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<Развитие и применение методов анализа даннь1х малоуглового рентгеновского

раосеяниямногокомпонентнь|ми биологическими системами))' |{редставленной к защите

на соискание уненой степени доктора физико-математических наук

по специш1ьности 1.3.8 - кФизика конденсированного состояния)

в настоящее время в иоследованиях надатомной структурь1 биологичеоких,

органических и неорганических материалов активно применяется метод малоуглового

рентгеновского раосея|1ия (муРР). [егодня развитие этого метода, как метода'

использу}ощего в том числе и синхротронное излу{ение (си), получило

дополнительньтй импульс' связанньтй с развитием инструментальной базьт и вводом в

строй больтпого количества синхротронньгх ма]1оугловь1х станций в мире, в том числе и

на ооздаваемь1х в Роосии источниках синхротронного излучения четвертого поколения

скиФ и (?|[|А. Ёесмотря на то' что прогресс в развитии программного обеспечения

оделал метод муРР в некоторой степени стандартнь1м ||) несомненно, мощнь|м

инстр}ъ{ентом в исследовании трехмерной формьт макромолекулярнь!х структур, прямой

анш|из формьт частиц для многокомпонентнь1х омесей по даннь]м муРР все еще

затруднен и представляет собой нетривиальну|о задачу. А именно к сложнь1м

многокомпонентнь1м системам проявляетоя огромньтй фундаментаттьньтй и практинеский

интерес в современной физике конденсированного состояния.

[иссертация |1.Б. 1{онарева поовящена развитию новь1х подходов к получени}о

структурной информации о различнь1х типах частиц в многокомпонентньтх оистемах с

иопользованием экопериментов по малоугловому рентгеновскому расоеяни1о. 1акие

подходь1 в ряде случаев позволя}от существенно продвинуться в анапизе формьт частиц

для многокомпонентнь1х омесей по данньтм й!РР, вкл1очая кинетические изменения.

Фсобо следует отметить тот факт, что в последнем олучае речь идет о восстановлении

формьт неизвестного компонента в эвол!оциониру}ощей сиотеме, которьтй напряму}о

вь1делить в экоперименте не предотавляетоя возможнь1м'

Актуальность диссертационной работьт |{.Б. (онарева, не вь1зь1вает оомнений,

поокольку предложеннь1е в ней новьте методики, вклточая анализ поле3ного углового

диапазона экспериментальнь1х даннь1х муРР/муРЁ, определение трехмерной формьт

неизвестного промежуточного состояния в динамических и самоорганизу1ощихся

системах, бьтстрьтй &'{горитм суперпозиции макромолекулярнь1х моделей с

иопользованием разло)кения на оферинеские гармоники' применя}отся' без

преувеличения, на переднем крае науки. |[ри этом иопольз}тотся самь1е последние

наработки в строгом математическом анш1изе эксперимента'ттьнь1х даннь1х, позволяя

существенно повь11пать наде)кность и устойнивость получаемь1х результатов.

!иссертационная работа состоит из введения, семи глав' основнь1х вь1водов' спиока

литературь1 и прило>т{ения. Фбщий объём работь1 371 отраница (вклточая |1рило>кение на

4 страницах). ,{иссертационная работа содер)кит 99 рисунков и 23 таблицьт' €писок

цитируемой литературь! вкл[оча ет 240 наименований'

Бо введении обосновьтвается актуальнооть диссертационного исследования'

сформулировань1 цель и задачи' описань1 научная новизна, теоретичеока'{ и практическая



значимость полученнь1х результатов' приведень] основнь1е поло)кения, вь1носимь1е на

защиту, а так}ке предотавлень1 сведения о личном вкладе автора, апробации и отруктуре

диссертационной работь!.

Б первой главе представлен обзор литературнь1х данньгх, вклточа}ощий в себя и
краткуто хронологи}о развития методов муРР/муРн, физинеское основь1 даннь1х
методов' а также име}ощиеся к настоящему времени основнь1е алгоритмь]'
использу}ощиеся для интерпретации даннь1х. 1ак>т<е, описана методика экоперимента

муРР, обозначеньт возмо)кности метода, проблемьт неоднозначности ретшений и

име}ощиеся ограничения в применении соответотвутощих подходов. €ледует отметить,

больтшое количеотво примеров практического исполь3ования упомянуть1х а''1горитмов, во

многих из которь1х автор принимш1 активное учаотие' весьма полно демонстриру}ощих
эффективность их работьт.

