
ÑÅÌÈÍÀÐ «ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÅ ÊÎÍÔÎÊÀËÜÍÛÅ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÛ ÔÈÐÌÛ LEICA

È ÈÕ ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ Â ÁÈÎËÎÃÈÈ»

Õðîíèêà
Õðîíèêà

18—19 ìàÿ 2006 ã. â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ ñî-
ñòîÿëñÿ ðåãèîíàëüíûé ñåìèíàð «Ñîâðåìåííûå êîíôîêà-
ëüíûå ìèêðîñêîïû ôèðìû Leica è èõ ïðèìåíåíèå â áèî-
ëîãèè», îðãàíèçîâàííûé èíñòèòóòîì ñîâìåñòíî ñ ôèð-
ìîé Leica Microsystems. Ñåìèíàð âûçâàë áîëüøîé
èíòåðåñ ñðåäè íàó÷íûõ ðàáîòíèêîâ Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà.
Íà íåì ïðèñóòñòâîâàëî îêîëî 100 ÷åëîâåê èç 25 íàó÷-
íî-èññëåäîâàòåëüñêèõ èíñòèòóòîâ, àêàäåìèé è óíèâåðñè-
òåòîâ. Áûëè äàæå ãîñòè èç Ìîñêâû.

Èíòåðåñ ê ýòîìó ìåðîïðèÿòèþ áûë âûçâàí òåì, ÷òî â
íàñòîÿùåå âðåìÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ â áèîëîãèè è ìåäèöèíå. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî
ïîä÷åðêíóëè â ñâîåì âñòóïèòåëüíîì ñëîâå äèðåêòîð Èí-
ñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ Â. Í. Ïàðôåíîâ è êîììåð÷å-
ñêèé äèðåêòîð ïðåäñòàâèòåëüñòâà Leica Microsystems â
Ðîññèè Ä. À. Ëàâðîâ. Íà ñåìèíàðå ôèðìà ïðåäñòàâèëà
ñâîè íîâûå ðàçðàáîòêè — ëàçåðíûå ñêàíèðóþùèå êîí-
ôîêàëüíûå ìèêðîñêîïû Leica TCS SP5 è Leica TCS SPE.

Äîêëàä íà ýòó òåìó ñäåëàëà Ñþçàííà Ëèáå (Sussanne
Liebe), ñïåöèàëèñò ôèðìû Leica èç Ãåðìàíèè. TCS SP5
âîáðàë â ñåáÿ ñàìûå ïîñëåäíèå äîñòèæåíèÿ, íàïðèìåð
òàíäåìíûé ñêàíåð, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ êàê îáû÷íûé,
òàê è ðåçîíàíñíûé ñêàíåð, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü äî
25 êàäðîâ (512 � 512) â 1 ñ. Ñïåêòðàëüíûé ïÿòèêàíàëü-
íûé ôîòîïðèåìíèê, àêóñòîîïòè÷åñêèé äåëèòåëü ëó÷à
(AOBS), çàìåíÿþùèé íàáîð òðàäèöèîííûõ äèõðîè÷íûõ
çåðêàë è ïîçâîëÿþùèé áûñòðî ïåðåñòðàèâàòü ïðèáîð íà
íåñêîëüêî ñïåêòðàëüíûõ ëèíèé, âûñîêîýôôåêòèâíûå ìà-
ëîãàáàðèòíûå ëàçåðíûå èñòî÷íèêè ñâåòà — âîò äàëåêî
íå ïîëíûé íàáîð èííîâàöèé. Leica TCS SPE — ýòî óïðî-
ùåííûé âàðèàíò TCS SP 5, â íåì îòñóòñòâóþò íåêîòî-
ðûå óçëû (AOBS, ðåçîíàíñíûé ñêàíåð), èìååòñÿ òîëüêî
îäèí ñïåêòðàëüíûé ïðèåìíûé êàíàë, íî çàòî ïðèáîð
èìååò íåáîëüøèå ãàáàðèòû è îòíîñèòåëüíî íèçêóþ ñòîè-
ìîñòü. Çíà÷èòåëüíî ïåðåðàáîòàíî ïðîãðàììíîå îáåñïå-
÷åíèå, îíî ñòàëî ïðîùå è óäîáíåå â ýêñïëóàòàöèè.

Âî âòîðîé ÷àñòè ñåìèíàðà âûñòóïèëè ïîëüçîâàòåëè
êîíôîêàëüíûõ ìèêðîñêîïîâ ñ ðàññêàçîì î ñâîèõ èññëå-
äîâàíèÿõ è îá îïûòå ïðèìåíåíèÿ ïðèáîðîâ ôèðìû Leica.

