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Äëÿ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ ìîæíî îïèñàòü íàáîðîì ïðîñòåéøèõ äâóñâÿçíûõ ôîðì,

ïîëó÷åíî ðåøåíèå îáðàòíîé çàäà÷è ðàññåÿíèÿ â îäíîðîäíîì ïðèáëèæåíèè (ðàññåèâàþùèé ïîòåíöèàë

âíóòðè îáúåìà ìîëåêóëû � ïîñòîÿííàÿ âåëè÷èíà). Äëÿ ýêñïåðèìåíòà áûëè âçÿòû ðàñòâîðû äâóõ áåëêîâ:

õîðîøî èçâåñòíîãî áàêòåðèàëüíîãî øàïåðîíèíà GroEL è ìàëîèçó÷åííîãî ôàãîâîãî øàïåðîíèíà � ïðî-

äóêòà ãåíà 146 (gp146). Ïî ýêñïåðèìåíòàëüíûì êðèâûì ðàññåÿíèÿ áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî óñòîé÷èâîå

âîññòàíîâëåíèå ôîðìû áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ. Ïðè âîññòàíîâëåíèè ôîðìû ýòèõ ÷àñòèö èñïîëüçîâàëèñü

ìåòîä îáîëî÷åê, ìåòîä âðàùåíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ôîðìôàêòî-

ðà àìèíîêèñëîòû, ìåòîä ïîèñêà ïàðàìåòðîâ ìîäåëè áåëêîâîãî êîìïëåêñà ñ ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷åííûì

ôîðìôàêòîðîì ìîäåëè.

1. ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ìàëîóãëîâîå ðàññåÿíèå (ÌÓÐ) � óïðóãîå ðàññå•

ÿíèå ýëåêòðîìàãíèòíîãî èçëó÷åíèÿ èëè ïó÷êà ÷àñ•

òèö (íåéòðîíîâ, ýëåêòðîíîâ) íà íåîäíîðîäíîñòÿõ âå•

ùåñòâà, ðàçìåðû êîòîðûõ ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþò

äëèíó âîëíû èçëó÷åíèÿ (èëè äåáðîéëåâñêóþ äëè•

íó âîëíû ÷àñòèö). Ïðè ýòîì íàïðàâëåíèÿ ðàññåÿí•

íûõ ëó÷åé ëèøü íåçíà÷èòåëüíî (íà ìàëûå óãëû) îò•

êëîíÿþòñÿ îò íàïðàâëåíèÿ ïàäàþùåãî ëó÷à. Â ìà•

ëîóãëîâûõ ñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçóþò,

êàê ïðàâèëî, ðåíòãåíîâñêîå èçëó÷åíèå èëè òåïëîâûå

íåéòðîíû ñ äëèíîé âîëíû 1�10
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ïîìîùüþ èçó÷àþò íåîäíîðîäíîñòè êîëëîèäíûõ ðàç•

ìåðîâ (10� 10

4

�

A). Â îòëè÷èå îò äðóãèõ äèôðàêöèîí•

íûõ ìåòîäîâ ñ ïîìîùüþ ÌÓÐ èññëåäóþò ñòðóêòóðó

ðàçóïîðÿäî÷åííûõ îáúåêòîâ, â ÷àñòíîñòè, ñòðîåíèå

áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë â ðàñòâîðå. Â ýòîì ñëó÷àå îá•
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�
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ðàçåö ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàñòâîð èäåíòè÷íûõ ÷àñ•

òèö (ìîíîäèñïåðñíóþ ñèñòåìó), à ýêñïåðèìåíòàëü•

íàÿ èíòåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ ïðîïîðöèîíàëüíà ïðî•

èçâåäåíèþ êîíöåíòðàöèè ÷àñòèö â ðàñòâîðå è èíòåí•

ñèâíîñòè ðàññåÿíèÿ îò îäíîé ÷àñòèöû. Ìåòîä ìàëî•

óãëîâîãî ðåíòãåíîâñêîãî ðàññåÿíèÿ ïîçâîëÿåò îïðå•

äåëÿòü ðàçìåð è ôîðìó áåëêîâûõ ìîëåêóë è êîì•

ïëåêñîâ â ðàñòâîðå â èõ åñòåñòâåííîì ñîñòîÿíèè, à

òàêæå ñëåäèòü çà ëþáûìè èçìåíåíèÿìè ýòèõ ïàðà•

ìåòðîâ ïîä âîçäåéñòâèåì âíåøíèõ ôàêòîðîâ [1]. Èí•

òåðïðåòàöèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ â ýòîì ñëó•

÷àå çàêëþ÷àåòñÿ â ñîçäàíèè ìîäåëè íèçêîãî ðàçðå•

øåíèÿ ñòðóêòóðû ðàññåèâàþùåé ÷àñòèöû. Â äàííîì

ñëó÷àå ýòî ìîäåëü òðåõìåðíîé ôîðìû ÷àñòèöû �

áåëêîâîãî êîìïëåêñà â îäíîðîäíîì ïðèáëèæåíèè.

Ïîñòðîåíèå òàêîé ìîäåëè îñëîæíÿåòñÿ ïîòåðåé èí•

ôîðìàöèè ïðè ñôåðè÷åñêîì óñðåäíåíèè â îòëè÷èå

îò ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà ìîíîêðèñòàëëîâ.

Ïîýòîìó îïòèìàëüíîå èñïîëüçîâàíèå èíôîðìàöèè,

çàêëþ÷åííîé â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, à òàê•
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æå ïðèâëå÷åíèå äîïîëíèòåëüíûõ õàðàêòåðèñòèê, íà•

ïðèìåð, íàëè÷èÿ îñè ñèììåòðèè ó ÷àñòèöû, åå âû•

òÿíóòîñòè èëè ñïëþñíóòîñòè, îêàçûâàåòñÿ âàæíûì

ïðè îáðàáîòêå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ.

Íåñìîòðÿ íà çàìåòíûé ïðîãðåññ â îáëàñòè êîì•

ïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ äëÿ îáðàáîòêè äàííûõ

ìàëîóãëîâîãî ýêñïåðèìåíòà, ïîèñê îïòèìàëüíîé ïà•

ðàìåòðèçàöèè ìîäåëè â äàííîì êîíêðåòíîì ñëó•

÷àå îñòàåòñÿ àêòóàëüíûì. Â ðàìêàõ îäíîðîäíîãî ïî

ïëîòíîñòè ïðèáëèæåíèÿ ôîðìó ðàññåèâàþùåé ìî•

ëåêóëû çàäàåò åå ïîòåíöèàë ðàññåÿíèÿ. Â ñëó÷àå

óïðóãîãî ðàññåÿíèÿ ïîòåíöèàë ðàññåÿíèÿ ñ òî÷íî•

ñòüþ äî ìàòåðèàëüíîãî ìíîæèòåëÿ ïðîïîðöèîíàëåí

ôîðìôàêòîðó ðàññåèâàþùåé ìîëåêóëû. Ïðè ýòîì

÷èñëî èñïîëüçóåìûõ ôîðìôàêòîðîâ äëÿ îïèñàíèÿ

ôîðì ÷àñòèö îãðàíè÷èâàåòñÿ ïðèâåäåííûìè â êëàñ•

ñè÷åñêèõ ðàáîòàõ Ãèíüå [2]. Øèðîêî èçâåñòíû àíà•

ëèòè÷åñêèå âûðàæåíèÿ äëÿ ôîðìôàêòîðîâ ãåîìåò•

ðè÷åñêèõ ôèãóð, òàêèõ êàê øàð, ýëëèïñîèä, äèñê,

ñòåðæåíü. Îáùàÿ òàáëèöà ýòèõ ôîðìôàêòîðîâ ïðåä•

ñòàâëåíà â ðàáîòå [3]. Îäíàêî òîëüêî ýòèõ äàííûõ

îêàçûâàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ áîëåå

ñëîæíûõ êîìïëåêñîâ, èìåþùèõ òîïîëîãè÷åñêè äâó•

ñâÿçíóþ ïîâåðõíîñòü. Â ñâÿçè ñ èçó÷åíèåì ïîäîáíûõ

ñòðóêòóð ðàíåå îäíèì èç àâòîðîâ ýòîé ðàáîòû áûëè

ïîëó÷åíû àíàëèòè÷åñêèå âûðàæåíèÿ äëÿ ìàëîóãëî•

âûõ ôîðìôàêòîðîâ äëÿ ïðîñòåéøåé äâóñâÿçíîé ïî•

âåðõíîñòè � òîðà [4]. Äàííîå èññëåäîâàíèå ìîæíî

ðàññìàòðèâàòü êàê ýêñïåðèìåíòàëüíîå ïðèëîæåíèå

óêàçàííîé âûøå ðàáîòû. Â ÷àñòíîñòè, öåëüþ íàøåé

ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ âîññòàíîâëåíèå ôîðìû áåëêîâûõ

êîìïëåêñîâ ïî êðèâîé èíòåíñèâíîñòè ðåíòãåíîâñêî•

ãî ÌÓÐ. Îäíèì èç ìåòîäîâ ðåøåíèÿ îáðàòíîé çà•

äà÷è ðàññåÿíèÿ áóäåò ïîèñê ïàðàìåòðîâ ìîäåëè äëÿ

ïîëó÷åííîãî â óêàçàííîé âûøå ðàáîòå ôîðìôàêòîðà

äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ

èññëåäîâàíèÿ âçÿòû ðàçëè÷íûå áåëêè-øàïåðîíèíû,

êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, ÿâëÿþòñÿ îëèãîìåðíûìè áåë•

êàìè, èìåþùèìè ñëîæíóþ àðõèòåêòóðó: îíè ñîñòî•

ÿò èç äâóõ êîëåö, óëîæåííûõ ñòîïêîé, è èìåþò öåí•

òðàëüíûé êàíàë.

Øàïåðîíèíû: õàðàêòåðèñòèêà è âûäåëå•

íèå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ äëÿ èçìåðåíèÿ

ìåòîäîì ðåíòãåíîâñêîãî ÌÓÐ. Øàïåðîíèíû

(áåëêè òåïëîâîãî øîêà) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëàññ

ìîëåêóëÿðíûõ øàïåðîíèíîâ, êîòîðûå ïîìîãàþò ïðà•

âèëüíî ñâîðà÷èâàòüñÿ êàê íîâîñèíòåçèðîâàííûì ïî•

ëèïåïòèäíûì öåïÿì, òàê è äåíàòóðèðîâàííûì ïîä

âîçäåéñòâèåì ñòðåññà áåëêàì [5]. Îíè ÿâëÿþòñÿ

ñëîæíûìè ãîìî- èëè ãåòåðîîëèãîìåðíûìè êîìïëåê•

ñàìè, â ôîðìèðîâàíèè êîòîðûõ ó÷àñòâóþò 14�18

ñóáúåäèíèö áåëêîâ ìàññîé îêîëî 60 êÄà. Íàèáî•

ëåå èçó÷åííûì íà ñåãîäíÿøíèé äåíü øàïåðîíèíîì

ÿâëÿåòñÿ GroEL Escherichia coli ( E.coli ), êîòîðûé

îáû÷íî ôóíêöèîíèðóåò â ïàðå ñ äðóãèì áåëêîì �

êî-øàïåðîíèíîì GroES [6�8], íî òàêæå ìîæåò ðàáî•

òàòü è îäèí. Øàïåðîíèí GroEL ñîñòîèò èç 14 èäåí•

òè÷íûõ ñóáúåäèíèö (57 êÄà), ôîðìèðóþùèõ äâà

óëîæåííûõ ñòîïêîé ãåïòàìåðíûõ êîëüöà [ 8 ; 9 ]. Ñóáú•

åäèíèöû GroES (10 êÄà) òàêæå îáðàçóþò ãåïòàìåð•

íîå êîëüöî, êîòîðîå èãðàåò ðîëü ¾êðûøêè¿ è ïðè•

êðûâàåò ñâåðõó öåíòðàëüíûé êàíàë øàïåðîíèíà ïðè

îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà äâóõ áåëêîâ [ 10 ; 11 ]. Îäíà èç

îñíîâíûõ ôóíêöèé êîìïëåêñà GroEL/GroES çàêëþ•

÷àåòñÿ â ñâÿçûâàíèè ðàçâåðíóòûõ ïîëèïåïòèäíûõ

öåïåé, äëÿ òîãî ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü èõ íåñïåöèôè•

÷åñêóþ àññîöèàöèþ è îáåñïå÷èòü äàëüíåéøåå ïðà•

âèëüíîå ñâîðà÷èâàíèå áåëêà âíóòðè êàíàëà [ 11 ; 12 ].

Â íàøåé ðàáîòå ôîðìà øàïåðîíèíà GroEL E.coli (äà•

ëåå ïðîñòî GroEL) â ðàñòâîðå áóäåò ñðàâíèâàòüñÿ ñ

ôîðìîé áåëêà â êðèñòàëëè÷åñêîì ñîñòîÿíèè êàê â

êîìïëåêñå ñ GroES, òàê è áåç íåãî.

Äðóãèì îáúåêòîì íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿ•

åòñÿ ìàëîèçó÷åííûé âèðóñíûé (ôàãîâûé) øàïå•

ðîíèí, êîäèðóåìûé ãåíîì 146 áàêòåðèîôàãà EL

Pseudomonas aeruginosa [13]. Íà îñíîâàíèè ñðàâíè•

òåëüíîãî àíàëèçà ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû ïðîäóêòà ãå•

íà 146 (gene product, gp146) ñ àìèíîêèñëîòíûìè ïî•

ñëåäîâàòåëüíîñòÿìè áàêòåðèàëüíûõ GroEL äàííûé

áåëîê áûë îòíåñåí ê êëàññó øàïåðîíèíîâ. Íà ñåãî•

äíÿøíèé äåíü ýòî åäèíñòâåííûé èç èçâåñòíûõ áåë•

êîâ-øàïåðîíèíîâ, êîäèðóåìûé âèðóñíûì ãåíîìîì.

Ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îí ÿâ•

ëÿåòñÿ ãîìîîëèãîìåðíûì êîìïëåêñîì, ñîñòîÿùèì èç

14 ñóáúåäèíèö gp146 (61.7 êÄà), êîòîðûå ôîðìèðó•

þò äâà ñòîïêîé óëîæåííûõ ãåïòàìåðíûõ êîëüöà, è

èìååò âíóòðåííèé êàíàë [13]. Ïîñêîëüêó ýòîò áåëîê

èìååò õàðàêòåðíóþ äëÿ øàïåðîíèíîâ ñòðóêòóðó è

ðàçìåðû, áëèçêèå ê GroEL, äëÿ îïèñàíèÿ åãî ôîðìû

â ðàñòâîðå ìû ìîæåì âîñïîëüçîâàòüñÿ òîé æå ìîäå•

ëüþ, ÷òî ðàíåå áûëà ïðåäëîæåíà äëÿ GroEL [4]: äëÿ

îáîèõ áåëêîâ (áàêòåðèàëüíîãî GroEL è âèðóñíîãî

øàïåðîíèíà) áóäåò âû÷èñëåí ôîðìôàêòîð èäåàëè•

çèðîâàííîé ìîäåëè â âèäå äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî

òîðà êàê ôóíêöèÿ òðåõ ãåîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ

è ìîäóëÿ âåêòîðà ðàññåÿíèÿ ñ äàëüíåéøèì ïîèñêîì

ýòèõ ïàðàìåòðîâ.

