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Построение трехмерных моделей белковых макромолекул представляет собой серьезную проблему
из-за возможной неоднозначности решения обратной задачи восстановления трехмерной структу-
ры по одномерному профилю малоуглового рассеяния. Целевая функция этой задачи может иметь
несколько локальных минимумов, что приводит к зависимости решения от стартовых значений па-
раметров моделей и от метода поиска глобального минимума. Проблема создания структурных мо-
делей усложняется также усреднением картины рассеяния по всем ориентациям частиц в простран-
стве, а при наличии полидисперсности и/или полиморфизма – распределением по размерам и по
форме рассеивающих объектов. В данной работе проблема неоднозначности решения обратных за-
дач и восстановления трехмерной структуры белка рассматривается на примере исследования стро-
ения эктодомена рецептора, подобного рецептору инсулина (ectoIRR) в растворе. В работе пред-
ставлен последовательный подход к решению данной проблемы, начиная от определения общих
структурных параметров и ab initio восстановления формы до моделирования жесткими телами (ме-
тодом молекулярной тектоники), гибридными методами и анализ кривых рассеяния с помощью
разложения на сингулярные векторы.
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря широкому использованию источ-

ников синхротронного излучения, новых типов
регистрирующих устройств и развитию новых
подходов к обработке и интерпретации данных
эксперимента метод малоуглового рассеяния (МУР)
превратился в один из самых мощных и универ-
сальных инструментов для исследования на-
датомной структуры вещества, который приме-
няется при анализе структуры дисперсных си-
стем, в молекулярной биологии, биофизике и
других областях науки и техники [1–5].

Уровень структурной информации, заключен-
ной в данных МУР, определяется природой рас-
сеивающих объектов. Наиболее плодотворно тео-

рия малоуглового рассеяния и подходы к решению
структурных задач разработаны для исследования
монодисперсных систем идентичных частиц.
Такие системы исследуются, например, при ана-
лизе высокоочищенных растворов биологиче-
ских макромолекул. В этом случае интенсивность
рассеяния непосредственно связана со структу-
рой частиц, что дает уникальную возможность
определения их формы и размера, а в ряде случаев
и внутреннего строения с разрешением порядка
1 нм.

Общие параметры исследуемых образцов, так
называемые инварианты МУР, однозначно опре-
деляются непосредственно по кривым рассеяния,
не требуя структурного моделирования [1]. К ин-
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вариантам МУР относятся максимальный размер
частиц (Dmax), радиус инерции (Rg), объем Порода
(Vp) и молекулярная масса (MM) [1, 6]. Построе-
ние же трехмерных моделей представляет собой
значительно более сложную проблему из-за пло-
хой обусловленности обратной задачи восстанов-
ления трехмерной структуры по одномерному
профилю рассеяния. Целевая функция этой зада-
чи может иметь несколько локальных миниму-
мов, что приводит к зависимости решения от
стартовых значений параметров моделей и от ме-
тода поиска глобального минимума. Проблема
создания структурных моделей усложняется так-
же усреднением картины рассеяния по всем ори-
ентациям частиц в пространстве, а при наличии
полидисперсности и/или полиморфизма распре-
делением по размерам и по форме рассеивающих
объектов. Таким образом, однозначное решение
обратной задачи рассеяния, т.е. восстановление
трехмерной структуры объекта высокого разре-
шения по экспериментальным данным МУР, в
общем случае невозможно. Тем не менее, учиты-
вая значения инвариантов, рассчитанных по экс-
периментальным кривым, налагая определенные
ограничения на искомую структуру, например,
вводя условие симметричности частицы или ее
однородности, и используя структурную инфор-
мацию, полученную комплементарными метода-
ми, коридор возможных решений удается значи-
тельно сузить. Кроме того, современные методы
обработки и интерпретации данных малоуглово-
го рассеяния [5, 7] позволяют за сравнительно ко-
роткое время, используя разные подходы и мно-
гократный запуск соответствующих программ,
восстановить структуру исследуемого образца,
что дает возможность сравнения, усреднения,
кластеризации и последующего анализа набора
полученных решений [8, 9]. В результате удается
получить достаточно подробную структуру рассе-
ивающего объекта.

В данной работе проблема неоднозначности
решения обратных задач и восстановления струк-
туры по данным малоуглового рентгеновского
рассеяния (МУРР) рассматривается на примере
исследования строения эктодомена рецептора,
подобного рецептору инсулина (ectoIRR) в рас-
творе. Рецептор, подобный инсулиновому рецеп-
тору (IRR), принадлежит к суперсемейству транс-
мембранных рецепторных тирозинкиназ, кото-
рые регулируют различные жизненно важные
процессы в организме путем передачи сигнала об
изменении условий окружающей среды во внут-
риклеточное пространство, активируя тем самым
ответ клетки на возникшие изменения. IRR был
открыт в 1989 году [10], но его структура и функ-
ции долгое время не были известны. Только не-
давно впервые было показано, что этот белок ак-
тивизируется исключительно при изменении
кислотно-щелочного баланса, т.е. для передачи

сигнала во внутриклеточную среду этому белку не
требуется присоединение к нему лигандов [11, 12].
Необычные функциональные свойства этого ре-
цептора привлекли внимание исследователей
всего мира, однако структура полноразмерного
белка неизвестна до сих пор, и только в 2019 году
методами МУРР и атомно-силовой микроскопии
впервые была определена конформация его экто-
домена при разных рН [13]. Тем не менее даль-
нейшее изучение свойств ectoIRR показывает,
что из-за сложности его структурной организа-
ции вопрос об однозначности полученной в
2019 году структуры остается открытым. Именно
поэтому этот белок был выбран в качестве объек-
та для выработки оптимальной стратегии мини-
мизации неоднозначности решения обратных за-
дач МУРР при исследовании структур сложных
биологических макромолекул в растворе.

В работе представлен последовательный под-
ход к решению данной проблемы, начиная от
определения общих структурных параметров и
ab initio восстановления формы до моделирова-
ния жесткими телами (методом молекулярной
тектоники) и гибридными методами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение рекомбинантного ectoIRR. Рекомби-

нантный эктодомен рецептора, подобного рецеп-
тору инсулина (ectoIRR), был экспрессирован,
очищен и охарактеризован, как описано в [13].

