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{иссертационная работа {ьяковой }о.А. посвя1|]ена изучени}о
взаимодействия белковьтх макромолекул друг с другом и с неорганическими
ионами в пересь1щеннь1х растворах при образовании кр!{сталлов белков и
белковьтх пленок.

Белки игра}от одну из кл}очевь1х ролей в функционировании
биолтогических сРед. Ах исследование 3анимает ва;кнейтпее место в нау1(е.

Ёесмотря на гроп{адньте успехи в этой области, акту;зльной задаией в

наст()ящее время остается получение структурнь1х данньтх т{а атомарном

уровне. [{р, кристаллизации белковьтх макромо]|екул такие даннь1е
сравнительно просто получа}от с использованием преимущественно

рентген()структурног| дифракцтаи. Фднако до сих пс}р име[0тся больтпие
пробельт в понимании механизмов кристаллизации, и) пре>т(де всего' это
относится к механизмам самоорганизации белковьтх молекул в

кристаллиза1{и{),нньтх растворах. Б этой связи работа }Ф.А.[ьяковой, в которой
обобщена обтпирная информации о взаимодействии белковьтх мо.пекул в

растворах при кр!{сталлизации и образовании белковьтх пленок, является
весьма актуальной.

Аля изучения фундаментальнь|х закономерностей взаимодействия
белковьтх молекул' в том числе механизмов у[х самоорт'анизации при

формирова\1ии упорядоченнь1х систем {ьяковой }о.А. бьтл разработан и
апробирован новьтй подход к исследовани}о ме)(анизмов 0рганизации и
структурь1 белковьтх систем' вкл}очая адаптаци}о и применение Ряда
синхрс)трон1]ь1х и нейтроттньтх методов' }иолекулярн0е моде.пирование и
создание с11ециализированнь1х экспери\{ентальнь1х устройств.

в настоящее вреу{я наиболее эффективньтм методом определения
трехмерной структурь1 биомолекул с вь1сокиш{ разре1шением является метод

рентгеноструктурного ана!\иза (РсА). 3тим методом получено более 85%
структур в ме)кдународной базе даннь1х. Б то же время доля белков,'для
которь1х определена трехмерная структура' составляет,проценть| от общего
количества известньтх белков.



Фсновньтм ((узким)) \4естом определения структурь[ белков методом РсА,
как совер1пен}{о правильн0 отмечено в д1{ссертации, остается поиск ус;товий
кристаллизации, необходимьтй дах<е для 11олучения нанокристалл0в, которьтй
сегодня г1роизводится методом ттроб и отпибок. [{р, этом для оценки

результата образования кристалла мо}кет потребоваться от нескольких часов

до нескольких п{есяцев. Ёерешенньтм такя{е остается вопрос соответствия
структурь{ белков и их комплексов с молеку'{ами субстрата в

физиологических усл0виях функционироваЁ1ия) структуре белков в кристалле.
Работа }о. А. [ьяковой представляет вах<ньтй этап в преодолении указаннь|х
труАностей

Бсе полут{ег1нь1е в исследовании /]ьяковой }о.А. даннь1е явля}отся

оригинальнь1ми и актуальнь1ми' а также зак.падьтвагот основу для дальнейтшего

усовер|пенствования подход0в к конструировани|о функциональнь1х
биологических и гибриднь1х систем на атомно-молекулярг{ом уровне.

[исоертация состоит из введения, тпести глав, вь1водов и списка
цитируемой литературь1. Фбъем диссертации составляет 40з страниць1'
вкл}очая 133 рисунка,30 таблиц и список литературь1 из 505 наименований.

Б первой главе диссертационной работьт представ-глен обзор методов и
подходов к ис()ледовани}о структурь| макромолеку-л с атомарнь1м

разре1пением' а такя{е работ, посвященнь1х исследовани}о взаимодействия
белковьтх молекул в растворах на начальной стадии криста-т1лизации.

Бо вт'орой г]1аве описань1 методь! и подходь1' развить]е в настоящей

работе, к иссл0довани}о взаимодействия белковьтх молекул в растворе и в

монослое, использова1{нь1е в работе. Аля ре1пе!{ия поставленнь1х в работе
3адач бьтл подобран комплекс взаимодо11олня1ощих мет0дов' позволятощий
проследить переход от монодисперсного раствора 6йелка к образованиго
прекурсоров булущего кристалла' а затем исследовать структуру кристалла в

процессе ег0 роста.