Êàê è âñå øàïåðîíèíû, âèðóñíûé øàïåðî•

íèí ôóíêöèîíèðóåò ÀÄÔ-çàâèñèìûì ñïîñîáîì

(ÀÄÔ-àäåíîçèíäèôîñôàò). Ïîñêîëüêó â îòëè÷èå îò

áàêòåðèàëüíîãî GroEL âèðóñíûé øàïåðîíèí ôóíê•

öèîíèðóåò áåç êî-ôàêòîðà, îí ìîæåò íàõîäèòüñÿ â
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ïåðåäàííîãî èìïóëüñà � p â ïðÿìîì ïðîñòðàíñòâå p = ~ k . á ) Ñêàíèðîâàíèå ïî óãëó ïðè ïîñòîÿííîé ýíåðãèè ôîòîíîâ

E = const ( � = const), ïðåäñòàâëåíû ïîëîæåíèÿ òðåõ âåêòîðîâ ðàññåÿíèÿ s

1

( �

1

) , s

2

( �

2

) , s

2

( �

3

) , ñîîòâåòñòâóþùèõ

òðåì óãëàì ðàññåÿíèÿ

ðàçíûõ êîíôîðìàöèÿõ: îòêðûòîé è çàêðûòîé. Ìû

âïåðâûå ïðîâîäèì îïûòû ïî âûÿñíåíèþ êîíôîð•

ìàöèè âèðóñíîãî øàïåðîíèíà â ðàñòâîðå â ðàçíûõ

óñëîâèÿõ ìåòîäîì ðåíòãåíîâñêîãî ÌÓÐ, à òàêæå

ñðàâíèâàåì ìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðíûå ïàðàìåòðû

(ðàäèóñ èíåðöèè è ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð êîìïëåê•

ñà) â ðàçíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ñîñòîÿíèÿõ áåëêà,

à òàêæå ñ GroEL.

Âèðóñíûé øàïåðîíèí áûë âûäåëåí èç êëå•

òîê E.coli øòàììà BL21(DE3) (Novagen, CØÀ),

ïðîäóöèðîâàâøèõ ðåêîìáèíàíòíûé ãåí gp146, è

î÷èùåí õðîìàòîãðàôèåé íà Q -ñåôàðîçå. Ôðàêöèè,

ñîäåðæàâøèå ÷èñòûé áåëîê, êîíöåíòðèðîâàëè ñ

ïîìîùüþ ìåìáðàííûõ ôèëüòðîâ Amicon Ultra-15,

çàäåðæèâàþùèõ áåëêè ñ ìàññîé áîëåå 100 êÄà

(molecular-weight cutoff (MWCO) 100,000, Millipore,

ÑØÀ). Ãîìîãåííîñòü ïîëó÷åííîãî ïðåïàðàòà

îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ àíàëèòè÷åñêîãî óëüòðàöåí•

òðèôóãèðîâàíèÿ. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè

ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè äëèíå

âîëíû 280 íì, èñïîëüçóÿ òåîðåòè÷åñêè ðàññ÷èòàí•

íûé êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè 35.870 ìîëü

� 1

� ñì

� 1

.

Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó ôàãîâîãî øàïåðîíèíà ñ÷èòàëè

ðàâíîé 863.8 êÄà (ñóáúåäèíèöà � 61.7 êÄà).

Âûäåëåíèå øàïåðîíèíà GroEL è êî-øàïåðîíèíà

GroES èç êëåòîê E.coli øòàììà W3110, òðàíñôîð•

ìèðîâàííûõ ïëàçìèäîé ðÎF39, ñîäåðæàâøåé ãåíû,

êîäèðóþùèå GroEL è GroES, ïðîâîäèëè ïî ìåòîäè•

êå Êîððàëåñà è Ôåðøòà [14] ñ îïèñàííûìè íàìè ðà•

íåå ìîäèôèêàöèÿìè [15]. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðå•

äåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè

280 íì, ïðèíèìàÿ êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ A

0 : 1 %

280

äëÿ GroEL ðàâíûì 0.18 [16]. Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó

GroEL

14

ñ÷èòàëè ðàâíîé 840 êÄà (ñóáúåäèíèöà �

60 êÄà).

2. ÌÅÒÎÄ ÌÀËÎÓÃËÎÂÎÃÎ ÐÀÑÑÅßÍÈß

2.1. Óïðóãîå ðàññåÿíèå

Ïóñòü íà ðàçáàâëåííóþ ñèñòåìó ìîíîäèñïåðñíûõ

îäíîðîäíûõ ÷àñòèö ïàäàåò ìîíîõðîìàòè÷åñêîå ðåíò•

ãåíîâñêîå èçëó÷åíèå èëè ïîòîê íåéòðîíîâ. Äëÿ èçó•

÷åíèÿ ðàçìåðîâ ÷àñòèö, çàêëþ÷åííûõ â äèàïàçîíå

îò 1 äî 100 íì, îáû÷íî èñïîëüçóþòñÿ äëèíû âîëí

0.5

�

A � � � 6

�

A.

Îáîçíà÷èì âîëíîâûå âåêòîðû ïàäàþùåãî è ðàñ•

ñåÿííîãî èçëó÷åíèÿ, îáðàçóþùèå òðåóãîëüíèê ðàññå•

ÿíèÿ, êàê k

0

è k

1

(ðèñ. 1). Â ýêñïåðèìåíòå ñ ðåíòãå•

íîâñêèì èñòî÷íèêîì áóäåì ñ÷èòàòü ðàññåÿíèå ïàäà•

þùèõ íà îáðàçåö ôîòîíîâ èëè íåéòðîíîâ àáñîëþòíî

óïðóãèì. Â ýòîì ñëó÷àå j k

0

j = j k

1

j , à ðàçíîñòü ýòèõ

âåêòîðîâ îïðåäåëÿåò âåêòîð ðàññåÿíèÿ s = k

0

� k

1

,

ìîäóëü âåêòîðà ðàññåÿíèÿ ðàâåí (ñì. ðèñ. 1)

s = 2 j k

0

j =

4 �

�

sin � ;

äå � � ïîëîâèíà óãëà ðàññåÿíèÿ, � � äëèíà âîëíû

èñïîëüçóåìîãî èçëó÷åíèÿ, â íàøåì ñëó÷àå � = const.

Òðåóãîëüíèê ðàññåÿíèÿ â îáðàòíîì ïðîñòðàíñòâå

îïðåäåëÿåòñÿ âîëíîâûìè âåêòîðàìè ïàäàþùåãî è

ðàññåÿííîãî èçëó÷åíèÿ ôîòîíà èëè íåéòðîíà. Â ïðÿ•

ìîì ïðîñòðàíñòâå åìó ñîîòâåòñòâóåò ïîäîáíûé òðå•

óãîëüíèê ñ òåì æå óãëîì ðàññåÿíèÿ 2 � , ñîñòàâëåííûé

èç âîëíîâûõ âåêòîðîâ (èìïóëüñîâ) ôîòîíà èëè íåé•

òðîíà äî è ïîñëå ðàññåÿíèÿ, k

0

( p

0

) è k

1

( p

1

) ñ ðàçíî•

ñòüþ, îïðåäåëÿåìîé âåêòîðîì ðàññåÿíèÿ s â îáðàò•

íîì ïðîñòðàíñòâå è ïåðåäàííûì èìïóëüñîì � p â

ïðÿìîì ïðîñòðàíñòâå. Íà ðèñ. 1 à ïðåäñòàâëåí òðå•

óãîëüíèê ðàññåÿíèÿ AO B äëÿ îäíîãî ôèêñèðîâàí•

íîãî óãëà ðàññåÿíèÿ 2 � , à íà ðèñ. 1 á ïîêàçàíû òðè

òðåóãîëüíèêà ðàññåÿíèÿ AO B

i

, i = 1 ; 2 ; 3 , ëåæàùèå â

îäíîé ïëîñêîñòè è èìåþùèå îáùóþ âåðøèíó â òî÷êå
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O . Ïîñêîëüêó ðàññåÿíèå óïðóãîå, âñå òðåóãîëüíèêè

ðàâíîáåäðåííûå (ñì. ðèñ. 1 á ).

Öåëüþ íàøåé çàäà÷è ÿâëÿåòñÿ âîññòàíîâëåíèå

òðåõìåðíîé ôîðìû áåëêà ïî ñêàëÿðíîé èíòåíñèâ•

íîñòè ÌÓÐ îò ñèñòåìû òèïà ¾ðàçáàâëåííîãî ðàñ•

òâîðà¿ (ìåæ÷àñòè÷íàÿ èíòåðôåðåíöèÿ îòñóòñòâó•

åò). Âîçìîæíîñòü ñâåäåíèÿ òðåõìåðíîé çàäà÷è ê îä•

íîìåðíîé ðàññìîòðåíà â ðàáîòå [17].

Â îñíîâå èñïîëüçóåìîãî íàìè ìåòîäà ëåæèò ïåð•

âîå áîðíîâñêîå ïðèáëèæåíèå [18], êîòîðîå ìîæíî èñ•

ïîëüçîâàòü, åñëè âûïîëíåíû óñëîâèÿ L � D

max

è

D

2

max

=L� � 1 . Â íàøåì ñëó÷àå îíî ïðèìåíèìî, ïî•

ñêîëüêó â êëàññè÷åñêîé ñõåìå ìàëîóãëîâîãî ýêñïå•

ðèìåíòà ðàññòîÿíèå L ìåæäó îáðàçöîì è äåòåêòî•

ðîì ìíîãî áîëüøå äëèíû âîëíû � è ìàêñèìàëüíî•

ãî ðàçìåðà ðàññåèâàþùèõ îáúåêòîâ D

max

. Ïîëàãàÿ

D

max

� 100 íì, L � 0 : 3 ì, � � 1 : 5 � 10

� 10

ì, ïî•

ëó÷èì D

2

max

=L� � 10

� 4

. Ïîëüçóÿñü ïåðâûì áîðíîâ•

ñêèì ïðèáëèæåíèåì, äëÿ èíòåíñèâíîñòè I ( s ) óïðó•

ãîãî ðàññåÿíèÿ ìîæíî çàïèñàòü

I ( s ) = I

e

N A ( s; 
) A

�

( s; 
) ; (2 : 1)

ãäå I

e

� ¾ìàòåðèàëüíûé ìíîæèòåëü¿, êîòîðûé â îá•

ëàñòè óãëîâ 0

�

� � < 5

�

åñòü ïîñòîÿííàÿ âåëè÷è•

íà, N � ñðåäíåå ÷èñëî èäåíòè÷íûõ ÷àñòèö â ðàñ•

òâîðå, A � àìïëèòóäà ðàññåÿííîé âîëíû, çíàê ¾ � ¿

îçíà÷àåò êîìïëåêñíîå ñîïðÿæåíèå, 
 � ïðîåêöèÿ

òåëåñíîãî óãëà â ïëîñêîñòè äåòåêòèðîâàíèÿ ðàññå•

ÿííîãî èçëó÷åíèÿ. Ïîñêîëüêó â ýêñïåðèìåíòå ðåãè•

ñòðàöèÿ ðàññåÿííîãî èçëó÷åíèÿ ïðîâîäèòñÿ â îòíî•

ñèòåëüíûõ åäèíèöàõ, èíòåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ îïðå•

äåëåíà ñ òî÷íîñòüþ äî ïîñòîÿííîé.

2.2. Àìïëèòóäà ðàññåÿíèÿ, ôîðìôàêòîð

÷àñòèöû

Ñîãëàñíî ïåðâîìó áîðíîâñêîìó ïðèáëèæåíèþ,

àìïëèòóäà A ( s; 
) ðàññåÿííîé ñôåðè÷åñêîé âîëíû è

ðàññåèâàþùèé ïîòåíöèàë U ( r ) ñâÿçàíû ïðåîáðàçîâà•

íèåì Ôóðüå:

A ( s; 
) =

n

e

V

0

Z

V

0

U ( r ) exp( i s � r ) dV

0

; (2 : 2)

�

e

( r ) = ( n

e

=V

0

) U ( r ) � ñðåäíÿÿ ýëåêòðîííàÿ ïëîò•

íîñòü ðàññåèâàþùåé ÷àñòèöû, V

0

� åå îáúåì, n

e

�

÷èñëî ýëåêòðîíîâ îäíîé ÷àñòèöû, ó÷àñòâóþùèõ â

ðàññåÿíèè.

Îáîçíà÷èì ôóðüå-àìïëèòóäó îò îäíîé ÷àñòèöû

( N = 1 ) êàê

�( s; 
) =

Z

V

0

�

e

( r ) exp ( i s � r ) dV

0

: (2 : 3)

Âîçâîäÿ àìïëèòóäó �( s; 
) â êâàäðàò è óñðåäíÿÿ

ïî âñåâîçìîæíûì îðèåíòàöèÿì ÷àñòèöû â ðàñòâîðå,

äëÿ èíòåíñèâíîñòè ðàññåÿíèÿ îò îäíîé ìîäåëè ÷àñ•

òèöû, èëè äëÿ ôîðìôàêòîðà ÷àñòèöû h �

2

( s ) i ïîëó•

÷èì âûðàæåíèå

I

mod

( s ) = h �

2

( s ) i =

Z




�

2

( s; � ) d 
 ; (2 : 4)

ãäå ýëåìåíò òåëåñíîãî óãëà â ñëó÷àå ñôåðè÷åñêîé

ñèñòåìû êîîðäèíàò èìååò âèä d 
 = d� d' , � � ïî•

ëÿðíûé óãîë, 0 � � � � (îí òàêæå îïðåäåëåí êàê

ïîëîâèíà óãëà ðàññåÿíèÿ), ' � àçèìóòàëüíûé óãîë,

0 � ' � 2 � . Îáëàñòü ðàññìàòðèâàåìûõ óãëîâ ðàññå•

ÿíèÿ â ìàëîóãëîâîé ñõåìå îãðàíè÷èâàåòñÿ äèàïàçî•

íîì 0 � � � 5

�

(ñì. ðèñ. 1).

Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû îñíîâíûå ôîðìôàêòîðû, èñ•

ïîëüçóåìûå äàëåå [ 3 ; 4 ].

2.3. Ðàñ÷åò ôóíêöèé ðàñïðåäåëåíèÿ ïî

ðàññòîÿíèÿì, ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà

÷àñòèöû è åå ðàäèóñà èíåðöèè

Â ðàìêàõ îäíîðîäíîãî ïî ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè

ïðèáëèæåíèÿ ìîæíî ïî êðèâîé ÌÓÐ íàéòè ðàäèóñ

èíåðöèè ÷àñòèöû êàê ãåîìåòðè÷åñêèé èíâàðèàíò; îí

àíàëîãè÷åí ìåõàíè÷åñêîìó ðàäèóñó èíåðöèè R

g

, âû•

÷èñëåííîìó ÷åðåç ôóíêöèþ ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r )

[ 2 ; 3 ]:

R

2

g

=

R

V

0

�

e

r

2

dV

0

R

V

0

�

e

dV

0

=

D

max

Z

0

p ( r ) r

2

dr

2

D

max

Z

0

p ( r ) dr

: (2 : 5)

Â îòëè÷èå îò òðàäèöèîííîãî ïîäõîäà, êîãäà äåëà•

åòñÿ îöåíêà âåëè÷èíû R

2

g

ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà

íà÷àëüíîãî ó÷àñòêà êðèâîé ðàññåÿíèÿ â êîîðäèíàòàõ

Ãèíüå ( ln I è s

2

), âû÷èñëåíèå ïî èíòåãðàëüíîìó ñî•

îòíîøåíèþ (2.5) óñòðàíÿåò ïðîèçâîë ïðè âûáîðå íà•

÷àëüíîãî ó÷àñòêà êðèâîé ðàññåÿíèÿ. Ýòî äàñò áîëåå

òî÷íóþ îöåíêó ðàäèóñà èíåðöèè, ïîñêîëüêó ïðè âû•

÷èñëåíèè R

g

÷åðåç ôóíêöèþ p ( r ) èñïîëüçóåòñÿ âñÿ

êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ.