Анализ данных малоуглового рентгеновского
рассеяния: первичная обработка данных. Малоуг-
ловой эксперимент с IRR был проведен на станции
BioSAXS P12 в EMBL (DESY, Гамбург, Германия)
[14] совместно с эксклюзионной гель-хромато-
графией (ЭГХ) с целью разделить возможные
олигомеры и для обеспечения его монодисперс-
ности [15].

Обработка полученных экспериментальных
данных и их дальнейшая интерпретация прово-
дилась с помощью программного комплекса
ATSAS [16], который представляет собой один из
самых надежных и популярных инструментов
анализа, визуализации и моделирования данных
МУР. Все представленные ниже программы и
программные блоки, использованные в данном
исследовании, являются частью последней моди-
фикации ATSAS.

Первичная обработка экспериментальных
данных состоит в ряде манипуляций с набором
экспериментальных кривых рассеяния, тщатель-
ность выполнения которых определяет количе-
ство и качество полученной структурной инфор-
мации. Программный многофункциональный
блок PRIMUS [17], разработанный для выполне-
ния предварительных действий с исходными экс-
периментальными данными МУРР, обеспечивает
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необходимый и достаточный базис для дальней-
шего структурного анализа.

Процесс первичной обработки включает в се-
бя статистический анализ набора кривых малоуг-
лового рассеяния для данного образца за период
измерения, их усреднение и шкалирование. С по-
мощью программного блока PRIMUS проводит-
ся вычитание рассеяния фоном (растворителем),
сшивка данных, измеренных на разных угловых
интервалах, экстраполяция к нулевой концентра-
ции образца, вычисление инвариантов с исполь-
зованием графиков Гинье и Порода и многое
другое.

Следует отметить, что в случае использования
онлайн ЭГХ для обеспечения монодисперсности
образца усреднение кривых рассеяния, а также
вычитание рассеяния буфером проводится с по-
мощью программы CHROMIXS [18].

Радиус инерции Rg определяется из аппрокси-
мации Гинье [19] при очень малых углах, где ин-
тенсивность рассеяния для идентичных невзаи-
модействующих частиц определяется как I(s) =
= I0 exp[–(sRg)2/3]. При этом интенсивность
рассеяния в нулевой угол I0 пропорциональна
молекулярной массе. Объем Порода Vp рассеива-
ющего объекта вычисляют с использованием
нормированного инварианта Порода Q [20].

Для оценки свернутости макромолекулы ис-
пользуется график в координатах Кратки: s2I(s)
от s. Интенсивность рассеяния структурирован-
ных, плотно свернутых частиц демонстрирует хо-
рошо выраженный колоколообразный максимум
на графике Кратки [20]. Разупорядоченные, раз-
вернутые рассеивающие объекты подчиняются
закономерности s–2, образуя статистически свер-
нутую Гауссову цепь (клубок) [21].

Модифицированный вариант программного
блока PRIMUS, PRIMUS/QT [7], содержит ин-
струмент “Molecular weight”, который дает Байе-
сиановскую оценку молекулярной массы, осно-
вываясь на нескольких параметрах [22].

Встроенная в PRIMUS утилита SASPLOT [7]
позволяет оценить качество разностных кривых
рассеяния благодаря возможности детальной ви-
зуализации их отдельных участков. Определение
геометрических и весовых характеристик и ряда
других структурных параметров также требует
тщательного визуального контроля, и хотя в
настоящее время первичную обработку данных
малоуглового рассеяния можно проводить в пол-
ностью автоматическом режиме [23], в случае ис-
следования сложных объектов и систем, облада-
ющих полиморфизмом и/или полидисперсно-
стью, эту процедуру следует выполнять вручную,
а графический интерфейс комплекса PRIMUS
позволяет оценить качество выполняемых мани-
пуляций.

Программа SHANUM [24] используется для
оценки полезного участка кривой рассеяния, где
высокоугловые точки с сильным шумом исклю-
чаются из рассмотрения как неинформативные.
Программа DATCLASS [25] используется для
предсказания типа частицы по кривой рассеяния
(компактная, вытянутая, плоская, кольцевая, по-
лая, случайная цепь). Оценка неоднозначности
определения формы для конкретных образцов
проводится с помощью программы AMBIMETER
[26], которая сравнивает экспериментальную
кривую рассеяния с “картой неоднозначности”,
рассчитанной по 14000 топологий, и дает количе-
ственный прогноз для ab initio восстановления
формы. Индекс неоднозначности a-score являет-
ся логарифмом числа соседних кривых на карте
неоднозначности для данной экспериментальной
кривой. Величина a-score < 1.5 практически га-
рантирует однозначное восстановление. При зна-
чениях a-score > 2.5 восстановление имеет множе-
ство, во всех остальных случаях восстановление
потенциально неоднозначно.

Анализ данных малоуглового рентгеновского
рассеяния: определение общей формы частиц по
данным МУРР. Для разбавленных растворов со
случайной ориентацией монодисперсных, невза-
имодействующих частиц рассеяние является изо-
тропным, и его интенсивность I(s) выражается
как функция модуля вектора рассеяния s (s = |s | =
= 4πsin(θ)/λ), где λ – длина волны падающего из-
лучения и 2θ – угол рассеяния:

(1)

здесь функция распределения по расстояниям
p(r) связана преобразованием Фурье с интенсив-
ностью рассеяния:

(2)

Таким образом, функции распределения по
расстояниям p(r) может быть найдена с помощью
уравнений (1) и (2). Эта функция содержит ин-
формацию о форме и структуре частицы и позво-
ляет оценивать ее максимальный размер Dmax из
условия p(r) = 0 при r > Dmax. В практических ис-
следованиях p(r) рассчитывают не прямым инте-
грированием интенсивности (что приводит к
сильным эффектам обрыва), а с помощью так на-
зываемого косвенного Фурье-преобразования и
программы GNOM пакета ATSAS [27].

