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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы.  

В настоящее время большую роль в практических разработках новых 

функциональных материалов и лекарственных препаратов играют структурные 

методы исследования вещества, среди которых особо следует отметить 

рентгеновскую дифракцию и малоугловое рентгеновское рассеяние (МУРР). 

Метод МУРР позволяет изучать неупорядоченные образцы различной природы с 

размерами частиц от 1 до 200 нм и более. Это и биологические системы (растворы 

белков и их комплексов, пептиды и нуклеиновые кислоты), полимеры, 

композитные наноматериалы, коллоидные растворы, микроэмульсии, минералы и 

металлические наночастицы. Благодаря доступности источников рентгеновского 

излучения высокой яркости и развитию методов анализа и интерпретации данных 

в последние десятилетия, метод МУРР стал стандартным инструментом 

исследования структур для биологов и биохимиков. Размер макромолекул, которые 

можно анализировать, варьируется от небольших пептидов или фрагментов 

нуклеиновых кислот до больших комплексов с молекулярным весом более 

мегадальтона или даже целых вирусов. Важным преимуществом метода МУРР по 

сравнению с другими структурными методами является его неразрушающая 

природа и относительная простота подготовки образцов. Таким образом, 

биологические образцы можно изучать при физиологических условиях, или 

близких к естественным, а также изучать изменения структуры в зависимости от 

физико-химических условий среды (pH раствора, температура, концентрация 

образца, состав буферного раствора, добавление соли или лиганда и т.д.). Поэтому, 

исследования биологических макромолекул с помощью метода МУРР 

представляют особую важность для диагностики и лечения болезней в медицине и 

фармацевтике, а также создания новых функциональных биоматериалов, 

используемых в промышленности. 

Однако, тот факт, что подготовка образца для измерений методом МУРР 

относительно проста по сравнению с другими структурными методами не означает 

отсутствие каких-либо критериев, которым должен соответствовать образец. 

Одним из требований является монодисперсность образца, когда в растворе 

находятся только одинаковые макромолекулы. Для таких систем разработаны 

надежные ab initio методы определения пространственной формы однородных 

частиц с разрешением 1-2 нм, основывающиеся исключительно на использовании 

экспериментальных данных МУРР. В то же время, для макромолекулярных 

комплексов с неоднородной электронной плотностью (например, комплексов 

белок/нуклеиновая кислота) требуется дополнительная информация, которую 

можно получить либо путем проведения измерений для неполных (парциальных) 

суб-комплексов, либо с помощью метода вариации контраста с использованием 

малоуглового рассеяния нейтронов (МУРН). В настоящей работе уделено особое 
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внимание возможностям и ограничениям итерационных алгоритмов 

восстановления электронной плотности (формы частиц) для неоднородных 

макромолекулярных комплексов. 

Проведение измерений МУРР в растворе ограничивает пространственное 

разрешение ab initio моделей. Случайная ориентация частиц в растворе приводит к 

изотропному рассеянию, это позволяет проводить азимутальное усреднение 

регистрируемого изображения на двумерном детекторе, но одновременно 

приводит к потере существенной части информации. Поэтому восстановление 3D-

модели по одномерной кривой малоуглового рассеяния в общем случае является 

неоднозначной процедурой. В этой связи особую важность приобретает оценка 

оптимального углового диапазона экспериментальных данных МУРР, в настоящей 

работе был разработан и предложен новый автоматизированный алгоритм 

определения оптимального углового диапазона регистрации с 

использованием теоремы Котельникова-Шеннона для разбавленных 

монодисперсных систем, позволяющий добиться более надежной оценки 

интегральных структурных параметров частиц (таких как гидратированный 

объем частицы и молекулярная масса), что, в свою очередь, улучшает 

эффективность работы алгоритмов восстановления 3D формы частицы. 

До недавнего времени анализ полидисперсных многокомпонентных систем 

по данным МУРР был существенным образом ограничен и позволял оценивать 

лишь общие структурные характеристики, усредненные по ансамблю частиц. 

Однако, недавние достижения в разработке программ анализа данных позволили 

гораздо более осмысленно исследовать сложные полидисперсные cистемы, 

представляющие собой белковые или липидные многокомпонентные смеси. При 

наличии известных кривых рассеяния от каждого макромолекулярного 

компонента, можно определять их объемные доли в общей смеси. Если структуру 

компонентов можно аппроксимировать простыми геометрическими телами, то 

помимо определения объемных долей компонент появилась возможность 

оценивать функции распределения частиц по размерам и характер их 

межчастичного взаимодействия в случае концентрированных систем. Для 

липидных многокомпонентных систем помимо определения функции 

распределения везикул по размерам, проводят восстановление электронной 

плотности липидного бислоя внутри везикулы и оценку параметров 

мультислойной ламеллярной организации везикул. Все последние достижения в 

области интерпретации данных рассеяния были реализованы автором в виде ряда 

компьютерных программ, в том числе были предложены и новые подходы. 

Созданное автором программное обеспечение предоставляет исследователям 

уникальную возможность одновременного структурного описания и 

моделирования большого числа компонентов в смесях. Разработанные методы 

были успешно апробированы на большом ряде олигомерных смесей и 
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самоорганизующихся систем. 

Следует отметить, что прямой анализ формы частиц для многокомпонентных 

смесей сильно затруднен и практически невозможен, так как кривые рассеяния 

всегда представляют собой линейные комбинации интенсивностей от различных 

компонентов смеси. Однако, благодаря разработанному автором новому подходу 

прямого определения формы промежуточных компонентов в 

эволюционирующих системах, в ряде случаев это стало возможным. Системы, 

для которых известны начальное и конечное состояния, но которые также содержат 

неизвестное промежуточное состояние, теперь могут быть непосредственно 

проанализированы с помощью этого метода. Несколько наборов 

экспериментальных данных МУРР эволюционирующей смеси (полученных, 

например, во время процесса образования фибрилл) анализируются совместно с 

целью получения наилучшего общего соответствия всем имеющимся данным 

МУРР. Фактически, в данном случае можно говорить о восстановлении формы 

компонента в эволюционирующей системе, который напрямую измерить в 

эксперименте не представляется возможным. 

Для успешного анализа данных МУРР агрегированные макромолекулы 

должны быть удалены из раствора, чтобы избежать их влияния на кривую 

рассеяния. В настоящее время стало популярным проводить измерения МУРР в 

сочетании с использованием гель-хроматографической ячейки (SEC-SAXS, Size-

Exclusion Chromatography-Small-Angle X-ray Scattering). В такой установке раствор 

образца, выходящий из хроматографической колонки (элюент) сразу направляется 

в камеру образца, так что сигнал МУРР собирается непосредственно после 

разделения компонентов смеси за счет различного времени их прохождения через 

хроматографическую колонку. Эта установка позволяет разделять отдельные 

компоненты в образце и регистрировать данные МУРР от изолированных фракций, 

что чрезвычайно важно для последующей интерпретации данных, анализа и 

структурного моделирования. В то же время, в случае частично перекрывающихся 

пиков выхода (элюирования) смесей компонентов, задача разложения этих данных 

на отдельные фракции нетривиальна и потенциально неоднозначна. В данной 

работе предложен новый алгоритм для восстановления профилей рассеяния и 

концентрации компонентов на основе эволюционного факторного анализа 

(ЭФА) по данным МУРР, исследованы его возможности и ограничения. 

Эффективность алгоритма продемонстрирована на ряде смоделированных и 

экспериментальных наборов данных SEC-SAXS.  

Хотя в ряде случаев удается создать полностью автоматизированные 

алгоритмы, не требующие вмешательства пользователя при анализе данных МУРР, 

оптимальные решения не всегда могут быть найдены в автоматическом режиме, 

поэтому разработка программного обеспечения для интерактивной обработки 

данных МУРР с помощью графических приложений остается чрезвычайно 
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актуальной задачей. Автором диссертационной работы были разработаны и 

реализованы в виде программ графические приложения, позволяющие 

проводить полноценное интерактивное моделирование данных МУРР, 

начиная с первичной обработки и заканчивая моделированием четвертичной 

структуры белковых комплексов, проведением структурного анализа 

многокомпонентных смесей и оценкой структурных параметров для частично 

упорядоченных систем. Разработанные программы составляют значительную 

часть свободно распространяемого программного пакета ATSAS 

(https://www.embl-hamburg.de/biosaxs/software.html), который широко используется 

в научном сообществе при анализе данных МУРР от биологических систем. 

Цели и задачи работы. 

Целью настоящей работы было развитие методов структурного анализа 

многокомпонентных биологических систем по данным рентгеновского и 

нейтронного малоуглового рассеяния. Важной частью работы была разработка 

алгоритма оценки углового диапазона экспериментальных данных малоуглового 

рассеяния, содержащего полезную информацию, и применение предложенных 

методов к ряду практических задач исследований состава и структуры 

многокомпонентных систем биологической и неорганической природы. Кроме 

того, разрабатываемые методы должны были учитывать, как наличие 

полидисперсности частиц по форме и размерам, так и неоднородность электронной 

плотности исследуемых частиц. 

Научная новизна.  

Развитые методы позволяют анализировать состав и структуру 

многокомпонентных систем как в условиях отсутствия априорных сведений об 

изучаемой системе, так и с привлечением дополнительной информации. 

Компьютерное моделирование позволило определить возможности и ограничения 

использования разработанных методов интерпретации данных малоуглового 

рассеяния сложными биологическими системами.  

Разработанные автором методы анализа данных малоуглового рассеяния 

позволили провести детальное структурное исследование ряда биологических 

многокомпонентных смесей, в частности определить форму неизвестного 

промежуточного компонента в процессе образования фибрилл, оценить 

распределение липидных везикул по размерам и их мультислоевую ламеллярную 

организацию, восстановить профили рассеяния отдельных компонентов белковых 

смесей, которые не удается полностью разделить с помощью хроматографических 

или других методов. Методы применены для количественной оценки состава ряда 

биологических систем по данным малоуглового рассеяния, причем в некоторых 

случаях другими способами получить ценную структурную информацию не 

представляется возможным. Новизна полученных результатов подтверждается 

высокими индексами цитирования работ с участием автора. 
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Научное и практическое значение работы.  

Научное и практическое значение работы определяется актуальностью 

поставленных задач и возможностью практического использования разработанных 

методов анализа данных малоуглового рассеяния многокомпонентными 

биологическими системами. Разработанные методы существенно расширяют 

область применимости метода МУРР/МУРН. Эффективность методов 

продемонстрирована на примере решения широкого круга задач структурного 

анализа сложных полидисперсных и неоднородных объектов. 

Среди основных применений развитых методов, следует отметить 

следующие:  

1) структурный анализ белковых и липидных смесей по данным 

малоуглового рассеяния;  

2) восстановление профилей рассеяния отдельных компонентов в 

неразделяемых белковых смесях по набору данных малоуглового рассеяния с 

использованием гель-хроматографической колонки;  

3) структурная характеризация равновесных состояний и протекания 

динамических процессов в эволюционирующих системах по данным малоуглового 

рассеяния. 

Предложенные в работе методы анализа белковых и липидных смесей и 

алгоритмы определения формы биомакромолекул реализованы в ряде 

компьютерных программ, вошедших в пакет ATSAS, который использовался на 

момент написания работы более чем в 2000 лабораторий в мире. Данный пакет 

находится в свободном доступе для академических пользователей на сайте URL: 

https://www.embl-hamburg.de/biosaxs/software.html. 