Â ðàáîòàõ [ 2 ; 3 ] ïîëó÷åíà ñâÿçü èíòåíñèâíîñòè

ðàññåÿíèÿ è ôóíêöèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) :

I ( s ) =

1

V

0

Z

V

0

h 


0

( r ) i exp ( i s � r ) r

2

d r d 
 =

=

1

V

0

Z

V

0

h p ( r ) i exp ( i s � r ) d r d 
 ; (2.6)
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Òàáëèöà 1. Îñíîâíûå ôîðìôàêòîðû, èñïîëüçóåìûå â äàííîé ðàáîòå

Òåëî âðàùåíèÿ Ôîðìôàêòîð h �

2

( s ) i

Àñèìïòîòèêà Ïîðîäà

h �

2

( s ) ij

sR

g

� 1

Øàð ðàäèóñà R

0

x

2

+ y

2

+ z

2

� R

2

0

�

3

sin( sD

max

) � sr cos( sD

max

)

( sD

max

)

3

�

2

9

( sR

0

)

4

/

1

s

4

Ïîëûé öèëèíäð âûñîòîé h

r

2

1

� x

2

+ y

2

� r

2

2

,

0 � z � h = 2 L

4

( r

2

max

� r

2

min

)

2

� = 2

Z

0

�

�

�

�

r

2

2

D ( sr

2

; � ) � r

2

1

D ( sr

1

; � )

�

sin( Ls cos � )

Ls cos �

�

2

�

� sin � d� ; D ( x; � ) = J

1

( x sin � ) =x sin �

/

1

s

3

Òîð

V

0

2

( r � b )

2

a

2

+

z

2

c

2

� 1 ,

b � a � r � b + a

�

2

� abcs

�

2

�

�

� = 2

Z

0

1

cos

2

�

8

<

:

b + a

Z

b � a

sin

"

sc

r

1 �

( r � b )

2

a

2

cos �

#

�

� J

0

( sr sin � ) r dr

9

=

;

2

sin � d�

/

4

bs ( as )

2

( cs )

3

Ïðèìå÷àíèå : J

�

( z ) � ôóíêöèÿ Áåññåëÿ ïåðâîãî ðîäà ïîðÿäêà � .

ãäå r 2 V

0

, à ïðîñòðàíñòâåííî-óñðåäíåííàÿ àâòîêîð•

ðåëÿöèîííàÿ ôóíêöèÿ h 


0

( r ) i ñâÿçàíà ñ p ( r ) ñîîòíî•

øåíèåì p ( r ) � h 


0

( r ) i r

2

. Äëÿ íåå âûïîëíÿåòñÿ óñëî•

âèå íîðìèðîâêè

4 �

D

max

Z

0

r

2




0

( r ) dr � 4 �

D

max

Z

0

p ( r ) dr = 1 : (2 : 7)

Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ðàçáàâëåííîé ñèñòåìû èäåíòè÷íûõ

íåâçàèìîäåéñòâóþùèõ ÷àñòèö, íàïðèìåð ðàñòâîðà

áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, âûðàæåíèå äëÿ èíòåíñèâíî•

ñòè ðàññåÿíèÿ, ïðèõîäÿùåéñÿ íà îäèí êîìïëåêñ,

ìîæíî çàïèñàòü â âèäå [2]

I ( s ) =

1

V

0

2 �

Z

0

D

max

Z

0

�

Z

0

p ( r ) exp ( isr cos � ) �

� sin � d� dr d' =

4 �

V

0

D

max

Z

0

p ( r )

sin ( sr )

sr

dr: (2.8)

Çäåñü âåëè÷èíà D

max

� ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ìîëå•

êóëû � òàêæå ÿâëÿåòñÿ íåèçâåñòíîé âåëè÷èíîé. Ñî•

îòíîøåíèå ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ðàññåÿíèÿ I ( s ) è

ôóíêöèåé ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàññòîÿíèÿì p ( r ) îïðå•

äåëÿåò ñâÿçü ìåæäó îáðàòíûì è ïðÿìûì ïðîñòðàí•

ñòâàìè, âûðàæàåìóþ ÷åðåç ïðåîáðàçîâàíèå Ôóðüå

äëÿ ñëåäóþùèõ òðàíñôîðìàíò:

sI ( s )

F

�! p ( r ) ; p ( r )

F

�!

2

�

sI ( s ) ; (2 : 9)

èëè â ðàçâåðíóòîé ôîðìå:

V

0

4 �

sI ( s ) =

1

Z

0

p ( r )

sin ( sr )

r

dr;

p ( r ) =

V

0

4 �

2

1

Z

0

I ( s )

sin ( sr )

sr

s

2

ds:

(2.10)

Òàêèì îáðàçîì, ñîîòíîøåíèå ìåæäó èíòåíñèâíî•

ñòüþ ðàññåÿíèÿ I ( s ) è ôóíêöèåé p ( r ) äëÿ ÷àñòèöû,

èìåþùåé ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð D

max

, ñâÿçàíî ÷å•

ðåç èíòåãðàëüíîå óðàâíåíèå Ôðåäãîëüìà ïåðâîãî ðî•

äà

I ( s ) =

4 �

V

0

D

max

Z

0

p ( r )

sin ( sr )

sr

dr �

� C

D

max

Z

0

p ( r ) K ( s; r ) dr (2.11)

( C � ïîñòîÿííàÿ, K ( s; r ) � ÿäðî èíòåãðàëüíîãî ïðå•

îáðàçîâàíèÿ), èëè, â îïåðàòîðíîì âèäå,
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f =

^

Ay ;

ãäå y îïðåäåëÿåò íåèçâåñòíóþ ôóíêöèþ y = p ( r ) ,

^

A � èíòåãðàëüíûé îïåðàòîð ñ ÿäðîì K ( s; r ) .

Ïåðåõîä èç îáðàòíîãî ïðîñòðàíñòâà â ïðÿìîå

è âû÷èñëåíèå ôóíêöèè ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàññòîÿ•

íèÿì âíóòðè ÷àñòèöû, p ( r ) , â äàííîé ðàáîòå îñó•

ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû êîñâåííîãî ôó-

ðüå-ïðåîáðàçîâàíèÿ, â êîòîðîé èñïîëüçîâàí ìåòîä

� -ðåãóëÿðèçàöèè Òèõîíîâà [19]. Â ýòîì ìåòîäå ñòà•

âÿòñÿ äâà óñëîâèÿ: ìèíèìèçàöèÿ íåâÿçêè è ìèíèìè•

çàöèÿ íîðìû ðåøåíèÿ:

jj

^

Ay � f jj

2

= min T [ y ; f ] \ jj y jj = min[ y ; f ] ; (2 : 12)

÷òî ýêâèâàëåíòíî çàäà÷å ìèíèìèçàöèè ñãëàæèâàþ•

ùåãî ôóíêöèîíàëà T [ y ; f ] :

jj

^

Ay � f jj

2

+ � jj y jj

2

= min

y

T

�

[ y ; f ] : (2 : 13)

Ñ ýòîé öåëüþ ïîëó÷åííàÿ èç ýêñïåðèìåíòà íà ðåíòãå•

íîâñêîé ìàëîóãëîâîé óñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ

êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ ïîñëå îïåðàöèè ¾ðåäóêöèè ê èäå•

àëüíîìó ïðèáîðó¿ ñîãëàñíî âûðàæåíèþ (2.11) ïîä•

âåðãàåòñÿ ôóðüå-ïðåîáðàçîâàíèþ ñ ÿäðîì sin( sr ) =sr

â ïðîñòðàíñòâå Ñîáîëåâà W

1

2

[0 ; D

max

] ñ íîðìîé

jj y jj =

=

8

<

:

D

max

Z

0

y

2

( x ) dx + �

D

max

Z

0

y

0 2

( x ) dx

9

=

;

1 = 2

: (2.14)

Ôóðüå-îáðàçîì ôóíêöèè èíòåíñèâíîñòè ìàëî•

óãëîâîãî ðàññåÿíèÿ I ( s ) â ¾ïðÿìîì ïðîñòðàíñòâå¿

ÿâëÿåòñÿ âíóòðè÷àñòè÷íàÿ ôóíêöèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ

ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) ,

sI ( s )

F

�! p ( r ) ;

ïðè÷åì p (0) = p ( D

max

) = 0 , ÷òî ïîçâîëÿåò íàéòè

îòðåçîê ìàêñèìàëüíîé äëèíû, êîíöû êîòîðîãî ðàñ•

ïîëîæåíû âíóòðè ìîëåêóëû. Ðåãóëÿðèçîâàííûé ìå•

òîä íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ (ÐÌÍÊ) ïî Òèõîíîâó

ïðè îïòèìàëüíîì âûáîðå ïàðàìåòðà � äàåò ãëàäêîå

è óñòîé÷èâîå ðåøåíèå.

Îòíîñèòåëüíî èñêîìîãî ðåøåíèÿ äëÿ p ( r ) äåëà•

ëè ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ïðè r 2 [0 ; D

max

] îíî äîëæ•

íî èìåòü âíóòðè ýòîãî èíòåðâàëà ïðîèçâîäíóþ p

0

( r ) ,

èíòåãðèðóåìóþ ñ êâàäðàòîì. Ïðè ýòîì

p (0) = 0 ; p

0

(0) = 0 ; p ( D

max

) = 0 ; p

0

( D

max

) = 0 :

Ýòè ðàâåíñòâà îïðåäåëÿþò äëÿ íàøåé çàäà÷è

¾ìíîæåñòâî êîððåêòíîñòè¿, ñóùåñòâåííî ñóæàþùåå

êëàññ âîçìîæíûõ ðåøåíèé. Â äàííîé ïðîãðàììíîé

ðåàëèçàöèè [20] ôóíêöèîíàë Òèõîíîâà, ñîãëàñíî

âûáðàííîé íîðìå (2.14), èìååò âèä

T

�

[ p ( r ) ; I ( s )] =

1

N � 1

�

�

N

X

i =1

1

�

2

i

2

4

I ( s

i

) �

D

max

Z

0

p ( r ) K ( s

i

; r ) dr

3

5

2

+

+ �

D

max

Z

0

�

dp ( r )

dr

�

2

dr; � > 0 ; (2.15)

ãäå �

i

� ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå èíòåíñèâíîñòè ðàñ•

ñåÿíèÿ â äàííîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òî÷êå s

i

. Òà•

êèì îáðàçîì, ìåòîä ðåãóëÿðèçàöèè Òèõîíîâà â ðàñ•

ñìàòðèâàåìîì ñëó÷àå ñâîäèòñÿ ê ìèíèìèçàöèè ñèëü•

íîâûïóêëîãî ôóíêöèîíàëà âèäà (2.13) íà âûïóê•

ëîì çàìêíóòîì ìíîæåñòâå D 2 W

1

2

[0 ; D

max

] , òàê

÷òî ýêñòðåìàëü min T

�

2 D ôóíêöèîíàëà ñóùå•

ñòâóåò è åäèíñòâåííà ïðè ëþáîì âûáîðå ïàðàìåò•

ðà � > 0 . Åñëè âåëè÷èíà � ìàëà, òî ðåøåíèå

íåóñòîé÷èâî, è ïðè � ! 0 ìåòîä ðåãóëÿðèçàöèè Òè•

õîíîâà ïåðåõîäèò â ìåòîä íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ

jj

^

A y � f jj

2

= min T [ y ; f ] ñ êðàéíå íåóñòîé÷èâûì ðå•

øåíèåì. Ñ óâåëè÷åíèåì � ðåøåíèå ñòàíîâèòñÿ ãëà•

æå è óñòîé÷èâåé, ò. å. óìåíüøàåòñÿ êâàäðàò íîðìû

ðåøåíèÿ jj y jj

2

, íî óâåëè÷èâàåòñÿ íåâÿçêà. Ïðè âû•

áîðå ïàðàìåòðà ðåãóëÿðèçàöèè � íåîáõîäèìî ïîëó•

÷èòü îïòèìàëüíîå ñî÷åòàíèå äîñòàòî÷íîé ãëàäêîñòè

ïðè äîïóñòèìîé íåâÿçêå.

Îãðàíè÷èâàÿñü ìàêñèìàëüíî ýêñïåðèìåíòàëüíî

âîçìîæíûì èíòåðâàëîì äëÿ ìîäóëÿ âåêòîðà ðàññå•

ÿíèÿ s 2 [ s

min

; s

max

] è àïïðîêñèìèðóÿ â ¾íóëåâîé

óãîë ðàññåÿíèÿ¿ s

min

! 0 ìû îñóùåñòâëÿëè ïðå•

îáðàçîâàíèå Ôóðüå íà îãðàíè÷åííîì èíòåðâàëå êàê

îáðàòíîãî s 2 [0 ; s

max

] , òàê è ïðÿìîãî r 2 [0 ; D

max

]

ïðîñòðàíñòâ, ÷òî äîïóñêàåòñÿ äëÿ ôóíêöèé ñ ôè•

íèòíûì ñïåêòðîì ïî òåîðåìå Êîòåëüíèêîâà � Øåí-

íîíà [21].

2.4. Ôîðìóëà Äåáàÿ, èñïîëüçóåìàÿ äëÿ

âû÷èñëåíèÿ êðèâûõ ÌÓÐ

Â ðàìêàõ îäíîðîäíîãî ïðèáëèæåíèÿ èíòåíñèâ•

íîñòü ÌÓÐ ìîæåò áûòü âû÷èñëåíà ïî ôîðìóëå Äå•

áàÿ äëÿ àòîìíîé ñòðóêòóðû ÷àñòèöû èëè øàðèêîâîé

ìîäåëè ìîëåêóëû, çàïîëíÿþùåé åå îáúåì. Â ýòîì

ñëó÷àå ñòàòè÷åñêîå èëè ìãíîâåííîå çíà÷åíèå ðåçóëü•

òèðóþùåé àìïëèòóäû A ( s ) ðàññåÿííîé âîëíû äëÿ

íåêîòîðîãî ïðîèçâîëüíîãî, äèñêðåòíîãî íàáîðà ðàñ•

ñåèâàòåëåé c àìïëèòóäàìè f

0

j

( s ) (òàê íàçûâàåìûå

àòîìíûå ôîðìôàêòîðû) èìååò âèä
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A ( s ) =

n

X

j =1

f

0

j

( s ) exp( i s � r

j

) ; (2 : 16)

ãäå n � ÷èñëî àòîìîâ â ÷àñòèöå. Âåðõíèé èíäåêñ

ó ôóíêöèè f

0

j

( s ) óêàçûâàåò íà òî, ÷òî äèíàìè÷å•

ñêèå ôàêòîðû ìû íå ó÷èòûâàåì; ïîýòîìó f

0

j

( s ) ÿâ•

ëÿåòñÿ äåéñòâèòåëüíîé âåëè÷èíîé, Im f

0

j

( s ) = 0 . Èí•

òåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ ïîëó÷èì àíàëîãè÷íî âûðà•

æåíèþ (2.1) óìíîæåíèåì àìïëèòóäû íà êîìïëåêñ•

íî-ñîïðÿæåííóþ âåëè÷èíó. Ïîñêîëüêó ìîëåêóëû â

ðàñòâîðå íå îðèåíòèðîâàíû ïî îòíîøåíèþ ê ïà•

äàþùåìó ëó÷ó, ïîëó÷åííóþ èíòåíñèâíîñòü ñëåäóåò

óñðåäíèòü ïî òåëåñíîìó óãëó. Òàêèì îáðàçîì, ôîð•

ìóëà Äåáàÿ äëÿ èíòåíñèâíîñòè ðàññåÿíèÿ îò ìîíî•

äèñïåðñíîé ñèñòåìû òèïà ¾ðàçáàâëåííîãî ðàñòâîðà¿

èç N (â ñðåäíåì) ÷àñòèö, êàæäàÿ èç êîòîðûõ ñîñòî•

èò èç n àòîìîâ, èìååò âèä

h I ( s ) i




= N I

e

n

X

i =1

n

X

j =1

f

0

i

( s ) f

0

j

( s ) h exp( i s � r

ij

) i




=

= N I

e

n

X

i =1

n

X

j =1

f

0

i

( s ) f

0

j

( s )

sin( sr

ij

)

sr

ij

; (2.17)

ãäå ìàòåðèàëüíûé ìíîæèòåëü I

e

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé

òîìñîíîâñêîå ñå÷åíèå (ïîñêîëüêó èçìåðåíèÿ ïðîâî•

äèëèñü â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ, òî, ñ÷èòàÿ I ( s )

ñ òî÷íîñòüþ äî ïîñòîÿííîé, âåëè÷èíó I

e

ìîæíî íå

ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå); r

ij

= j r

i

� r

j

j , r

i

è r

j

� ðà•

äèóñû-âåêòîðû i -ãî è j -ãî àòîìîâ, à ñóììèðîâàíèå

âåäåòñÿ ïî âñåì àòîìàì îäíîé ÷àñòèöû.