Реконструкция трехмерной модели объекта по
его одномерной кривой рассеяния является не
вполне корректной задачей, поскольку множе-
ственные структуры гипотетически могут обеспе-
чить один и тот же профиль рассеяния. Упроще-
ние, уменьшающее неоднозначность такой ре-

max

0
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конструкции, состоит в представлении частицы с
низким разрешением как однородного тела. Фор-
ма частицы может быть описана как набор конеч-
ных объемных элементов (шариков), располо-
женных на плотной гексагональной упаковке.
Наиболее распространенный подход для опреде-
ления формы с низким разрешением использует
минимизацию целевой функции с помощью
имитации отжига для создания компактного вза-
имосвязанного ансамбля шариков в объеме поис-
ка (обычно, сфера с диаметром Dmax), которая со-
ответствует экспериментальным данным. Этот
подход реализован в программе DAMMIN [28].
Данный подход не требует наличия априорной
структурной информации и, таким образом, мо-
делирование ведется ab initio.

В процессе моделирования выполняется по-
иск оптимальной модели, где минимизируется
отклонение между экспериментальными данны-
ми Iexp(s) и профилем рассеяния, вычисленным из
модели Icalc(s):

(3)

где c – шкалирующий коэффициент, N – количе-
ство экспериментальных точек, а σ обозначает
ошибки эксперимента.

Для получения структурных моделей, отвеча-
ющих надатомному разрешению, на искомую мо-
дель накладываются условия связности и ком-
пактности. Поэтому целевая функция, миними-
зируемая в процессе восстановления структуры,
имеет вид: f(X) = χ2 +αP(X), где P(X) – штраф за
некомпактность модели (α > 0 – его вес, задавае-
мый пользователем).

Программу DAMMIN для ab initio моделирова-
ния можно применять для любых монодисперс-
ных образцов, а для восстановления доменной
структуры белков была разработана программа
GASBOR [29]. Виртуальные остатки в этой про-
грамме формируют белковоподобную цепь, свер-
нутую так, чтобы рассеяние от полученной струк-
туры соответствовало рассеянию от исследуемой
белковой макромолекулы в растворе с разреше-
нием порядка 0.5 нм.

Расчет кривой МУРР от моделей атомного раз-
решения. Более детальная интерпретация данных
МУРР возможна, если атомные модели высокого
разрешения всей макромолекулы или ее отдель-
ных фрагментов доступны из кристаллографиче-
ских данных или ЯМР. В этом случае МУРР
позволяет обнаружить структурное различие
кристалл–раствор, определить биологически ак-
тивную конформацию или олигомерное состоя-
ние. Следует отметить, что точное построение
кривых рассеяния в растворе по атомным коор-
динатам рассеивающих объектов не является три-

2
2 exp calc

1

( ) ( )1 ,
1 ( )

N
j j

j j

I s cI s
N s=

 −
χ =  − σ 



виальной задачей. На профили рассеяния влияют
эффекты растворителя, в частности наличие гид-
ратной оболочки со средней плотностью, при-
мерно на 10% превышающей плотность основно-
го растворителя. Тем не менее расчет рассеяния
макромолекулой в растворе и приближение экс-
периментальной кривой может быть произведено
программой CRYSOL [30].

Восстановление структуры по данным МУРР
методом молекулярной тектоники. В тех случаях,
когда рассеивающие частицы представляют со-
бой макромолекулярные комплексы, чрезвычай-
но важным подходом к интерпретации данных
МУРР является моделирование жесткими тела-
ми, или метод молекулярной тектоники [31]. Ча-
сто сложный биологический комплекс не может
быть закристаллизован, и расположение субъеди-
ниц в нем остается неизвестным, но удается за-
кристаллизовать и определить структуру отдельных
составляющих комплекса с атомным разрешени-
ем. Тогда взаимное расположение субъединиц в
комплексе можно получить методом молекуляр-
ной тектоники из данных МУРР. То есть метод
используется в том случае, когда известны струк-
туры отдельных частей, составляющих комплекс.
Кроме того, этим методом можно анализировать
внутреннюю структурную гибкость и подвиж-
ность, присущую субъединицам в комплексе или
доменам в границах одной макромолекулы. Мо-
делирование жесткими телами пространственной
структуры комплексов заключается в перемеще-
нии и вращении отдельных элементов структуры
и получении минимального отклонения χ2 между
модельной и экспериментальными кривыми, что
осуществляется с помощью программы SASREF
[31]. Процедура моделирования методом молеку-
лярной тектоники легко обобщается на случай
произвольного числа жестких тел К и в общем
случае может быть описана с помощью 6(К – 1)
параметров. При этом амплитуды рассеяния от-
дельных субъединиц рассчитываются с помощью
программы CRYSOL.

Поскольку в белковых макромолекулах часто
жесткие домены соединены между собой гибки-
ми, разупорядоченными, подвижными линкера-
ми, анализ структуры таких белков проводится с
помощью дальнейшего развития метода молеку-
лярной тектоники, что реализовано, например, в
программе CORAL [8]. Программа совершает ги-
бридное моделирование, используя молекуляр-
ную тектонику для позиционирования доменов и
ab initio подход для представления линкеров в ви-
де цепей, составленных из виртуальных остатков.
Принцип гибридного моделирования биологиче-
ских объектов описан ниже.

Гибридные методы восстановление структуры по
данным МУРР. Сочетание разных подходов, на-
пример молекулярной тектоники и других струк-



272

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 4  2021

ПЕТУХОВ и др.

турных методов, позволяет создать кластер мето-
дов, которые называются гибридными. Одним из
наиболее важных подходов к изучению макромо-
лекулярных комплексов гибридными методами
является сочетание методов ab initio и молекуляр-
ной тектоники. Среди программ, реализующих
этот подход, следует особо отметить программу
EOM, которая представляет собой метод оптими-
зации ансамбля частиц (доменов, субъединиц) и,
помимо функции ab initio восстановления цель-
ной формы, позволяет анализировать гибкость
биологических макромолекул, их развернутость и
подвижность отдельных частей относительно
друг друга, т.е. эта программа представляет собой
инструмент для описания распределения по фор-
ме и по размеру частично или полностью развер-
нутой макромолекулы в растворе [32].

Модели, полученные различными способами,
совмещаются с помощью программы SUPCOMB
[33], чтобы определить разницу в их простран-
ственной организации и указать нормализован-
ное пространственное отклонение (NSD). Как
правило, значение NSD, близкое к 1.0, показыва-
ет, что модели, полученные разными методами,
схожи.