Степень достоверности результатов. 

Достоверность представленных в диссертации результатов анализа данных 

малоуглового рассеяния от многокомпонентных биологических систем 

согласуется с данными, полученными, в частности, методом электронной 

микроскопии. Восстановленные формы частиц биомакромолекул всегда 

сопоставлялись со структурами, найденными другими авторами методами 

рентгеноструктурного анализа или ядерного магнитного резонанса, если такая 

информация имелась в наличии. С целью подтверждения надежности работы 

созданного программного обеспечения автором было проведено масштабное 

моделирование возможных объектов исследований. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Метод количественной оценки углового диапазона экспериментальных данных 

малоуглового рассеяния, содержащего полезную информацию, на основе теоремы 

Котельникова-Шеннона, в случае монодисперсных разбавленных растворов. 

2. Методы поиска объемных долей компонентов и распределений частиц по 

размерам в приближении простых геометрических тел или с использованием 
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атомных моделей по данным малоуглового рассеяния в многокомпонентных 

смесях. 

3. Методы поиска профилей электронной плотности липидного бислоя, параметров 

мультислоевой организации и распределений липидных везикул по размерам по 

данным малоуглового рассеяния в многокомпонентных липидных и липид-

белковых смесях. 

4. Метод прямого восстановления формы частицы неизвестного промежуточного 

состояния по данным малоуглового рассеяния в динамической трехкомпонентной 

системе, включая оценку объемных долей компонентов в процессе ее эволюции. 

5. Эволюционный факторный анализ наборов данных малоуглового 

рентгеновского рассеяния, полученных с использованием гель-

хроматографической колонки, для оценки количества компонентов и 

восстановления индивидуальных профилей рассеяния от компонентов в белковых 

смесях. 

6. Многофункциональная графическая платформа для анализа данных 

малоуглового рассеяния от полидисперсных и частично упорядоченных систем. 

Личный вклад диссертанта: 

Вклад автора состоит в разработке алгоритмов, методов и программ для 

анализа экспериментальных данных малоуглового рассеяния, приведенных в 

данной работе. Ряд программ, созданных автором, включен в 

широкоиспользуемый в научном сообществе пакет программного обеспечения 

ATSAS, предназначенный для анализа данных малоуглового рассеяния растворами 

биомакромолекул и наночастиц. Автор принимал активное участие в проведении 

экспериментов по малоугловому рентгеновскому рассеянию на синхротронных и 

лабораторных станциях, проводил обработку результатов экспериментов и 

интерпретацию полученных данных 

Апробация работы. 

Результаты работы доложены и обсуждены на II, III, IV, и V Национальных 

конференциях по применению Рентгеновского, Синхротронного излучений, 

Нейтронов и Электронов для исследования материалов – РСНЭ (Москва, 1999, 

2001, 2003, 2005), VII Национальной конференции Рентгеновское, Синхротронное 

излучения, Нейтроны и Электроны для исследования наносистем и материалов. 

Нано-Био-Инфо-Когнитивные технологии - РСНЭ-НБИК (Москва, 2009), XI, XII, 

XIII, XIV, XVI, XVII и XVIII Международных конференциях по малоугловому 

рассеянию (Нью-Йорк, США, 1999, Венеция, Италия, 2002; Киото, Япония, 2006; 

Оксфорд, Англия, 2009; Берлин, Германия 2015, Траверс-Сити, США, 2018, 

Кампинас, Бразилия, 2022), 9-й Международной конференции по дифракции 

волокон и некристаллической дифракции (Шеффилд, Англия, 2000), III 

Международной конференции «Химия высокоорганизованных соединений и 

научные принципы нанотехнологии» (Санкт-Петербург, 2001), Европейской 
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конференции "Тенденции в энзимологии" (Комо, Италия, 2006), Сателлитной 

конференции Международного союза кристаллографов по Рентгеновским и 

нейтронным методам в исследовании наноструктур (Хиого, Япония, 2008), 

Международном Химическом конгрессе сообщества тихоокеанского бассейна 

(Гонолулу, США, 2010), XX, XXI и XXIV Конгрессах Международного союза 

кристаллографов (Флоренция, Италия, 2005, Осака, Япония, 2008, Хайдарабад, 

Индия, 2017), IX, XI и XIII Международных конференциях по Биологии и 

синхротронному излучению (Манчестер, Англия, 2007, Гамбург, Германия, 2013, 

Шанхай, Китай, 2019), Первом Российском кристаллографическом конгрессе 

(Москва, Россия, 2016), II, III, IV, V, VI, VII, VIII и IX Международной 

конференции “Лазерные и плазменные исследования и технологии” (ЛаПлаз) 

(Москва, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021, 2022, 2023), VII, VIII, IX и X 

Российских Национальных Симпозиумах “Белки и пептиды” (Новосибирск, 2015, 

Москва, 2017, Дагомыс, 2019, Сочи, 2021), 51-й, 52-й, 53-й и 54-й Зимних Школах 

по физике конденсированного состояния (ФКС) (Санкт-Петербург, 2017, 2018, 

2019, 2020), Российской конференции по использованию рассеяния нейтронов в 

конденсированных средах РНИКС-2018 (Санкт-Петербург, 2018), VI конференции 

по малоугловому рассеянию и рефлектометрии (Гатчина, 2023), XIII и XIV 

Международных конференциях “Проблемы сольватации и комплексообразования 

в растворах” (Суздаль, 2018, Иваново 2021), VIII и IX Международных научных 

семинарах и VI и VII международных молодежных научных школах-семинарах 

“Современные методы анализа дифракционных данных и актуальные проблемы 

рентгеновской оптики (Великий Новгород, 2016, Москва, Санкт-Петербург, 2020), 

EMBL Hamburg P12 Virtual User Meeting (Гамбург, Германия, 2021), 

Международной конференции "Synchrotron and Free electron laser Radiation: 

generation and application" ("SFR-2022"), (Новосибирск, 2022). 

Публикации по теме диссертации. 

По теме диссертации опубликованы 117 статей в отечественных и 

международных рецензируемых журналах, рекомендуемых ВАК РФ, и тезисы 92 

докладов на конференциях. 

Структура и объем диссертации. 

Диссертация состоит из введения, 7 глав, основных выводов, приложения с 

указанием программного обеспечения, разработанного автором для анализа 

данных малоуглового рассеяния, списка цитируемой литературы и списка 

публикаций по теме диссертации. Работа изложена на 371 странице, включая 99 

рисунков и 23 таблицы. Список цитируемой литературы содержит 240 

библиографических ссылок. Список работ автора содержит 117 публикаций, 

обозначенные в тексте диссертации буквой А. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении обосновывается актуальность темы работы, определяются цели 

и задачи исследований, раскрывается научная новизна и практическая значимость, 

формулируются основные положения, выносимые на защиту, представлены 

сведения об апробации результатов работы и публикаций. 

В Главе 1 рассмотрены теоретические основы метода МУРР/МУРН, типы 

экспериментальных установок и принципы проведения измерений, а также 

имеющиеся к настоящему времени подходы анализа и интерпретации данных. 

Показано, что метод МУРР/МУРН позволяет восстанавливать трехмерные 

структуры низкого разрешения, используя ab initio моделирование, молекулярную 

тектонику и гибридные подходы, а также оценивать олигомерное состояние белков 

и белковых комплексов, и кроме того является мощным инструментом для 

количественного анализа гибких систем.  

Проведен краткий обзор основных ab initio методов восстановления 3D 

формы частиц для систем с неоднородной электронной плотностью по данным 

МУРР/МУРН, которые включают в себя многофазное моделирование в виде 

представления структуры частицы плотноупакованными шариками с 

использованием максимально большого набора кривых рассеяния от 

полноразмерной частицы и ее доступных фрагментов (программа MONSA), а 

также итеративный алгоритм восстановления 3D электронной плотности по 

данным МУРР (программа DENSS), для которого достаточно использования одной 

кривой рассеяния.  

Систематическое исследование эффективности работы итеративного 

алгоритма, реализованного в программе DENSS, при восстановлении формы 

частиц с неоднородной электронной плотностью показало, что данный алгоритм не 

позволяет корректно восстанавливать внутреннюю структуру комплексов типа 

“белок-нуклеиновая кислота”, причем систематически повышенная плотность в 

центральной части является артефактом в подавляющем числе случаев, а кривые 

рассеяния, рассчитанные от усредненных моделей, имеют существенные 

расхождения с данными МУРР. 

Для таких систем рекомендовано использовать многофазный аb initio подход, 

реализованный в программе MONSA. Надежность восстановления трехмерной 

формы частиц программой MONSA продемонстрирована на данных МУРР от 

комплекса белка нуклеоплазмина NP с белками-гистонами H2A-H2B / H5, а также 

тройного комплекса белков Pex5p/Pex14/PTS1.  

Приведены практические примеры применения имеющихся подходов к 

анализу данных МУРР, полученные с участием автора, которые подтверждают 

широкие возможности метода МУРР при исследовании структурных параметров 

биологических макромолекул в растворе.  
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С помощью ab initio моделирования была определена 3D форма тандемных 

доменов белка филамина A (регулирующего организацию актинового 

цитоскелета), 3D форма полноразмерного белка GbpA (фактора колонизации 

холерных бактерий), а также особенности структуры сольватационного слоя 

таннинов (полифенольных соединений, содержащихся в коже растений и 

защищающих их от проникновения бактерий) в водно-cпиртовом растворе.  

Методом молекулярной тектоники была определена стехиометрия и 

построена модель тройного белкового комплекса IscS/IscU/CyaY, в который входит 

белок фратаксин (IscS) ответственный за развитие нейродегенеративной болезни 

атаксии Фридриха и участвующий в сборке Fе-S кластера, фермент десульфураза 

(IscU) и каркасный (scaffold) белок-ингибитор (CyaY).  

Методом оптимизированного ансамбля по данным МУРР оценена гибкость 

белка cемейства нейротрофинов ProNGF (Nerve Growth Factor), который участвует 

в поддержании и росте определенных популяций нейронов, как в центральной, так 

и в периферической нервной системе, и выполняет свою биологическую роль, 

связываясь с различными рецепторами (антителами). Было показано, что 

пропептидная область белка proNGF является подвижной и приводящей к 

различным конформациям. Это свойство белка способствует модуляции его 

взаимодействия с мембраносвязанными рецепторами. 

В Главе 2 представлен новый подход для определения полезного углового 

диапазона в экспериментальных данных МУРР/МУРН от разбавленной 

монодисперсной системы.  

Интенсивность рассеяния I(s) от разбавленного раствора одинаковых частиц 

связана с функцией распределения расстояний p(r) в прямом пространстве как 

=
m ax

0

sin
)(4)(

D

dr
sr

sr
rpsI         (1) 

где s = 4  sin() /λ, 2  - угол рассеяния, а λ - длина волны излучения. Уравнение 

(1) учитывает тот факт, что функция p(r) определена на ограниченном интервале и 

равна нулю для всех r > Dmax (где Dmax - максимальный размер частицы). Если I(s) 

известна, то p(r) может быть вычислена с помощью обратного преобразования 
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Из уравнений (1) и (2) легко заметить, что функции sI(s) и p(r)/r являются 

синус-преобразованиями Фурье друг для друга. Далее p(r) удобно представить в 

виде ряда Фурье по синусам: 

)/sin(
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=

=       (3) 

где n - целое число. Подстановка уравнения (3) в (1) дает интерполяционную 

формулу Шеннона: 
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где sn = n/Dmax – так называемые положения шенноновских каналов.  