3. ÐÅØÅÍÈÅ ÎÁÐÀÒÍÎÉ ÇÀÄÀ×È

ÐÀÑÑÅßÍÈß ÏÓÒÅÌ ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈß

Â ¾ÏÐßÌÎÌ ÏÐÎÑÒÐÀÍÑÒÂÅ¿

Äëÿ çàäà÷è âîññòàíîâëåíèÿ ôîðìû áåëêà ìû âîñ•

ïîëüçóåìñÿ ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè åå ðåøåíèÿ. Âñå îíè

ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Ïåðâûé ìåòîä ïîèñêà ôîð•

ìû ìîëåêóëû � ìåòîä ôóíêöèè îáîëî÷êè. Íàéäåì

õàðàêòåðíóþ ôîðìó ÷àñòèöû ñ ðàññåèâàþùåé ïëîò•

íîñòüþ �

e

( r ) â îäíîðîäíîì ïðèáëèæåíèè êàê ñóïåð•

ïîçèöèþ ñôåðè÷åñêèõ ãàðìîíèê [22]:

�

e

( r ) =

(

1 ; 0 � r � F (
) ;

0 ; r > F (
) ;

(3 : 1)

ãäå ôóíêöèÿ îáîëî÷êè F (
) ìîæåò áûòü ðàçëîæå•

íà â ðÿä Ôóðüå � Ëàïëàñà ïî îðòîãîíàëüíîé ñèñòåìå

ñôåðè÷åñêèõ ôóíêöèé Y

lm

(
) � Y

lm

( � ; ' ) è, òàêèì

îáðàçîì, îïðåäåëÿåòñÿ êîìïëåêñíûìè êîýôôèöèåí•

òàìè f

lm

[3]:

âà

ãá
z

x

y

Ðèñ. 2. Äåìîíñòðàöèÿ ÷åòûðåõ ðàçëè÷íûõ àëãîðèò-

ìîâ âîññòàíîâëåíèÿ ôîðìû áåëêà ïî ýêñïåðèìåí-

òàëüíîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ I

exp( s )

: à � â âèäå ôóíê-

öèè îáîëî÷êè; á � â âèäå øàðèêîâîé ìîäåëè; â �

â âèäå ìîäåëè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ; ã � ÷åðåç

ïîèñê ïàðàìåòðîâ âûáðàííîé ìîäåëè ñ ðàññ÷èòàí-

íûì äëÿ íåå ôîðìôàêòîðîì

F (
) � F

l

max

(
) =

l

max

X

l =0

l

X

m = � l

f

lm

Y

lm

(
) : (3 : 2)

Âòîðîé ìåòîä � ìåòîä øàðèêîâ-àòîìîâ (Bead

model) � èñïîëüçîâàëñÿ íàìè â ïðåäûäóùåé ðàáî•

òå [4]. Â íåì ðåàëüíóþ àòîìíóþ ñèñòåìó ìû çàìå•

íèëè ñèñòåìîé ìàëåíüêèõ øàðîâ àòîìíîãî ðàäèó•

ñà a ñ îäèíàêîâîé àìïëèòóäîé ðàññåÿíèÿ f

0

i

( s ) =

= f

0

j

( s ) � f ( s ) .

Òðåòèé èñïîëüçóåìûé â íàøåé ðàáîòå ìåòîä �

ìåòîä ìîäåëèðîâàíèÿ àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè

(Dummy residues model). Äëÿ íåãî ñ òî÷íîñòüþ äî

ïîñòîÿííîé ìîæíî âîñïîëüçîâàòüñÿ ñëåäóþùèì âû•

ðàæåíèåì äëÿ àìïëèòóäû ðàññåÿíèÿ îäíîãî àìèíî•

êèñëîòíîãî îñòàòêà [ 23 ; 24 ]:

f

0

i

( s ) = G ( s ) exp( s

2

V

2 = 3

i

) ; (3 : 3)

ãäå ýêñïîíåíöèàëüíûé ìíîæèòåëü äàåò ïîïðàâêó

íà âûòåñíåííûé ìîëåêóëîé îáúåì ðàñòâîðèòåëÿ

V

i

= (4 � = 3) r

3

w i

äëÿ i -ãî àòîìà èëè ãðóïïû àòîìîâ

c ðàäèóñîì r

w i

, à G ( s ) � ïîëíûé ïî îäíîé àòîìíîé

ãðóïïå ôîðìôàêòîð,

G ( s ) = ( r

0

=r

m

)

3

exp

�

� s

2

( r

2

0

� r

2

m

)

�

; (3 : 4)
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r

m

� ñðåäíèé äåéñòâóþùèé ðàäèóñ äëÿ ãðóïïû àòî•

ìîâ (äëÿ àòîìîâ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ r

m

îáû÷íî

ïðèáëèçèòåëüíî ñîñòàâëÿåò 1.62

�

A), r

0

� ýôôåêòèâ•

íûé ðàäèóñ, ò. å. ïåðåìåííûé ïàðàìåòð, èñïîëüçóå•

ìûé äëÿ ó÷åòà ¾èñêëþ÷åííîãî îáúåìà¿; îí ìàëî îò•

ëè÷àåòñÿ îò r

m

( 0 : 96 r

m

� r

0

� 1 : 04 r

m

). Â äàííîé

ðàáîòå ðîëü åäèíè÷íîãî ýëåìåíòà ñòðóêòóðû ñ àì•

ïëèòóäîé ðàññåÿíèÿ f

0

i

( s ) áóäåò èãðàòü àìèíîêèñ•

ëîòíûé îñòàòîê. Èíòåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ îò òàêîé

ìîäåëüíîé ñèñòåìû, ñîãëàñíî ôîðìóëå Äåáàÿ (2.17)

ïðèìåò âèä

I

mod

( s ) =

n

X

i =1

n

X

j =1

f

(0)

i

( s ) f

(0)

j

( s )

sin( sr

ij

)

sr

ij

: (3 : 5)

Ïîñêîëüêó ðåçóëüòèðóþùàÿ èíòåíñèâíîñòü ïî

âñåì àòîìàì èëè àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêàì íå ñî•

äåðæèò îñîáåííîñòåé, ïðèñóùèõ îòäåëüíûì àòîìàì,

íåò íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü òî÷íûå âûðàæå•

íèÿ äëÿ ôîðìôàêòîðîâ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ.

Äëÿ ïðîãðàììíîé ðåàëèçàöèè ôîðìóë (3.3)�(3.5)

èñïîëüçîâàíà ñôåðè÷åñêàÿ ñåòêà. Äëÿ ïîèñêà ïðî•

ñòðàíñòâåííîãî ðàñïîëîæåíèÿ îáúåìíûõ ýëåìåíòîâ

âçÿò âàðèàíò ïðîãðàììû ðåøåíèÿ íåëèíåéíîé çàäà•

÷è íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ ñ ïîìîùüþ ãëîáàëüíîé

ìèíèìèçàöèè, îñíîâàííîé íà ìåòîäå Ìîíòå-Êàðëî ñ

¾èìèòàöèåé îòæèãà¿ â âèäå àëãîðèòìà Ìåòðîïîëè•

ñà. Ìåòîä Ìåòðîïîëèñà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäèí èç

âàðèàíòîâ ìàðêîâñêîãî ïîðîãîâîãî àëãîðèòìà ãëî•

áàëüíîãî ñëó÷àéíîãî ïîèñêà [25].

Â ïðîöåññå ïîèñêà ïðîãðàììà ìèíèìèçàöèè èí•

âåðòèðóåò ïëîòíîñòü ñëó÷àéíûì îáðàçîì âûáðàííî•

ãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, ò. å. èçìåíÿåò åå ñ ïëîò•

íîñòè ÷àñòèöû �

e

= 1 íà ïëîòíîñòü ðàñòâîðèòåëÿ,

ðàâíóþ íóëþ, èëè íàîáîðîò. Ïîñëå êàæäîé ìîäè•

ôèêàöèè ïðîãðàììà ðàññ÷èòûâàåò êðèâóþ ðàñïðå•

äåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ îò

òåêóùåé ñòðóêòóðû ïî ôîðìóëå Äåáàÿ è âû÷èñëÿ•

åò âçâåøåííîå ñóììàðíîå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå

ìîäåëüíîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ I

mod

( s ) , ðàññ÷èòàííîé

ñîãëàñíî ôîðìóëå (3.4), îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðè•

âîé I

exp

( s ) ; ðàñ÷åò ïðîâîäèòñÿ ïî K óçëàì:

�

2

=

K

X

j =1

�

I

exp

( s

j

) � I

mod

( s

j

)

� ( s

j

)

�

2

; (3 : 6)

ãäå � ( s

j

) � îöåíêà ýêñïåðèìåíòàëüíîé îøèáêè â j -é

òî÷êå. ×èñëî óçëîâ K íà êðèâîé ðàññåÿíèÿ îïðåäå•

ëÿåòñÿ íà îñíîâàíèè óæå óïîìèíàâøåéñÿ â êîíöå

ðàçä. 2.3 òåîðåìû Êîòåëüíèêîâà � Øåííîíà î ïåðå•

äà÷å ñèãíàëà áåç ïîòåðü [21]. Ñîãëàñíî ýòîé òåîðåìå,

êîëè÷åñòâî óçëîâ, îïðåäåëÿåìûõ âûðàæåíèåì

K = 2

�

( s

max

� s

min

) D

max

2 �

�

+ 1 ; (3 : 7)

îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ îäíîçíà÷íîãî âîññòà•

íîâëåíèÿ ôèíèòíîé ôóíêöèè ïî åå ôóðüå-ñïåêòðó.

Çäåñü s

min

è s

max

� ìàêñèìàëüíîå è ìèíèìàëü•

íîå çíà÷åíèÿ ìîäóëÿ âåêòîðà ðàññåÿíèÿ äëÿ I

exp

( s ) ,

[ : : : ] � öåëàÿ ÷àñòü ÷èñëà.

Ê ñóììå (3.6) äîáàâëÿþò ¾øòðàôíûå¿ ÷ëåíû

w

D

P

D

è w

L

P

L

, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò òðåáîâàíè•

ÿì íåðàçðûâíîñòè ñòðóêòóðû è îòñóòñòâèþ îòäåëü•

íî ðàñïîëîæåííûõ øàðîâ, w

D

è w

L

âåñîâûå êîýôôè•

öèåíòû äëÿ ôóíêöèîíàëà F = �

2

+ w

D

P

D

+ w

L

P

L

.

Øòðàô P

D

âû÷èñëÿþò êàê îòíîøåíèå îáùåãî ÷èñëà

øàðîâ ñòðóêòóðû ê ÷èñëó øàðîâ, ñîñòàâëÿþùèõ íàè•

áîëüøèé äîìåí, ïîíèìàåìûé êàê ïîëó÷åííûé â ïðî•

öåññå ìîäåëèðîâàíèÿ öåëüíûé ¾êóñîê¿ ìîäåëèðóå•

ìîãî òåëà, ò. å. îáðàçîâàííûé íåïîñðåäñòâåííî êîí•

òàêòèðóþùèìè àòîìàìè:

F [ I ( s )] =

K

X

j =1

�

I

exp

( s

j

) � I

mod

( s

j

)

� ( s

j

)

�

2

+

+ w

D

P

D

+ w

L

P

L

: (3.8)

Åñëè çíà÷åíèå öåëåâîé ôóíêöèè F ìåíüøå ïðå•

äûäóùåãî çíà÷åíèÿ ( � = F

k

� F

k � 1

< 0 , k �

íîìåð øàãà), òî ñòðóêòóðà çàïîìèíàåòñÿ. Ïðîöåäó•

ðà ìîäåëèðîâàíèÿ ¾îòæèãà¿ ñîñòîèò â òîì, ÷òî íà

êàæäîì øàãå â êà÷åñòâå ¾íàèëó÷øåé¿ ñòðóêòóðû

ñ íåêîòîðîé âåðîÿòíîñòüþ ïðîãðàììà ìîæåò ïðè•

íèìàòü òó, êîòîðàÿ èìååò õóäøåå çíà÷åíèå. Âåðî•

ÿòíîñòü çàäàåòñÿ ïàðàìåòðîì ¾òåìïåðàòóðû¿ T : åñ•

ëè � > 0 , ñòðóêòóðà ïðèíèìàåòñÿ ñ âåðîÿòíîñòüþ

exp( � � =T ) . Ñî âðåìåíåì, ïîñëå êàæäûõ 100 K øà•

ãîâ (èëè 10 K øàãîâ ñ � < 0 ), ïàðàìåòð T óìåíüøà•

åòñÿ ( T

K +1

= 0 : 9 T

K

), ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîãðàììå âñå

ðåæå çàïîìèíàòü íåóäà÷íûå ñòðóêòóðû [26].

Íåîáõîäèìîñòü ïðîöåäóðû îòæèãà ñâÿçàíà ñ òåì,

÷òî öåëåâàÿ ôóíêöèÿ F ìîæåò èìåòü íåñêîëüêî ëî•

êàëüíûõ ìèíèìóìîâ. Âîçìîæíîñòü ïðèíÿòèÿ õóäøå•

ãî øàãà â êà÷åñòâå ðåøåíèÿ ïîìîãàåò ïðîãðàììå íå

îñòàíàâëèâàòüñÿ â ïðîìåæóòî÷íûõ ðåøåíèÿõ. Ôè•

íàëüíóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ êîíôèãóðàöèþ øàðîâ

ðàññìàòðèâàþò êàê íàéäåííóþ ìîäåëü ñòðóêòóðû

ìîëåêóëû â ðàñòâîðå. Â ñèëó íåëèíåéíîãî õàðàêòåðà

çàâèñèìîñòè ïàðàìåòðîâ ñòðóêòóðíîé ìîäåëè â îá•

ùåì ñëó÷àå íåâîçìîæíî àíàëèòè÷åñêè îöåíèòü ñòå•

ïåíü áëèçîñòè ðåøåíèÿ ê ãëîáàëüíîìó ìèíèìóìó,

ïîýòîìó îáû÷íî ïðîâîäèòñÿ íåñêîëüêî íåçàâèñèìûõ

ïîèñêîâ ðåøåíèÿ äëÿ êàæäîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ.

