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Пояснительная записка

Программа спецкурса «Спектрально-физические методы исследования биообъектов» разработана для специальности 1-31 04 01 Физика (направление 1-31 04 01-01 научно-исследовательская деятельность). В развитии физических методов достигнут значительный прогресс, благодаря чему стала доступна информация о структурных и функциональных особенностях биосистем, включая все уровни их организации. Наиболее широко применяются спектральные методы (спектрофотометрия, люминесценция): для идентификации веществ, качественного анализа структуры, определения степени чистоты веществ, исследования изменений, претерпеваемых веществом в ходе физико-химических и биохимических процессов. Значительные возможности отрываются при использовании люминесцентных зондов и меток, в том числе при исследованиях методами FRET и конфокальной микроскопии, использовании цветных флуоресцирующих белков. Люминесцентные измерения (в частности поляризационные) успешно применяются при изучении быстро протекающих процессов в нано- и пикосекундном диапазоне для изучения динамики биологических объектов. Методы рентгеновской кристаллографии с использованием синхротронных источников и ядерного магнитного резонанса позволяют получить сведения о структуре биомакромолекул и надмолекулярных комплексов с высоким пространственным разрешением. В спецкурсе также рассматриваются методы, основанные на изучении оптического вращения, магнитного оптического вращения, хемилюминесценции, ЭПР и спиновых зондов, рамановского рассеяния и ИК-спектров, использования явлений рассеяния света, рентгеновского излучения, нейтронов для исследования биообъектов. 

Материал курса базируется на знаниях и представлениях, заложенных в общих курсах оптики, атомной физики, квантовой механики. Чтению данного курса должно предшествовать изучение спецкурсов «Молекулярная биофизика», «Физика растворов», «Физика мембранных систем», «Спектроскопия сложных молекул». Некоторые вопросы, касающиеся спектрально-физических методов исследования биообъектов, рассматриваются в спецкурсе «Протеомика» (масс-спектрометрия белков, люминесцентные методы исследования динамики белков), «Биопреобразователи и нанобиоматериалы», в связи с чем они не включены в курс «Спектрально-физические методы исследования биообъектов». 

Таким образом, целью курса является освоение студентами современных физических методов анализа структуры и свойств биосистем. Общее количество часов — 40; аудиторное количество часов — 24, из них лекции — 20, контролируемая самостоятельная работа — 4, самостоятельная работа — 16. Форма текущей отчётности — письменные контрольные работы и реферат, итоговой — зачет.
Примерный тематический план

	№ п/п
	Название темы
	Лекции
	Контролируемая самостоятельная работа
	Всего

	1
	2
	3
	4
	6

	1.
	Спекрофотометрический анализ в биофизике
	2
	
	2

	2.
	Фотолюминесцентный анализ биообъектов
	4
	
	4

	3.
	Колебательная спектроскопия
	2
	1
	3

	4.
	Круговой дихроизм и  дисперсия оптического вращения
	2
	
	2

	5.
	Анализ дифракции и рассеяния излучения в исследовании размеров и формы биообъектов
	4
	1
	5

	6.
	Хемилюминесценция
	2
	
	2

	7.
	Спектроскопия эпр в биофизике 
	2
	1
	3

	8.
	Нейтронная спектроскопия и  ядерный магнитный резонанс белков
	2
	1
	3

	
	Итого
	20
	4
	24


Содержание учебного материала
1. спекрофотометрический анализ в биофизике. Электронные спектры молекул, виды ковалентных связей, (-сопряженные и ароматические системы. Характеристики полос поглощения, отвечающих переходам (→(*, (→(*, n→(* и n→(*. Основные хромофоры в биологических системах. Влияние заместителей на положение полос в спектре. Электронные спектры поглощения (в УФ и видимом диапазоне, UV/VIS) биополимеров (пептидов и нуклеиновых кислот) и их мономеров, влияние факторов среды. Количественный анализ нуклеиновых кислот по методу Спирина. Спектрофотометрический анализ пространственной структуры биополимеров (титрование белков по тирозину, анализ кривых плавления ДНК). Оптическая спектроскопия с высоким временным разрешением. Поверхностный плазмонный резонанс в исследовании спектров поглощения малых количеств веществ.
2. ФОТОЛюминесцентный анализ биообъектов. Люминесценция аминокислот и пептидов, анализ структуры белков по флуоресценции триптофанилов. Использование явлений миграции энергии и тушения люминесценции примесями для оценки конформационной лабильности белков, динамики клеточных структур, межмолекулярных взаимодействий. Фотохимические процессы. Флуоресцентная корреляционная спектроскопия (FCS). 