Анализ полидисперсных и полиморфных рас-
творов. В случае полидисперсных и полиморф-
ных систем (разбавленные растворы) результиру-
ющая интенсивность рассеяния представляет
собой линейную комбинацию отдельных компо-
нент и описывается уравнением

(4)
1

( ) ( ( )),
K

k k
k

I s I s
=

=  v

где К – число компонент системы, vk – объемные
фракции и Ik(s) – интенсивности рассеяния от
каждой компоненты.

Для количественного анализа объемной доли
различных компонентов в растворе (в случае, ко-
гда число компонент и их интенсивности рассея-
ния известны) применяется программа OLIGO-
MER [17]. Программа использует алгоритм неот-
рицательных линейных наименьших квадратов
для минимизации расхождения χ2 между пред-
сказанной кривой рассеяния от смеси и экспери-
ментальными данными МУРР.

Одним из эффективных модельно-независи-
мых методов оценки числа компонент является
разложение на сингулярные векторы. Когда име-
ется набор данных МУРР, записанный при изме-
няющихся условиях, программа SVDPLOT [17]
применяется для вычисления сингулярных век-
торов и связанных с ними сингулярных значений.
Число неслучайно осциллируемых сингулярных
векторов со значительными сингулярными зна-
чениями позволяет оценить минимальное коли-
чество независимых кривых, необходимых для
представления всего набора данных, т.е. количе-
ство значимых компонентов в смеси.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Практическое применение методов интерпрета-

ции данных МУРР на примере кривых рассеяния от
ectoIRR. Экспериментальные кривые малоугло-
вого рассеяния ectoIRR при рН 7.0 и 9.0 показаны
на рис. 1а.

Как видно из рис. 1а, до применения эксклю-
зионной гель-хроматографии кривые рассеяния
ectoIRR характерны скорее для полидисперсных

Рис. 1. Экспериментальные кривые малоуглового рассеяния (а) и графики Кратки (б) для эктодомена рецептора, по-
добного рецептору инсулина (ectoIRR), в растворе при рН 7.0 и 9.0: кривые 1 (рН 7.0) и 2 (рН 9.0) – измерения, про-
веденные до применения онлайн хроматографии; кривые 3 (рН 7.0) и 4 (рН 9.0) – измерения с использованием экс-
клюзионной гель-хроматографии.
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соединений со слабо выраженным форм-факто-
ром. Особенностью этих кривых является также
то, что интенсивность рассеяния в самых малых
углах несколько ниже, чем для кривых после хро-
матографии. Более ярко указанные отличия вы-
являются на графиках в координатах Кратки
(рис. 1б). Можно предположить, что образцы
ectoIRR до прохождения через хроматографиче-
скую колонку, будучи полидисперсными, могут
содержать некоторое количество низкомолеку-
лярных примесей, что выражается в уменьшении
рассеяния в нулевой угол и уменьшении амплиту-
ды максимума на графике Кратки в интервале
угловых векторов 0.25–0.75 нм–1. Поэтому для
структурного анализа далее использовались кри-
вые рассеяния, дополнительно очищенные с по-
мощью ЭГХ.

Поскольку IRR активизируется исключитель-
но при изменении кислотно-щелочного баланса,
следовало ожидать заметного изменения профи-
ля МУРР при изменении рН, однако кривые рас-
сеяния при защелачивании раствора практически
не отличаются друг от друга, как это уже наблюда-
лось нами ранее [13], и тогда был сделан вывод,
что структура ectoIRR на макроуровне не изменя-
ется при изменении рН, а конформационные пе-
рестройки ограничиваются локальным вращени-
ем доменов белка за счет гибких линкеров между
ними. Аналогичные выводы были сделаны также
для одного из гомологов IRR – для эктодомена
рецептора инсулиноподобного фактора роста в
работе [34].

Для выяснения того, какие именно структур-
ные характеристики и на каком структурном
уровне изменяются при активации ectoIRR, в

данной работе был проведен тщательный анализ
кривых малоуглового рассеяния и рассчитаны со-
ответствующие структурные параметры.

Первичная обработка данных МУРР и общие
структурные параметры. Поскольку хроматограм-
мы ectoIRR при pH 7.0 и рН 9.0 практически сов-
падают, на рис. 2а для примера представлена
хроматограмма эктодомена при рН 9.0, представ-
ляющая собой узкий и на первый взгляд симмет-
ричный пик, характерный для монодисперсного
вещества. Несколько кривых рассеяния элюатом
были взяты по раздельности с правой и левой сто-
рон пика для усреднения и последующего сравне-
ния, т.е. для того, чтобы убедиться в симмет-
ричности пика хроматограммы и исключить
присутствие дополнительных фракций ectoIRR.
Из отдельно усредненных кривых МУРР с левой
и правой сторон пика было вычтено рассеяние
буфером (соответствующие кривые помечены
черными точками на хроматограмме) в програм-
ме CHROMIXS. Полученные таким образом про-
фили рассеяния представлены на рис. 2б.

Как видно из рис. 2б, усредненные кривые рас-
сеяния элюата ectoIRR, взятые слева и справа от
пика хроматограммы, полностью совпадают. От-
сюда следует, что после хроматографической ко-
лонки раствор белка становится монодисперс-
ным и, следовательно, рассеяние от него может
быть использовано для детального количествен-
ного анализа структуры ectoIRR.

Согласно программе SHANUM, полезный
диапазон данных заканчивается при значении
s ≈ 2.5–3.0 нм–1 (примерно 15 шенноновских ка-
налов). Однако при расчете максимальных разме-
ров и функций распределения по расстояниям

Рис. 2. а – Хроматограмма ectoIRR при pH 9. Сплошной линией показаны усредненные интенсивности рассеяния в
зависимости от номера кривой при элюировании образца. Треугольниками показаны кривые с левой стороны, кру-
жочками – с правой. Черным цветом отмечены точки, соответствующие буферу. б – Усредненные кривые малоугло-
вого рассеяния белка, взятые слева (1) и справа (2) от пика хроматограммы.
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p(r) программой GNOM используемый диапазон
данных был ограничен сверху 8–10 шеннонов-
скими каналами, где ширина одного шеннонов-
ского канала равна π/Dmax. Это соответствует вы-
ходу на плато графика Порода I(s)s4 от s для s в об-
ласти примерно 1.5–1.8 нм–1 (рис. 3). Этот участок
соответствует рассеянию однородной частицей и
может быть использован в дальнейшем для ab initio
восстановления формы ectoIRR в растворе.