×åòâåðòûé ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ôîðìû ìîëå•

êóëû ïî ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé ÌÓÐ òðåáóåò
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3. ×èñëåííûé ïîèñê ïàðàìåòðîâ p

i

;

i = (1 ; : : : ; K ) ; ìîäåëè îäíèì èç

ìåòîäîâ ìèíèìèçàöèè [29]

min ( I ( s; p

1

; p

2

; : : : ) � I

exp

( s ))

1. Âû÷èñëåíèå ôóíêöèè ïàðíûõ ðàñ-

àëãîðèòì ÐÌÍÊ

2. Òåîðåòè÷åñêîå âû÷èñëåíèå èíòåíñèâ-

íîñòè ðàññåÿíèÿ ÷åðåç ôîðìôàêòîð

è åå ïàðàìåòðè÷åñêîå îïèñàíèå p

i

;

ïàðàìåòðîâ ìîäåëåé

i = (1 ; : : : ; K ) ; ãäå K � ÷èñëî

= h �

2

( s; p

1

; : : : ; p

K

) i

2. Âû÷èñëåíèå ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà

÷àñòèöû èç p ( D

max

) = 0

1. Âûáîð ãåîìåòðè÷åñêîé ôîðìû ÷àñòèöû

ìîäåëè I ( s; p

1

; : : : ; p

K

) =

ñòîÿíèé p ( r ) äëÿ ìîëåêóëû ÷åðåç

Ðåøåíèå áåç àïðèîðíîé èíôîðìàöèè

î ôîðìå ìîëåêóëû

Ðåøåíèå ñ íà÷àëüíûì ïðåäïîëîæåíèåì

î õàðàêòåðíîé ôîðìå ìîëåêóëû

3. Ïðÿìîå ìîäåëèðîâàíèå â ïðÿìîì ïðî-

ñòðàíñòâå ñ ðàçìåðîì îáëàñòè D

max

íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííûõ ìåòîäîâ

ñëó÷àéíîãî ïåðåáîðà. Åäèíè÷íûé ýëå-

àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê

ìåíò ñòðóêòóðû � øàðèê-àòîì èëè

Ðèñ. 3. Äâà îñíîâíûõ ïîäõîäà ê ðåøåíèþ îáðàòíîé çàäà÷è ðàññåÿíèÿ äëÿ ãëîáóëÿðíûõ áåëêîâ â îäíîðîäíîì ïðè-

áëèæåíèè

âûáîðà ïîäõîäÿùåé ìîäåëè, îïèñûâàþùåé ôîðìó

÷àñòèöû, ñ ïîñëåäóþùèì âû÷èñëåíèåì ïî ôîðìóëå

(2.3) ôîðìôàêòîðà ìîäåëè è ÷èñëåííîãî ïîèñêà ïà•

ðàìåòðîâ ýòîé ìîäåëè ïî êðèâîé ðàññåÿíèÿ. Ñîâî•

êóïíîñòü ïåðå÷èñëåííûõ ìåòîäîâ ïîçâîëÿåò íàäåæ•

íî âîññòàíîâèòü ôîðìó áåëêîâîãî êîìïëåêñà (ñì.

ðèñ. 2 è ñõåìó íà ðèñ. 3).

4. ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒ

Ìîíîäèñïåðñíîñòü ðàñòâîðîâ áåëêîâ � áàêòåðè•

àëüíîãî øàïåðîíèíà GroEL è âèðóñíîãî øàïåðîíè•

íà gp146 � áûëà ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåðåíà ìåòîäîì

àíàëèòè÷åñêîãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Èçìåðå•

íèÿ êîýôôèöèåíòà ñåäèìåíòàöèè ýòèì ìåòîäîì ïðî•

âîäèëè ïðè ïîìîùè àíàëèòè÷åñêîé óëüòðàöåíòðè•

ôóãè Beckman Spinco E, îñíàùåííîé ôîòîýëåêòðè÷å•

ñêîé ñêàíèðóþùåé ïðèñòàâêîé. Ñêîðîñòü âðàùåíèÿ

ðîòîðà ñîñòàâëÿëà 56000 îá/ìèí. Îïòè÷åñêóþ ïëîò•

íîñòü îïðåäåëÿëè íà äëèíå âîëíû èñòî÷íèêà èçëó÷å•

íèÿ ðàâíîé 280 íì. Ïðîáû ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåí•

íî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì. Èñõîäíûé áåëîê GroEL

ðàçâîäèëè 50 ìèëëèìîëüíûì Ê-ôîñôàòíûì áóôå•

c

10 20 30

S; åä. Ñâåäáåðãà

� 130

� 250

� 500

� 800

50 êÄà

Ðèñ. 4. Ôðàêöèîííàÿ çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè c

áåëêà øàïåðîíèíà GroEL ( � 800 êÄà) è íàëè÷èÿ

ïðèìåñåé â ðàñòâîðå (èõ ìàññû â êÄà óêàçàíû öèô-

ðàìè îêîëî êðèâîé) îò êîýôôèöèåíòà ñåäèìåíòà-

öèè S

ðîì (pH = 7 : 5 ), à áåëîê gp146 � 50 ìèëëèìîëüíûì

òðèñ-HCl áóôåðîì (pH = 7 : 5 ) äî çíà÷åíèÿ îïòè÷å•

ñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ðàâíîé 0.6 îïòè÷åñêîé åäè•

íèöû íà äëèíå âîëíû èñòî÷íèêà èçëó÷åíèÿ 280 íì.

Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè ÷àñòèö â ðàñòâîðå îò

êîýôôèöèåíòà ñåäèìåíòàöèè äëÿ GroEL ïðåäñòàâëå•

íà íà ðèñ. 4. Âèäíî, ÷òî êðîìå èññëåäóåìîãî áåëêà â

ðàñòâîðå ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ïðèìå•

ñåé. Ïîñêîëüêó èíòåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ ïðîïîðöèî•
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1 2
3

4
5

6

7

8

Ðèñ. 5. Ñõåìà ÌÓÐ-ýêñïåðèìåíòà ïðè ñêàíèðîâà-

íèè ïî óãëó ïðè ïîñòîÿííîé ýíåðãèè ïàäàþùåãî íà

îáðàçåö ìîíîõðîìàòè÷åñêîãî ðåíòãåíîâñêîãî èçëó-

÷åíèÿ E ( � ) = const: 1 � èñòî÷íèê ðåíòãåíîâñêî-

ãî èçëó÷åíèÿ; 2 � Ni -ôèëüòð; 3 � ôîðìèðîâàòåëü

ðåíòãåíîâñêîãî ïó÷êà ïî Êðàòêè [1]; 4 � ïàäàþùèé

íà îáðàçåö ðåíòãåíîâñêèé ïó÷îê ( 12 � 0 : 2 ìì); 5 �

îáðàçåö; 6 � ðàññåÿííîå èçëó÷åíèå; 7 � çàñëîíêà

ïðÿìîãî ïó÷êà; 8 � ëèíåéíûé ïîçèöèîííî ÷óâñòâè-

òåëüíûé äåòåêòîð

íàëüíà êâàäðàòó ìàññû ðàññåèâàþùèõ ìîëåêóë, äëÿ

ìàëîóãëîâîãî ýêñïåðèìåíòà íà äàííîì ðàñòâîðå áåë•

êà íàëè÷èå íåáîëüøîé ïî ìîëåêóëÿðíîìó âåñó ïðè•

ìåñè íå áóäåò äàâàòü çàìåòíîãî âêëàäà â ýêñïåðè•

ìåíòàëüíóþ êðèâóþ ðàññåÿíèÿ. Äëÿ âèðóñíîãî øà•

ïåðîíèíà â òåõ æå óñëîâèÿõ íàáëþäàëè åäèíñòâåí•

íûé ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé äåêàòåòðàìåðíîé ôîðìå

áåëêà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ìîíîäèñïåðñíîñòè

ïðåïàðàòà.

Êðèâûå ÌÓÐ îò ðàñòâîðîâ áåëêîâ � øàïåðîíè•

íà GroEL è âèðóñíîãî øàïåðîíèíà gp146 � áûëè

ïîëó÷åíû íà ëàáîðàòîðíîé óñòàíîâêå HECUS (Àâ•

ñòðèÿ). Èñòî÷íèê èçëó÷åíèÿ � ðåíòãåíîâñêàÿ òðóá•

êà ñ ìåäíûì àíîäîì è äëèíîé âîëíû õàðàêòåðèñòè•

÷åñêîãî èçëó÷åíèÿ � ( Cu K

�

) = 1 : 54

�

A. Ðàáî÷åå íà•

ïðÿæåíèå U = 50 êÂ, òîê I = 40 ìÀ. Äëÿ îò•

ñå÷êè � -ëèíèè õàðàêòåðèñòè÷åñêîãî èçëó÷åíèÿ èñ•

ïîëüçîâàëñÿ ôèëüòð (ôîëüãà èç íèêåëÿ òîëùèíîé

50 ìêì). Ôîðìèðîâàíèå ïàäàþùåãî íà îáðàçåö ïó÷•

êà îñóùåñòâëÿëîñü êîëëèìàòîðîì Êðàòêè [1]; âûñî•

òà ïó÷êà íà îáðàçöå (äëèíà øòðèõà) 10 ìì; øèðèíà

ïó÷êà â âåðòèêàëüíîé ïëîñêîñòè 0.2 ìì; ðàññòîÿíèå

îáðàçåö�äåòåêòîð 267 ìì; ðàññåÿííîå èçëó÷åíèå ðå•

ãèñòðèðîâàëîñü ëèíåéíûì ïîçèöèîííî-÷óâñòâèòåëü-

íûì ãàçîâûì äåòåêòîðîì. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà ïðåä•

ñòàâëåíà íà ðèñ. 5.

Îáðàçåö ïîìåùàëñÿ â ñòåêëÿííûé êàïèëëÿð äèà•

ìåòðîì 1 ìì ñ îáëó÷àåìûì îáúåìîì V � 30 ìêë.

Íàêîïëåíèå ïîëåçíîãî ñèãíàëà îñóùåñòâëÿëîñü ñåðè•

ÿìè ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ � = 1 : 5 ÷ êàæäàÿ: ñèãíàë

îò ðàñòâîðà áåëêà ñíèìàëñÿ â òå÷åíèå 3 � , îò áóôå•

ðà � 2 � , äàëåå ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óñðåäíÿëèñü.

Èç-çà íåñóùåñòâåííîé ðàçíèöû â ïîãëîùåíèè ìåæ•

äó áåëêîì è áóôåðîì ïîïðàâêà íà ïîãëîùåíèå íå

0 : 214(8)

0 : 322(2)

0 : 42(9)

0 : 53(7)

0 : 1 0 : 2 0 : 3 0 : 4 0 : 5 0 : 6

s;

�

A

� 1

10

2

10

3

10

4

I ; îòí. åä.

0 : 107(4)

�

A

� 1

1

1

1

1

2

2

2

2

Ðèñ. 6. Ðåçóëüòàò ââåäåíèÿ êîëëèìàöèîííîé ïî-

ïðàâêè íà äëèíó øòðèõà ïî áåãåíàòó ñåðåáðà: 1 � äî

ââåäåíèÿ ïîïðàâêè; 2 � ïîñëå ââåäåíèÿ ïîïðàâêè

ââîäèëàñü. Äëÿ âûäåëåíèÿ ðàññåÿíèÿ îò èññëåäóå•

ìîãî áåëêà èç ïîëó÷åííîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ îò áåë•

êà â ðàñòâîðå âû÷èòàëàñü îòäåëüíî ñíÿòàÿ êðèâàÿ

ðàññåÿíèÿ îò áóôåðà. Â ñâÿçè ñ íåòî÷å÷íûì ðàçìå•

ðîì ðåíòãåíîâñêîãî ïó÷êà íà îáðàçöå (äëèíà øòðè•

õà 10 ìì) èñïîëüçîâàëîñü ââåäåíèå êîëëèìàöèîííîé

ïîïðàâêè. Ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ïðîãðàììíûõ

ñðåäñòâ âûïîëíÿëàñü îïåðàöèÿ ¾ðåäóêöèè ê èäåàëü•

íîìó ïðèáîðó¿. Ïåðåõîä ê øêàëå ìîäóëÿ âåêòîðà

ðàññåÿíèÿ è ââåäåíèå êîëëèìàöèîííîé ïîïðàâêè âû•

ïîëíÿëîñü ïî ñòàíäàðòíîìó îáðàçöó � áåãåíàòó ñå•

ðåáðà [27], ðèñ. 6.

5. ÎÁÐÀÁÎÒÊÀ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

ÏÎËÓ×ÅÍÍÛÕ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Èç ãðàôèêà Ãèíüå ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà êðè•

âîé ÌÓÐ (ñì. âñòàâêó íà ðèñ. 7) áûëà ñäåëàíà îöåí•

êà ðàäèóñà èíåðöèè âèðóñíîãî øàïåðîíèíà R

g

=

= 73 � 3

�

A. Áîëåå òî÷íàÿ âåëè÷èíà, ïîñêîëüêó â íåé

èñïîëüçóåòñÿ âñÿ êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ, áûëà ïîëó÷åíà

ïîñëå âû÷èñëåíèÿ ôóíêöèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r )

ïî ôîðìóëå (2.5), ñîãëàñíî êîòîðîé R

g

= 67 � 1

�

A.

Áûëà ïðîâåäåíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ îöåíêà ìàñ•

ñû M

exp

ìîëåêóëû áåëêà ïî èíòåíñèâíîñòè ðàññåÿ•

íèÿ â íóëåâîé óãîë, I (0) ïî ôîðìóëå:

M

exp

=

c

B S A

c

exp

M

B S A

I (0)

exp

I (0)

B S A

: (5 : 1)

Âåëè÷èíû, âõîäÿùèå â ïðàâóþ ÷àñòü âûðàæå•

íèÿ (5.1), èìåëè ñëåäóþùèå çíà÷åíèÿ: êîíöåíò-

ðàöèÿ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA)
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2

3

4

GR

ln I

0 0 : 001 0 : 002

0 0 : 1 0 : 2 0 : 3

s;

�

A

� 1

10

2

10

3

10

4

10

5

10

6

1

I

exp

(0)

I ; îòí. åä.

1

I

B

S

A

(0)

s

2

;

�

A

� 2

Ðèñ. 7. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè ÌÓÐ äëÿ ðàñ-

òâîðîâ gp146 ñ êîíöåíòðàöèåé c

exp

= 18 ìã/ìë â

áóôåðå ÀÄÔ ( 1 ) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-

ìèíà (BSA), c

B S A

= 1 ìã/ìë ( 3 ), à òàêæå ñãëà-

æåííûå ïî ÐÌÍÊ êðèâûå 1 è 3 ñ àïïðîêñèìàöèåé

â íóëåâûå óãëû ðàññåÿíèÿ I

exp

(0) è I

B S A

(0) � ñî-

îòâåòñòâåííî êðèâûå ( 2 ) è ( 4 ). Íà âñòàâêå ïðåä-

ñòàâëåíà êðèâàÿ ( 1 ) â îáëàñòè Ãèíüå (GR), ãäå

ln I ( s ) � ln I

exp

(0) � ( R

2

g

= 3) s

2

c

B S A

= 1 ìã/ìë, êîíöåíòðàöèÿ ðàñòâîðîâ gp146

c

exp

= 18 � 0 : 4 ìã/ìë, M

B S A

� 66 êÄà, ýêñïåðè•

ìåíòàëüíî íàéäåííîå îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé

ðàññåÿíèÿ â íóëåâîé óãîë I (0)

exp

=I (0)

B S A

= 234 � 10 .