[ретья глава посвящена олисаниго результатов определения структурь1

растворов в условиях криста.плизации на 11римере белка лизоцима и
механизмов влияния термодинамических параметров на 1_!роцесс

кристаллизации' 14сследовано влияние температурь1, концентрации белка,
концентрации 0садителя и растворителя на количество окташ{еров и димеров,
образутощихся в растворе перед началом кристаллизации. !становление
взаимосвязи ме]х{ду олигомернь1м составом кристал.пи3ационного раствора и
образованием кристалла позволило разработать технологический процесс

ускоренно го подб ора ус.повий крист аллизации.



Б нетвертой главе представлень| результать1 исследования роли ионов
осадителя в механизме кристаллизации белка г1о результата1и исследований
структурь1 растворов и кристаллов лизоцима, вклгочая моделирование
молекулярной динамики.

в лятой

форштирования

главе приведень1 результать| исс.т!едования процесса
лег{г]и1оровских пленок на основе растворов лизоцима в

условиях кристалл|4зации.|,{сследование такой моде]1ьн0й системь1 позволило

уточнить степень стабильности промех{уточной фазьт кристалл1|зации и роль
ионов осадителя в образовании такой фазьт.

Б тпестой главе представлень1 результатьт верификации предполо)кения о
том' что механизм кристаллизации водорастворимь1х белков вкл}очает

формирование проме)куточной фазьт - олигомеров, которь]е ]ио)кно считать
((единицами роста) будущего кристалла. €оответству}ощР1е исследования
проведень1 для начальной стадия кристаллиза|\ии бе.:тков протеиназь1 к и
термолизина'

Б качестве основнь|х результатов работьт м())кно вь1делить следу}ощие
закл}очения:

1. Разработаннь]е и созданнь1е специалр1зированнь1е измерительнь1е
ячейки для [п з!|ал исс.[1едования процессов формирования белковьтх
кристаллов и плег1ок методами рентгеновской рефлектометрии'
дифрактометрии, малоуглов0го рассеяни\ а также методом стоячих

рентгеновских волн в области полного вне1пнего отрах{ен1,1я' позволили
получить уникальнуто информаци}о' которая дает существенное продвих{ение
в понима}{ии механизмов орга|{изации и структурь| слабоупорядоченнь1х
белковьтх систем. €оздан измерительньтй комплекс д]|я исследования
белковь:х систем в нативн1эм состоянии' вклтонатощий в себя четь1ре

измерительнь1е ячейки.

2. € помощь}о комплекс1{о1-о подхода' объединягощего методь| рассеяния
(малоугловое рассея|{ия рентгеновскР1х луней у| нейтронов,

рентгеноструктурная дифракция) и молекулярной динап,1ики изучень1
предкристализационнь1е фазьт в растворах ряда белков. 1ак, для растворов
лизоцима в условиях образования крр1сталлов тетр']гональнот? сингонии
определень1 относительнь1е доли мономеров' димеров, 0ктамеров и их
изменения в зависим0сти от концентрации белка и осадителя, температурь1' а

такх{е при замене обьтчной водьт на тя)келуго. |{оказа}1о' что при добавлении
хлоридов металлов к раствору лизоцима степень увели1чения концентрации

октамерс)в в растворе коррелирует с полот{ение}4 иона мет'алла в лиотропном
ряду. Ба основе даннь1х молекулярной динаш{ики показано' что в присутствии
осадителя стабилен только один из. исследуе}4ь]х типов октамеров. Аля

э



молеку.г{ протеиназь1 к [редсказано и подтвержде}{о экспериментально:, что
наиболее вероятнь1ми единицами роста кристалла, которь!е м0гут устойчиво
существовать в кристаллизационнь1х растворах' '1вля}отся димерь1. Аля
термолизина - это димерь1 и гексамерьт. йетодом й!РР подтверждено, что
растворь1 термол|4з|4на в условиях кр11сталлизат7ии вкл}оча}от только три
1{омпо}1енть1 _ мономерь1, димерь1 и гексамерь1.

3. |{роведеттьт обтширньте исследования эффекз:ов, связаннь1х с
взаимодействием ионов осадителя с молекулами белка в объеме и на границе

раздела. 1ак, впервь1е определено' что ионь1 осадите.]]я встраива}отся в
структуру кристаллов белков. [[оказано' что ионь| осадителей (хлоридьт

различнь1х метаплов) обеспечива}от оптимальн0е распределение
поверхностног0 заряда м0лекуль1 лизоцима, пр[1водящее к образованито
прекурсоров криста.г{ла - октамеров; определеЁ{с) влр{яние раз.}1ичнь|х ионов
осадителя |1а равновеснуго концен'трацито и кон()ормац|4оннупо стабильность
октамеров' а такя{е связь1вание прекурсоров ме)кду собой [ри дальтлейтшем

росте |(ристаллов. !ля ,|енгмгор)овских пленок лизоцима' сформированнь1х на
поверхности водной субфазь1 из кристаллиза1{ион}{ого раствора' обнарух<ено'
что они име}от вь1соку}о плотность и однородность, а толщина согласуется с

размером октамера. |акя<е вь1яв.]1ен тонкий слой на границе раздела
белок/субфаза. 8ахсно, что структура <<слой белка/слот] осадителя|субфаза>>
стабильна и сохраняется г{ри переносе монослоя на твердук) подлох{ку.