Метод флуоресцентных зондов в исследовании ДНК, белков, мембран, процессов активации клеток, внутриклеточной подвижности (типы зондов, параметры зондов, используемые для оценки структурных и динамических характеристик биообъектов, определение числа мест связывания и константы связывания), проточная цитометрия. Конфокальная микроскопия, принципы FRET (Фёрстеровский резонансный перенос энергии), FRAP (восстановление после фотообесцвечивания), FLAP (локализация флуоресценции после фотовыжигания), FLIP (потеря флуоресценции во время фотовыжигания). Использование цветных флуоресцирующих  белков (природных и генетических конструктов) в флуоресцентной микроскопии, флуоресцентные белки-«таймеры». Лазерная сканирующая цитометрия. «Наноскопия» — флуоресцентная микроскопия сверхвысокого разрешения (PALM, TIRF, iPALM, RESOLFT и др.). 

Люминесцентный анализ растительных, животных, бактериальных клеток. 


3. Колебательная спектроскопия. Применение ИК-спектроскопии для анализа структуры биомолекул, ИК-спектроскопия аминокислот и пептидов, тонкопленочных препаратов ДНК. Исследование биообъектов методами комбинационного рассеяния. Гигантское комбинационное рассеяние. Фемтосекундная колебательная спектроскопия в исследовании динамики белков, фурье ИК-спектроскопия (FT-IR), фемтосекундная стимулированная рамановская спектроскопия (FSRS). ИК-микроскопия (mid-infrared, MIR). 
4. круговой дихроизм и  дисперсия оптического вращения. Необходимые условия для появления оптической активности, круговой дихроизм (КД) и аномальная дисперсия оптического вращения (АДОВ). Применение КД и АДОВ для исследования конформации полипептидов и белков. Круговой дихроизм комплексов ДНК с лигандами. Исследование кругового дихроизма в дальнем УФ с использованием синхротронного излучения. Колебательный круговой дихроизм. 
Магнитная оптическая активность. Природа магнитной оптической активности. Применение магнитного кругового дихроизма и дисперсии магнитного вращения при исследовании белков и нуклеиновых кислот. 
5. анализ дифракции и рассеяния излучения в исследовании размеров и формы биообъектов. Светорассеяние как метод анализа размеров, формы, концентрации частиц, процессов агрегатообразования. Турбидиметрия, нефелометрия, лазерная дифракция, динамическое рассеяние света (ДРС). Идентификация клеток и частиц по характеристикам светорассеяния в проточных цитометрах.

Рассеяние рентгеновского излучения в исследовании свойств биообъектов. Рентгеновская кристаллография на синхротронных источниках.
6. хемилюминесценция. Свободные радикалы и активированная хемилюминесценция клеток. Физические и химические усилители свечения. Типы усилителей свечения, взаимодействующие с различными радикалами. Кинетические зависимости железо- и пероксидазо- индуцированной хемилюминесценции. Биохемилюминесценция. Собственная хемилюминесценция при перекисном окислении липидов, хемилюминесценция хлорофилла. Исследование антиоксидантных свойств веществ хемилюминесцентным методом. Хемилюминесцентные метки. Биолюминесцентные тест-наборы с использованием люциферазы-люциферина. Кальций-активируемые фотопротеины (САР) экворин и обелин как биолюминесцентные индикаторы.
7. Спектроскопия эпр в биофизике. Спиновые зонды и метки, стабильные нитроксильные радикалы, применение для измерения поверхностного потенциала мембраны, анализа структурно-функциональных параметров мембран, измерения рН в клетках и органеллах, определения количества SH-групп в белках, регистрации свободных радикалов в биосистемах. Исследование топографии и структурных перестроек белков с использованием спиновых зондов. Импульсная ЭПР спектроскопия для структурных исследований в нанометровом диапазоне. 
8. нейтронная спектроскопия и  ядерный магнитный резонанс биообъектов. Современные возможности нейтронографии для решения структурных задач и для исследования изменения структуры биообъектов в процессе  функционирования. Синхротронные и нейтронные исследования липидных наноструктур.
ЯМР-спектроскопия белков, нуклеиновых кислот, полисахаридов, липидов. ЯМР-томография. Пространственно-селективная спектроскопия ЯМР.
Информационно-методическая часть

Формы контроля знаний

1. Реферативные работы

2. Контрольные работы

Темы письменных контрольных работ

1. Спекрофотометрический анализ в биофизике, фотолюминесцентный анализ биообъектов, колебательная спектроскопия
2. Круговой дихроизм и  дисперсия оптического вращения. Анализ дифракции и рассеяния излучения в исследовании размеров и формы биообъектов
3. Хемилюминесценция. Спектроскопия эпр в биофизике.
Темы реферативных работ