Уравнение (4) содержит, вообще говоря, бесконечное число шенноновских 

каналов. Однако для экспериментальных данных МУРР, измеренных в 

ограниченном диапазоне векторов рассеяния (s<smax), вклад каналов за пределами 

этого диапазона (т.е. с индексами n > smaxDmax/π) в приближение интенсивности в 

этом диапазоне будет относительно мал. Поэтому число шенноновских каналов в 

измеренном диапазоне NS = smaxDmax/π часто используется в качестве оценки 

информационного содержания в данных рассеяния.  

Хотя большие значения NS обычно указывают на большее информационное 

содержание, очевидно, что сама по себе эта величина не может дать окончательную 

оценку из-за того, что в данном случае никак не учитывается отношение 

сигнал/шум. Кроме того, данные МУРР обычно измеряются на плотной угловой 

сетке, т.е. с угловым приращением Δs, значительно меньшим, чем расстояние 

между шенноновскими каналами π/Dmax. Таким образом, количество информации в 

данных МУРР должно быть связано как с уровнем экспериментальных ошибок 

интенсивности, так и со степенью плотности угловой сетки данных МУРР. 

Когда индекс суммирования в уравнениях (3) и (4) ограничен целым числом 

(M), соответствующие усеченные шенноновские приближения обозначим как pM(r) 

и UM(s), соответственно. Для набора экспериментальных данных МУРР/МУР 

можно построить его усеченное приближение UM(s) с использованием M 

шенноновских каналов путем минимизации невязки 
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где индекс суммирования i проходит по N экспериментальным точкам, а σi
2 - 

стандартное отклонение для измеренной интенсивности в точке si. Наилучшее 

решение методом наименьших квадратов должно удовлетворять условию 2/am= 

0, что приводит к системе нормальных уравнений: 
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Для экспериментов МУРР/МУРН от растворов макромолекул 

экспериментальные данные I(si) представляют собой разницу между рассеянием от 

растворенного вещества и чистого растворителя и могут иметь отрицательные 

значения из-за экспериментальных ошибок. Эти отрицательные значения должны 

войти в уравнения (5-6), однако поскольку рассчитанная теоретическая 

интенсивность МУРР UM(si) всегда должна быть неотрицательной, то система 
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уравнений (6) может быть решена стандартными методами при ограничении на 

неотрицательность значений коэффициентов an.  

Усеченное шенноновское приближение дает возможность оценить 

информативность и полезный угловой диапазон в наборе экспериментальных 

данных МУРР/МУРН. Действительно, при слишком малом M эта аппроксимация 

Шеннона не будет иметь достаточного количества членов (слагаемых) для 

соответствия экспериментальным данным. С ростом M приближение будет 

улучшаться, но на определенном этапе будет наблюдаться плато, когда значения 

an, определенные из системы уравнений (6) уже не будут существенно улучшать 

невязку, определяемую по экспериментальным данным. Поэтому должно 

существовать оптимальное (эффективное) значение шенноновских каналов MS, 

отражающее информативность данных, а полезный угловой диапазон данного 

набора экспериментальных данных МУРР/МУРН будет определяться как πMS/Dmax. 

Заметим, что MS не обязательно должно совпасть с NS, и далее будет представлена 

процедура надежного автоматизированного определения эффективного числа 

шенноновских каналов MS. 

На усеченное шенноновское приближение влияют шум и плотность точек 

угловой сетки данных МУРР/МУРН, это подтверждено моделированием кривых 

МУРР/МУРН, рассчитанных от различных геометрических тел (Таблица 1). 

Данные были рассчитаны при фиксированном значении smax=4 нм-1 и содержали 

различное число шенноновских каналов для разных тел из-за их различных 

размеров. Плотная сетка с угловым шагом Δs=0.0025 нм-1 использовалась для 

имитации типичного набора данных МУРР синхротронного рентгеновского 

излучения, а более разреженная сетка с Δs=0.042 нм-1 (имеющая примерно в 17 раз 

меньше точек в том же угловом диапазоне) имитировала данные МУРН. Для 

каждой точки интенсивности добавлялся случайный гауссовский шум, 

относительная ошибка моделируемого шума варьировалась от 1% до 400% для 

различных наборов данных. 

Для каждого смоделированного набора данных вычислялись усеченные 

шенноновские приближения UM(s) для различных чисел M в соответствии с 

уравнениями (4-6), и качество приближения оценивалось по коэффициенту RM 

между идеальной теоретической кривой без шума Iref(s) и соответствующим 

приближением Шеннона UM(s)/s по следующей формуле: 

( ) )(/))(/(
11

iref

N

i

iirefiiM

N

i

iM sIssIssUsR 
==

−=      (7) 

Смоделированные наборы данных для сплюснутого эллипсоида/куба и 

лучшие шенноновские приближения (соответствующие минимальным R-

факторам) показаны на Рис. 1. Оптимальное число шенноновских каналов MB, 

обеспечивающее наилучшее согласие с идеальной кривой, зависит как от уровня 

шума, так и от углового шага данных МУРР/МУРН (Таблица 1). Следует также 
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отметить, что качество усеченного шенноновского приближения зависит от 

анизометрии объекта. Для очень анизометричных частиц высокие уровни шума 

(100% шума на Рис. 1а-б) приводят к значительным осцилляциям для 

шенноновских приближений. 
 

 
 

 

 

Рис. 1 Теоретические кривые рассеяния от 

сплюснутого эллипсоида (полуоси 1, 15 и 

15 нм, панели (а) и (б)) и куба с ребром 5 

нм (панели (в) и (г)). Кривые 1-4 

соответствуют добавленному 

гауссовскому шуму с относительным 

уровнем 1, 5, 20 и 100 %. Наилучшие 

усеченные шенноновские приближения 

показаны сплошными линиями. Каждые 

последующие кривые сдвинуты на один 

логарифмический порядок для лучшей 

визуализации. Для зашумленных 

теоретических данных, где значения 

могут стать отрицательными из-за шума, 

логарифмы модуля интенсивности 

показаны в виде красных точек. Панели 

(а), (в) рассчитаны на угловой сетке 

типичной для рентгеновского 

эксперимента, панели (б), (г) – для 

нейтронных данных. 

В реальном эксперименте МУРР/МУРН идеальная кривая рассеяния и, 

следовательно, число МB, недоступны, и эффективное число шенноновских 

каналов МS должно определяться только на основе экспериментальных данных. 

Моделирование на теоретических наборах данных, приведенное выше, позволило 

нам определить количественные критерии для выбора МS. Такой выбор может быть 

осуществлен путем мониторинга невязки 2 между экспериментальными данными 

и шенноновским приближением UM(s) как функции M, поскольку плохо 

определенные шенноновские каналы уже не будут значительно улучшать невязку. 

Таким образом, надежную оценку МS можно получить, комбинируя критерии 

качества приближения для обратного и прямого пространства. Действительно, 

каждое шенноновское приближение UM(s), выраженное набором коэффициентов 

an, соответствует распределению расстояний в прямом пространстве pM(r) согласно 

уравнению (3). Увеличение числа M добавляет дополнительные члены к pM(r), 

осциллирующие со все более высокой частотой n/Dmax. Можно ожидать, что 

ненадежно определенные шенноновские каналы an не дадут ничего, кроме 

нарастающих осцилляций в функции pM(r), и это можно уловить с помощью меры 

интегральной производной функции (p): 
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Следовательно, качество шенноновского приближения может быть оценено 

с помощью комбинированного критерия 

f(M)= 2 (M) + α (pM)         (9) 

где коэффициент α обеспечивает правильное масштабирование двух метрик 2 и 

(p) (см. ниже). 

Таблица 1. Результаты тестирования метода на теоретических наборах данных рассеяния, 

рассчитанных от геометрических тел. Кривые малоуглового рассеяния рассчитаны на угловом 

диапазоне до smax=4 нм-1, к ним добавлен шум с относительным уровнем от 1% до 400%. Столбцы, 

расположенные справа от номинального числа шенноновских каналов  

NS = smax Dmax /π показывают оптимальное число шенноновских каналов MB, которое обеспечивает 

наилучшее согласие с идеальной (незашумленной) кривой. Максимальный уровень шума, при 

котором полезная информация все еще присутствует на всем угловом диапазоне кривой выделен 

жирным шрифтом. Таблица 1а соответствует рентгеновским данным, Таблица 1б - данным 

нейтронного рассеяния.  

Таблица 1а. Данные МУРР (плотная угловая сетка с шагом Δs=0.0025 нм-1). 

Тип тела Dmax 

(нм) 

NS MB  

1% 5% 20% 50% 100% 200% 400% 

Сплюснутый эллипсоид 

(полуоси 15, 15, 1 нм) 

30 38 41  39 39 38 38 38 25 

Вытянутый эллипсоид  

(полуоси 1, 1, 15 нм) 

30 38 39 39 39 38 38 37 23 

Полая сфера (Rin 2.5 нм,  

Rout 5 нм) 

10 13 14 14 13 13 13 12 11 

Полый цилиндр (Rin 2.5 нм, 

Rout 5 нм, H 10 нм) 

14 18 19 19 18 18 18 16 14 

Куб (сторона 5 нм) 8.6 11 12 12 12 11 11 10 9 

Сфера (радиус 5 нм) 10 13 15 14 14 14 14 14 13 

 

Таблица 1б. Данные МУРН (разреженная угловая сетка с шагом Δs=0.042 нм-1). 

Тип тела Dmax  

(нм) 

NS MB  

1% 5% 20% 50% 100% 200% 400% 

Сплюснутый эллипсоид 

(полуоси 15, 15, 1 нм) 

30 38 38  38 38 38 38 37 25 

Вытянутый эллипсоид  

(полуоси 1, 1, 15 нм) 

30 38  38 38 38 37 36 34 15 

Полая сфера (Rin 2.5 нм,  

Rout 5 нм) 

10 13 13 13 13 12 11 11 10 

Полый цилиндр (Rin 2.5 нм, 

Rout 5 нм, H 10 нм) 

14 18  18 18 18 17 16 16 14 

Куб (сторона 5 нм) 8.6 11 11 11 11 10 10 9 8 

Сфера (радиус 5 нм) 10 13 13 13 13 13 13 11 10 
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Таким образом, процедура определения оптимального числа шенноновских 

каналов МS может быть сформулирована следующим образом: 

1. для данного набора экспериментальных данных оценить 

максимальный размер частиц Dmax. 

2. рассчитать номинальное число шенноновских каналов как NS = 

smaxDmax/π и задать диапазон поиска наилучшего шенноновского приближения по 

числу M: [Mmin, Mmax]. 

3. Для всех Mmin<M<Mmax вычислить коэффициенты шенноновского 

приближения an (n=1,...M), решив систему уравнений (6) с помощью процедуры 

линейных наименьших квадратов с ограничением на неотрицательность решений 

an.  

4. Для каждого шенноновского приближения вычислить невязку 2(M) и 

меру интегральной производной (pM). 

5. Оценить масштабный коэффициент α как отношение между 2 (Mmax) и 

(p(Mmin)). 

6. Определить оптимальное значение MS, соответствующее минимуму 

целевой функции f(M), согласно ее определению из уравнения (9). 

Типичный пример шенноновских приближений с использованием 

различного числа каналов и соответствующих функций p(r) показан на Рис. 2 для 

случая вытянутого эллипсоида. 

