теоретическая и/или практическая значимость. Показано, что нанопоровый детектор, 
с размером нанопоры порядка 6 нм, может быть использован для исследования 
активности аспарагиназы. При этом возможно проводить в реальном времени 
контроль изменения формы аспарагиназы, который заключается в контроле 
изменения тока проводимости, проходящего через нанопору, в котором была 
иммобилизована аспарагиназа. Полученные результаты могут быть полезны при 
анализе работы ферментов на уровне единичных молекул с помощью нанопорового 
детектора.  
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Abstract 
Aim. The possibility of using a nanopore to monitor the functioning of asparaginase has been 
studied. 
Methodology. In this work, a SiN-based nanopore was constructed in which the L-asparaginase 
molecule was embedded. 
The catalytic activity of the L-asparaginase molecule, embedded in the nanopore, has been 
monitored by observing the change in the ion current in the cell with this nanopore. This 
approach is useful for studying the catalytic activity based on single enzyme molecules 
embedded in a nanopore. 
Results. A nanopore detector for studying the catalytic activity of L-asparaginase has been 
developed. It has been found that this detector made it possible to monitor the activity of this 
enzyme. 
Research implications. It has been shown that a nanopore detector, with a nanopore size of the 
order of 6 nm, can be used to study the activity of asparaginase. It is possible to carry out real-
time monitoring of changes in the form of L-asparaginase, which consisted in monitoring 
changes in the ion current passing through a nanopore, in which asparaginase was immobilized. 
The results obtained can be of use in the analysis of the functioning of enzymes at the level of 
single molecules. 
Keywords: nanopore, asparaginase, asparagine, catalytic activity 
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Введение 
L-аспарагиназа принадлежит к ферментам класса гидролаз, который 

катализирует гидролиз L-аспарагина с образованием L-аспарагиновой кислоты 
и иона аммония. Этот фермент при внутривенном введении в организм человека 
снижает концентрацию аспарагина в крови. Этот фермент имеет 
противоопухолевую активность и является частью комбинированной 
противоопухолевой терапии острого лимфобластного лейкоза (ОПЛ) у детей и 
взрослых [1]. Для лечения ОПЛ используют только L-аспарагиназу II типа, 
поскольку L-аспарагиназа I типа не обладает терапевтической активностью [2]. 
Сродство к аспарагину аспарагиназы II типа составляет Км~10-2. Этот фермент 
является гомотетрамером с молекулярной массой порядка 140 кДа, 
гомотетрамер которого состоит из мономеров массой 36 кДа [3]. Два мономера 
аспарагиназы соединены между собой в два димера, которые объединяются и 
образуют тетрамер [3; 4]. Фермент может существовать без субстрата в открытом 
состоянии, которое при связывании с субстратом переходит в закрытое. После 
чего реакция идёт в две стадии. Нуклеофильный треонин, расположенный 
вблизи активного центра фермента, взаимодействует с карбонильной группой 
аспарагина с образованием промежуточного продукта ацил-фермента. При этом 
от субстрата отщепляется молекула аммиака. Затем ацил-фермент реагирует с 
молекулой воды с освобождением L-аспарагиназы и образованием аспартата [5]. 
L-аспарагиназа может функционировать при pH= 5-10 [6].  

Известно, что каталитическая активность фермента, определяемая 
стандартными методами в биохимии, является величиной усреднённой. В 
последнее время начала развиваться наука под названием «Энзимология 
единичных молекул», которая позволяет измерять активность единичных 
молекул фермента. Основным инструментом для измерения единичной 
активности молекул ферментов являлась атомно-силовая микроскопия [7; 8; 9]. 
Этим методом можно было измерять активность ферментов по мониторингу 
изменения высоты фермента в процессе каталитического цикла. Однако этот 
метод достаточно трудоёмкий и времязатратный.  

