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1 Цели и задачи изучения дисциплины
Курс «Методы биохимических исследований» призван ознакомить студентов с современными методами исследований, используемых в биохимии. 
1.1 Цель преподавания дисциплины
Целью курса является подготовка высококвалифицированных биохимиков, способных выполнять исследования, самостоятельно планировать ход работы, подбирать необходимые методы для решения конкретных задач. 

«Методы биохимических исследований» - это комбинированный курс, включающий теоретическую и практическую часть.

В курсе изучаются основы биохимических методов исследований, основные методологические и методические приемы, необходимые для успешного применения этих методов. Особое внимание в курсе отводится современным методам исследований: хроматографии  и электрофорезу, видам современного лабораторного оборудования и приемам работы с ним. 

Успешное освоение курса «Методы биохимических исследований» подготовит студентов к проведению научных исследований в области биохимии и молекулярной биологии.

1.2 Задачи изучения дисциплины: 

В задачи курса входит: теоретическое  изучение основ биохимических методов исследований, основные методологические и методические приемы, необходимые для успешного применения этих методов, а также приобретение практических навыков работы с биологическим материалом на современном биохимическом лабораторном оборудовании.
В результате изучения дисциплины «Методы биохимических исследований» обучающиеся должны 
знать:

· теоретические основы биохимических методов исследований;
·  основные методологические приемы, необходимые для успешного применения этих методов в современных исследованиях;

· принципы работы с современным биохимическим лабораторным оборудованием; 

уметь:

· применять приемы работы с биологическим материалом;
· оценивать и обрабатывать полученные экспериментальные результаты;

· выбирать наиболее оптимальные методы достижения поставленных целей; 
владеть:

· приемами и навыками работы с современным биохимическим оборудованием;

· способами и технологиями защиты от вредных факторов профессиональной среды;

· понятийно-терминологическим аппаратом в области научных исследований в биохимии и молекулярной биологии. 

1.3 Межпредметная связь

Объектами изучения в дисциплине являются биологические системы. А именно: ткани многоклеточных организмов (животных и растений), клеточные органеллы и одиночные клетки, вирусы и микроорганизмы.
 «Методы биохимических исследований» – дисциплина, располагающаяся на стыке естественных и точных наук. Для изучения данного курса необходимы знания химии, физики, биологии, а также инженерных наук. Данный курс тесно связан с курсами общей биологии, ботаники, зоологии, микробиологии и биохимии. Уровень специалиста по специальности 020208.65  «Биохимия» подразумевает способность использовать теоретические и практические знания для решения проблем биологии и медицины путём интеграции биологических представлений и специализированных знаний в области профессиональной деятельности.
2 Объем дисциплины и виды учебной работы
Общая трудоемкость дисциплины составляет 80 часов. Из них на теоретическое обучение отводится 16 часов  (16 ч. – лекции), на лабораторные занятия 32 часа,  на самостоятельную работу – 32 часа.
	Вид учебной работы
	Всего 

часов
	Семестр 7

	Общая трудоемкость дисциплины
	80
	80

	Аудиторные занятия:
	48
	48

	лекции
	16
	16

	практические занятия (ПЗ)
	
	

	семинарские занятия (СЗ)
	
	

	лабораторные работы (ЛР)
	32
	32

	другие виды аудиторных занятий
	
	

	промежуточный контроль
	
	

	Самостоятельная работа:
	32
	32

	изучение теоретического курса (ТО)
	20
	20

	курсовой проект (работа):
	
	

	расчетно-графические задания (РГЗ)
	12
	12

	реферат
	
	

	задачи
	
	

	задания
	
	

	другие виды самостоятельной работы
	
	

	Вид итогового контроля (зачет, экзамен)
	зачёт
	зачёт


3 Содержание дисциплины

3.1 Разделы дисциплины и виды занятий в часах

(тематический план занятий)

	№

п/п
	Разделы дисциплины
	Лекции

 (часы)
	ЛЗ 

 (часы)
	Самостоятельная работа 
(часы)

	1
	Раздел 1. Оснащение биохимической лаборатории. Основные принципы исследований в биохимии.
	2
	4
	4

	2
	Раздел 2. Теоретические и методические основы электрофореза.
	2
	4
	4

	3
	Раздел 3. Гель – фильтрация.

	2
	4
	4

	4
	Раздел 4. Выделение, очистка и определение гомогенности белков.
	2
	4
	4

	5
	Раздел  5. Общие принципы хроматографии, классификация методов хроматографии.

	2
	4
	4

	6
	Раздел  6. Выделение и очистка ДНК.
	2
	4
	4

	7
	Раздел  7. Изучение свойств ДНК.
	2
	4
	4

	8
	Раздел  8. Полимеразная цепная реакция.