Îòñþäà èç (5.1) äëÿ áåëêà gp146 íàìè ïîëó÷åíà

îöåíêà åãî ìîëåêóëÿðíîãî âåñà M

exp

= 830 �900 êÄà.

Àíàëîãè÷íûå èçìåðåíèÿ áûëè ïðîâåäåíû äëÿ

áàêòåðèàëüíîãî øàïåðîíèíà GroEL (ðèñ. 8).

Ïîñêîëüêó èññëåäóåìûå áåëêè ÿâëÿþòñÿ ãëîáó•

ëÿðíûìè, êðèâûå ðàññåÿíèÿ (ðèñ. 9) èìåþò ÿðêî

âûðàæåííûé ìèíèìóì, êîòîðûì ìîæíî âîñïîëüçî•

âàòüñÿ äëÿ íåçàâèñèìîé îöåíêè ìàêñèìàëüíîãî ðàç•

ìåðà êîìïëåêñà. Ñ ýòîé öåëüþ âîñïîëüçóåìñÿ èçâåñò•

íûì âûðàæåíèåì äëÿ ôîðìôàêòîðà øàðà äèàìåò•

ðîì D

max

, ïðèâåäåííûì âûøå â òàáë. 1. Íàéäåì

èç íåãî ïîëîæåíèå ïåðâîãî ìèíèìóìà (âåðòèêàëü•

íàÿ ïðÿìàÿ íà ðèñ. 9). Ïðèðàâíÿåì íóëþ ÷èñëèòåëü

â âûðàæåíèè äëÿ ôîðìôàêòîðà øàðà è, ðàçäåëèâ

åãî íà cos( sr ) , ïîëó÷èì òðàíñöåíäåíòíîå óðàâíåíèå

tg ( sr ) = sr , ðåøàÿ êîòîðîå ÷èñëåííî, íàéäåì åãî êî•

ðåíü ñ äîñòàòî÷íîé äëÿ íàñ òî÷íîñòüþ: sr = 4 : 4934 .

Èñïîëüçóÿ îïðåäåëåííîå èç ãðàôèêà çíà÷åíèå ìîäó•

ëÿ âåêòîðà ðàññåÿíèÿ s = s

min

= 0 : 053

�

A

� 1

, íàéäåì

ìèíèìàëüíûé ðàäèóñ îïèñàííîé âîêðóã ìîëåêóëû

ñôåðû, r

min

� 85

�

A. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, âòîðîé êî•

ðåíü óðàâíåíèÿ p ( D

max

) = 0 äàåò çíà÷åíèå äëÿ ìàê•

ñèìàëüíîãî ðàçìåðà ìîëåêóëû D

max

= 180

�

A (ñì.

0 0 : 05 0 : 10 0 : 15 0 : 20

s;

�

A

� 1

0 0 : 001 0 : 002 0 : 003

ln I

I

exp

(0)

4

1

2

3

GR

10

3

10

4

10

5

10

6

I ; îòí. åä.

s

2

;

�

A

� 2

I

B S A

(0)

s

min 1

0 : 052 A

� 1

Ðèñ. 8. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè ÌÓÐ ( 1 ) îò ðàñ-

òâîðà GroEL ñ êîíöåíòðàöèåé c

exp

� 9 ìã/ìë; ñãëà-

æåííàÿ ïî ÐÌÍÊ êðèâàÿ äëÿ òî÷åê 1 ñ àïïðîêñè-

ìàöèåé â íóëåâîé óãîë ðàññåÿíèÿ I

exp

(0) (êðèâàÿ

2 ); ðàññ÷èòàííàÿ ïî ôîðìóëå Äåáàÿ êðèâàÿ ÌÓÐ

îò êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû øàïåðîíèíà GroEL

(êðèâàÿ 3 ); ñãëàæåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè

ÌÓÐ îò ðàñòâîðà áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìè-

íà (BSA), c

B S A

= 1 ìã/ìë, ñ àïïðîêñèìàöèåé â íó-

ëåâîé óãîë ðàññåÿíèÿ I

B S A

(0) (êðèâàÿ 4 ). Íà âñòàâ-

êå ïðåäñòàâëåíà êðèâàÿ 1 â îáëàñòè Ãèíüå

1

1

2

3

0

s;

�

A

� 1

0 : 05 0 : 10 0 : 15 0 : 20

10

0

I ; îòí. åä.

10

� 5

10

� 4

10

� 3

10

� 2

10

� 1

s

min

= 0 : 053

�

A

� 1

Ðèñ. 9. Ñðàâíåíèå êðèâûõ èíòåíñèâíîñòè ðàññåÿ-

íèÿ ðàñòâîðîâ ôàãîâîãî (gp146) è áàêòåðèàëüíîãî

(GroEL) øàïåðîíèíîâ: 1 � ñãëàæåííàÿ ïî ÐÌÍÊ

êðèâàÿ ÌÓÐ â ðàñòâîðàõ áåëêà gp146 (ñì. êðèâûå 2

íà ðèñ. 7 è 8); 2 � ðàññ÷èòàííàÿ îò êðèñòàëëè÷åñêîé

ñòðóêòóðû øàïåðîíèíà GroEL; 3 � ôîðìôàêòîð øà-

ðà äèàìåòðîì D = 170

�

A äëÿ îöåíêè ìàêñèìàëüíî-

ãî ðàçìåðà ýòèõ áåëêîâ
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0

0 : 2

0 : 4

0 : 6

0 : 8

0 4 8� 4� 8� 12

lg �

�

Ðèñ. 10. Çàâèñèìîñòü îáùåãî ðåøåíèÿ �( � ) çàäà÷è

ìèíèìèçàöèè ôóíêöèîíàëà (2.15) îò ïàðàìåòðà ðå-

ãóëÿðèçàöèè � ; òðè íàèëó÷øèõ ðåøåíèÿ îáâåäåíû

îâàëîì; �

max

ïðè � = 0 : 0546

D

max

40 80 120 160 2000

0 : 5

1 : 0

1 : 5

2 : 0

p

r;

�

A

Ðèñ. 11. Ôóíêöèÿ ïàðíûõ ðàññòîÿíèé âíóòðè ìî-

ëåêóëû áåëêà gp146, ðàññ÷èòàííàÿ èç êðèâîé 1 íà

ðèñ. 9

ðèñ. 9). Äëÿ íèæíåé ãðàíèöû ìàêñèìàëüíîãî ðàçìå•

ðà ÷àñòèöû ïîëó÷èì D

0

max

= 2 r

min

� 170

�

A. Òàêèì

îáðàçîì, îáà áåëêà, áàêòåðèàëüíûé è ôàãîâûé øàïå•

ðîíèíû, èìåþò áëèçêèå äðóã ê äðóãó ìàêñèìàëüíûå

ðàçìåðû D

max

= 170 �180

�

A.

Ñ öåëüþ ïîèñêà óñòîé÷èâîãî ðåøåíèÿ äëÿ ôóíê•

öèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) êðèâàÿ ÌÓÐ (ñì. êðè•

âóþ 1 íà ðèñ. 7) ìíîãîêðàòíî ïîäâåðãàëàñü ôó•

ðüå-ïðåîáðàçîâàíèþ ñ ðåãóëÿðèçàöèåé ïî Òèõîíî•

âó ñ ðàçëè÷íûìè çíà÷åíèÿìè ïàðàìåòðîâ ðåãóëÿ•

4

2
32

1

2

3

1

0 0:05 0:10 0:15 0:20
s; �A � 1

s; �A � 1

103

104

105

106

I; îòí. åä.

I ; îòí. åä.

103

104

105

106

0 0:05 0:10 0:15 0:20

Ðèñ. 12. Ðàññ÷èòàííûå êðèâûå ÌÓÐ äëÿ êðèñòàë-

ëè÷åñêèõ ñòðóêòóð GroEL ( 1 ) è GroEL/GroES ( 2 ),

à òàêæå ñãëàæåííàÿ ïî ÐÌÍÊ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ

êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ îò ðàñòâîðà áåëêà GroEL (ñì.

ðèñ. 8, êðèâàÿ 2 ) ñ àïïðîêñèìàöèåé ê I (0) (êðèâàÿ

3 ). Íà âñòàâêå � ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ ðàññå-

ÿíèÿ 4 îò êîìïëåêñà GroEL/GroES ñðàâíèâàåòñÿ ñ

êðèâîé 2

ðèçàöèè (ðèñ. 10). Â ðåçóëüòàòå áûëî íàéäåíî íàè•

ëó÷øåå ðåøåíèå äëÿ p ( r ) , êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íà

ðèñ. 11. Èç íåãî ñëåäóåò, ÷òî ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð

ìîëåêóëû ñîñòàâëÿåò D

max

= 180 � 5

�

A. Îòñþäà

ñëåäóåò, ÷òî åñëè áàêòåðèàëüíûå øàïåðîíèíû ïðàê•

òè÷åñêè îäèíàêîâû ïî äëèíå ïîëèïåïòèäíîé öåïè

GroEL E.coli -548 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, è èìå•

þò âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè (îêîëî 80 %) ýòèõ

îñòàòêîâ, òî, íåñìîòðÿ íà íèçêóþ ñòåïåíü ãîìîëî•

ãèè (íèæå 21 %), ìåæäó áàêòåðèàëüíûì GroEL è ôà•

ãîâûì gp146 øàïåðîíèíàìè èç ìàëîóãëîâîãî ýêñïå•

ðèìåíòà (ñì. ðèñ. 9) ñëåäóåò, ÷òî ãàáàðèòíûå ðàçìå•

ðû, ïåðåäàþùèå âíåøíþþ ôîðìó, ìîëåêóëû áëèçêè

äðóã ê äðóãó. Ñîãëàñíî ðèñ. 9, ðàçëè÷èå â îáëàñòè

s > 0 : 1

�

A

� 1

îáðàòíîãî ïðîñòðàíñòâà ñîîòâåòñòâóåò

ðàçìåðó R < 2 � =s � 60

�

A. Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïî•

ëîæèòü, ÷òî ðàçëè÷èÿ â ôîðìå ýòèõ ìàêðîìîëåêóë

ïðîÿâëÿþòñÿ íà âåëè÷èíå ìàñøòàáîâ îäíîé ñóáúåäè•

íèöû â ìàêðîìîëåêóëå.

Åñëè ñðàâíèòü êðèâûå ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ

äëÿ øàïåðîíèíà GroEL â êðèñòàëëå è â ðàñòâîðå,

òî ìîæíî çàìåòèòü ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå ïðåæäå

âñåãî â ðàçìåðå ìîëåêóëû. À èìåííî, óæå â îáëà•

ñòè Ãèíüå (ðèñ. 12) çàìåòíî, ÷òî êàê äëÿ îòäåëüíîãî

áåëêà GroEL (êðèâûå 1 è 3 ), òàê è äëÿ êîìïëåêñà

GroEL/GroES (êðèâûå 2 è 4 ), êðèâûå 1 è 2 , ðàññ÷è•
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1
3

2

4

1

3

40 80 120 160 200
r; �A

0

0:5

1:0

1:5

2:0

p

Ðèñ. 13. Ôóíêöèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) , âû-

÷èñëåííûå ïî ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé ÌÓÐ äëÿ

ðàñòâîðà GroEL (ñì. ðèñ. 12, êðèâàÿ 3 ), D

max

=

= 170 � 175

�

A, R

g

= 62

�

A (êðèâàÿ 1 ), äëÿ êðèñ-

òàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû GroEL (ñì. ðèñ. 12, êðè-

âàÿ 1 ), D

max

= 190 � 200

�

A, R

g

= 68

�

A (êðèâàÿ

2 ), äëÿ ðàñòâîðà GroEL/GroES, D

max

= 180 � 5

�

A,

R

g

= 63

�

A (êðèâàÿ 3 ) è äëÿ êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóê-

òóðû GroEL/GroES (ñì. ðèñ. 12, êðèâàÿ 2 ), D

max

=

= 215 � 5

�

A, R

g

= 83

�

A (êðèâàÿ 4 )

òàííûå äëÿ êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû, èäóò íèæå,

÷åì ýêñïåðèìåíòàëüíûå êðèâûå 2 è 4 , ñíÿòûå äëÿ

ðàñòâîðà áåëêîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïî îáëàñòè Ãèíüå

ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ìàêñèìàëüíûå ðàçìåðû ìîëåêóë

â êðèñòàëëå áîëüøå, ÷åì â ðàñòâîðå.

Íå îãðàíè÷èâàÿñü êà÷åñòâåííûì àíàëèçîì â îá•

ëàñòè Ãèíüå, ìû ïðîâåëè ôóðüå-ïðåîáðàçîâàíèå ñ

ïîìîùüþ ÐÌÍÊ, ñì. ðàçä. 2.3, ôîðìóëó (2.15) äëÿ

ðàñ÷åòà ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà ïî êðèâûì ðàññå•

ÿíèÿ, ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 12. Ôóíêöèÿ ïàð•

íûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) , áûëà âû÷èñëåíà êàê äëÿ èí•

äèâèäóàëüíûõ øàïåðîíèíîâ (GroEL è gp146), òàê è

äëÿ áåëêà GroEL â ñîñòàâå êîìïëåêñà GroEL/GroES

(ðèñ. 13).

Â ñâîäíîé òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû îñíîâíûå ïàðà•

ìåòðû áåëêîâ-øàïåðîíèíîâ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëü•

òàòå ÌÓÐ-ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ñîñòîÿíèÿ ¾ðàñòâîð¿

êðèâûå ÌÓÐ ïîëó÷åíû èç ýêñïåðèìåíòà, äëÿ ñî•

ñòîÿíèÿ ¾êðèñòàëë¿ � âû÷èñëåíû ïî ôîðìóëå Äå•

áàÿ. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ýòèõ ïàðàìåòðîâ äëÿ

ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà áàêòåðèàëüíîãî øàïåðîíè•

íà GroEL è â êîìïëåêñå GroEL / GroES ñîãëàñóåòñÿ

ñ ðàáîòîé [28].

Òàáëèöà 2. Ïàðàìåòðû ìîëåêóë áåëêîâ, âû-

÷èñëåííûå èç êðèâûõ ÌÓÐ ÷åðåç ïðåîáðàçîâàíèå

Ôóðüå

Áåëîê Ñîñòîÿíèå R

g

,

�

A D

max

,

�

A

gp146

Ðàñòâîð

( c � 18 ìã/ìë)

67 � 2 175�185

GroEL

Êðèñòàëë 68 � 2 190�200

Ðàñòâîð

( c � 11 ìã/ìë)

62 � 2 170�175

GroEL/GroES

Êðèñòàëë 83 � 3 210�220

Ðàñòâîð

( c � 15 ìã/ìë)

64 � 2 175�185

6. ÌÀÒÅÌÀÒÈ×ÅÑÊÎÅ ÌÎÄÅËÈÐÎÂÀÍÈÅ

6.1. Âîññòàíîâëåíèå ôîðìû øàïåðîíèíà

GroEL ìåòîäîì îáîëî÷åê

Ñîãëàñíî ìåòîäó ôóíêöèè îáîëî÷åê [23] äëÿ ýêñ•

ïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ äëÿ ðàñòâîðà áåë•

êà GroEL, áûëè âû÷èñëåíû êîýôôèöèåíòû ðÿäà Ôó•

ðüå � Ëàïëàñà ïðè ñôåðè÷åñêèõ ãàðìîíèêàõ, ñì. âû•

ðàæåíèå (3.2). Ïîëó÷åííàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñóïåð•

ïîçèöèÿ ñôåðè÷åñêèõ ãàðìîíèê, ïðåäñòàâëåííàÿ íà

ðèñ. 14, óäîâëåòâîðèòåëüíî ïåðåäàëà ïðîñòðàíñòâåí•

íûé õàðàêòåð ôîðìû ÷àñòèöû. Ìû âèäèì (ðèñ. 14 á )

áîëåå âûñîêóþ ðàññåèâàþùóþ ïëîòíîñòü íà ïîâåðõ•

íîñòè ÷àñòèöû GroEL, ÷åì âíóòðè eå îáúåìà, à òàê•

æå íàëè÷èå îñè ñèììåòðèè ó ÷àñòèöû. Îäíàêî ìû íå

ìîæåì ñêàçàòü î õàðàêòåðå íåîäíîðîäíîñòè âíóòðè

îáúåìà ÷àñòèöû.