 
Рис. 2 Усеченное шенноновское приближение для теоретической кривой рассеяния от 

сплюснутого эллипсоида (полуоси 1, 15 и 15 нм) с добавлением шума на уровне 20%.  Панель 

(а), кривая рассеяния с шумом и шенноновские приближения, полученные при M=18 (синяя 

кривая), 28 (красная кривая), 38 (зеленая кривая) и 43 (малиновая кривая). Панель (б), функция 

распределения по расстояниям p(r), рассчитанная по данным рассеяния без шума (кривая 1) и 

функции pM(r), вычисленные по соответствующим шенноновским приближениям (кривые 2-5). 

Цветовая схема та же, что и на панели (а). Панель (в): невязка шенноновского приближения 2(M) 

и интегральная гладкость (pM(r)) в зависимости от числа шенноновских каналов M для 

теоретических данных, изображенных на панели (а). Кривая 1 (кружки, синяя линия) показывает 

невязку 2(M), кривая 2 (треугольники, зеленая линия) - шкалированную интегральную 

гладкость(pM(r)). Целевая функция f(M) соответствует кривой 3, (квадраты, красная линия). 
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Описанный выше алгоритм был реализован в виде компьютерной программы 

SHANUM. Для проверки эффективности работы алгоритма программа SHANUM 

была протестирована на теоретических наборах кривых малоуглового рассеяния 

(Таблица 1), и с помощью нее были определены значения MS, совпавшие со 

значениями MB с точностью до одного шенноновского канала для всех случаев. 

Данные тестовые расчеты показали, что предложенный алгоритм позволяет 

надежно определять эффективное число шенноновских каналов MS по набору 

данных и, следовательно, оценивать полезный угловой диапазон данных 

МУРР/МУРН (согласно s=πMS/Dmax). 

Затем метод был применен к ряду экспериментальных наборов 

рентгеновских малоугловых данных, собранных в различных угловых диапазонах 

от растворов макромолекул, содержащих частицы различных размеров при 

различных концентрациях. На Рис. 3а представлены данные МУРР от белкового 

комплекса импортин / с молекулярной массой (ММ) 160 кДа и максимальным 

размером Dmax=19 нм. Из-за низкой концентрации белка (0.5 мг/мл) данные МУРР 

сильно зашумлены в области больших углов. Несмотря на то, что измеренный 

диапазон векторов рассеяния (до smax=6 нм-1) номинально содержит NS=36 

шенноновских каналов, программа SHANUM дает оценку для MS=9, указывая на 

то, что высокоугловые данные за пределами s=1.5 нм-1 не содержат полезной 

информации. В то же время, для данных МУРР от комплекса ДНК-

метилтрансферазы SsoII (ММ=45 кДа, Dmax=11 нм), хотя кривая рассеяния 

представленная на Рис. 3б кажется довольно шумной, начиная с s=2 нм-1, алгоритм 

показывает, что данные содержат полезную информацию вплоть до  

4 нм-1. Данные МУРР по ферменту люмазинсинтазе LSAQ-IDEA, образующему 

икосаэдрические капсулы в растворе (с ММ=2 МДа и Dmax=33 нм), имеют хорошее 

соотношение сигнал/шум во всем угловом диапазоне, изображенном на Рис. 3в, и 

алгоритм ожидаемо выдает оценку, что весь угловой диапазон данных с 20 

шенноновскими каналами содержит полезную информацию. 

В методе МУРР/МУРН отбрасывание данных в области больших углах не 

повлияет на точность оценки структурных параметров, например, радиуса 

инерции, определяемого по данным МУРР/МУРН в области малых углах с 

помощью аппроксимации Гинье. Удаление неинформативной части данных 

должно улучшать надежность результатов процедур восстановления формы 

частиц, а также расчет структурных параметров частиц, таких как Породовский 

объем частицы Vp. Последний представляет собой объем исключенной из 

растворителя частицы и рассчитывается по формуле: 

Q

I
Vp

)0(2 2
= ,  dssIsQ 



=
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          (а)    (б)    (в) 
 

Рис. 3 Экспериментальные данные МУРР и шенноновские приближения, 

соответствующие оптимальному числу шенноновских каналов, определенному программой 

SHANUM. Панель (а), белковый комплекс импортин /; панель (б), белок M.SSoII; панель (в), 

белок LSAQ-IDEA. Верхняя граница полезного углового диапазона обозначена стрелкой, а 

целевая функция f(M) показана на вставке. На вставках внизу панелей (а) и (б) показана 

зависимость исключенного объема частицы (Породовский объем) от диапазона 

экспериментальных данных, использованных при расчете инварианта Порода. 

 

На практике инвариант Порода Q рассчитывается на конечном угловом 

диапазоне [0, sm], и затем для компенсации недостающих данных от sm до 

бесконечности применяются дополнительные поправки. На нижней панели Рис. 3а 

представлена оценка объема Порода для белкового комплекса импортин / как 

функции верхнего предела интегрирования sm. Ожидаемый объем Порода для 

комплекса импортин / составляет около 280 нм3. Рассчитанный объем дает 

стабильные значения с небольшими колебаниями, находясь внутри полезного 

углового диапазона данных МУРР, оцененного программой SHANUM (т.е. до sm 

около 1.3 нм-1), и начинает резко колебаться, как только при его расчетах 

учитываются данные МУРР в области больших углов. Аналогично, для ДНК-

метилтрансферазы SsoII, Vp показывает разумные значения около 75 нм3, когда sm 

остается в пределах полезного углового диапазона данных, и проявляет резкие 

колебания за пределами этого диапазона (нижняя панель Рис. 3б). Эти примеры 

иллюстрируют важность удаления части данных, не содержащих полезной 

информации, для предотвращения потенциальных проблем и неточностей при 

оценке основных структурных параметров частиц. 
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Разработанный автором метод предлагает объективную процедуру 

определения полезного углового диапазона. Он может быть использован для 

выбора части экспериментальных данных МУРР/МУРН, содержащей полезную 

информацию, в автоматизированных системах обработки данных, в процедурах 

моделирования и при депонировании кривых рассеяния в имеющиеся базы данных. 

В Главе 3 рассмотрены основные подходы, разработанные автором, 

позволяющие проводить количественный анализ состава многокомпонентных 

полидисперсных систем по данным МУРР/МУРН. Они могут быть использованы 

как для анализа биологических систем (сложных белковых смесей), так и для 

анализа состава микроэмульсий и растворов наночастиц. С помощью 

разработанных методов можно оценивать объемные доли компонентов смеси при 

наличии информации об атомных структурах компонентов (программа 

OLIGOMER), определять функции распределения частиц по размерам и параметры 

межчастичного взаимодействия при аппроксимации формы компонентов 

простыми геометрическими телами (программа MIXTURE). 

Для каждой из упомянутых выше программ приведены практические 

примеры их использования. В частности, с помощью программы OLIGOMER 

проведен количественный анализ объемных долей компонентов для смеси 

активной (закрытой) и неактивной (открытой) форм ферментов 3-фосфоглицерат-

киназы (PGK) и термостабильной 3-изопропилмалатдегидрогеназы (Tt IPMDH) в 

зависимости от присутствия лигандов и наличия мутаций аминокислотных 

остатков, относящихся к активному сайту фермента. Рассмотрены случаи 

олигомерных смесей, находящихся в динамическом равновесии, которые могут 

образовываться как в результате частичной диссоциации олигомеров (белок 

трикорн протеаза, в растворе которого присутствуют как гексамеры, так и 

мономеры с димерами), так и в результате ассоциации мономеров в олигомеры 

более высоких порядков (Hc домен белка столбнячного нейротоксина TeNT 

образует в растворе смесь мономеров и димеров).  

Особого внимания заслуживает исследование динамической природы 

образования комплексов белков. Следует отметить, что образование белкового 

комплекса представляет собой, по меньшей мере, двухстадийный процесс, в 

котором динамический комплекс, образованный за счет случайных столкновений 

(«встреч»), предшествует стабильному финальному комплексу. Предполагается, 

что «динамическое» состояние комплекса существует недолгое время и быстро 

переходит в стабильное конечное состояние. Однако для ряда слабо связанных 

белковых комплексов такое состояние, образованное за счет случайного 

соударения (“встречи”) двух белков, может стать доминирующей (основной) 

формой. 
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Примером такой системы является комплекс адренодоксина (Adx) с 

митохондриальным цитохромом c (Cc). Адренодоксин (Adx) - белок с 

молекулярной массой 14.4 кДа, относящийся к семейству 2Fe-2S ферродоксинов. 

Он участвует в биосинтезе стероидных гормонов, действуя в качестве 

электронного челнока между NADPH-зависимой адренодоксин редуктазой и 

несколькими цитохромами P450. In vitro перенос электронов от адренодоксин 

редуктазы до Adx часто контролируют с помощью быстрого последующего 

переноса электронов от Adx до митохондриального цитохрома c (Cc) 

(молекулярная масса 12.5 кДа).  

Для получения количественных оценок олигомерного равновесия 

экспериментальные данные МУРР (Рис. 4а-б) приближались смесью различных 

олигомеров Cc и Adx с помощью программы OLIGOMER. Эти олигомеры 

включали в себя мономеры, гетеро-димеры, гетеро-тетрамеры, а также 

гипотетические гетеро-тримеры, созданные путем удаления одного мономера из 

тетрамерной модели, и именно такие смеси обеспечили хорошее соответствие 

расчетных кривых экспериментальным данным при различных концентрациях 

белков (Рис. 4б, кривые (1-4)). Интересно, что присутствие значительной доли 

тримеров было выявлено для всех концентраций нативного белка, и попытки 

приблизить данные без учета тримеров значительно ухудшали качество 

приближений (Таблица 2). Таким образом, было установлено, что образование 

тетрамеров происходит именно через тримеры, а не посредством ассоциации двух 

гетеродимеров. Такой механизм ожидался бы для случая специфической 

димеризации и тетрамеризации, тогда как фактически наблюдаемая 

олигомеризация предполагает образование стохастического «столкновительного» 

комплекса. Этот результат дополнительно подтверждается тем фактом, что 

искусственно «сшитый» гетеродимерный комплекс CL (с внедренной 

межмолекулярной дисульфидной связью между аминокислотными остатками 

цистеина цитохрома C (V28C) и адренодоксина Adx (L80C)) не образует 

тетрамеров даже при высоких концентрациях белков (Рис. 4а, кривая (1)). По-

видимому, гетеродимеры CL (Рис. 4в) не обладают подвижностью в растворе, 

необходимой для эффективного формирования междоменных связей через 

столкновительный механизм.  

Результаты анализа данных МУРР показывают, что нативный комплекс 

Cc/Adx является полностью динамическим и образуется исключительно 

вследствие случайно-«столкновительного» характера взаимодействий белков.  
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  (а)                 (б)                (в) 

Рис. 4 (а) Экспериментальные данные МУРР от комплексов белков цитохром с (Cc)- 

адренодоксин (Adx) (кружки: эксперимент, сплошные линии: рассчитанные приближения). 

Кривая (1) – “сшитый” комплекс с приближением от модели гетеродимера (в соотношении 1:1), 

полученного программой SASREF; кривая (2) нативный комплекс в буфере Hepes 200 мМ NaCl 

и приближение от эквимолярной смеси мономеров Cc и Adx; кривая (3) - нативный комплекс c 

концентрацией 24 мг/мл и приближение от модели гетеротетрамера (в соотношении 2:2), 

полученного программой SASREF. (б) Данные МУРР от нативного комплекса Cc/Adx в 

растворах, не содержащих хлорид натрия. Кривые (1) - (4) соответствуют концентрациям 

комплекса 24, 12, 6.0 и 2.4 мг/мл в буфере 10 мМ Hepes, pH 7.4, соответственно, кривая (5) 

соответствует концентрации комплекса 2.4 мг/мл в 20 мМ буфере фосфата калия pH 7.4). 