	2
	4
	4


3.2 Содержание разделов и тем лекционного курса
Раздел  1.Оснащение биохимической лаборатории. Основные принципы исследований в биохимии. (2 часа) 

Лекция 1. Меры безопасности в лаборатории при проведении биохимического анализа. Особенности применения общих лабораторных методов в биохимическом эксперименте. Микро - и нанометоды. Лабораторная посуда. Исходные реактивы для биохимической лаборатории. Сведения о реактивах. Методы отбора реактивов в биохимическом анализе. Взвешивание: виды весов для аналитической биохимии. Дозирование жидкостей, использование пипеточных дозаторов, возможные источники погрешностей. Буферные растворы для использования в биохимическом анализе. Необходимость проведения ряда биохимических анализов в специальных условиях. 

Раздел  2. Теоретические и методические основы электрофореза. (2 часа)
Лекция 2. Принцип электрофореза. Зональный электрофорез. Теория электрофореза в ПААГ. Разделение белков в присутствии ДСН. Специфические электрофоретические методы: высоковольтный, проточный, двумерный электрофорез, диск-электрофорез. Изоэлектрическое фокусирование. Изотахофорез. Иммунный электрофорез. Реакции антиген-антитело. Иммуноэлектрофорез в агаровых или агарозных гелях. Диффузия и преципитация в геле. Иммунофиксация.
Раздел  3. Гель – фильтрация. (2 часа)
Лекция 3. Гель-фильтрация. Общая характеристика метода. Очистка и фракционирование макромолекул методом гель-фильтрации. Определение молекулярной массы. Области применения гель-фильтрации. Наполнители колонок. Разновидности гель-фильтрации.
Раздел  4. Выделение, очистка и определение гомогенности белков. (2 часа)
Лекция 4. Разделение белков путем осаждения. Растворимость белков при низкой концентрации солей. Высаливание при высокой концентрации соли. Осаждение белков органическими растворителями. Осаждение белков органическими полимерами и другими веществами. Осаждение вследствие избирательной денатурации.
Раздел  5. Общие принципы хроматографии, классификация хроматографических методов. (2 часа)
	Лекция 5. Классификация хроматографических методов. Классификация по принципу фракционирования. Классификация по способу элюции. Классификация по расположению неподвижной фазы. Элементы теории хроматографической элюции. Хроматографический процесс. Хроматографическая зона. Кинетическая теория хроматографии. Разрешение близко мигрирующих зон. Оптимизация условий фракционирования. Градиентная элюция. Хроматография макромолекул.



Раздел  6. Выделение и очистка ДНК. (2 часа)

	Лекция 6. Разнообразие видов ДНК: хромосомальная, митохондриальная, пластидная, бактериальная, плазмидная, вирусная. Специфика выделения ДНК из различных источников. Традиционные и современные методики выделения ДНК. Методы очистки ДНК.


	


Раздел  7. Изучение свойств ДНК. (2 часа)

Лекция 7. Методы визуализации и анализа ДНК. Определение количества двунитевой ДНК по флуоресценции бромистого этидия. Рестриктный анализ ДНК. Гель-электрофорез ДНК. Количественное определение концентрации ДНК спектрофотометрическими и флуоресцентными методами.
Раздел  8. Полимеразная цепная реакция. (2 часа)

Лекция 8. Понятие о полимеразной цепной реакции. История создания метода полимеразной цепной реакции. Проведение полимеразной цепной реакции. Компоненты реакции. Праймеры. Матрица. Термостабильная полимераза. Амплификатор. Ход реакции: денатурация, отжиг, элонгация. Разновидности полимеразной цепной реакции. Применение полимеразной цепной реакции. Недостатки метода и способы их устранения.
3.3 Лабораторные занятия
	№ раздела

дисциплины
	Наименование лабораторных занятий,

объем в часах

	1
	Изучение буферных растворов. 4 часа

	2
	Разделение макромолекул методом гель-фильтрации. 4 часа

	3
	Разделение белков путем осаждения. 4 часа

	4
	Электрофорез ДНК в агарозном геле. 4 часа

	5
	Изучение абсорбционных свойств ДНК. 4 часа

	6
	Выделение и очистка ДНК из биомассы бактерий. 4 часа

	7
	Рестрикционный анализ ДНК. 4 часа

	8
	Проведение полимеразной цепной реакции. 4 часа


3.4 Практические занятия

	№ 

п/п
	№ раздела 

дисциплины
	Наименование работ,

объем в часах

	
	
	Практические занятия учебным планом не предусмотрены



3.5 Самостоятельная работа
В дисциплине «Методы биохимических исследований» реализуются следующие виды самостоятельной работы студентов: самостоятельное изучение теоретического материала - 20 часа, обсчёт полученных результатов - 12 часов в 7 семестре. 