Ñîãëàñíî ðèñ. 14 ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ýëåê•

òðîííàÿ ïëîòíîñòü äëÿ äàííîé ÷àñòèöû øàïåðîíèíà

ñêîíöåíòðèðîâàíà íà áîêîâîé ïîâåðõíîñòè øàïåðî•

íèíà. Ðàñ÷åò øàðèêîâîé ìîäåëè [26] äëÿ êðèñòàëëè•

÷åñêîé ñòðóêòóðû áåëêà áûë îñóùåñòâëåí â ïðåäû•

äóùåé ðàáîòå [4]. Çäåñü ìû ðàññ÷èòàåì ïàðàìåòðû

ìîäåëè ôîðìû áåëêà GroEL, èñïîëüçóÿ ôîðìôàê•

òîð äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà.
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à á

A

Ðèñ. 14. Ïîâåðõíîñòü, ïîëó÷åííàÿ èç ýêñïåðèìåíòàëü-

íîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ (ñì. ðèñ. 8, êðèâàÿ 2 ) äëÿ øàïå-

ðîíèíà GroEL êàê ñóïåðïîçèöèÿ L = 15 ñôåðè÷åñêèõ

ãàðìîíèê: à � âèä ñáîêó; á � âèä A

6.2. Ïðèáëèæåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ

êðèâûõ ðàññåÿíèÿ äëÿ ðàñòâîðîâ ôàãîâîãî

(gp146) è áàêòåðèàëüíîãî (GroEL)

øàïåðîíèíîâ ñ ïîìîùüþ ìîäåëåé äâîéíîãî

ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà è ïîëîãî öèëèíäðà,

çàäàííûõ ñâîèìè ôîðìôàêòîðàìè

Â ðàáîòå [4] ïîëó÷åíî âûðàæåíèå äëÿ ôîðìôàê•

òîðà (èíòåíñèâíîñòè) äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òî•

ðà:

I ( s ) =

�

2

� abcs

�

2

�

�

� = 2

Z

0

1

cos

2

�

8

<

:

b + a

Z

b � a

f [sin ( sc (1 + � ) cos � ) +

+ sin ( sc (1 � � ) cos � )] J

0

( sr sin � ) r dr g

2

o

�

� sin � d� ; (6.1)

ãäå

� =

r

1 �

( r � b )

2

a

2

:

Â ýòîé æå ðàáîòå òàêæå áûëà âû÷èñëåíà êðèâàÿ

ÌÓÐ I ( s ) äëÿ êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû øàïåðî•

íèíà GroEL (Protein Data Bank (PDB) c èäåíòèôè•

êàòîðîì (DOI): 1kpo), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îëèãîìåð•

íûì áåëêîì, ñîñòîÿùèì èç 14 èäåíòè÷íûõ ñóáúeäè•

íèö (57 êÄà êàæäàÿ), êîòîðûå îáðàçóþò äâà òîðîè•

äàëüíûõ êîëüöà (ïî 7 ñóáúåäèíèö â êàæäîì), ëåæà•

ùèõ äðóã íà äðóãå (ðèñ. 15).

Â êà÷åñòâå âòîðîé ìîäåëè äëÿ îïèñàíèÿ ôîðìû

ìîëåêóëû â îäíîðîäíîì ïðèáëèæåíèè ìû èñïîëüçó•

åì ïîëûé öèëèíäð (ñì. òàáë. 1). Êâàçèíüþòîíîâñêèì

ìåòîäîì ìèíèìèçàöèè ñ ïåðåìåííîé ìåòðèêîé � ìå•

òîäîì Áðîéäåíà � Ôëåò÷åðà � Ãîëüäôàðáà � Øàííî

A

135 Å

45 Å

1
4
5
 Å

à á

Ðèñ. 15. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà êðèñòàëëè-

÷åñêîãî øàïåðîíèíà GroEL: à � âèä ñáîêó; á �

âèä A

0 0:05 0:10 0:15 0:20
s; �A � 1

10

90
I; îòí. åä.

1

2

3

2

1
3

Ðèñ. 16. Ïîèñê ïàðàìåòðîâ ìîäåëè ïî êðèâîé ÌÓÐ

äëÿ áåëêîâ gp146 â ðàñòâîðå: 1 � ñãëàæåííàÿ ýêñ-

ïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ äëÿ ðàñòâîðà

gp146 ; 2 � ðàñ÷åò ïî ôîðìôàêòîðó äâîéíîãî ýë-

ëèïòè÷åñêîãî òîðà, ôîðìóëà (6.1) ñ ïàðàìåòðàìè

a = 23 � 1 : 5

�

A, b = 49 � 3

�

A, c = 35 � 2

�

A, R

f

= 0 : 024 ;

3 � ðàñ÷åò ïî ôîðìôàêòîðó ïîëîãî öèëèíäðà (ñì.

òàáë. 1) ñ h = 128 � 6

�

A, r

max

= 60 � 3 : 5

�

A,

r

min

= 30 � 2

�

A, R = 0 : 07

(BFGS) [29] � áûëà îñóùåñòâëåíà ïîäãîíêà ýêñ•

ïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ (êðèâûå 1 íà

ðèñ. 16�18) ê àíàëèòè÷åñêèì âûðàæåíèÿì äëÿ

äâîéíîãî òîðà (6.1) è äëÿ ôîðìôàêòîðà ïîëîãî

öèëèíäðà (ñì. òàáë. 1) ïóòåì íåçàâèñèìîãî âàðüèðî•

âàíèÿ òðåõ ïàðàìåòðîâ: îáðàçóþùåé òîðà b è äâóõ

ïîëóîñåé a è c (ñì. ðèñ. 21 â ).

Â ðåçóëüòàòå ÷èñëåííîé ïîäãîíêè áûëè íàéäåíû

ïàðàìåòðû äëÿ ìîäåëåé â âèäå äâîéíîãî ýëëèïòè•

÷åñêîãî òîðà è ïîëîãî öèëèíäðà. Äëÿ êàæäîãî ñëó•
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s; �A � 1
0 0:05 0:10 0:15 0:20

10� 4

10� 3

10� 2

10� 1

100
I ; îòí. åä.

1

1 2

2

3

3

Ðèñ. 17. Ïîèñê ïàðàìåòðîâ ìîäåëè ïî êðèâîé

ÌÓÐ äëÿ áåëêà GroEL â ðàñòâîðå: 1 � ñãëàæåííàÿ

ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ, íîðìèðîâêà

I (0) = 1 ; 2 � ðàñ÷åò ïî ôîðìôàêòîðó äâîéíîãî ýë-

ëèïòè÷åñêîãî òîðà, ôîðìóëà (6.2); 3 � ðàñ÷åò ïî

ôîðìôàêòîðó ïîëîãî öèëèíäðà (ñì. òàáë. 1)

0
s; �A � 1

0:04 0:08 0:12 0:16 0:20

10� 4

10� 3

10� 2

10� 1

100
I ; îòí. åä.

3

2

1

3

Ðèñ. 18. Ïîèñê ïàðàìåòðîâ ìîäåëè ïî êðèâîé ÌÓÐ

äëÿ áåëêà GroEL â êðèñòàëëå: 1 � ðàñ÷åò ïî ôîð-

ìóëå Äåáàÿ (2.17); 2 � ðàñ÷åò ïî ôîðìôàêòîðó

äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà, ôîðìóëà (6.2); 3 �

ðàñ÷åò ïî ôîðìôàêòîðó ïîëîãî öèëèíäðà, ôîðìó-

ëà (5.3)

÷àÿ èç ýêñïåðèìåíòàëüíîé êðèâîé ïðåäâàðèòåëüíî

âû÷èòàëñÿ ïîñòîÿííûé ôîí. Ñòåïåíü áëèçîñòè ïðè

âàðüèðîâàíèè ãåîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ìîäåëåé

( a , b , c èëè r

min

, r

max

, h ) ÷èñëåííî îöåíèâàëàñü âå•

ëè÷èíîé R -ôàêòîðà. Ïîä R -ôàêòîðîì ïîíèìàåòñÿ

ïîòî÷å÷íàÿ ñðåäíåêâàäðàòè÷íàÿ íåâÿçêà:

R �

1

jj

~

I ( s )

exp

jj

N

X

j =1

h

~

I ( s )

mod

�

~

I ( s )

exp

i

2

: (6 : 2)

×åì ìåíüøå âåëè÷èíà R -ôàêòîðà, òåì ëó÷øå îïèñû•

âàåò ìîäåëü ïðè íàéäåííûõ ïðîãðàììîé åå ãåîìåò•

ðè÷åñêèõ ïàðàìåòðàõ ôîðìó øàïåðîíèíà. Ïîñêîëü•

êó êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ èìååò âûñîêóþ ñêîðîñòü ñïàäà,

äëÿ óðàâíèâàíèÿ âêëàäà âñåõ òî÷åê íà ýòîé êðèâîé

ðàññåÿíèÿ ïðè âû÷èñëåíèè R -ôàêòîðà ïî ôîðìóëå

(6.2) ïðîâîäèëîñü ¾âçâåøèâàíèå¿ êðèâîé ðàññåÿíèÿ

ïî çàêîíó

~

I ( s ) =

3

p

I ( s ) . Íàèëó÷øèå (ò. å. äëÿ êîòî•

ðûõ R -ôàêòîðû ìèíèìàëüíû) ïîäãîíî÷íûå êðèâûå

I ( s )

mod

, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ýòèõ ìîäåëåé, ê ýêñ•

ïåðèìåíòàëüíûì êðèâûì ðàññåÿíèÿ äëÿ øàïåðîíè•

íîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 16�18.

Äëÿ áûñòðîé äèàãíîñòèêè òîïîëîãèè ïîâåðõíî•

ñòè èññëåäóåìûõ øàïåðîíèíîâ èç êðèâîé ÌÓÐ ìîæ•

íî èñïîëüçîâàòü àñèìïòîòèêè Ïîðîäà äëÿ øàðà è

òîðà (ñì. òàáë. 1) ïðè ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèÿõ ïàðà•

ìåòðîâ D

max

= 185

�

A, a = 23

�

A, b = 50

�

A, c = 35

�

A ñ

íîðìèðîâêîé íà èíòåíñèâíîñòü ðàññåÿíèÿ â íóëåâîé

óãîë I (0) = 642200 :

I ( s )

P

� I (0)

9

( sD

max

)

4

; (6 : 3)

I ( s )

P

� I (0)

4

bs ( as )

2

( cs )

3

: (6 : 4)

Íàëîæèâ ýòè àñèìïòîòèêè íà ýêñïåðèìåíòàëüíóþ

êðèâóþ ðàññåÿíèÿ äëÿ gp146 (ðèñ. 19), ìîæíî ïî

õâîñòîâîé ÷àñòè ãðàôèêîâ óáåäèòüñÿ, ÷òî ñêîðîñòü

ñïàäà êðèâîé ÌÓÐ äëÿ äàííîãî áåëêà ëó÷øå îïèñû•

âàåòñÿ àñèìïòîòèêîé òîðà (6.4), ÷åì øàðà (6.3).

Ðåçóëüòàòû ïîèñêà ïàðàìåòðîâ ìîäåëåé ïîëî•

ãî öèëèíäðà è òîðà è ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèé

R -ôàêòîðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3.

Ôîðìó ôàãîâîãî øàïåðîíèíà gp146 â ðàñòâîðå

âîññòàíàâëèâàëè, èñïîëüçóÿ òðè ðàçëè÷íûõ ìåòîäà.

Ñîîòâåòñòâåííî áûëè ïîëó÷åíû òðè ìîäåëè: ïåð•

âàÿ � ïîñòðîåííàÿ ìåòîäîì îáîëî÷åê (ñì. ðèñ. 14),

âòîðàÿ � â âèäå ïîëîãî öèëèíäðà è òðåòüÿ ìîäåëü �

â âèäå äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà. Îêàçàëîñü,

÷òî ïîëó÷åííûå ìîäåëè ðàçëè÷àþòñÿ âåëè÷èíîé ðà•

äèóñà öåíòðàëüíîãî êàíàëà. À èìåííî: â ìåòîäå îáî•

ëî÷åê, êàê è îæèäàëîñü, íèêàêàÿ êîìáèíàöèÿ ñôå•

ðè÷åñêèõ ãàðìîíèê íå â ñîñòîÿíèè îïèñàòü íàëè•

÷èå öåíòðàëüíîãî êàíàëà, îäíàêî èç ðèñ. 14 ìîæ•

íî çàêëþ÷èòü, ÷òî îñíîâíîé âêëàä â êðèâóþ ðàñ•

ñåÿíèÿ âíîñèò íåáîëüøîé, îòíîñèòåëüíî ñâîåãî ðà•

äèóñà, öèëèíäðè÷åñêèé ñëîé. Åñëè òîëùèíà ýòîãî

ñëîÿ èç ìîäåëè ïîëîãî öèëèíäðà, ñîãëàñíî òàáë. 3,

ñîñòàâëÿåò r

max

� r

min

= 30 � 3

�

A è ñîâïàäàåò ñ
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Òàáëèöà 3. Ãåîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû ìîäåëåé ïîëîãî öèëèíäðà è äâîéíîãî ñèììåòðè÷íîãî ýëëèïòè÷åñêîãî

òîðà, âû÷èñëåííûå èç êðèâûõ ÌÓÐ äëÿ áåëêîâ-øàïåðîíèíîâ

Áåëîê Ïàðàìåòðû ìîäåëè ïîëîãî öèëèíäðà

Ïàðàìåòðû ìîäåëè äâîéíîãî

ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà

h ,

�

A r

max

,

�

A r

min

,

�

A R a ,

�

A b ,

�

A c ,

�

A R

gp146 128 � 6 60 � 3 : 5 30 � 3 0.070 23 � 1 : 5 49 � 3 : 5 35 � 2 0.024

GroEL

Êðèñòàëë 148 � 7 66 � 4 20 � 2 : 5 0.018 22 � 1 : 5 46 � 3 40 � 2 : 5 0.015

Ðàñòâîð 138 � 6 62 � 3 : 5 15 � 2 0.045 25 � 1 : 5 40 � 2 : 5 30 � 2 0.014

1

2

3

10

1

10

2

10

3

10

4

10

5

10

6

I ; îòí. åä.