Бторая глава посвящена обосновани}о и применени}о нового подхода оценки

углового диапазона эксперимент€!тьнь1х даннь1х муРР/муРн, содер)кащего полезнуто

информашито. [[редлоэкенная процедура основь1вается на исполь3овании теоремь{

1(отельникова-[|[еннона (такхсе извеотной как "теорема отснетов'') и позволяет

объективно у{ить1вать' как отно1пение оигнал/тпум, так и 1паг угловой сетки

малоугловь1х данньгх. Р1етод бьтл успештно применен для данньгх муРР/муРЁ от ряда
монодисперснь1х растворов макромолекул' а так)ке от стабилизированнь1х

узкодисперонь|х наночаотиц золота. Автоматизированньтй вьтбор эффективного числа

|шенноновоких каналов (определятощего полезньтй угловой диапазон даннь[х
муРР/муРн) позволяет использовать данньтй алгоритм в автоматизированнь{х

системах обработки даннь1х, а такх{е при моделировании и депонировании кривь1х

раооеяния в име}ощиеся базьт даннь|х.

Б третьей главе представлень1 подходь1, предназначеннь1е для аны1иза сло)кньгх

полидисперснь1х (по размеру и форме иастиц) сиотем разлинной природь1. с их
помощьто мо)кно определять олигомерньтй оостав белковьтх смесей, аппроксимировать

фор'у компонентов прость1ми геометрическими телами (олноолойнь1ми и двуслойнь1ми
сферами, цилиндрами' эллипсоидами и др.) и находить их объемньте доли и

распределения по размерам, а также учитьтвать эффектьт межчастичньтх взаимодействий.

Алгоритмь1 реализовань| автором в виде набора программ с использованием

параметрического моделироват1ия и нелинейньтх методов минимизации. Автором бьтл

рассмотрен тпирокий спектр многокомпонентнь!х систем' находящихся в динамичеоком

равновесии (в настности) смесь активной и неактивной фор' фермента, олигомернь1е

смеои' образутошиеся лри частичной диссоциации мультимеров или путем слунайно-

столкновительного механизма при образовании комплекса, самоорганизу}ощиеся

системь1 вирусоподобньтх частиц, растворь1 микроэмульоий вида вода./поверхностно-

активное вещеотво/органический растворитель). |1оказано, нто фермент л}омазинсинтаза

подобно некоторьтм вируснь1м белкам может самособираться в капсуль1 различного

размера и количества субъединиц (с диаметром от 16 до 32 нм) вследствие мутацийили
изменений химических и физинеских условий оредь1. }отановлено, что такая

изменчивость форм капсул четко коррелирует с ферментативной (кататитинеской)

функшией белка.

9етвертая глава содержит описание а,'1горитмов для а17ализа липиднь1х |4 лилид-

белковьтх смесей. €истемьт фоофолипидньгх везикул часто использу}отоя в медицине и



фармашевтике в качестве носителей для доставки лекарственнь1х средств или ми1шенеи.

Фтличительной особенность1о даннь1х молекул являетоя их амфифильньтй характер'

причем гидрофильньтй и гидрофобнь1е участки молекул иметот различну1о электронну}о

плотность. |[оэтому образуемьте ими в растворе агрегать1 - липосомь1' име}от

неоднородн}то электронну1о плотность, что затрудняет использование стандартньтх аБ

!п!|!о методов определения формьт частиц. 1ем не менее предлох{еннь1е подходь1,

позволя}от извлекать ценну}о информаши}о о структурной органи3ации таких чаотиц' а

именно' восстанавливать профиль электронной плотнооти липидного бислоя, функцито

распределения везикул по размерам и оценивать их мультиолоеву}о организацито. 3то

бьтло убедительно продемонстрировано автором при анализе изменений состава

липиднь1х везику.[1 в процесое экструзии по данньтм \4!РР, а так)ке изучении лилид-

белковьтх взаимодействий в смеои вируснь1х липидов и оболочечного белка \41 вируоа

гриппа А с разлиннь1м молярнь!м отно1пением лит\ида к белку'

в пятой главе приведен новьтй подход, позволягощий восстанавливать

трехмернуго форму проме}куточного состояния в эвол1оционирутощей или находящейся

в динамическом равновесии трехкомпонентной/двухкомпонентной системе.

Фтличительной особенность}о данного метода' является учет физииеских свойств

объекта при прямом аБ !п![!о моделировании, тогда как име1ощиеоя &т1ьтернативнь]е

алгоритмьт (например, метод ш1ьтерниру}ощих наимень1ших квадратов) иш{}т ли1шь

некотору!о абстрактну}о криву}о и не учить1ва}от этих свойств. |1редлоя<енньтй метод

эффективно работает в олучае, когда нача'тьное и конечное состояния системь1 известнь1

или могут бьтть аппроксимировань1 с хоротшей точнооть}о, ? 3 процессе перехода

присутствует проме>т(уточная отруктура. Ёадежная работа алгоритма

продемонстрирована как на ряде теоретических наборов даннь]х (со сложной формой

неизвестного компонента), так и на реа''1ьньгх наборах экспериментальнь1х даннь]х муРР

(полуненнь|х) в том числе' в процессе образования фи6рилл белка инсулина). }казаньт

ограничения метода и дань1 рекомендации по его эффективному применени}о для

временнь1х наборов даннь]х муРР при изг{ении протекания химических реакций и

биологических процессов.