Классификация типа структуры с помощью
программы DATCLASS указала на компактную
форму доменов молекулы ectoIRR, что хорошо
согласуется с формой кривых рассеяния на гра-
фике Кратки (рис. 1б). Характерный колоколооб-
разный вид графиков Кратки как для рН 7.0, так и
для рН 9.0 свидетельствует о том, что ectoIRR в
основном состоит из упорядоченных, свернутых,
т.е. компактных, доменов. Тем не менее, для обе-
их кривых в результате сравнения с “картой неод-
нозначности” программой AMBIMETER было
получено среднее значение параметра неодно-
значности 2.1, что предполагает потенциально
неоднозначное восстановление формы рассеива-
ющего объекта [26]. Поскольку выше мы показа-
ли, что раствор ectoIRR при разных рН является
монодисперсным, то такая неоднозначность вос-
становления структуры может быть вызвана по-
тенциальным полиморфизмом белка, состоящего
из множество отдельным доменов, соединенных
гибкими линкерами.

Большое значение при решении обратных
задач МУРР имеет тщательное определение ин-
тегральных макромолекулярных характеристик
рассеивающих объектов. Радиусы инерции, по-
считанные с помощью формулы Гинье, и другие
инварианты МУРР, рассчитанные по кривым
МУРР, приведены в табл. 1.

Прежде всего, в табл. 1 обращают на себя вни-
мание более низкие значения инвариантов для
ectoIRR, рассчитанных по кривым рассеяния без
применения эксклюзионной гель-хроматогра-
фии. Совокупность полученных данных свиде-
тельствует о полидисперсности: низкие значения
ММ и Rg говорят о присутствии в растворе низко-
молекулярных примесей, в то время как увели-
ченное значение Dmax подразумевает наличие не-
которого количества агрегатов белка. В целом,
это еще раз подчеркивает необходимость исполь-
зования онлайн ЭГХ для детального структурного
анализа биологических объектов.

Также важен выбор правильного интервала уг-
ловых векторов. Породовский объем для ectoIRR
при рН 7.0 и 9.0 (табл. 1), посчитанный в диапазо-
не данных до восьми шенноновских каналов,
имеет явно завышенное значение, и если исполь-
зовать эмпирическое соотношение ММPorod =
= VPorod/1.65, то значения молекулярных масс бу-
дут в 2 раза превышать соответствующие теорети-
ческие значения. Это значение для глобулярных
белков было получено ранее [8]. Эмпирический

Рис. 3. Графики Порода для рН 7.0 (вверху) и рН 9.0 (внизу) кривых рассеяния ectoIRR. Вертикальная пунктирная ли-
ния ограничивает участок векторов рассеяния, соответствующего рассеянию однородной частицей.
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коэффициент 1.65 определялся для PDB струк-
тур, не содержащих гетероатомы. В данном слу-
чае молекула IRR содержит гликаны, что может
существенно изменить соотношение. Для того
чтобы оценить коэффициент для данного кон-
кретного случая, использовалась гомологичная
модель рецептора инсулина с гликанами, взятая
из малоугловой базы данных SASBDB с кодом
SASDHF2. Для этой модели, имеющей MM =
= 251 кДа, рассчитанный Породовский объем со-
ставил 600 нм3. Таким образом, было получено
значение коэффициента для вычисления молеку-
лярных масс, равное 2.4. Это значение и было ис-
пользовано для оценки ММ в настоящей работе в
диапазоне угловых векторов до 15 шенноновских
каналов. В этом случае молекулярные массы
ectoIRR однозначно соответствуют димеру, что
отвечает известным литературным данным, сви-
детельствующим, что рецептор, подобный рецеп-
тору инсулина, изначально существуют в мембра-
не в виде димера, где соответствующие субъеди-
ницы связаны дисульфидными мостиками [35].
Показанные в табл. 1 значения ММ хорошо со-
гласуются с молекулярной массой, вычисленной
по рассеянию в нулевой угол: 220 ± 20 кДа для
ectoIRR после ЭГХ.

Завышенное значение Породовского объема в
диапазоне данных до 8 шенноновских каналов
можно объяснить неоднородностью макромоле-
кул ectoIRR из-за наличия гликанов в его составе.
Молекулярная масса эктодомена, посчитанная

по аминокислотной последовательности белка,
равна примерно 190 кДа, т.е. на долю гликанов
приходится почти 20%, и такой рассеивающий
объект нельзя рассматривать как однородный.
Однако начальный участок кривой рассеяния до
8 шенноновских каналов следует использовать
для грубого ab initio восстановления формы
ectoIRR в растворе. В этом случае мы используем
упрощение, уменьшающее неоднозначность вос-
становления структуры, представляя форму ча-
стицы низкого разрешения в качестве однород-
ного тела.

Значения молекулярных масс растворенных
частиц были также рассчитаны с помощью ин-
струмента “Molecular Weight” в программе
PRIMUS/QT. Молекулярный вес, посчитанный
с помощью этой программы, независимо от то-
го, какой диапазон данных использовался (пол-
норазмерный или же до восьми шенноновских
каналов) был одинаков в пределах ошибки. Полу-
ченное значение в 320 кДа с доверительным ин-
тервалом [221–372] кДа соответствует массе ди-
мера ectoIRR в присутствии гликанов. Кроме то-
го, следует еще раз подчеркнуть, что узкий пик на
гель-хроматограмме свидетельствует о наличии
только одного олигомерного состояния, и, соот-
ветственно, возможен только полиморфизм, но
не полидисперсность.