Наилучшие приближения программы OLIGOMER показаны сплошными линиями, они 

соответствуют смесям мономеров, гетеродимеров, тримеров и тетрамеров с объемными долями, 

указанными в Таблице 2 (для кривых (1-4)). Для кривой (5) наилучшим приближением является 

гетеродимерный комплекс (в соотношении 1:1). Последовательные кривые смещены вниз на 

один логарифмический порядок для наглядности. (в) Верхний ряд: аb initio модель “сшитого” 

комплекса Cc/Adx, полученная программой DAMMIN (серые полупрозрачные сферы), 

наложенная на атомную модель гетеродимера. Модели Cc и Adx представлены в виде синих и 

красных Сα цепей, соответственно. Остатки Val28 цитохрома c и Leu80 адренодоксина указаны 

зелеными сферами. Правый вид повернут на 90 по часовой стрелке вокруг вертикальной оси. 

Нижний ряд: аb initio модель нативного комплекса Cc/Adx при высокой концентрации (24 мг/мл) 

в буфере, не содержащим хлорид натрия, совмещенная с атомной моделью гетеротетрамера.  

 

Способность белков принимать различные четвертичные структуры является 

существенной и важной для многих биологических процессов, таких как передача 

сигнала, регуляция клеточного цикла и ферментативный катализ. Среди факторов, 

которые вызывают изменение четвертичной структуры, можно указать следующие 

- температурные сдвиги, изменение ионной силы и рН раствора, связывание 

лигандов. В некоторых случаях белковая инженерия, использующая мутации и 

геномные вставки, приводит к изменению структуры белка in vitro. 

Макромолекулярные само-собирающиеся структуры с икосаэдрической 

симметрией имеют преимущество, заключающееся в том, что они состоят из 
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сравнительно малого числа уникальных строительных блоков и при этом 

теоретически способны образовывать большое число стабильных состояний. 
 

Таблица 2. Структурные параметры нативного и “сшитого” (CL) комплекса цитохром C (Сс) – 

адренодоксин (Adx) по данным МУРР. 

Нативный комплекс Cc/Adx, буфер 10 mM Hepes ,  

pH 7.4 

CL 

комплекс 

c, мг/мл 24 12 6 2.4 3-12 

Rg, нм 2.830.07 2.830.07 2.650.05 2.440.07 2.140.05 

Dmax, нм 9.00.5 9.00.5 9.00.5 8.00.5 8.00.5 

Vp, нм3 636 525 435 354 425 

MM, кДа 445 425 354 254 223 

2
MDT

 2.45 1.72 1.56 1.25 - 

2
MTT 1.84 1.47 1.41 1.17 - 

2
MDTT 1.84 1.43 1.35 1.15 1.45 

Vмон,% 0 0 65 245 0 

Vдим,% 0 85 255 245 100 

Vтрим,% 485 475 545 525 0 

Vтетр,% 525 455 155 0 0 

Обозначения: Rg, радиус инерции; Dmax, максимальный размер частицы, Vp, исключенный объем 

гидратированной частицы, MM, молекулярная масса, 2 обозначает невязку наилучших 

приближений к экспериментальным данным от модельных смесей: мономеры/димеры/тетрамеры 

2
MDT, мономеры/тримеры/тетрамеры 2

MTT, и мономеры/димеры/тримеры/тетрамеры 2
MDTT, 

Vмон, Vдим, Vтрим и Vтетр –соответствующие объемные доли олигомерных компонентов смеси.  

Примером такой системы является фермент люмазинсинтаза (LS), который 

катализирует образование 6,7-диметил- 8-рибитиллюмазина (6,7-dimethyl-8-

ribityllumazine) на предпоследней стадии биосинтеза рибофлавина (витамина B2). 

Распределение частиц икосаэдрических капсул люмазинсинтазы из Bacillus subtilis 

(LSBS) и Aquifex aeolicus (LSAQ) для нативных и мутантных образцов было 

исследовано с помощью МУРР и крио-электронной микроскопии (ЭМ) при 

различных значениях рН и в присутствии различных буферов.  

Данные крио-ЭМ различных образцов нативных и модифицированных LS 

показали, что частицы LS образуют икосаэдрические капсулы с диаметрами в трех 

различных диапазонах: 16-20 нм (тип I), 27-30 нм (тип II) и 30-33 нм (тип III) (Рис. 

5). Капсулы типа I состоят из 60 субъединиц с совершенной икосаэдрической 

симметрией (T = 1), тогда как диаметры капсул типа II и типа III хорошо 

соотносятся с числами триангуляции T = 3 и T = 4, и состоят из 180 и 240 

субъединиц. 
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Рис. 5 Контрастные увеличенные крио-ЭМ изображения (а) LSBS фосфатный буфер, pH 

8.0 (б) LSBS в Тris/HCl, pH 8.0 (в) LSBS в Tris/HCl, pH 9.0 (г) LSBS в боратном буфере, pH 7.0 (д) 

мутант LSBS R127T в фосфатном буфере, pH 7.0 (е) мутант LSAQ-IDEA в Tris/HCl, pH 8.5, (ж) 

мутант LSAQ-IDEA в фосфатном буфере, pH 7.0. Шкала соответствует 30 нм. 
 

Эксперименты МУРР проводились с растворами LSBS в фосфатных, Tris 

гидрохлоридных и боратных буферах и с растворами LSAQ в фосфатных и Tris 

гидрохлоридных буферах в диапазоне значений рН между 6.0 и 10.0. На Рис. 6 

показаны экспериментальные кривые рассеяния для ферментов LSBS и LSAQ, и 

наилучшие приближения от смеси полных и неполных капсул типа I, II, III, 

полученные программой MIXTURE. В Таблице 3 представлены результаты 

моделирования данных МУРР для раствора LSBS в боратном буфере, 

демонстрирующие переход от капсул типа I к капсулам типа II/III при изменении 

pH. Видно, что при значениях рН 7.0, 8.0 и 9.0 образуются главным образом 

капсулы типа I (объемная доля 97%) с диаметром около 160 Å, тогда как при рН 

10.0 основная фракция (62% полных и 36% неполных капсул) относится к капсулам 

типа III с диаметрами около 320 Å. Это означает, что процесс образования капсул 

может подстраиваться (управляться) pH буферного раствора, при этом ансамбли 

различных типов капсул находятся в динамическом равновесии друг с другом. 
 

Таблица 3. Структурные параметры смесей фермента LSBS дикого типа в боратном буфере, 

полученные программой MIXTURE. Обозначения: 2 – невязка к данным МУРР, v – объемные 

доли, R – средние радиусы, dR – полидисперсность капсул. 

Образец pH 2 Малые капсулы (Т=1) Большие капсулы (T=3,4) 

полные полные неполные 

v R,  

нм 

dR,  

нм 

v R,  

нм 

dR, 

нм 

v R,  

нм 

dR, 

нм 

LSBS 

WT 

(Borate) 

7.0 1.28 0.97 7.69 0.50 0.02 15.72 0.5 0.01 14.77 0.27 

8.0 2.47 0.96 7.72 0.50 0.02 15.64 0.5 0.01 14.65 0.24 

9.0 2.81 0.98 7.54 0.50 0.01 15.95 0.5 0.01 14.72 0.15 

10.0 3.72 0.02 9.00 0.10 0.62 15.92 0.5 0.36 12.94 0.99 
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Рис. 6 Экспериментальные данные МУРР от фермента LSBS дикого типа, LSBS R127Т 

мутанта, LSAQ дикого типа и LSAQ-IDEA мутанта (кружки) и наилучшие приближения 

(сплошные линии), полученные программой MIXTURE. (а) кривая рассеяния LSBS дикого типа 

(1) в фосфатном буфере при рН 6.0 и в Tris гидрохлоридном буфере (2-5) при  pH 7.0, 7.6, 8.4 и 

9.0, соответственно; (б) кривая рассеяния мутанта LSBS R127Т (1) в фосфатном буфере при рН 

6.0 и кривые (2-6) Трис гидрохлоридном буфере при рН 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 и 9.0, соответственно; (в) 

кривые рассеяния LSBS дикого типа (1-4) в боратном буфере при рН 7.0, 8.0, 9.0 и 10.0, 

соответственно; (г) кривые рассеяния LSAQ дикого типа (1) в фосфатном буфере при рН 6.0; 

LSAQ дикого типа (2) в Трис гидрохлоридном буфере при рН 7.0; мутанта LSAQ-IDEA (3) в 

фосфатном буфере при рН 6.0; мутанта LSAQ-IDEA (4) в Трис гидрохлоридном буфере при рН 

7.0. 

Для LSAQ дикого типа в фосфатном и Tris-буфере были обнаружены три 

компонента: 10-18% свободных “диссоциированных» граней, 61-70% полных 

капсул типа I и 20-22% полных капсул типа II. Вставка четырех аминокислотных 

остатков в мутантном типе LSAQ-IDEA приводит к существенным изменениям 

профиля рассеяния (Рис. 6г). Компонент с капсулами типа I практически исчезает 

(было найдено лишь до 5% этих частиц), вместо них образуются в основном 

капсулы типа II диаметром 27 нм и небольшое количество малых свободных граней 

капсул. Эти результаты показывают, что мутация IDEA предотвращает 

образование капсул типа I, но не капсул типа II. 
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Таким образом, было показано, что фермент LS подобно некоторым 

вирусным белкам может само-собираться в капсулы различного размера и 

количества субъединиц вследствие мутаций или изменений химических и 

физических условий среды. Причем эта изменчивость форм капсул, как 

показывают данные МУРР и крио-ЭМ, коррелирует с наличием определенных 

остатков вблизи активного центра фермента LS и, таким образом, с его 

ферментативной (каталитической) функцией. 

В Главе 4 рассмотрены основные подходы, разработанные автором, 

позволяющие проводить количественный анализ состава липидных и липид-

белковых смесей по данным МУРР. С помощью разработанных методов можно 

восстанавливать профили электронной плотности липидного бислоя и оценивать 

мультислоевую организацию липидных везикул (программа LIPMIX), исследовать 

взаимодействие липидных везикул с белковыми макромолекулами (программа 

BILMIX). 

Метод МУРР широко используется для изучения структуры и морфологии 

фосфолипидных везикул (липосом) и их взаимодействия с белковыми 

макромолекулами. Поскольку липосомы часто используются для доставки 

лекарственных средств, то по изменению распределения электронной плотности 

липидного бислоя можно судить о характере внедрения лекарственных средств в 

бислой липосомы.  

Эффективность подхода количественного описания состава липидных 

смесей по данным МУРР была проверена на примере эволюционирующих везикул 

DMPC/DPPC во время процесса их экструзии с помощью разработанной автором 

программы LIPMIX (Рис. 7).  