[![естая глава рассматривает методь1 разделения вкладов компонентов в наборах

даннь1х муРР от белковьтх смесей, полученнь1х при использовании гель-

хроматографинеской колонки. Автором предлох(ен новьтй автоматизированньтй подход

восстановления индивидуальнь1х профилей раосеяътия компонентов с помощь}о

эвол1оционного факторного анализа. |1оказано, что для двР(компонентньгх систем с

симметричнь1ми профилями вь1хода (концентрации) компонентов метод эффективно

работает да)ке при на]1ичии значительного уровня 1шума в даннь1х' Б то же время'

установлено' что метод так)ке чувствителен к таким параметрам' как количество

компонентов смеси' степень аоимметрии концентрационного профиля компонента и

отно1пение амплитуд пиков профилей. € помощь!о предложенного а,1горитма определен

олигомерньтй соотав белка а]1ьдолазь1 и смеси белков овальбумина и бета-амилазь{.

Ба>кно отметить' что метод применим и в случае использования ионно-обменной

хроматографии с умереннь1м градиентом соли буферного раствора'

в седьмой главе опиоань1 разработанньте автором графинеокие программь1'

позволя1ощие проводить интерактивн}то обработку и моделирование данньгх

муРР/муРЁ от изотропньтх оистем. € помощь}о них мо)кно проводить обработку
,,сь1рь1х" даннь|х муРР/муР!{, оценку структурнь1х параметров и функции парнь1х



расстояний, моделирование четвертичной структурь1 методом молекулярной тектоники

многодоменнь{х белков и макромолекулярнь|х комплексов' сопоставление трехмернь1х

моделей о использованием разработанного автором бь1строго алгоритма, иопользу}ощего

разложение на сферичеокие гармоники и критерий корреляции в обратном проотранстве,

анш1из состава многокомпонентнь1х полидисперонь1х систем для больтпих наборов

эксперимента.]1ьньгх даннь!х.

в конце каждой главь1 сформулировань! краткие результать1, что улуч1пает

вооприятие материала работьт, а основньте результать1 и вь1водь{ приведень] в

закл}очении работь].

Баунная нови3на работь1 закл}очается в следу1ощем: впервь1е уда"пось вь1явить

случайно_столкновительнь1й механизм образования комплекса адренодоксина с

митохондриальнь1м цитохромом; пока3ать способность фермента л1омазинсинтазь1

самособиратьоя в капоуль1 размером от 16 до з2 нм' количеотвенньтй состав которь1х

завиоит как от изменений физико-химических условий оредь1 и нал14чия мутаций;

проана!тизировать эвол}оци[о структурнь1х параметров везикул

димиристоилфосфатидилхолина в процессе экотрузии; вь1явить влияние гемаггл}отинина

на формирование липопротеиновь1х нанодоменов в липидном биолое г{ри

взаимодействии вируснь1х липидов и матричного белка й1 вируоа гриппа А; уотановить'

что для белка пируват ш1ьдолазь1 ее олигомернь1ми компонентами в раотворе явля}отся

гексамерь1 и октамерь!; определить форму чаотиць1 промежуточного компонента в

шроцессе образования фибрилл белка инсулина'

[остоверность и наде)кность представленнь1х в работе результатов

подтверждается использованием современного эксперимента,'1ьного оборулования \4

программного обеспечения (в том числе разработанного автором)' сравнением о

результатами других научнь1х групп, а также напичием больштого количества

публикаши й (||7 статей) в рецензируемь1х научнь1х изданиях, рекомендуемь1х вАк РФ'

и докладах на различнь1х национальньгх и международнь1х конференциях (92 тезиса

докладов).

Ё{астоящая диссертационная работа является законченнь1м исследованием'

представля1ощим значительньтй наунньтй и практинеокий интерес' Фна обладает

внутренним единством, логично построена, содержит новь1е научнь1е результать1 и

полох{ения'ееструктураиоодер)каниеооответствуетзаявленнь1мцелямисследования.