Ab initio моделирование формы IRR. В результа-
те трехмерного моделирования методом конеч-
ных объемных элементов в программе DAMMIN

Таблица 1. Общие структурные параметры ectoIRR при рН 7.0 и 9.0

Параметр

Без ЭГХ После ЭГХ

рН 7.0 рН 9.0 рН 7.0
рН 9.0

левая часть ЭГХ правая часть ЭГХ

Rg, нм 5.4 ± 0.1 5.3 ± 0.1 5.7 ± 0.1 5.8 ± 0.1 5.8 ± 0.1
Dmax, нм 19.0 ± 1.0 18.0 ± 1.0 17.0 ± 1.0 17.5 ± 1.0 17.5 ± 1.0

VPorod, нм3

(8 шенноновских каналов)

455 ± 30 440 ± 30 650 ± 30 700 ± 30 700 ± 30

VPorod, нм3

(15 шенноновских каналов)

455 ± 30 440 ± 30 540 ± 30 580 ± 30 570 ± 30

MMPorod, кДа 
(15 шенноновских каналов)

190 ± 10 180 ± 10 225 ± 20 240 ± 20 240 ± 20

ММIRdimer, кДа
теоретическое значение

230 230 230 230 230

Исключенный объем
из ab initio восстановления
VDAM, нм3

500 ± 20 500 ± 20 510 ± 20 520 ± 20 520 ± 20

MMDAM, кДа 210 ± 20 210 ± 20 210 ± 20 220 ± 20 220 ± 20
MMБайес, кДа 240 240 320 320 320



276

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 4  2021

ПЕТУХОВ и др.

экспериментальные данные ectoIRR были при-
ближены в диапазоне s до 8 шенноновских кана-
лов, на котором частица может быть представле-
на как однородное тело (графики Порода, рис. 3).
Это упрощение для такого белка, как ectoIRR, со-
держащего гетероатомы, необходимо для умень-
шения степени неоднозначности решения обрат-
ных задач. Типичное восстановление формы
молекулы IRR приведено на рис. 4. Объем полу-
ченных ab initio моделей соответствовал димерно-
му состоянию белка (табл. 1).

Ab initio моделирование программами DAMMIN
и GASBOR дали во всех случаях хорошее прибли-
жение к экспериментальным кривым рассеяния с
χ2 = 1.1–1.3. Полученные формы (рис. 4, справа),
хотя и имеют одни и те же значения инвариантов
рассеяния, представляли собой сильно различаю-
щиеся по своей конформации структуры, что
подтверждает предположение о полиморфизме
ectoIRR в растворе, возникающее из-за большого
количества гибких линкеров, соединяющих от-
дельные домены белка. Эти формы присутствова-
ли как при восстановлении в растворе еctoIRR
при рН 7.0, так и при рН 9.0 в диапазоне до 8 шен-
ноновских каналов. На более длинном участке
восстановленные с помощью программы DAMMIN
формы были рыхлые и не имели определенной
структуры. Поэтому одним из выводов данного

раздела является рекомендация использовать для
ab initio моделирования структуры белков с боль-
шим количеством разупорядоченных фрагментов
более короткие участки экспериментального
профиля в соответствии с шенноновской оцен-
кой. Для программы GASBOR такого ограниче-
ния нет, поскольку для этого метода возможно
восстановление доменной структуры белка. По-
этому структурные модели рассчитывались в диа-
пазоне до 15 шенноновских каналов. Таким обра-
зом, двумя различными методами восстановления
структуры низкого разрешения были получены
сходные формы с разнообразными конформаци-
ями. В целом, на этапе ab initio восстановления
структуры по данным МУРР было показано, что
решение обратной задачи в данном случае услож-
няется наличием полиморфизма еctoIRR.

Приближение данных МУРР атомной моделью
эктодомена рецептора инсулина (ectoIR) – гомоло-
га ectoIRR. Нами была произведена попытка при-
близить экспериментальные данные МУРР от
еctoIRR доступной атомной моделью гомологич-
ного белка IR. Модель еctoIR и соответствующее
приближение программой CRYSOL приведены
на рис. 5. В данном случае приближался весь диа-
пазон экспериментальных данных, поскольку ис-
пользовалась неоднородная модель (в отличие от
ab initio моделирования программой DAMMIN).

Рис. 4. Ab initio восстановление (программами DAMMIN и GASBOR) структуры ectoIRR с приближениями на разных
интервалах кривых рассеяния (вертикальная пунктирная линия ограничивает область порядка 8 шенноновских кана-
лов): 1 и 4 – экспериментальные данные МУРР от ectoIRR для рН 7.0 и 9.0 соответственно; 2 и 5 – расчетные кривые
от моделей, полученные программой DAMMIN; 3 и 6 – расчетные кривые от моделей, полученные программой GASBOR.
Справа – характерные аb initio формы еctoIRR: красные получены с помощью программы DAMMIN, зеленые – с по-
мощью программы GASBOR. Вставка: функции распределения по расстояниям p(r): 1 – рН 7.0; 2 – рН 9.0.
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Как видно из рисунка, модель плохо соответству-
ет экспериментальной кривой от еctoIRR, по-ви-
димому, вследствие другого конформационного
состояния эктодомена инсулинового рецептора IR.

Молекулярная тектоника для анализа 
четвертичной структуры ectoIRR

В настоящей работе четвертичная структура
тетрамера IRR была восстановлена на основании
структуры доменов гомологичного инсулинового
рецептора. Программой CORAL моделировалось
взаимное расположение индивидуальных доме-
нов в асимметрической части молекулы еctoIRR
и конформация гибких линкеров в виде цепей
из виртуальных остатков, соединяющих соот-
ветствующие домены. Симметрично связанная
структура второго мономера генерировалась ав-
томатически. В качестве структурного шаблона,
также содержащего гликаны для гибридного мо-
делирования еctoIRR, эктодомен рецептора
инсулина (еctoIR) был взят из банка биологиче-
ских данных малоуглового рассеяния, SASBDB
(www.sasbdb.org), код доступа SASDHF2 [34].
В отдельных многократных запусках программы
CORAL димер еctoIRR был представлен в виде
двух полипептидных цепей, связанных между со-
бой осью второго порядка (симметрия P2). Каж-
дый мономер был разделен на следующие четыре
фрагмента: аминокислоты от 1 до 308, 312–592,
596–655 и 755–909. Последовательные фрагмен-
ты были соединены линкерами из виртуальных
остатков соответствующей длины. Третий и чет-
вертый фрагменты в ходе моделирования смеща-
лись согласованным образом (одинаковые вра-
щения, одинаковые сдвиги), чтобы сохранить

структурную целостность двух последних фибро-
нектиновых доменов на С-конце молекулы.