{остоверность получен1{ь1х результатов подтвер}(дается использованием
надех{ного сертифицированного оборуловаъ{'|я и т,тнфрастр)/ктурь1' вкл}очая

установк!1 мега-кл(}сса: источ!{Р1к синхротронного изл)/чения <<киси-
1{урнатов> (г{?1ц <1{урнатовский институт>>, \4осква, Россия), Ёвроп ейский
центр синхротроннь1х иссл{едований (в5кР, [реноб'шь, Франтдтая.| и источник
нейтронов АБР-2 (о|4яи, !убнщ Россия). |{ри этом использованнь1е методь1
позволяли осуществ.]1ять взаимну}о проверку. {остоверность так)ке
подтвер)кдается согласованием с':публикованнь1х работ как с участием
}Ф.А.!ьяковой 'так и ра6отами других авторов' а такя{е обсуя<дением
получе1{нь1х [)езультатов на ведущих отечественнь1х и мех(дународнь1х
кон ф ерен циях ) пос вященнь1х темат}4ке ис с.]1 едо в ания'

в качестве наунной новизнь| мо}кно вь1делить несколько основнь1х
пунктов:

- 3кспериментально подтвер)кдена гипотеза о существовании
предкристаллизационной фазьт в крис'галлизационнь{х растворах белков,
которая представляет собой набор олигомеров - фрагме!{тов к{)исташлической
структурь1 белка. [{о сути, для растворов лизоцимс1 11остроена фа.зовая
диаграм1иа предкристал.]1изационной стадии - распределение по олигомера\4 в



зависимости от концентрац|4й белка и осадителя, а такя{е температурьт. |ля
данной стадии исследован изотоп-эффект замень1 легкой водь1 на тяя{елу}о.

- Бьтявленьт особенности располо)1{ения ионов осадителя (хлоридов

металлов) в кристаллах лизоцима и его олигомерах (октамерах и дишлерах) в

кристаллизационн0м растворе. €моделировано влияние ионов' связаннь1х с

молекул ами белка, на ст а6иль}1ость олигомеров.

- Фпределена структура ленгм}оровск.их слоев, сформированнь1х из

кристаллизационного раствора лизоцима, 0г1ре{€)1€ББ| принципь!

в3аимодействия таких монослоев с ио1{ами осадителя на границе раздела с

водной субфазой. |{оказана термодинамическая стабильность связи ме)кду

слоем белковьтх олигомеров и слоями ио1{ов 0садителя.

- € методической точки зрения предло}1(ен новьтй комплексньтй подход к

исследовани}о струк'турь! и механизмов формирования белковьтх систем,

основанньтй на применении синхротро1{нь1х и нейтронньтх мет'одов и

молекулярного моделирования' которьтй вкл}очает в себя: |) измерительньтй

комплекс для исс{|едования белковьтх систем в нативном состоянии; |1) анализ

промежуточной ф азьт кристалл изации' ос нованньт й на Р{спользо вании моделей

олигош1еров; 111) мо,цел?{рование механизмов формирован}1я кристаллов; 1у)

форштирование и анализ упорядоченнь1х белковьтх пленок и механизмов

формиро вану|я планарнь1х белковь1х систем.

|[рактинеская знач!дмость работь1 зак]т}очена в том, что полученнь{е в

работе зна|1ия фундаментальн0го характера о мехаг{изма)( самоорганизации

белковьтх \(олекул п0зво'{я}от говорить о принципиально г{овьтх п0дходах к

управляемому по.пученито кристаллов и упорядоченнь1х. сис'тем с белками.

|1редложенньтй и апробированньтй в работе метод ускорень{ого подбора

условий кристаллизации составля|от основ}' для формирования
технологических процессов дизайна и с0здания новь1х лекарственнь1х средств,

а такя{е ферментов и других макромолекул для сельского хозяйства,

промь11шленной биотехнологии' с оздания новь1х бис:материаг10в.

[[акх<е предло}!(енгтьтй инновационньтй подход к формировани1о

упорядоченнь1х белковьтх пленок мо)кет слух{ить основой для создания

биоподобньтх устройств, таких как биосенсорьт (использу}ощие

биохимические пр0цессь1 аналогич}{о )|(ивь1м организмам) и элементь1

биоэлектрон|'1ки (принцип действия которь1х приблия<ен' нат1ример' к нервной

системе).