В последнее время началось использование нанопоровой технологии как 
метода детекции единичных молекул фермента, который измеряет ионный ток, 
возникающий при функционировании фермента, вблизи нанопоры [10; 11]. 
Работа нескольких ферментов из семейства протеаз таких, как HIV-1 протеаза 
[11], трипсин [12] и ринин протеаза [13], были детектированы при измерении 
транслокации расщеплённых пептидов через нанопору. При этом измерялся 
ионный ток, изменяющийся при функционировании ферментов. Однако 
описанный выше подход использовал мембранную пору, сформированную из 
белков, что затрудняет использование нанопоровой технологии для анализа 
ферментов широкого класса из-за того, что размеры нанопоры определяются 
исключительно размерами нанопоровой структуры, образованной этими 
белками, также чувствительными к концентрациям буфера, величине pH и 
другим условиям [14; 15]. 
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Наиболее перспективным направлением в нанопоровой технологии для 
исследования активности фермента является технология, на базе использования 
твердотельной нанопоры с диаметром поры порядка 5 нм [16]. Твердотельная 
нанопора может быть сконструирована с помощью различных методов, таких 
как сфокусированный ионный пучок (ФИБ) [16], управляемый пробой 
диэлектрика (SDB) [17; 18], и электронно-лучевое просверливание (electron-
beam drilling EBD) [19]. Six-Ny является часто используемым материалом для 
создания нанопоры. 

В нашей работе мы использовали для изготовления нанопорового детектора 
технологию EBD в SiN. В качестве кюветы была использована измерительная 
ячейка, разделённая на две части и в эту разделительную пластинку была 
вмонтирована SiN нанопора. В эту нанопору был встроен фермент аспарагиназы. 
К двум частям кюветы было приложено напряжение, и регистрировался ток, 
протекающий через эту нанопору. Было получено, что при функционировании 
фермента наблюдается открытие нанопоры. Полученные результаты могут быть 
полезны при исследовании ферментативных реакций на уровне единичных 
молекул ферментов, а также при создании устройств в терапевтических целях. 

 
Материалы и методы 

Реактивы 
Буфер PBSD, pH 7.6, C = 1 mM, бидистиллированная деионизованная вода, 

полученная на установке Millipore (18.2 MoM). 
L-аспарагин моногидрат был получен НПП НПП «ПанЭко» (Россия). Для 

приготовления раствора аспарагина, полученный аспарагин был растворен в 
1 mM PBSD до концентрации 10-5 моль/л, после чего был подогрет до 
температуры 90°C в течение 3 минут, а затем был перемешан с помощью 
мешалки Vortex в течение 2 минут.  

L-asparaginase E. carotovora была клонирована и очищена в лаборатории 
медицинской биотехнологии Научно-исследовательского института 
биомедицинской химии имени В. Н. Орехович (ИБМХ) согласно 
предварительно описанным протоколам [20] и разведена в 1 мМ PBSD буфере до 
концентраций 10-9, 10-8, 10-7 M.  

Нанопоровый детектор 
Нанопоровый детектор представлял из себя измерительную ячейку из 

материала PDMS, разделённую пополам перемычкой, куда вставлялся чип с 
единичной нанопорой SiN. Диаметр нанопоры составлял порядка 6 нм, толщина 
нанопоры составляла порядка 40 нм. Изготовление нанопоры проводилось с 
использованием электронного пучка, образованного с помощью 
высокоразрешающего TEM (JEM 2100f). Для изготовления нанопорового 
детектора нанопора была вставлена в специальное крепёжное место и промыта 
бидистиллированной деионизованной водой непосредственно перед 
измерениями. 
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Два резервуара измерительной ячейки заполнялись объёмом 700 мкл (транс- 
и цис-) буферного раствора 1 mM PBSD (pH 7.6). Ag/AgCl электроды были 
встроены в два резервуара измерительной ячейки для записи ионного тока, 
проходящего через нанопору. Нанопоровый детектор был помещён в ячейку 
Фарадея для уменьшения электростатических наводок. Для измерений тока 
через нанопору использовали патч-кламп усилитель с уровнем собственного 
токового шума 0,3 фА. в полосе частот 1000 Гц. Напряжение изменялось в 
пределах от -300 до 300 мВ. Регистрация сигнала от нанопоры проводилась с 
частотой 10 кГц с помощью 16-разрядного АЦП. Далее сигнал подвергался 
цифровой фильтрации с помощью низкочастотного фильтра Баттерфорта с 
частотой среза 1000 Гц. При необходимости, после измерения чип промывался 
дистиллированной водой для удаления остатков соли и снова инсталлировался 
в измерительную ячейку.  