0 0 : 04 0 : 08 0 : 12 0 : 16 0 : 20

s;

�

A

� 1

I (0)

Ðèñ. 19. Àñèìïòîòèêè Ïîðîäà äëÿ êðèâîé ÌÓÐ

äëÿ áåëêà gp146 â ðàñòâîðå: 1 � ñãëàæåííàÿ

ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ äëÿ gp146 ,

c

exp

= 18 ìã/ìë; 2 � àñèìïòîòèêà Ïîðîäà äëÿ òî-

ðà, ñì. ôîðìóëó (6.4); 3 � àñèìïòîòèêà Ïîðîäà äëÿ

øàðà, ñì. ôîðìóëó (6.3)

ðàäèóñîì öåíòðàëüíîãî êàíàëà r

min

= 30 � 3

�

A, òî

äëÿ ìîäåëè äâîéíîãî òîðà ìèíèìàëüíûé ðàäèóñ öåí•

òðàëüíîãî êàíàëà, ñîãëàñíî òàáë. 3, íåìíîãî ìåíüøå:

r = b � a = 25 � 3

�

A. Ïîñëåäíÿÿ âåëè÷èíà ïðåäñòàâ•

ëÿåòñÿ áîëåå ïðàâäîïîäîáíîé, åñëè ñðàâíèâàòü äàí•

íûé ïàðàìåòð ñ àíàëîãè÷íûì äëÿ ìàêðîìîëåêóëû

áàêòåðèàëüíîãî GroEL â ðàñòâîðå. Â ìîäåëè ïîëîãî

öèëèíäðà, ñîãëàñíî òàáë. 3, ðàäèóñ öåíòðàëüíîãî êà•

íàëà GroEL â êðèñòàëëå ñîñòàâëÿåò r

min

= 15

�

A, ÷òî

ìåíüøå ðàäèóñà êàíàëà äëÿ GroEL â ðàñòâîðå.

6.3. Êîíôîðìàöèîííûå ôîðìû âèðóñíîãî

øàïåðîíèíà â ðàñòâîðå

Ïîñêîëüêó ôàãîâûé øàïåðîíèí ïîäîáíî äðóãèì

èçâåñòíûì øàïåðîíèíàì ôóíêöèîíèðóåò ÀÄÔ-çà-

âèñèìûì ñïîñîáîì, îí, ïî-âèäèìîìó, ìîæåò íàõî•

äèòüñÿ â äâóõ êîíôîðìàöèÿõ � îòêðûòîé è çàêðû•

òîé. Â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ îí, âîçìîæíî, íàõîäèòñÿ â

îòêðûòîé êîíôîðìàöèè. Ñ öåëüþ îáíàðóæåíèÿ ýòî•

ãî êîíôîðìàöèîííîãî ïåðåõîäà áûëè ñíÿòû êðèâûå

ÌÓÐ äëÿ áåëêà gp146 â ¾èñõîäíîì¿ áóôåðå è áó•

ôåðå ñ äîáàâëåíèåì ÀÄÔ. Êðèâûå ðàññåÿíèÿ äëÿ

øàïåðîíèíà gp146 â èñõîäíîì áóôåðå è â áóôåðå ñ

äîáàâëåíèåì ÀÄÔ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 20 à .

Ìîäåëèðîâàíèå ôîðìû ìîëåêóëû îñóùåñòâëÿ•

ëîñü äâóìÿ ìåòîäàìè: ìåòîäîì ïðîñòðàíñòâåííîé

êîíôèãóðàöèè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ è ìåòîäîì

ïîèñêà ãåîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ â ìîäåëè äâîé•

íîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà ñ íåçàâèñèìûìè ïàðàìåò•

ðàìè äëÿ êàæäîãî òîðà. Â ïîñëåäíåì ìåòîäå, âçÿâ

çà îñíîâó âûðàæåíèå (6.1) äëÿ ôîðìôàêòîðîâ äâóõ

ñèììåòðè÷íûõ òîðîâ, îáîáùèì ýòî âûðàæåíèå äëÿ

ñëó÷àÿ íåñèììåòðè÷íûõ òîðîâ, èìåþùèõ îäíó îáðà•

çóþùóþ b è íåçàâèñèìûå äëÿ êàæäîãî òîðà ïîëóîñè

a

1

, c

1

, a

2

, c

2

(ðèñ. 21 å ):

I ( s ) =
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Ðèñ. 20. à ) Ýêñïåðèìåíòàëüíûå êðèâûå ÌÓÐ äëÿ ðàñòâîðà gp146 : 1 � â èñõîäíîì áóôåðå ( 50 mM Tris- HCl , pH = 7.5,

10 mM MgCl

2

, 100 mM KCl ); 2 � â èñõîäíîì áóôåðå ñ äîáàâëåíèåì 3 mM ÀÄÔ (êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â ðàñòâîðå

11 : 3 ìã/ìë). á ) Ôóíêöèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p

1

( r ) è p

2

( r ) , ðàññ÷èòàííûå ìåòîäîì ÐÌÍÊ äëÿ ôóíêöèîíàëà (2.15),

èç êðèâûõ ðàññåÿíèÿ ñîîòâåòñòâåííî 1 è 2 íà ðèñ. 16

Òàêèì îáðàçîì, â íàøåì ñëó÷àå ÷èñëî íåçàâèñèìûõ

ïàðàìåòðîâ ìîäåëè âîçðîñëî äî K = 5 . Ñëåäóåò çà•

ìåòèòü, ÷òî â îáùåì ñëó÷àå ÷èñëî íåçàâèñèìûõ ïà•

ðàìåòðîâ ìîäåëè íå äîëæíî áûòü áîëüøå ÷èñëà øå•

íîíîâñêèõ óçëîâ, îïðåäåëÿåìûõ âûðàæåíèåì (3.7).

Â íàøåì ñëó÷àå, ïîäñòàâëÿÿ â (3.7) ÷èñëåííûå çíà•

÷åíèÿ s

max

= 0 : 200

�

A, s

min

= 0 : 018

�

A, D

max

= 190

�

A,

äëÿ ìàêñèìàëüíîãî ÷èñëà íåçàâèñèìûõ ïàðàìåòðîâ

ïîëó÷èì K

max

= 12 ; óñëîâèå K < K

max

âûïîëíåíî.

Ïðè ìîäåëèðîâàíèè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêà•

ìè â êà÷åñòâå ïîäãîíî÷íîé êðèâîé â äàííîì ñëó÷àå

âûñòóïàåò íå ñàìà êðèâàÿ ðàññåÿíèÿ, êàê â ìåòî•

äå øàðîâ, à ôóíêöèÿ ïàðíûõ ðàññòîÿíèé p ( r ) , ñì.

ôîðìóëû (2.7)�(2.10). Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ìå•

òîäà êðîìå ïðåäâàðèòåëüíî âû÷èñëåííîé ôóíêöèè

p ( r ) íåîáõîäèìî çíàòü a priori ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ è ìîëåêóëÿðíûé âåñ èñ•

ñëåäóåìîé ìîëåêóëû. Ïî îïèñàííîé âûøå ìåòîäèêå

áûë ïðîâåäåí ðàñ÷åò ôóíêöèè ïàðíûõ ðàññòîÿíèé

äëÿ êðèâûõ ÌÓÐ áåëêà gp146 â èñõîäíîì áóôåðå

(êðèâàÿ 1 ) è â áóôåðå ñ ÀÄÔ (êðèâàÿ 2 ), ïðåäñòàâ•

ëåííûõ íà ðèñ. 20 á . Ïîñêîëüêó êðèâàÿ p

1

( r ) èäåò

âûøå êðèâîé p

2

( r ) , âêëàä îòðåçêîâ ðàçëè÷íîé äëè•

íû â ôîðìó ìîëåêóëû äëÿ èñõîäíîé êîíôîðìàöèè

áåëêà èìååò áîëåå îäíîðîäíûé õàðàêòåð. Ñðàâíè•

âàÿ ôîðìû ôóíêöèé p

1

( r ) è p

2

( r ) ìîæíî ïðåäïîëî•

æèòü, ÷òî ìàêðîìîëåêóëà gp146 â èñõîäíîì áóôåðå

(êðèâàÿ 1 ) áîëåå áëèçêà ê ãëîáóëÿðíîé (øàðîîáðàç•

íîé) ôîðìå, ÷åì â áóôåðå ñ ÀÄÔ (êðèâàÿ 2 ). Áîëåå

îïðåäåëåííûå âûâîäû î ôîðìå áåëêîâûõ êîìïëåê•

ñîâ ìîæíî ñäåëàòü ïî ðåçóëüòàòàì ìîäåëèðîâàíèÿ

àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè ïî ôóíêöèè ïàðíûõ

ðàññòîÿíèé (ðèñ. 20 á ). Âû÷èñëåíèå ôóíêöèè ïàðíûõ

ðàññòîÿíèé p ( r ) äëÿ âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí•

íûõ ïðîâîäèëîñü ñîãëàñíî ÃÎÑÒ Ð 8.698-2010 [30].

Ðåçóëüòàòû âîññòàíîâëåíèÿ ôîðìû ìàêðîìîëåêóëû

ìåòîäîì ñâîðà÷èâàíèÿ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâà•

òåëüíîñòåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ôîðìôàêòîðîâ àìè•

íîêèñëîòû è íåñèììåòðè÷íîãî äâîéíîãî ýëëèïòè•

÷åñêîãî òîðà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 21. Âåëè÷èíû

R -ôàêòîðîâ, âû÷èñëåííûå ïî ôîðìóëå (5.2), ñîñòàâ•

ëÿþò R = 0 : 01410 äëÿ áåëêà â èñõîäíîì áóôåðå è

R = 0 : 01195 äëÿ áåëêà â áóôåðå ñ ÀÄÔ.

7. ÂÛÂÎÄÛ

1. Ñ öåëüþ èññëåäîâàíèÿ âîçìîæíîñòåé ïðàê•

òè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ðàíåå âû÷èñëåííîãî â ðàáî•

òå [4] ôîðìôàêòîðà äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà

áûë ïðîâåäåí ýêñïåðèìåíò ïî ìàëîóãëîâîìó ðàññåÿ•

íèþ ðåíòãåíîâñêèõ ëó÷åé â ðàñòâîðàõ áàêòåðèàëüíî•

ãî (GroEL) è âèðóñíîãî (gp146) øàïåðîíèíîâ. Ïðåä•

ñòàâëåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ðàçìåðîâ è ôîðìû

áåëêîâ â ðàñòâîðå. Äëÿ áàêòåðèàëüíîãî áåëêà GroEL

òàêæå ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êðè•

âûõ ÌÓÐ ñ òåîðåòè÷åñêè ðàññ÷èòàííûìè íà îñíîâå

èçâåñòíîé êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû.

2. Êàê äëÿ èíäèâèäóàëüíîãî GroEL, òàê è äëÿ

øàïåðîíèíà â ñîñòàâå êîìïëåêñà ñ êî-øàïåðîíèíîì

(GroEL/GroES) ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ÷àñòèöû â

ðàñòâîðå, âû÷èñëåííûé ÷åðåç ôóíêöèþ ïàðíûõ ðàñ•

ñòîÿíèé, îêàçàëñÿ íà 20�30

�

A áîëüøå, ÷åì â êðèñòàë•

ëå (ñì. òàáë. 2) ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ðàáî•

òû [28].
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Ðèñ. 21. Ìîäåëèðîâàíèå àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè ñ îñüþ ñèììåòðèè P 7 è ìîäåëü ìàêðîìîëåêóëû â âèäå äâîé-

íîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà: à , á � gp146 â èñõîäíîì áóôåðå ñ ÀÄÔ; â � ìîäåëü ñèììåòðè÷íûõ òîðîâ, ÷èñëåííûå

çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ ñì. â òàáë. 2 (ðàññ÷èòàíî äëÿ êðèâîé ðàññåÿíèÿ, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 20 à , êðèâàÿ 2 ); ã , ä �

gp146 â èñõîäíîì áóôåðå; å � ìîäåëü íåñèììåòðè÷íûõ òîðîâ ñ ïàðàìåòðàìè a

1

= 5

�

A, c

1

= 40

�

A, a

2

= c

2

= 30

�

A,

b = 50

�

A (ðàññ÷èòàíî ïî êðèâîé ðàññåÿíèÿ, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 20 à , êðèâàÿ 1 )

3. Ïî ðåçóëüòàòàì ïîäãîíêè ôîðìû ìàêðîìî•

ëåêóëû ìîäåëÿìè öèëèíäðà è äâîéíîãî ýëëèïòè•

÷åñêîãî òîðà îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëåäíÿÿ ìîäåëü ïî

R -ôàêòîðó áîëåå òî÷íî ïîäãîíÿåòñÿ ê ýêñïåðèìåí•

òàëüíîé êðèâîé ðàññåÿíèÿ. Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì

ìîäåëè ïîëîãî öèëèíäðà ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ðåçêîé

ãðàíèöû ìåæäó òîðöîì è îáðàçóþùåé. ßñíî, ÷òî ïî•

âåðõíîñòü ìàêðîìîëåêóëû íå ìîæåò ñîäåðæàòü òà•

êèõ ðåçêèõ ãðàíèö. Èíûìè ñëîâàìè, íàëè÷èå ýòîé

ãðàíè ìåæäó òîðöåâîé ïîâåðõíîñòüþ öèëèíäðà è îá•

ðàçóþùåé ìîæåò äàâàòü ñóùåñòâåííûé âêëàä â êðè•

âóþ ðàññåÿíèÿ äëÿ ýòîé ìîäåëè.

4. Èç êà÷åñòâåííîãî àíàëèçà êðèâûõ ðàññåÿíèÿ

ïî àñèìïòîòèêå Ïîðîäà (ñì. ðèñ. 19) ñëåäóåò, ÷òî

ôàãîâûé øàïåðîíèí gp146, òàê æå êàê è áàêòåðèàëü•

íûé áåëîê GroEL, èìååò äâóñâÿçíóþ ïîâåðõíîñòü.

5. Íà îñíîâå êðèâûõ ìàëîóãëîâîãî ðàññåÿíèÿ âû•

÷èñëåíû ìîëåêóëÿðíûå ñòðóêòóðíûå ïàðàìåòðû �

ðàäèóñ èíåðöèè R

g

è ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ìàêðî•

ìîëåêóëû D

max

� äëÿ áàêòåðèàëüíîãî è âèðóñíî•

ãî øàïåðîíèíîâ, ñîîòâåòñòâåííî R

g

= 62 � 2

�

A,

D

max

= 170 �175

�

A è R

g

= 67 � 2

�

A, D

max

=

= 175 �185

�

A.
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6. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìîäåëü äâîéíîãî ýëëèïòè•

÷åñêîãî òîðà äëÿ èññëåäóåìûõ øàïåðîíèíîâ ñîãëà•

ñóåòñÿ ñ ìîäåëüþ, ïîëó÷åííîé âðàùåíèåì àìèíîêèñ•

ëîòíûõ îñòàòêîâ. Èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííûå â ïðåäûäó•

ùåé ðàáîòå [4] òî÷íîå âûðàæåíèå äëÿ ôîðìôàêòîðà

ìîäåëè äâîéíîãî ýëëèïòè÷åñêîãî òîðà, îäíèì èç ìå•

òîäîâ êâàçèíüþòîíîâñêîé ìèíèìèçàöèè ìû íàøëè

ãåîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû a , b , c ýòîé ìîäåëè äëÿ

êàæäîãî áåëêà (ñì. òàáë. 2).

7. Ïîêàçàíî, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò âíåøíèõ óñëî•

âèé äëÿ âèðóñíîãî øàïåðîíèíà ïðè ñîõðàíåíèè ãà•

áàðèòíûõ ðàçìåðîâ ÷àñòèöû è ðàäèóñà èíåðöèè âîç•

ìîæåí êîíôîðìàöèîííûé ïåðåõîä îò ñèììåòðè÷íîé

ôîðìû, îïèñûâàåìîé ìîäåëüþ äâîéíîãî ýëëèïòè÷å•

ñêîãî òîðà ñ ïàðàìåòðàìè a = a

1

= a

2

, b , c = c

1

= c

2

ê íåñèììåòðè÷íîé ôîðìå ñ ïàðàìåòðàìè a

1

6= a

2

, b ,

c

1

6= c

2

.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå

ÐÔÔÈ (ãðàíò • 08-08-00540-à) è ÷àñòè÷íî Ïðåçèäè•
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