 
Рис. 7 Экспериментальные данные МУРР (кружки с интервалами ошибок) 

экструдированных везикул после 25 проходов через экструдер для DMPC (панель (а)) и DPPC 

(панель (б)) с использованием различных диаметров пор (кривая 1- 30 нм, кривая 2 -50 нм, кривая 

3 - 100 нм, кривая 4- 200 нм) и приближения, полученные с помощью программы LIPMIX 

(красные сплошные линии). 
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Восстановленные профили плотности липидного бислоя DMPC/DPPC 

(общей толщиной 6 нм) имеют узкие положительные пики для областей 

гидрофильной головной группы липидного бислоя, тогда как в центральной 

области бислоя, соответствующей гидрофобным углеводородным хвостам 

липидов, наблюдается широкий отрицательный пик электронной плотности. При 

этом, профили плотности слабо чувствительны к изменению диаметра пор, 

используемых для экструзии.  

Что касается распределения везикул по размерам, то для частиц DMPC и 

DPPC наблюдается четкая корреляция между средними радиусами везикул и 

диаметрами пор мембранных фильтров, причем радиусы везикул 

пропорциональны диаметрам пор. Однако в среднем внешний диаметр везикул 

остается немного больше, чем диаметр пор, что отражает способность частиц 

сжиматься/деформироваться в определенной степени, оставаясь при этом 

неповрежденными при прохождении через поры мембраны. Также показано, что 

количество мультислойных везикул в растворе уменьшается с увеличением 

количеством проходов через поликарбонатные мембраны. При многократной 

экструзии (20-25 проходов) с использованием мембраны с диаметром пор 30 нм в 

растворе остаются только однослойные везикулы. 

Влияние различных компонентов вирусной оболочки на структурную 

перестройку липидной мембраны в ответ на взаимодействие с матричным белком 

M1 вируса гриппа А было исследовано по данным МУРР с помощью программы 

BILMIX. Были рассмотрены следующие липидные системы: 1) двухкомпонентные 

отрицательно заряженные липосомы, состоящие из синтетических липидов 

(DOPC/DOPS); 2) четырехкомпонентные (PS/POPC/SM/Chol) везикулы, 

содержащие компоненты, образующие липидные рафты; 3) "нативные" липосомы, 

состоящие из смеси вирусных липидов, выделенных из вирусных частиц гриппа 

A/Puerto Rico/8/34 (H1N1); 4) протеолипосомы, содержащие те же вирусные 

липиды, что и в 3), но вместе с якорными сегментами интегрального вирусного 

белка гемагглютинина (HA). 

Для нативных липосом, протеолипосом, содержащих пептид LI45, и 

двухкомпонентных отрицательно заряженных синтетических липосом, на профиле 

электронной плотности липидного бислоя (Рис. 8) наблюдалось появление 

белково-ассоциированного пика. Адсорбция белка приводит к конденсации 

липидов под ним, т.е. их площадь на одну головную группу липида уменьшается. 

В результате такой конденсации диполи полярных головных групп липидов 

выпрямляются, и поэтому пик электронной плотности полярных головных групп 

для данного монослоя становится шире. В этом случае возникает дисбаланс в 

площади монослоев, что приводит к изгибу мембраны внутри липосомы в местах 

адсорбции белков. Можно предположить, что это приводит к образованию 

трубчатых образований (инвагинаций) внутри липидных везикул. 
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Рис. 8 (а) Данные МУРР от смесей, состоящих из протеолипосом, полученных из оболочки 

вируса A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) вместе с пептидами HA LI45, в отсутствии белка M1 и с 

добавлением белка M1. Экспериментальные данные МУРР (кружки) и наилучшие приближения, 

полученные с помощью программы BILMIX (красные линии). Кривые сдвинуты на один 

логарифмический порядок для большей наглядности; (б) восстановленные профили электронной 

плотности липидного бислоя до загрузки M1 (черная кривая) и после загрузки M1 (цветные 

кривые). Молярные соотношения липиды:M1 следующие: без M1, 20:1, 4:1, 2.6:1. 

 

Одновременно с этим, внутренний монослой липосомы утолщался при 

адсорбции M1, поскольку соответствующий пик смещался вправо после 

добавления белка M1. Примечательно, что этот эффект был более выражен в 

протеолипосомах по сравнению с нативными липосомами. Это свидетельствует о 

дополнительном влиянии якорных сегментов НА на формирование плотных 

липидно-белковых нанодоменов. В связи с этим можно предположить, что пептиды 

LI45 стимулируют олигомеризацию белка М1 и образование комплексов LI45-М1, 

что в свою очередь усиливает само-ассоциацию белка М1 и образование слоя 

молекул М1 на поверхности липидного бислоя, облегчая процесс сборки вирусной 

частицы. 

Для четырехкомпонентных синтетических липосом (с более сложным 

составом, содержащим в том числе холестерин и сфингомиелин) на 

восстановленном профиле электронной плотности липидного бислоя не 

наблюдалось разделенного белково-ассоциированного пика, однако интенсивность 

левого максимума увеличилась. Кроме того, правый пик не смещался со своего 

положения для липосом в отсутствии белка M1. Можно предположить, что 

присутствие холестерина и сфингомиелина стабилизирует липидный бислой и 

предотвращает M1-индуцированную конденсацию заряженных липидов. 

Таким образом, анализ данных МУРР впервые позволил оценить влияние 

вирусных якорных пептидов гемагглютинина НА на формирование 

липопротеиновых нанодоменов в липидном бислое. 
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В Главе 5 представлен новый метод прямого восстановления формы 

неизвестного промежуточного состояния в эволюционирующей системе. 

Эволюционирующие системы, однако, обычно содержат нескольких видов или 

конформаций молекул, находящихся в динамическом равновесии, и измеренная 

интенсивность рассеяния содержит вклады от всех этих компонентов. Стандартные 

методы восстановления формы частиц оказываются неприменимыми в этом 

случае.  

Важно отметить, что очень часто при изучении эволюционирующих систем 

начальное и конечное состояние процесса достаточно стабильно, и картины 

рассеяния от этих состояний могут быть надежно измерены (или хорошо 

аппроксимированы теоретическими моделями). В ходе динамического процесса 

образуется основная промежуточная структура, которая исчезает в конце, так что 

ее рассеяние и, следовательно, форма не могут быть получены непосредственно из 

экспериментальных данных. Наличие промежуточного состояния можно 

обнаружить, например, с помощью независимых подходов, таких как сингулярное 

разложение (SVD). Однако cам по себе метод SVD не позволяет восстановить 

кривую рассеяния от промежуточного состояния системы и, следовательно, 

сделать выводы о его структуре.  

Пусть имеется K кривых рассеяния, собранных от эволюционирующей 

системы (например, кинетические измерения с временным разрешением). В начале 

система обладает интенсивностью Im(s) (например, мономерное состояние); в конце 

есть конечное определенное состояние (например, крупный агрегат Ia(s)). 

Предполагается, что две интенсивности рассеяния Im(s) и Ia(s) известны, но в ходе 

реакции образуется промежуточный компонент, структура которого и кривая 

рассеяния Ii(s) неизвестны. Интенсивность рассеяния в k-й точке реакции 

представляет собой линейную комбинацию 

𝐼𝑘(𝑠) = 𝑣𝑚𝑘𝐼𝑚(𝑠) + 𝑣𝑎𝑘𝐼𝑎(𝑠) + 𝑣𝑖𝑘𝐼𝑖(𝑠)    (11) 

где mk, ak и ik - объемные доли компонентов, mk+ak+ik=1.  

Прямое пространство поиска формы промежуточного компонента 

представляется плотно упакованной сеткой маленьких сфер (фиктивных атомов) 

достаточно малого радиуса r<<R, где R - характерный размер частицы. Каждая 

сфера может принадлежать либо частице (индекс=1), либо растворителю 

(индекс=0). Алгоритм имитации отжига (SA) используется для поиска 

оптимальной формы частицы (т.е. вектора X, содержащего информацию о фазовой 

принадлежности шариков) путем случайного изменения фазовой принадлежности 

одного фиктивного атома за одну итерацию, чтобы в конечном итоге 

минимизировать целевую функцию: 

𝐹(𝑋) = 2(𝑋) + 𝑃(𝑋)      (12) 

где 2(X) - невязка между экспериментальной и расчетной кривыми, а P(X) – 

штрафное слагаемое, гарантирующее, что форма частицы является физически 
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обоснованной (компактной, взаимосвязанной, с центром масс, близким к началу 

координат; и если требуется, имеющей заданную анизометрию). Данный подход 

для случая монодисперсных систем был ранее реализован в программах DAMMIN, 

и DAMMIF.  

Для эволюционирующей системы интенсивность промежуточного 

компонента Ii(s) не может быть измерена; вместо этого информация о ней 

зашифрована в измеренных данных с помощью уравнения (11). Поэтому нами был 

предложен обобщенный метод использования этой информации и восстановления 

формы промежуточного компонента вместе с неизвестными объемными долями 

трех компонентов путем одновременного приближения всех экспериментальных 

картин рассеяния Ik(s), k=1...K. 

В этом случае, обобщенная функция, которую необходимо минимизировать 

F(X), рассчитывается как: 

𝐹(𝑋) = ∑ 
𝑘
2(𝑋)𝐾

𝑘=1 + ∑ 𝑊𝑗 ∗ 𝑃𝑗(𝑋)𝑗       (13) 

Здесь первое слагаемое - это общая невязка между экспериментальными и 

расчетными данными по K экспериментальным кривым. Второй член содержит 

физические ограничения, аналогичные ограничениям для программ 

DAMMIN/DAMMIF в уравнении (12). Кроме того, этот член содержит штраф за 

минимальную долю, который гарантирует, что средняя объемная доля 

промежуточного (неизвестного) компонента не должна стать меньше 5%, чтобы 

избежать не имеющих физического смысла решений с пренебрежимо малым 

вкладом данного компонента в измеренные данные. Веса штрафов (Wj) 

подбираются так, чтобы обеспечить баланс между общей невязкой и физическими 

ограничениями моделей.  

В качестве начального приближения для промежуточного состояния 

выбирается сфера с объемом (Vm+Va)/2 (Vm и Va – объемы частиц начального и 

конечного состояния системы, соответственно), и метод SA используется для 

поиска 3D формы промежуточного компонента, для того чтобы минимизировать 

F(X) в уравнении (13). На каждом шаге алгоритма SA форма частицы случайным 

образом изменяется, интенсивность Ii(s) пересчитывается и определяются 

объемные доли компонентов, которые дают наилучшее общее соответствие 

измеренным данным МУРР. Для каждого набора данных это делается путем 

приближения экспериментальных данных с помощью уравнения (11) с 

ограничениями на неотрицательность объемных долей (аналогично программе 

OLIGOMER). Данный алгоритм был реализован в виде компьютерной программы 

DAMMIX, и успешно протестирован как на теоретических данных МУРР, 

описывающих процессы ассоциации частиц, так и на ряде экспериментальных 

данных МУРР. 

Процесс образования амилоидных фибрилл является нуклеационно-

зависимым процессом, и характеристика ядер (зародышей) чрезвычайно важна для 
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понимания его механизма. Временной набор данных МУРР, собранный во время 

процесса образования фибрилл белка инсулина, включал в себя 15 

экспериментальных кривых, измеренных во время четырехчасовой фазы роста, 

которая началась после пятичасового периода инкубации (Рис. 9). Предложенный 

нами подход был применен к указанному набору данных МУРР и позволил хорошо 

приблизить кривые рассеяния во всех временных точках. Форма промежуточного 

компонента инсулина, объемные доли мономеров, промежуточных и зрелых 

фибрилл, полученные с помощью программы DAMMIX, и их соответствие 

экспериментальным данным МУРР представлены на Рис. 9. Интересно отметить, 

что восстановленная форма промежуточного компонента представляет собой 

вытянутую структуру, состоящую из пяти связанных доменов по размерам близких 

к мономерам инсулина. Полученная нами ab initio реконструкция промежуточного 

звена фибриллы дает дополнительное подтверждение гипотезе о том, что 

олигомерное ядро является первичной удлиняющей единицей инсулиновых 

амилоидных фибрилл.  