 
Эксперимент 

Непосредственно перед измерениями чип промывался бидистиллированной 
деионизованной водой, после чего в обе стороны измерительной ячейки вносился 
1 mM PBSD буфер и записывался нулевой сигнал около -100 пА(1) (см. рис. 1). 

 
Ток, пА 

 

Рис. 1 / Fig. 1. Зависимость ионного тока от времени при напряжении U=-200 мВ . 
Добавление 1 mM PBSD буфера (1), добавление в цис-камеру аспарагиназы 10-7 M (2), 

добавление в цис-камеру аспарагина СM = 10-5 M (3).  
Измерения были проведены в 1 mM PBSD pH 7.8 / 

 Dependence of ion current on time at voltage U=-200 mV. Adding 1 mM PBSD buffer (1), 
adding 10-7 M asparaginase to the cis-chamber (2), adding CM = 10-5 M asparagine  

to the cis-chamber (3). Measurements were carried out in 1 mM PBSD pH 7.8 
Источник: по данным авторов 

0

-100 
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После этого, выдержав время около 400 сек, в цис-камеру добавлялся раствор 
аспарагиназы при концентрации 10-7 M (2). При этом наблюдали понижение 
проводимости нанопоры практически до 0. После этого добавляли раствор 
аспарагина в цис-камеру в концентрации C= 10-5 M. При этом наблюдалось 
открытие нанопоры. Это происходило, вероятно, за счёт того, что аспарагиназа 
в процессе функционирования изменяла свою структуру, позволяя проходить 
току через нанопору, которую до этого она закрывала.  

 
Обсуждение 

В работе было получено, что при добавлении аспарагиназы в ячейку при 
повышении её концентрации до 10-7 M в ячейке наблюдается понижение тока, 
протекающего через нанопору. Это означает, что при этой концентрации 
аспарагиназа закрывает пору, что приводит к понижению протекающего через 
пору тока. Затем проводилось добавление аспарагина, который является 
субстратом аспарагиназы в транс-ячейку. Это приводило к тому, что 
аспарагиназа начинала функционировать и изменять свою структуру, при этом 
приоткрывая нанопору, что позволяло увеличиваться току, проходящему через 
нанопору из цис- в транс-часть кюветы. Кроме этого, были проведены 
контрольные эксперименты по добавлению аспарагина в цис-часть кюветы в 
отсутствии аспарагиназы в кювете, при этом не наблюдая существенного 
изменения сигнала.   

Таким образом, в работе удалось наблюдать функционирование аспарагиназы 
в присутствии аспарагина, причём когда аспарагиназа вначале закрывала 
нанопору, не давая проходить току из цис- в транс-часть измерительной ячейки. 
Полученные результаты важны для создания новой системы регистрации 
функциональной активности аспарагиназы на уровне единичных молекул этого 
фермента.  

 
Заключение 

В работе была исследована возможность использования нанопоры для 
исследования аспарагиназы в процессе её каталитического цикла. Было 
показано, что нанопоровый детектор с размером нанопоры порядка 6 нм может 
быть использован для исследования активности аспарагиназы. При этом 
возможно проводить в реальном времени контроль изменения формы 
аспарагиназы, который заключался в мониторинге изменения ионного тока, 
проходящего через нанопору, в которой была иммобилизована аспарагиназа. 
Полученные результаты могут быть полезны при анализе работы ферментов на 
уровне единичных молекул с помощью нанопорового детектора.  

 
Статья поступила в редакцию 01.11.2023 г. 
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