Самостоятельное изучение теоретического материала предполагает работу с учебной литературой, итогом работы является конспект, таблица, реферат. Все задания на индивидуальную самостоятельную работу выдаются и принимаются преподавателем по графику для выполнения самостоятельной работы.

На самостоятельное изучение выносятся в соответствии с тематикой лекций следующие вопросы:
1. Принципы биохимического исследования.
2. Биохимические исследования организации живой материи.
3. Виды центрифугирования.

4. Методы разделения белков крови.
5. Разрушение клеток и экстракция.

6. Растворы, используемые для экстракции.

7. Классификация хроматографических методов.

8. Техника колоночной хроматографии.

9. Общая характеристика метода гель-фильтрации.

10. Абсорбционная хроматография.
11. Ионообменная хроматография.

12. Аффинная хроматография.

13. Электрофорез ДНК в агарозном геле. 

14. Специфические электрофоретические методы.
15. Методы выделения ДНК из различных источников.

16. Способы визуализации ДНК.

17. Способы количественной оценки препаратов ДНК.
18. Методология проведения полимеразной цепной реакции.
19. Сферы применения полимеразной цепной реакции.

4 Учебно-методические материалы по дисциплине
4.1 Основная и дополнительная литература, информационные ресурсы
Основной список литературы
1. Березов Т.Т., Коровкин Б.Ф. Биологическая химия. 3-е изд., Москва : Медицина, 2007(30 экземпляров в библ. СФУ).
2. Николаев, А. Я. Биологическая химия: учеб. / А. Я. Николаев. – 3-е изд., перераб. и доп. – М., 2007(3 экземпляра в библ. СФУ).
3. Ельяшевич М.А. Атомная и молекулярная спектроскопия. Ч.3. Молекулярная спектроскопия. М.: Либроком, 2008 (25 экземпляров в библ. СФУ).

4. Северин Е.С., Николаев А.Я. Биохимия : краткий курс с упражнениями и задачами. 3-е изд., Москва : ГЭОТАР-МЕД, 2005 (15 экземпляров в библ. СФУ).

5. Кругляков П.М., Хаскова Т.Н. Физическая и коллоидная химия. Учебное пособие. Изд. 2-е, испр. М.: Высшая школа, 2007 (60 экземпляров в библ. СФУ).
Список дополнительной литературы
1. Ельяшевич М.А. Атомная и молекулярная спектроскопия. Ч.2. . Атомная спектроскопия. М.: Либроком, 2008.

2. Подавалова О.П., Лямкина Н.Э. Спектроскопия атомов и молекул: Метод. указ. к решению задач / Н.Э. Лямкина, О.П. Подавалова, М.А. Таранова, И.В. Тимофеев ; Краснояр. гос. техн. ун-т. - Красноярск : ИПЦ КГТУ, 2004.
3. Жимулев, И. Ф. Общая и молекулярная генетика : учеб. пособие / И. Ф. Жимулев. – Новосибирск, 2005. 
4. Коничев, А. С. Молекулярная биология: учеб. / А. С. Коничев,Г. А. Севастьянова. – М. : Академия, 2005.
5. Ченцов, Ю. С.Введение в клеточную биологию : учеб. для вузов / Ю. С. Ченцов. – 4-е изд., перераб. и доп. – М. : Академкнига, 2005.

6. Кларк, Д. Молекулярная биология / Д. Кларк, Л. Рассел. – М., 2004. 

7. Клиническая биохимия / под ред. В. А. Ткачука. – М. : ГЭОТАР-МЕД, 2004. – 512 с. – 2-е изд., перераб. и доп. – М. : Высш. шк., 1998.
8. Мюльберг, А. А. Фолдинг белка : учеб. пособие / А. А. Мюльберг. – СПб. : Изд-во С.-Петерб. ун-та, 2004. 
9. Остерман Л.А. Методы исследования белков и нуклеиновых кислот. М.: МЦНМО, 2002.

10. Эллиот, В. Биохимия и молекулярная биология / В. Эллиот, Д. Эллиот ; под ред. А. И Арчакова, М. П. Кирпичникова, А. Е. Медведева, В. П. Скулачева. – М., 2002. 
11. Elliott. – Oxford : University Press, 2002. 

4.2 Перечень наглядных и других пособий, методических указаний и материалов к техническим средствам обучения

Электронные презентации, содержащие таблицы, схемы, графики, фотографии по каждой теме лекции.

Видеофильм «Методы биохимических исследований».