Ё1есомненно) практической ценностьго об.:та дает и сам используемьтй в

работе комплексньтй исследовательский подход' которьтй мо}кет бьтть легко

рас1пире1] на другие области. Бо-первьтх, совместное применение



синхр0троннь1х и нейтроннь1х методов' а та}с)ке молекулярного
моделирования, к исследовани}0 механизмов форм|4рования упорядоченнь1х
белковьтх систем представляет, по сути, методиь1еску}о 6азу метрологии
принциг1иально новь1х прироцоподобньтх технолог'ических процессов. Бо-
вторь1х' доступен многоцелевой исслед{овательский инструментарий, а

результать1 доведень1 до )/ровня, позволя}ощего исп0льзовать их в практике
проектнь1х и тех}!ологических орга} лизаций 

"

Результатьт диссертационной работьт бьтли представлень1 автором и
соавторами на многочислен1-{ь1х международнь1х и российских научнь1х
конферет{цияк. |{о теме диссертации олублик0вано 22 с"у:атьи в рецензируемь1х
научнь1х изданиях из списка вАк, имеется 3 патента.

.[!ичньдй вклад дт4ссертанта не вь!зь1вает сомтлений. Бсе результать1,
представленнь1е в работе, по-цучень1 лично автором 

'1ли 
при ее

непосредственгтом участии. в диссертации продемонстрировано' что автор
является вь1сококласс1{ь1м специа-т1истс)м во всех 1'{сп0ль3уемь1х методиках,
начиная с разработки и создания специальнь1х измерительнь1х ячеек и
пробогтодг0товки, 1ц закан{{ивая проведением и интерпретации даннь1х
экспериме11тов на источниках нейтронов и синхротронного излучения по
малоугловому рассеяЁ1и}о, рефлектометрии' стоячих рентгеновских волн'

рентгеЁто структурного анализа.

Фбсуясдение результатов и их интерпретация проводилр{сь совместно с
научнь1м консультантом и соавторами лу6ликаций.

€тиль изложения диссертации четкий и ясньтй. {иссертация оформлена в

соответствии с требован1{ями вАк.

1{ работе име}отся замечания:

1. в диссертации весьма ш1ироко применя}отся рентгеновские и
синхротроннь1е методь1 исследоват1ия, в то время как нейтронное излучение
применяется т'олько в методе малоуглового рассея1{ия (\{}Р1{) при изучени|4
структурь1 растворов белков. Ёедостаточное исг{ользование возможностей
нейтронов проявилось в результатах исследоватлий пленок и кристаллов' где
остались неяснь1\{и позиции ряда легких атомов.

2. в работе не обсу>кдается латеральная структура (степень

упорядоченности) белковьтх пленок' !1то важно для [{х использова|1ия в

качес'гве датчиков. Адаптация предло)кеннь1х в работе подходов к
исследовани!о механизмов организаци'| белковьтх м0лекул с г|ривлечением
нейтронньтх методов на этапах исследовану[я крист€|"ллит{еских фа, и
планарнь{х с'{стем' в том числе на поверхности )кидкостр1' позволит получить
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дополнительнь1е даннь1е и ва}кнь|е ре3уль'гать1 для более глубокого понимания

физики процессов образов ания кристалл0в.

[1риведеннь1е замечания не снижагот общей вьтсокой оценки диссертации)
ее фундаментальности и научЁ[ой значишлости.

Автореферат диссерт'|ции крат}(о и' в то )ке время' достаточно полно
отра}кает содерх{ание диссертационной работь1. Результатьт работьт
опубликовань1 в престижнь1х рецензируеш1ь{х х{урналах из списка вАк.

Ёа основании все1'о вь11шеизложенного с|{ита[о, что диссертационная
работа }о.А. !ьяковой представляет собой завер1пенну}о научну}о
исследовательскуто работу' соответству}ощуго всем кри:герт4ям и требованиям

раздела 11 поло}кения о присух{ден]{и учень|х степене}"{' утвер}1(денного
постановле}{ием |{равительства Российской Федерации от 24 сентября 201з
года ]\ъ 842, а ее автор, {ьякова}!лия Алексеевна, заслу)кивает присух{дения
ей уиеной степени доктора физико-математических наук по специальности
01.04. 1 8 - кристаллография, физика кристаллов.

Ффициальньтй опг{онент,

Авдеев йртхаил Басильевич

{октор физико-математических наук'
Ёачальник сектора нейтронной оптики |а6оратории нейтронной физики

им. и.м. Франка, \{ехсдународной мех{прав'{тельстветтной организации
Фбъединенньтй и нститу'т ядернь1х исследов аний (лнФ оия'1)
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