Предполагается, что слушатели знакомы с основами спектроскопии ЯМР и приложениями ЯМР к решению химических (структурных) задач. Слушатели должны быть знакомы с основными понятиями ЯМР (химический сдвиг, КССВ, релаксация, диполь-дипольное взаимодействие, ядерный эффект Оверхаузера и т.п.). Им должно быть известно об импульсной Фурье-спектроскопии, понятии вращающейся системы координат, уравнениях Блоха. Слушателям должны быть также известны основные свойства наблюдаемых ядер, диапазоны химических сдвигов 1H и 13C, типичные значения химических сдвигов для различных групп химических соединений. 
Лекция 1 (2 учебных часа).
Введение в основы метода ЯМР. Краткая история метода. Основные области применения методов магнитного резонанса в биологии и медицине. Измеряемые параметры ЯМР.
Первые попытки измерения спектров белков. Основные различия между поведением малых и больших молекул. Время корреляции вращательной диффузии молекулы. Зависимость релаксационных параметров от размера молекул и величины магнитного поля. Эффект кольцевых токов и его роль в спектрах ЯМР биомолекул. Информация, получаемая из одномерного спектра ЯМР белка.
Методы двумерной (2D) спектроскопии в изучении небольших белков (<10 кДа): COSY, TOCSY, NOESY и ROESY. Идентификация типов аминокислотных остатков по спектрам COSY, TOCSY и 1H-13C HSQC. Метод последовательного отнесения. 

Методы трехмерной (3D) спектроскопии, основанные на корреляции ядер 15N и 1H. Сопряжение методик 1H-15N HSQC (HMQC) с экспериментами TOCSY, NOESY и ROESY. Методы последовательного отнесения более крупных белков (до ~15 кДа). 
Гетероядерные методы ЯМР в изучении более крупных белков, меченных изотопами 13C и 15N. Последовательное отнесение белковой цепи на основе экспериментов HNCA, HN(CO)CA, HNCO, HN(CA)CO, HNCACB, CBCA(CO)NH. Методы компьютерного анализа гетероядерных экспериментов для автоматического отнесения сигналов. 
Индекс химических сдвигов и определение вторичной структуры белка. Статистические подходы к определению допустимых значений торсионных углов φ и ψ.

Остаточные константы диполь-дипольного взаимодействия, как источник информации об ориентации молекул в магнитном поле. Применение КДДВ для расчета структуры биомолекул.

Набор ограничений на межъядерные расстояния и торсионные углы - основа структурных исследований методом ЯМР. Итерационная процедура отнесения ЯЭО в процессе расчета структуры белка. Молекулярной динамика. Метод медленного отжига (simulated annealing) как способ нахождения глобального минимума энергии системы при расчете структуры белка.
Лекция 2 (2 учебных часа).  
Методы изучения больших биомолекул. Частичное или полное дейтерирование, методы селективного дейтерирования и введения изотопа 13С, методы SAIL (Stereo Array Isotope Labeling). Методы TROSY и CRINEPT. Примеры изучения крупных биообъектов методом ЯМР.

Особенности спектров ЯМР нуклеиновых кислот. Дисперсия химических сдвигов 1H. Конформация рибозного фрагмента. Цикл псевдовращения и описание конформационных состояний фуранозы.

Методы отнесения сигналов в остатках нуклеиновых кислот и методы последовательного отнесения. Стереоспецифическое отнесение сигналов Н2' и H2'', Н5' и Н5".

Методы ЯМР в изучении динамики биомолекул. Распределение частот молекулярных движений. Механизмы релаксации. Диполь-дипольные   взаимодействия. Измерение гетероядерного эффекта Оверхаузера X{1H}. Эксперименты по измерению времен релаксации T1 и T2. Время корреляции вращательной диффузии молекулы. Параметр упорядоченности движения S2. Время корреляции внутренних движений τe.
Измерение скорости химического обмена Н→D. Определение защитных факторов амидных протонов. Изучение высокоамплитудных процессов раскрытия-закрытия белковой глобулы. 

Взаимодействия белок-лиганд. Сильное и слабое взаимодействие, медленный и быстрый обмен между связанным и свободным состояниями. Методы изотопной фильтрации и изотопного редактирования в изучении комплексов прочно связанных лигандов. 

Методы ЯМР-скрининга в поиске биологически активных соединений. Метод SAR-by-NMR. Методы STD (saturation transfer difference) и WaterLOGSY.
Практические аспекты изучения биомолекул методом ЯМР. Требования к объекту исследования, затраты времени и средств. Основные недостатки метода ЯМР: низкая чувствительность, ограничение молекулярной массы изучаемых объектов, длительность экспериментов ЯМР. Пути преодоления указанных недостатков. 

Ближайшие перспективы развития методов ЯМР в изучении биомолекул. Методы ускорения экспериментов ЯМР. Быстрые импульсные последовательности (SOFAST, BEST, Hadamard-спектроскопия). 2D спектр за одно прохождение.
Курс подготовлен д.х.н. Польшаковым В.И.

Контрольные вопросы

1. В чем состоят основные причины наблюдаемых различий спектров ЯМР низкомолекулярных органических соединений и высокомолекулярных (10-30 kDa) биомолекул.
2. В чем состоят основные принципы, лежащие в основе измерения двумерных и многомерных спектров ЯМР?  
3. Каковы основные механизмы переноса намагниченности, используемые в двумерных спектрах ЯМР?
4. В чем состоит метод последовательного отнесения сигналов белка, разработанный Куртом Вютрихом и используемый до настоящего времени для отнесения сигналов ЯМР небольших полипептидов?
5. На каких принципах и экспериментах ЯМР основаны современные методы гетероядерной спектроскопии для отнесения сигналов крупных белков (до ~50-100 кДа)?
6. Основные принципы и подходы к изучению олигонуклеотидов и олигорибонуклеотидов методами спектроскопии ЯМР. Ключевые параметры, используемые для отнесения сигналов фрагментов ДНК и РНК и расчета их структуры в растворе.

7. Каковы основные параметры ЯМР, используемые для расчета структуры белков и из каких этапов состоит процедура установления структуры белка?
8. Каковы основные требования к белку для возможности получения структурной информации о нем методом ЯМР? Требования к изотопному мечению белка в зависимости от его размера. Каковы основные критерии качества структур биомолекул в растворе, полученных методом ЯМР? 
9. Основные подходы к получению белков, меченных стабильными изотопами (13C, 15N 2D) для их исследования методом ЯМР. Биосинтез белка в минимальной среде, биосинтез в бесклеточной системе. 

10. Каковы основные методы ЯМР для изучения динамических свойств биомолекул в шкале времени от пикосекунд до часов?

11. Методы ЯМР для мониторинга состояния ионизации аминокислотных остатков (His, Glu, Asp). Методы детектирования водородных связей в белках и нуклеиновых кислотах.
12. Методы ЯМР для детектирования белок-лигандных взаимодействий. Картирование центров связывания лигандов с помощью методов гетероядерной спектроскопии. Метод SAR-by-NMR для создания лигандов, обладающих высокой специфичностью связывания с белками-биомишенями. 