С помощью предложенного метода можно также изучать трехкомпонентные 

самоорганизующиеся системы (например, фермент люмазинсинтаза, образующий 

икосаэдрические капсулы разных типов) и двухкомпонентные равновесные смеси 

(например, смеси типа мономер-олигомер), в последнем случае конечное 

состояние системы в уравнении (11) отсутствует, а промежуточное состояние 

сосуществует только с начальным состоянием.  

Стоит отметить, что перед использованием программы DAMMIX 

необходимо провести соответствующие тесты (например, использовать 

сингулярное разложение SVD), чтобы убедиться, что система действительно может 

быть представлена тремя основными компонентами. Если применить DAMMIX к 

системе с большим числом эволюционирующих компонентов, то DAMMIX 

восстановит форму, которая будет где-то посередине между формой, имеющихся в 

растворе олигомерных промежуточных продуктов, причем для части кривых 

рассеяния из всего набора данных МУРР будет наблюдаться существенное 

расхождение между экспериментальными и рассчитанными кривыми, что 

указывает на неполную адекватность описания системы трехкомпонентной 

моделью. При анализе таких многокомпонентных эволюционирующих систем 

следует выбирать подмножества данных, в которых SVD-анализ указывает на 

наличие трех компонентов, и последовательный анализ соответствующих 

подмножеств данных может позволить восстановить уже несколько неизвестных 

промежуточных состояний системы. 
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Рис. 9 Анализ промежуточного состояния во время процесса образования фибрилл белка 

инсулина. Начальное состояние системы соответствует мономеру инсулина (PDB ID: 1GUJ), 

конечное состояние аппроксимируется шариковой моделью зрелой фибриллы. На верхней левой 

панели показаны экспериментальные данные (кружки с интервалами ошибок), а красными 

сплошными линиями - результаты моделирования программой DAMMIX. Формы мономера и 

агрегатов показаны на нижней панели малиновыми и голубыми шариками, соответственно; 

пентамерная атомная модель показана зеленой C цепью. Восстановленная форма 

промежуточного компонента, полученная с помощью программы DAMMIX, показана в виде 

красных шариков. Масштаб составляет 10 нм. Кривые рассеяния от компонентов показаны на 

верхней правой панели, их восстановленные объемные доли показаны на вставке (цвета те же, 

что и на нижней панели); интервалы ошибок объемных долей показывают их средний разброс по 

нескольким запускам программы DAMMIX. 
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Глава 6 посвящена описанию алгоритма эволюционного факторного анализа 

(ЭФА) для анализа данных МУРР, полученных в сочетании с гель-

хроматографической колонкой (режим измерений SEC-SAXS). Точное 

определение структурных параметров и анализ 3D формы биологических 

макромолекул с помощью МУРР требует наличия очищенных монодисперсных 

растворов. На практике ситуация осложняется тем, что биологические образцы 

часто присутствуют в виде смесей отдельных компонентов, что существенно 

затрудняет анализ данных МУРР. Однако, если соединить этап гель-

хроматографического разделения с измерениями МУРР, то в ряде случаев 

становится возможным разделить вклады отдельных компонентов, 

присутствующих в системе. Хотя гель-хроматография чрезвычайно эффективна 

при работе со смесями, анализ данных МУРР по-прежнему остается 

нетривиальным при наложении пиков выхода компонентов на 

хроматографическом профиле и требует отдельной процедуры декомпозиции для 

оценки количества компонентов смеси и дальнейшего восстановления их профилей 

рассеяния.  

Метод ЭФА - это модельно-независимый подход для анализа матриц данных, 

составленных из одномерных кривых (например, спектров) от многокомпонентных 

систем, в которых наблюдается последовательное, но неполное разделение 

компонентов. Типичным примером таких данных являются измерения МУРР, 

записанные во время последовательного выхода (элюирования) раствора образца 

из хроматографической колонки, в которых происходит временное наложение 

компонентов. Такой набор из нескольких профилей рассеяния данных МУРР 

описывается матрицей A = {Aik} = {I(k)(si)}, i = 1,...,N, k = 1,..., K, где N - число 

экспериментальных точек, K - число кривых МУРР, например, общее число 

временных кадров в наборе данных SEC-SAXS. С помощью сингулярного 

разложения (SVD) эта матрица может быть представлена как A = USVT, где 

матрица S диагональная, а столбцы ортогональных матриц U и V - собственные 

векторы матриц AAT и ATA, соответственно. Матрица U дает набор левых 

сингулярных векторов, т.е. ортонормированных базисных кривых U(k)(si), который 

охватывает пространство столбцов матрицы A, тогда как диагональ S содержит их 

соответствующие сингулярные значения в порядке убывания (чем больше 

сингулярное значение, тем значительнее соответствующий U-вектор).  

Алгоритм ЭФА использует SVD-разложение набора данных МУРР для 

нахождения начальных и конечных точек компонентов в процессе эволюции 

системы (так называемые "окна концентрации" компонентов). Каждый компонент 

не присутствует вне временного окна концентрации, поэтому его концентрация в 

этих временных точках равна нулю. Также предполагается, что компоненты 

выходят (элюируются) друг за другом, т.е. первый компонент, присутствующий в 



33 

 

системе, исчезает первым, второй компонент исчезает следующим, и так далее.  

Основная идея ЭФА алгоритма заключается в том, чтобы проследить за рангом 

матрицы данных A в зависимости от количества учитываемых измерений. Оценка 

проводится путем выполнения SVD-разложения на матрице данных с 

последовательным увеличением ее размера. Для этого обычно проводят ЭФА в 

прямом и обратном направлениях, чтобы определить, когда компонент 

появляется/исчезает из системы. По графикам зависимости сингулярных значений 

полученных SVD разложений от номера кривой рассеяния в наборе данных SEC-

SAXS можно оценить "концентрационные окна" компонентов по точкам, когда 

соответствующие сингулярные значения начинают резко расти выше некоторой 

базовой линии или резко снижаться, приближаясь к базовой линии.  

Следующим шагом алгоритма ЭФА является определение матрицы 

вращения, которая необходима для преобразования значимых сингулярных 

векторов в матрицу концентрации и профили рассеяния компонентов. Примем во 

внимание, что матрица данных имеет вид A=IC, где столбцы матрицы I 

представляют собой профили рассеяния компонентов, а матрица концентрации C 

выражается как C=(UTI)-1SVT=RVT, где R - матрица вращения. Последняя матрица 

неизвестна, но может быть найдена с помощью информации о концентрационных 

окнах компонентов, полученной на предыдущем этапе из эволюционирующих 

графиков сингулярных значений. Взяв только ту часть сингулярных векторов VT и 

матрицы C, которые находятся вне диапазона концентрационного окна, можно 

последовательно восстановить один столбец матрицы R за другим. Найдя 

элементы матрицы R, затем можно вычислить столбцы матрицы C. Последним 

шагом алгоритма ЭФА является расчет матрицы I, который может быть выполнен 

с помощью псевдоинверсии Мура-Пенроуза матрицы C, умноженной на матрицу 

данных A. 

Данный алгоритм реализован в виде компьютерной программы EFAMIX. 

Проведено систематическое исследование чувствительности метода в зависимости 

от уровня шума в данных и количества компонентов в системах с 

перекрывающимися пиками выхода (элюирования) компонентов смеси. Показано, 

что для двухкомпонентных систем с симметричными (гауссовыми) профилями 

концентрации (например, в случае равновесной смеси мономеров и димеров 

бычьего альбумина) метод ЭФА способен восстановить профили концентрации и 

кривые рассеяния отдельных компонентов даже при наличии значительного уровня 

шума в данных (Рис. 10). При более высоких уровнях шума реконструкция ЭФА 

становится нестабильной, а для систем с большим числом компонентов этот 

шумовой порог неуклонно снижается. Интересно, что даже в случае высокого 

уровня шума кривые рассеяния от более крупных компонентов все еще могут быть 

восстановлены, в то время как получаемые вклады от более мелких частиц уже 

имеют систематические отклонения от ожидаемых зависимостей.  
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Рис. 10 Разделение компонентов программой EFAMIX на теоретических данных SEC-

SAXS от смеси мономеров и димеров белка бычьего альбумина BSA (оба компонента имеют 

равные доли). Концентрационные профили моделируются гауссовыми функциями. Слева 

направо, колонка 1 - концентрационные профили компонентов, восстановленные программой 

EFAMIX (синий), теоретические (идеальные) профили компонентов (красный), общий 

теоретический концентрационный профиль (зеленый); колонка 2 - профили рассеяния 

компонентов, восстановленные программой EFAMIX (синий) и теоретические (идеальные) 

профили рассеяния, рассчитанные от известных кристаллических моделей BSA программой 

CRYSOL (красный); колонка 3 - отдельные временные кадры данных SEC-SAXS (кадры с 

номерами 40, 50 и 60) (красный) и приближения, полученные программой EFAMIX (синий); 

колонка 4 - графики прямого ЭФА (сплошные линии) и обратного ЭФА (кружки) для первых 

двух значимых сингулярных значений, появление и исчезновение первой и второй компонент 

показано сплошными и пунктирными вертикальными линиями, соответственно. Уровень шума 

пуассоновского типа, добавленный к данным, соответствует следующему количеству фотонов 

вблизи первичного пучка (с учетом радиального усреднения): сверху вниз, ряд 1 (низкий шум) - 

104 фотона, ряд 2 (умеренный шум) - 103 фотона, ряд 3 (высокий шум) - 102 фотона. 

В то же время следует отметить, что метод ЭФА имеет ограничения, в 

особенности для систем со значительно асимметричными профилями 

концентрации компонентов или в случае слишком сильного перекрывания 

хроматографических пиков выхода компонентов (когда расстояние между 

максимумами пиков меньше, чем удвоенная ширина отдельного пика). Такие 

случаи могут возникать, например, при неоптимальном давлении и скорости 

потока в хроматографической колонке (SEC) или из-за структурной 
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неоднородности образца, когда специфические конформации исследуемого 

образца имеют тенденцию по-разному взаимодействовать с матрицей-фильтром в 

колонке SEC. 

Метод ЭФА был затем успешно опробован на ряде экспериментальных 

наборах данных SEC-SAXS и дал надежные восстановления кривых рассеяния 

отдельных компонентов смеси, совместимые с теоретическими кривыми, 

рассчитанными на основе известных кристаллографических структур. В частности, 

удалось описать необычную олигомерную смесь белка пируват альдолазы, 

состоящей из гексамеров и октамеров, и восстановить профили рассеяния 

овальбумина и амилазы по данным SEC-SAXS от их смеси (Рис. 11).  