Типичные реконструкции даны на рис. 6 вме-
сте с соответствующими приближениями данных
МУРР. Как видно из рисунка, модели не являют-
ся идентичными вследствие полиморфизма. При
многократном восстановлении получается мно-
жество различных конформаций, которые тем не
менее имеют общие черты, и их можно разделить
на группы по схожести. В целом, полученные мо-
дели в основном отражают структуры низкого
разрешения ab initio восстановления формы, т.е.
структуры со сближенными фибронектиновыми
доменами (закрытые формы) и структуры, где эти
домены пространственно разделены (открытые
формы).

Несмотря на различие конформационных
форм все модели, как и в случае ab initio восста-
новления, показали хорошее приближение к экс-
периментальным кривым рассеяния с χ2 = 1.0–1.2.

Анализ подвижности доменов белка IRR. Сте-
пень подвижности доменов белка ectoIRR была
оценена с помощью программы EOM (Ensemble
Optimization Method). Как и при моделировании с
помощью метода молекулярной тектоники, ис-
пользовалась структура гомологичного белка IR,
при этом мономер ectoIR был разбит на два доме-
на (содержащих остатки 1–465 и 472–910 соответ-
ственно), разделенных гибким звеном из 7 остат-
ков. Программа EOM создавала ансамбль из
10000 моделей со случайно выбранными взаим-
ными ориентациями доменов, а затем, используя
генетический минимизационный алгоритм, вы-
бирала из этого ансамбля оптимизированный на-
бор моделей, комбинация которых наилучшим

Рис. 5. Приближение кривой рассеяния еctoIRR атомной моделью гомологичного белка еctoIR. Экспериментальные
данные МУРР от еctoIRR (черные точки) и приближение моделью еctoIR (серая линия). Вставка – атомная модель ди-
мера еctoIR.
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образом приближала малоугловые данные. Ис-
ходный ансамбль состоял из димерных молекул
ectoIR, половина из которых являлась гомодиме-
рами (т.е. обладала P2-симметрией), вторая поло-
вина – гетеродимерами (симметрия Р1). Однако
при таком выборе доменов адекватно приблизить
экспериментальную кривую не удалось: по-види-
мому, число степеней свободы при создании слу-
чайного ансамбля оказалось недостаточным. По-
сле этого каждый мономер ectoIR был разбит на
пять частей (содержащих остатки 1–290, 299–
450, 459–571, 580–756, 790–908, соответственно,
и соединенных между собой гибкими звеньями) и
проведено моделирование с помощью програм-
мы EOM. В этом случае число степеней свободы
при создании ансамбля оказалось достаточным, и
экспериментальные данные IRR удалось хорошо
приблизить χ2 = 2.3–2.8 (рис. 7). При этом из
сравнения распределения радиусов инерции мо-
делей исходного и оптимизированного ансам-
блей видно, что были выбраны достаточно ком-
пактные структуры с радиусами инерций в диапа-
зоне от 4.5 до 6.0 нм, степень подвижности
доменов можно отнести к умеренной, что под-
тверждается оценками параметрами подвижно-
сти Rflex, если для исходного случайного ансам-
бля этот параметр составлял 87.3%, то для опти-
мизированного набора моделей он составил
61.6%. Таким образом, одним из возможных со-
стояний системы IRR может являться ансамбль
умеренно подвижных димеров, имеющих не менее
3–5 гибких звеньев, разделяющих домены белка.

Модельно-независимый анализ минимального
числа компонент (конформаций) белка IRR в рас-
творе. Минимальное число независимых и значи-
мых компонент, необходимых для описания экс-

периментального набора данных МУРР в сочета-
нии с эксклюзионной гель-хроматографией
(ЭГХ-МУРР), можно оценить с помощью сингу-
лярного разложения. Для этого набор кривых
ЭГХ-МУРР можно представить в виде матрицы,
взяв экспериментальные кривые, соответствую-
щие хроматографическому пику (номера кривых
между 1600 и 1800, рис. 2). Далее этот набор ис-
пользуется в качестве входных данных для про-
граммы SVDPLOT [17], которая проводит его раз-
ложение на сингулярные векторы и определяет
соответствующие сингулярные значения. На рис. 8
представлены результаты такого разложения, где
сингулярные значения расположены в порядке
убывания (рис. 8а и 8б), а соответствующие син-
гулярные векторы для лучшей визуализации сме-
щены вдоль вертикальной оси друг относительно
друга. Из рис. 8в видно, что сингулярные значе-
ния выходят на слабо меняющееся плато в районе
10–15 компонент, а первые 12 сингулярных век-
торов (расположенных сверху вниз) имеют неслу-
чайные осцилляции вокруг горизонтальной ли-
нии. Это позволяет сделать вывод о наличии в
системе минимум 10–15 независимых конформа-
ций белка, что хорошо согласуется с выводом о
подвижности доменов ectoIRR белка при модели-
ровании методом оптимизированного ансамбля
(EOM), a также многообразием форм, получен-
ных при ab initio моделировании.

Таким образом, проведенный модельно-неза-
висимый анализ и демонстрация наличия в рас-
творе ectoIRR 10–15 конформаций белка под-
тверждают результаты моделирования структуры
этого домена ab initio и гибридными методами.
Поэтому для белка, который участвует в регуля-
ции кислотно-щелочного баланса в организме и

Рис. 6. Приближение данных МУРР методом молекулярной тектоники для рассеяния от ectoIRR при рН 7.0 (1) и
рН 9.0 (2). Экспериментальные данные показаны черными точками. Приближение с помощью моделей даны серыми
линиями. Справа – типичные модели тетрамера ectoIRR.
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структура которого должна определяться рН рас-
твора, необходимо также провести количествен-
ный анализ содержания тех или иных конформа-
ций в зависимости от кислотности среды. Для
этого использовалась программа OLIGOMER [17].
Для определения объемных фракций vk каждой
компоненты смеси программа нашла линейную
комбинацию интенсивностей рассеяния от каж-
дой компоненты Ik(s) в смеси конформаций. Для
расчетов были использованы наиболее часто
встречающихся формы белка, полученные при
моделировании гибридным методом программой
CORAL. Эти формы можно объединить в две ос-

новные группы: закрытая и открытая конформа-
ция. В результате было показано, что для рН 7.0
характерна открытая (релаксированная) конфор-
мация со значением v1 = 0.84 и присутствует
фракция закрытой конформации с v2 = 0.16. Для
рН 9.0 фракция с открытой конформацией v1 =
= 0.15 и в основном в растворе присутствует ак-
тивная, закрытая конформация со сближенными
фибронектиновыми доменами с v2 = 0.85. Полу-
ченные приближения соответствовали экспери-
ментальным данным с χ2 = 2.8 для рН 7.0 и χ2 = 1.5
для рН 9.0 (рис. 9).