1. Молекулярные клеточные сенсоры на основе цветных флуоресцирующих белков.
2. Флуоресцентные белки-«таймеры»
3. Лазерная сканирующая цитометрия
4. Флуоресцентная микроскопия сверхвысокого разрешения
5. Фемтосекундная колебательная спектроскопия в исследовании динамики белков
6. Фемтосекундная стимулированная рамановская спектроскопия (FSRS). 
7. ИК-микроскопия.
8. Исследование кругового дихроизма в дальнем УФ с использованием синхротронного излучения. 
9. Колебательный круговой дихроизм. 
10. Рассеяние нейтронов в исследовании свойств биообъектов. 
11. Рентгеновская кристаллография на синхротронных источниках.
12. Кальций-активируемые фотопротеины (САР) экворин и обелин как биолюминесцентные индикаторы.
13. Исследование топографии и структурных перестроек белков с использованием спиновых зондов. 
14. Импульсная ЭПР спектроскопия для структурных исследований в нанометровом диапазоне.
15. Современные возможности нейтронографии для решения структурных задач и для исследования изменения структуры биообъектов в процессе  функционирования. 
16. Синхротронные и нейтронные исследования липидных наноструктур.
17. ЯМР-спектроскопия белков, нуклеиновых кислот, полисахаридов, липидов.
18. Пространственно-селективная спектроскопия ЯМР.

Рекомендуемая литература
Основная

1. Нолтинг Б. Новейшие методы исследования биосистем (  М.: Мир, 2005. 
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4. Волькенштейн М.В. Биофизика.  ( М. URSS, 2008.
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8. Соловьев К.Н., Гладков Л.Л., Старухин А.С. Шкирман С.Ф. Спектроскопия порфиринов: колебательные состояния. ― Минск, Наука и техника, 1985. 

9. Тен Г.Н., Бурова Т.Г., Баранов В.И. Спектроскопическое исследование структуры оснований нуклеиновых кислот. Учебное пособие. ( Саратов: Научная книга, 2004. 

10. Векшин Н.Л. Флуоресцентная спектроскопия биополимеров. Краткий учебный курс. 2006.
11. Добрецов Г.Е. Флуоресцентные зонды в исследовании клеток, мембран и липопротеинов. ( М. Наука, 1989. 

12. Штейн Г.И. Руководство по конфокальной микроскопии - СПб: ИНЦ РАН, 2007. 
13. Лопатин В.Н., Приезжев А.В., Апонасенко А.Д. Методы светорассеяния в анализе дисперсных биологических сред ( М.: Физматлит, 2004. 
14. Владимиров Ю.А., Проскурнина Е.В. Лекции по медицинской биофизике – М.: МГУ, 2007.
15. Метод спиновых меток теория и применения. Под ред.Л. Берлинера. ― М. Мир, 1979.
16. Останевич Ю М, Сердюк И Н "Нейтронографические исследования структуры биологических макромолекул" // Успехи физических наук – 1982.- Т.137, №85.
17. Кантор Ч., Шиммел П.  Биофизическая химия. В 3-х т. Т.2. – М.: Мир, 1984.

18. Хауссер К.Х., Кальбитцер Х.Р. ЯМР в медицине и биологии: структура молекул томография, спектроскопия in vivo. – Киев: Наук. думка, 1993.
Дополнительная

1. Джаксон М.Б. Молекулярная и клеточная биофизика. 2009.

2. Бахшиев Н.Г. Введение в молекулярную спектроскопию. - Л., 1987 

3. Пентин Ю.А., Курамшина Г.М. Основы молекулярной спектроскопии. - М.:Мир,2008.
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5. Шмидт В. Оптическая спектроскопия для химиков и биологов - М.: Мир, 2007. 

6. Грибов Л.А., Баранов В.И. Теория и методы расчета молекулярных процессов: спектры, химические превращения и молекулярная логика -  М.: URSS, 2006. 
7. Каплан И.Г. Введение в теорию межмолекулярных взаимодействий. - М: Наука, 1982.

8. Сидоренко В.М. Молекулярная спектроскопия биологических сред: Учебное пособие 2004. 

9. Феофанов А.В. Спектральная лазерная сканирующая конфокальная микроскопия в биологических исследованиях // Успехи биологической химии. - 2007. - Т.47. – С. 371-410.
10. Зубова Н.Н., Савицкий А.П. Молекулярные клеточные сенсоры, созданные на основе цветных флуоресцирующих белков // Успехи биологической химии, 2005. – Т.45. - С. 391-454.
11. Тучин В.В. Оптическая биомедицинская диагностика. В 2-х томах. - Физматлит, 2007.

12. Грибов Л.А. Колебания молекул -  М.: URSS, 2009.

13. Купцов А.Х., Жижин Г.Н. Фурье-спектры комбинационного рассеяния и инфракрасного поглощения полимеров. Справочник. - М.: URSS, 2001.
14. Элиот, А. Инфракрасные спектры и структура полимеров. - М. Мир, 1972. 

15. Владимиров Ю.А., Проскурина Е.В. Свободные радикалы и клеточная хемилюминесценция // Успехи биологической химии, 2009. - Т.49.- С. 341–388. 

16. Угарова Н.Н., Бровко Л.Ю., Кутузова Г.Д. Биолюминесценция и биолюминесцентный анализ // Биохимия. - 1993. - T. 53. - № 9. - С.1351 - 1364.
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