Новые образовательные технологии позволяют улучшить восприятие и усвоение информации в процессе обучения. Аудитории снабжены интерактивными досками, мультимедийными проекторами. Лекции сопровождаются электронными презентациями. Для самостоятельной работы студенты используют электронные ресурсы библиотеки СФУ. В процессе обучения предусмотрено активное использование интерактивных форм ведения занятий: активный диалог, совместное обсуждение.
4.3 Контрольно-измерительные материалы

При оценке успеваемости обучающихся по дисциплине «Методы биохимических исследований» особое внимание уделяется текущему контролю усвоения. Текущая аттестация включает аттестацию на лабораторных занятиях. Итоговая аттестация – зачет.
Контрольные вопросы
1. Общие принципы биохимического исследования. Биохимические исследования на различных уровнях организации живой материи.

2. Центрифуга, ее устройство. Скорость осаждения частиц. Константа седиментации. Дифференциальное центрифугирование. Центрифугирование в градиенте плотности. Методы получения ступенчатых и непрерывных градиентов плотности.

3. Разделение белков путем осаждения. Растворимость белков при низкой концентрации солей. Высаливание при высокой концентрации соли.

4. Осаждение белков органическими растворителями. Осаждение белков органическими полимерами и другими веществами. Осаждение вследствие избирательной денатурации. Осаждение нуклеиновых кислот.

5. Особенности различных видов живых организмов в качестве исходного материала биохимических исследований. Разрушение клеток и экстракция. Способы разрушения клеток. 

6. Растворы, используемые для экстракции. Буферные растворы и специальные добавки. 

7. Классификация хроматографических методов. Классификация по принципу фракционирования. Классификация по способу элюции. Классификация по расположению неподвижной фазы.

8. Элементы теории хроматографической элюции. Хроматографический процесс. Хроматографическая зона. Концепция теоретических тарелок. Кинетическая теория хроматографии. Разрешение близко мигрирующих зон. Оптимизация условий фракционирования. Градиентная элюция. Хроматография макромолекул.

9. Техника колоночной хроматографии. Хроматографические колонки. Резервуары для элюента. Смесители. Внесение препарата в колонку. Перистальтические насосы. Детекторы. Коллекторы фракций. Вспомогательное оборудование.

10. Гель-фильтрация. Общая характеристика метода. Очистка и фракционирование макромолекул методом гель-фильтрации. Определение молекулярной массы. Области применения гель-фильтрации.

11. Распределительная хроматография. Нормальнофазовая и обратнофазовая распределительная хроматография. Методические особенности обратнофазовой гидрофобной хроматографии при низком давлении.

12. Адсорбционная хроматография. Сорбенты. Особенности хроматографии на гидроксиаппатите. 

13. Тонкослойная хроматография. Приготовление пластинок. Нанесение препарата. «Проявление» пластинок (хроматографическая элюция). Обнаружение пятен или полос. Применение ТСХ.

14. Ионообменная хроматография. Ионообменники. Элюэнт. Ионные и неионные взаимодействия вещества и сорбента. Управление силой ионного взаимодействия.Применение статической ионообменной хроматографии. Выбор условий динамической ионообменной хроматографии. Способы элюции с ионообменника. 

15. Аффинная хроматография. Применение. Матрицы, их активация. Спейсеры. Активированные спейсеры. Лиганды с групповой и индивидуальной специфичностью. Посадка лигандов. 

16. Принцип электрофореза. Зональный электрофорез. Теория электрофореза в ПААГ. Разделение белков в присутствии ДСН.

17. Специфические электрофоретические методы: высоковольтный, проточный, двумерный электрофорез, диск-электрофорез. Изоэлектрическое фокусирование. Изотахофорез.

18. Иммунный электрофорез. Реакции антиген-антитело. Иммуноэлектрофорез в агаровых или агарозных гелях. Диффузия и преципитация в геле. Иммунофиксация. Ракетный иммуноэлектрофорез.

19. Оптимизация методов выделения и очистки биологических макромолекул и соблюдение рекомендаций. Оптимизация методов выделения и очистки биологических макромолекул и соблюдение рекомендаций.

ГРАФИК

учебного процесса и самостоятельной работы студентов по дисциплине «Методы биохимических исследований», образовательной программы направления 020208.65 Биология Института фундаментальной биологии и биотехнологии, 4 курса, на 7 семестр.

	№ п/п
	Наименование 

дисциплины
	Семестр
	Число часов аудиторных занятий
	Форма контроля
	Часов на самостоятельную работу
	Недели учебного процесса семестра

	
	
	
	Всего
	По видам
	
	Всего
	По видам
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16

	1
	Методы биохимических исследований
	7
	48
	Лекции –  16
	зачет
	32
	ТО – 20
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	
	ТО
	

	
	
	
	
	Лабораторные занятия – 32
	
	
	РЗ – 12
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ
	
	ЛЗ


Условные обозначения: ТО – изучение теоретического курса; РЗ – обсчет результатов; ЛЗ – лабораторное занятие.

Заведующий кафедрой: проф. Кратасюк В.А.
Директор института: Сапожников В.А.
 «_______» _______________________ 2008 г
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