Рис. 7 Анализ разупорядоченности ectoIRR при pH 7 (а) и при pH 9 (б). Экспериментальные данные МУРР показаны
черными точками, приближение с помощью разупорядоченных димеров, построенных программой ЕОМ – сплош-
ной линией. На вставке – распределение Rg в исходном наборе (сплошная линия) и в оптимизированном ансамбле
(штриховая линия).
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В данной работе проблема неоднозначности
решения обратных задач и восстановления трех-
мерной структуры белка по данным МУРР рас-
сматривалась на примере исследования строения
эктодомена рецептора, подобного рецептору ин-
сулина (ectoIRR), в растворе. Мы показали, что
этот белок, имея множество разупорядоченных
гибких фрагментов, существует в растворе в виде
набора конформаций. Был сделан вывод, что
конформационные перестройки происходят не
только на локальном уровне, как предполагалось
раньше [13], но значительно меняется общая
форма эктодомена. Полученные данные соответ-
ствуют выводам недавно опубликованной рабо-
ты, где методом атомно-силовой микроскопии
было показано разнообразие форм полноразмер-
ного рецептора, подобного рецептору инсулина [36].

Мы продемонстрировали, что последователь-
ный подход к исследованию белков, обладающих
полиморфизмом, на примере эктодомена IRR,
начиная от определения их общих структурных
параметров и ab initio восстановления формы с
последующим моделированием жесткими телами
(методом молекулярной тектоники) и гибридны-
ми методами, приводит к достаточно полному
описанию структуры белка. Для эктодомена IRR
это было особенно важно, так как предыдущие
исследования не позволили нам показать измене-

ние конформации белка при изменении рН, т.е.
при выполнении рецептором своих биологиче-
ских функций.

Второй задачей нашего исследования была де-
монстрация на достаточно сложном примере со-
временных возможностей малоуглового рассея-
ния. Мы показали, что при решении обратных за-
дач МУРР с принципиальной невозможностью
получения однозначного структурного ответа,
тем не менее, можно достаточно полно и количе-
ственно описать конформационное состояние
рассеивающего объекта. При этом, анализируя
данные малоуглового рассеяния, стоит критично
оценивать полученные результаты и при возмож-
ности использовать комплементарные методы.
В нашей работе, где мы поставили цель показать
современные подходы и возможности МУРР, мы
принципиально не прибегали к данным других
структурных методов, хотя именно их использо-
вание позволяет значительно сузить коридор воз-
можных решений обратной задачи малоуглового
рассеяния.

Большое значение также имеет выбор пра-
вильного диапазона данных при первичной оцен-
ке общих геометрических параметров, таких как
исключенный объем, радиус инерции, макси-
мальный размер, а также при моделировании
структуры разными методами. При ab initio моде-
лировании формы следует использовать только

Рис. 9. Результат моделирования программой OLIGOMER смесей различных конформаций: 1 и 3 – эксперименталь-
ные кривые МУРР ectoIRR при рН 7.0 и 9.0, соответственно; 2 и 4 – теоретическое рассеяние от смеси конформаций
при рН 7.0 и 9.0, соответственно.
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первые восемь-десять шенноновских каналов, а
дальнейшее увеличение интервала угловых век-
торов приводит к неадекватному восстановлению
структуры с мнимо подробными деталями. С дру-
гой стороны, для гибридных методов диапазон
углов должен быть максимально широким.

Очень важно использование онлайн эксклю-
зионной гель-хроматографии: восстановление
структуры с разрешением порядка 1 нм в малоуг-
ловом рассеянии возможно только для монодис-
персных растворов белка. Однако даже для такого
сложного объекта исследования, как эктодомен
рецептора, подобного рецептору инсулина, с его
гибкостью и полиморфизмом удалось построить
структурные модели, отражающие его биологиче-
ские свойства. Мы надеемся, что наша работа по-
лезна не только в плане изучения конкретно
структуры ectoIRR, но также описывает ряд зна-
чимых методик МУРР и сценарий, которого сле-
дует придерживаться в процессе исследований
структурно сложных биологических объектов и
комплексов.
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The Ambiguity Problem in Solving Inverse Problems of Small-angle Scattering:
A Consistent Approach by the Example of Insulin Receptor-related Receptor.
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The construction of three-dimensional models of protein macromolecules is a challenging problem due to the
poor convergence of the inverse problem of reconstructing a three-dimensional structure from a one-dimen-
sional small-angle scattering profile. The target function can have several local minima, which leads to the
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dependence of the solution on the starting values of the model parameters and on the method for finding the
global minimum. The problem of creating structural models is also complicated by averaging the scattering
pattern over all orientations of particles in space, and in the presence of polydispersity and/or polymorphism,
by the size and shape distribution of scattering objects. In this work, the problem of ambiguity in solving in-
verse problem and restoring the three-dimensional structure of a protein is considered by the example of
studying the structure of the ecto-domain of the insulin receptor-related receptor (ectoIRR) in solution. The
work presents a consistent approach to solving this problem, starting from the determination of general struc-
tural parameters and ab initio shape reconstruction to modeling by rigid bodies (by the method of molecular
tectonics), hybrid methods and analysis of scattering profiles by singular vector decomposition.

Keywords: small-angle X-ray scattering (SAXS), structural modeling, receptor tyrosine kinases, insulin re-
ceptor-related receptor
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