Бажньтм моментом диссертационной работь1 является применение комплексного

подхода при исследовании каждого объекта, которьтй закл}очается' во-первь{х' в

предварительной ада||таци14 и[|и разработке наиболее адекватнь1х методик 
^нализа

даннь1х муРР, во-вторь1х' в использовании име}ощейся информации об иоследуемь1х

объектах, полу{енной комплементарнь1ми структурнь1ми методами (Р€А, ямР' 1(рио-

3й и др.). Бсе комплекснь1е исследования вьтполнень1 на вь1соком профеосиональном

уровне' что позволило получить наиболее полну}о информаци1о о ка)кдом

предотавленном объекте 
'{ 

обеспечить достовернооть полученнь1х результатов'

Автореферат в достаточной мере отражает основное содер}кание диссертации.



|1о работе иметотоя следу}ощие вопрось1 и замечания:

1. Ёасколько устойнивь1ми булут оставаться восотановления профилей расоеяния

индивидуальнь1хкомпонентовбелковойсмесиприиспользованииметода
эвол1оционного факторного анализа при изменонии 1шага угловой оои

экопериментальньгх данньтх?

2. Булет ли влиять на эффективнооть работьт бьтстрого алгоритма суперпозиции

макромолекулярнь1х моделей с использованием ра3ложения на сферичеокие гармоники

нш1ичие гибких концевь!х г{аотков структурьт?

3. Адсорбшия белка й1 в липидньтй бислой липосомь1 ([лава 4)' Ёе совоем

понятно, почему белково_аосоциированньтй пик в полученнь!х профилях |1АР возникает

только слева на границе везикуль1. 1акже в чем причина нелинейного поведения

интенсивности данного пика? Ба Рио.4.26, 4.21 он оначш1а растет с ростом

относительной доли белка в растворе' а потом умень1шается'

4. ]ехнические замеча|1ия'

-Формула(1.4)неоовсемкорректна.Аляполидисперсньгхсистемструктурньтй

фактор(здесьт(з))невь1деляется.}}4нтегрированиедолжнопроизводитьсяпо
парциальнь!м струк1ур",'' факторам' |[о крайней мере' в первом (так назьтваемом

локально-монодиоперсном) приближении функция 1(в) (которая зависит от размера

иаотиц) дол}(на бьтть под знаком интеграла. Бсли формула (1'4) использовш1ась

напряму}о, необходимо привести критерии возможности и точнооти ее использования'

_ Б тексте иопользуется понятие ((искл}оченньтй объем>. Бапример, в формуле

(1.21) интеноивность расоеяния раскладь1вается на компоненть1' относящиеся к объему

чаотиць!' недоступному растворител1о (исклтоненньтй объем), и к гидратной оболочке' А

в формуле (2.10) иокл}оченньтй объем определяется через прямое иопользование кривой

р."'"','' без утета гидратной оболочки. !1и>ке формула (2'10) иопользуется в оценке

иокл1оченного объем а длябелкового комплекса импортин ст'|$ и белка \4'$5о11 (Рио'2'6а'

б). |1онему в этом случае не учить{валась гидратна'1 оболочка? €ушеотвует ли критерий

необходимо сти у{ета гидратной оболочки?

-Формульт(1.12).1{орректнобьтлобьтуказатьграниць1применимоотиданньгх
приближений [инье для сильноанизотропньтх форм'

- €тр. |24. <<Функции распределения по объему частиц о/{(п) }Аобно предотавлять

нормированнь1м раопределением 1[1ульша>. Ёе совсем понятно' что о3начает <уАобно>? А

еоли распределение нормальное? |{очему нужна строгая привязка к распределени}о

|[1ульша и нельзя использовать произвольньтй вид функшии распределения оь(в')?

}казанньте замечания не оказь1ва}от существенного влияния на качество и на

обшуто вьтсоку}о оценку диссертационной работьт. Б целом диссертация представляет

собой законченн}'}о исследовательску}о работу с больтпим количеством

экспериментального материа,1а и всесторонним анш1изом полг{еннь1х данньгх' Бовьте'

полученнь1е дисоертантом' результать1' име}от больтпое значение для дальнейтпего



развитияметодамалоугловогоразвитияиего1широкогоприменениявотруктурньтх
исследоваътиях]!1 диагностике 1широкого клаоса наносистем'

1аким образом, расоматриваемая диосертационная работа полность}о соответствует

требованиям БА( РФ и |1остановления |1равительотва РФ от 24.о9.201з г. ]хгр842 <Ф

порядке присуждения учень1х степеней>' предъявляемь1м к докторским диссертациям' а

ее автор, 1{онарев [1етр Балерьевич' заолуживает присвоения ученой степени доктора

физико_математических наук по специальности 1'3'8' - <<Физика конденсированного

состояния).

Ф фишиа_гтьньтй оппонент :

[октор физико-математических наук

по опециа.,1ьнооти 01.04.07 - Физика конденсированного состояния'

начш1ьник сектора нейтронной оптики,

!аборатория нейтронной физики им' Р1'й' Франка,

йе>кдународная межправительотвенная организ ация

Ф бъедин енньтй ин ститут ядернь1х исследо ваний (лн Ф о|4яи)'
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