 
 

Рис. 11 Разделение компонентов программой EFAMIX на экспериментальных данных SEC-SAXS 

от белка альдолазы (а) и смеси белков овальбумина с бета-амилазой (б); расчеты проводились в 

рамках двухкомпонентного приближения. Слева направо: колонка 1 - профили элюирования 

данных SEC-SAXS, полученных с помощью программы CHROMIXS (зеленый). Во вставках 

приведены сингулярные значения SVD-разложения данных SEC-SAXS (после вычитания 

буфера) в порядке убывания. Колонка 2 - восстановленные программой EFAMIX профили 

концентрации компонентов, синяя и красная кривые - отдельные компоненты, зеленая кривая - 

общий профиль концентрации. Колонка 3 - восстановленные программой EFAMIX профили 

рассеяния компонентов и кривые рассеяния, рассчитанные от кристаллографических моделей 

(коричневые кривые) (гексамер альдолазы: 6R62.pdb, мономер овальбумина: 1OVA.pdb; 

тетрамер амилазы: 1FA2.pdb). Колонка 4 - графики прямого ЭФА (сплошные линии) и обратного 

ЭФА (кружки) для первых двух значимых сингулярных значений, появление и исчезновение 

компонентов показано сплошными и пунктирными вертикальными линиями, соответственно. 

Метод ЭФА может быть применен и для данных МУРР в сочетании с ионно-

обменной хроматографией (IEC-SAXS). В процессе IEC образец из 

хроматографической колонки вымывается потоком буфера с возрастающей 

концентрацией соли. Основной проблемой при анализе данных IEC-SAXS является 
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учет фона от буфера, меняющегося из-за градиента соли. Формально, меняющийся 

фон может нарушить неявные предположения метода ЭФА (наличие 

непересекающихся областей в профилях концентраций компонентов), но на 

практике степень этого нарушения зависит от степени изменения содержания соли. 

Показано, что несмотря на изменение фона из-за варьирования количества соли в 

буферном растворе, метод ЭФА эффективен в случае умеренных градиентов 

солевого буфера. В частности, метод ЭФА был применен к экспериментальному 

набору данных IEC-SAXS, полученному для моноклонального антитела IgG1 после 

разбавления его папаином. В этом случае IgG1 разделяется на Fc-домен, а также 

два идентичных Fab-домена. Все эти домены имеют молекулярную массу около 50 

кДа и поэтому не могут быть разделены с помощью стандартной 

хроматографической методики (SEC). Однако за счет наличия разного заряда на 

поверхности доменов ионно-обменная хроматография (IEC) позволяет провести их 

разделение, при котором Fc-домен элюируется раньше Fab-домена. 

Восстановленные программой EFAMIX профили рассеяния от этих компонентов 

хорошо соотносятся с известными кристаллографическими структурами Fc и Fab 

доменов IgG1. 

Cледует отметить, что определение концентрационных “окон присутствия” 

компонентов в программе EFAMIX проводится в автоматическом режиме, однако 

поскольку эффективность работы метода ЭФА имеет определенные ограничения, 

зависящие от степени перекрывания концентрационных профилей компонентов, а 

также степени их асимметрии, в ряде случаев автоматический режим работы 

программы может приводить к смещенным оценкам, что уменьшает вероятность 

получения правильного решения. Поэтому было важно предусмотреть и 

возможность интерактивного моделирования для быстрого сканирования 

различных вариантов “окон присутствия” компонентов и проверки результатов 

восстановления профилей рассеяния компонентов. С этой целью было создано 

специальное графическое меню вызова программы EFAMIX, в котором можно 

задавать количество компонентов, “временные” окна присутствия компонентов и 

угловой диапазон используемых данных SEC-SAXS. Сравнение результатов, 

полученных при интерактивном и автоматическом моделировании, может 

обеспечить полезную перекрестную проверку, особенно в сложных случаях с 

сильно перекрывающимися пиками. 

В Главе 7 приведен обзор разработанного автором программного 

обеспечения для интерактивного моделирования малоугловых данных с помощью 

графических приложений.  

Обработка и последующее проведение моделирования данных МУРР от 

растворов макромолекул представляет собой многоэтапный процесс, включающий 

в себя применение большого набора математических алгоритмов и требующий 

строгого контроля на всех этапах анализа. В последние десятилетия в связи с 
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бурным развитием инструментальной базы и вводом в строй большого количества 

синхротронных малоугловых станций с использованием роботизированных систем 

доставки образцов, появилась возможность проведения экспериментов в 

непрерывном поточном режиме и вопрос быстрой обработки большого объема 

экспериментальных данных МУРР в режиме реального времени стал чрезвычайно 

актуальным. На ряде станций были разработаны и успешно применены 

автоматические cистемы обработки данных МУРР, позволившие в значительной 

степени сократить время планирования экспериментов и улучшить эффективность 

работы пользовательских групп.  

Однако, не все этапы анализа данных МУРР могут быть выполнены в 

автоматическом режиме во время проведения экспериментов на синхротронных 

станциях, и поэтому требуется наличие “портативного” программного обеспечения 

для анализа данных, которое пользовательские группы могут использовать у себя 

в лабораториях. Кроме того, автоматические оценки при выборе параметров 

модели не всегда могут оказаться оптимальными, и в ряде случаев требуется 

вмешательство пользователя и их ручное задание для получения приемлемого 

результата. В этой связи одним из важных требований при разработке 

программного обеспечения остается возможность проведения моделирования 

данных в интерактивном режиме. Такую задачу удобнее реализовать с помощью 

графических приложений, когда пользователь может видеть не только “статичные” 

цифры анализа, но и визуализировать полную картину данных на экране монитора. 

Для проведения эффективного анализа данных МУРР автором был 

разработан ряд графических программ, позволяющих проводить как первичную 

обработку данных (программа PRIMUS), так и последующее моделирование 

(программы MASSHA, SUPALM, POLYSAS, PEAK), включающее в себя 

определение трехмерных структур макромолекулярных комплексов методом 

молекулярной тектоники, новый быстрый алгоритм суперпозиции 

макромолекулярных моделей с использованием разложения на сферические 

гармоники и критерием корреляции в обратном пространстве, позволивший более, 

чем в 10 раз ускорить расчеты по сравнению с имеющимися алгоритмами, и 

количественный анализ сложных многокомпонентных полидисперсных систем с 

использованием больших наборов экспериментальных данных. Программы могут 

быть использованы как для анализа данных МУРР от растворов биологических 

многокомпонентных систем, так и для широкого ряда небиологических объектов и 

частично упорядоченных систем (наночастиц, полимеров, микроэмульсий и др.). 
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ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 

1. Разработаны подходы для количественного анализа данных малоуглового 

рассеяния многокомпонентными смесями белковых и липидных частиц с помощью 

параметрических методов нелинейной минимизации. Они включают в себя оценку 

объемных долей компонентов, поиск функции распределения частиц по размерам 

и параметров межчастичного взаимодействия, восстановление профилей 

электронной плотности липидного бислоя и оценку параметров мультислоевой 

организации липидных везикул, а также их взаимодействия с белковыми 

макромолекулами. Разработанные программы могут быть применены для 

широкого круга биологических, органических и композитных систем. Метод 

успешно апробирован на ряде белковых и липидных смесей, содержащих до 5 

компонентов. Впервые удалось выявить случайно-столкновитель-ный механизм 

образования комплекса адренодоксина (Adx) с митохондриальным цитохромом c 

(Cc); показать способность фермента люмазинсинтазы самособираться в капсулы 

размером от 16 до 32 нм, причем их количественный состав зависит как от наличия 

мутаций белка, так и изменений физико-химических условий среды; 

проанализировать эволюцию структурных параметров везикул DMPC/DPPС в 

процессе экструзии, позволяющую получать однослойные везикулы с радиусом 

(301) нм; для смесей, состоящих из вирусных липидов и матричного белка M1 

вируса гриппа А, оценить влияние гемагглютинина на формирование 

липопротеиновых нанодоменов в липидном бислое. 

2. Представлен и реализован в виде программы новый подход по прямому 

восстановлению трехмерной формы неизвестного промежуточного состояния в 

эволюционирующей трехкомпонентной системе в случае, когда начальное и 

конечное состояние системы известно или может быть аппроксимировано 

теоретическими кривыми рассеяния. Он представляет собой комбинацию ab initio 

алгоритма определения 3D формы частицы и решения системы линейных 

уравнений методом наименьших квадратов для нахождения объемных долей 

компонентов смеси (с точностью до 1-5%) в каждой временной точке 

динамического процесса. Разработанный подход был успешно применен для 

изучения процесса образования фибрилл белка инсулина и позволил определить 

форму промежуточного компонента в процессе их роста, который представляет 

собой вытянутую структуру размером 20 нм, состоящую из 5 связанных доменов 

по размерам близких к мономерам инсулина, что подтверждает гипотезу об 

олигомерном ядре, являющемся первичной удлиняющей единицей инсулиновых 

амилоидных фибрилл. С помощью предложенного метода можно также изучать 

двухкомпонентные равновесные олигомерные смеси, когда известно только 

начальное состояние системы. Для белка фактора роста нервов была восстановлена 

трехмерная форма димера димеров по концентрационной серии данных 

малоуглового рассеяния. 
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3. Для белковых смесей с перекрывающимися пиками выхода (элюирования) 

компонентов из гель-хроматографической колонки при ее сочетании с 

малоугловыми измерениями разработан автоматизированный метод 

восстановления индивидуальных профилей рассеяния компонентов на основе 

алгоритма эволюционного факторного анализа. Проведено систематическое 

исследование чувствительности метода в зависимости от количества компонентов 

(при наличии от 2 до 4 компонентов), уровня шума в данных, степени асимметрии 

и соотношения амплитуд пиков концентрационных профилей компонентов (в 

пределах от 1:5 до 5:1). Показано, что для двухкомпонентных систем с 

симметричными профилями концентрации метод эффективно работает даже при 

наличии значительного уровня шума в данных (при регистрации 102 фотонов 

вблизи заслонки первичного пучка). Подтверждено, что метод применим и для 

наборов малоугловых данных в сочетании с ионно-обменной хроматографией при 

умеренной степени (<12%) градиента солевого раствора. Метод успешно 

протестирован на ряде экспериментальных данных, в частности определено, что 

для смеси белка пируват-альдолазы ее олигомерными компонентами в растворе 

являются гексамеры и октамеры. Восстановленные профили рассеяния 

компонентов хорошо соотносятся с известными кристаллографическими моделями 

белков. 

4. Разработан новый подход для апостериорного определения полезного углового 

диапазона в экспериментальных данных малоуглового рассеяния от разбавленной 

монодисперсной системы. Предложенная объективная автоматизированная 

процедура основывается на использовании информационной теоремы 

Котельникова-Шеннона и учитывает, как отношение сигнал/шум, так и шаг 

угловой сетки малоугловых данных. Метод был успешно применен для данных 

МУРР/МУРН от ряда монодисперсных растворов макромолекул, а также от 

стабилизированных узкодисперсных наночастиц золота со средним размером 8 нм. 

5. Предложен новый быстрый алгоритм суперпозиции макромолекулярных 

моделей с использованием разложения на сферические гармоники и критерием 

корреляции в обратном пространстве, позволивший более, чем в 10 раз ускорить 

расчеты по сравнению с имеющимися алгоритмами. Для надежной работы 

алгоритма требуется использовать не менее 5 сферических гармоник и угловой 

диапазон данных, включающий не менее 7 шенноновских каналов.  

6. Разработан набор графических приложений, позволяющих проводить 

интерактивную обработку и моделирование малоугловых данных от изотропных 

систем. Они охватывают широкий спектр задач от первичной обработки данных 

МУРР/МУРН до моделирования трехмерных структур макромолекулярных 

комплексов и количественного анализа сложных многокомпонентных 

полидисперсных систем.  
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