Ã. È. Øòåéí (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) ñäåëàë ñî-
îáùåíèå íà òåìó «Ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü êîíôîêà-
ëüíîãî ìèêðîñêîïà: ýâîëþöèÿ ïðåäñòàâëåíèé», â êîòî-
ðîì ðàññêàçàë îá ýòîé âàæíåéøåé õàðàêòåðèñòèêå ìèê-
ðîñêîïà è î òîì, êàê èçìåíÿëèñü ñî âðåìåíåì ìåòîäèêè
åå îöåíêè. Ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé êîíôîêàëüíûé ìèê-
ðîñêîï — ïðèáîð îïòèêî-ýëåêòðîííûé, ïîýòîìó ñóùåñò-
âóåò êàê îïòè÷åñêàÿ, òàê è «ýëåêòðîííàÿ» ðàçðåøàþùàÿ
ñïîñîáíîñòü. Îí òàêæå ÿâëÿåòñÿ ìíîãîôóíêöèîíàëüíûì
óñòðîéñòâîì, ïîýòîìó ìîæíî ãîâîðèòü î ïðîñòðàíñòâåí-
íîé, ñïåêòðàëüíîé è âðåìåíí *îé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíî-

ñòè, êîòîðûå òåñíî ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé. Äîêëàä÷èê
ðàññêàçàë òàêæå î íîâûõ èäåÿõ, íàïðàâëåííûõ íà óëó÷-
øåíèå ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè êîíôîêàëüíûõ ìèêðî-
ñêîïîâ: î 4-ïè è STED (stimulated emission depletion)
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè.

Ñ. Ì. Àíòîíîâ (Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëî-
ãèè è áèîõèìèè ÐÀÍ) ðàññêàçàë î ïðèìåíåíèè êîíôîêà-
ëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SL äëÿ àíàëèçà ïðîöåññîâ
â æèâûõ êëåòêàõ è òêàíÿõ. Òàêèå ýêñïåðèìåíòû ïðåäúÿâ-
ëÿþò îïðåäåëåííûå òðåáîâàíèÿ êàê ê ñïåöèàëüíîé îñíà-
ñòêå, òàê è ê îáúåêòó èññëåäîâàíèÿ. Îïòèìàëüíûìè äëÿ
ðàáîòû ÿâëÿþòñÿ èçîëèðîâàííûå êëåòêè, êóëüòóðû êëå-
òîê è ñðåçû òêàíåé. Îáÿçàòåëüíûì ÿâëÿåòñÿ ïåðôóçèðî-
âàíèå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ. Ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ ïðè-
æèçíåííûå ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè íà ñâîáîäíûé
Ca2+, pH ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è ò. ä., à òàêæå èõ ðàç-
ëè÷íûå êîìáèíàöèè. Âåäåíèå ôëóîðîõðîìîâ îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ ìèêðîýëåêòðîäà è ñ èñïîëüçîâàíèåì
èõ ìåìáðàííî-ïðîíèêàþùèõ ôîðì. Êîíôîêàëüíàÿ ìèê-
ðîñêîïèÿ îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííî-
ãî ìîíèòîðèíãà ìíîãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ,
âíóòðèêëåòî÷íîãî òðàôèêà ïåïòèäîâ è êîëîêàëèçàöèè
ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ ìàêðîìîëåêóë.

Ð. Ï. Êîñòþ÷åíêî (Êàôåäðà ýìáðèîëîãèè Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà) ñäåëàë äî-
êëàä íà òåìó: «Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ â èçó÷åíèè
ñåãìåíòàöèè, ðåãåíåðàöèè è çàêëàäêè çîíû ðîñòà ó ïîëè-
õåò». Â ýòîé ðàáîòå íà æèâûõ îáúåêòàõ îí èñïîëüçîâàë
ìåòîä 4D êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè (ò. å. ñî÷åòàíèå
òðåõìåðíîé ðåêîíñòðóêöèè ñ èçìåíåíèÿìè âî âðåìåíè).
Â ðåçóëüòàòå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ó ïîëèõåò Nereis vi-
rens è Platynereis dumerilii ôîðìèðîâàíèå ñåãìåíòîâ òåëà
ëè÷èíêè ïðîèñõîäèò ïðåæäå âñåãî ïðè ó÷àñòèè äî÷åðíèõ
êëåòîê ñîáñòâåííî ýêòîáëàñòîâ, à íåñåãìåíòèðîâàííûå
÷àñòè òåëà, òàêèå êàê ïåðèñòîìèóì è ïèãèäàëüíàÿ è
ïðåäïèãèäàëüíàÿ îáëàñòè, îáðàçóþòñÿ çà ñ÷åò êëåòîê-ïî-
òîìêîâ ïåðâûõ äâóõ äåëåíèé áëàñòîìåðà 2d è ïåðâîãî
äåëåíèÿ ïðîòåëîáëàñòîâ. Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ñíèìàåò
ãëàâíîå âîçðàæåíèå Ò. Ä. Àíäåðñîíà (Anderson, 1966,
1973) ïðîòèâ ïåðâè÷íîé ãåòåðîíîìíîñòè ñåãìåíòîâ (Iva-
noff, 1928; Èâàíîâ, 1944), òàê êàê åñòü îñíîâàíèÿ ïîëà-
ãàòü, ÷òî ìàòåðèë çîíû ðîñòà ôîðìèðóåòñÿ íå çà ñ÷åò ðå-
çèäóàëüíûõ òåëîáëàñòîâ, à êëåòîê — ðàííèõ ïðîäóêòîâ
ïåðâîãî ñîìàòîáëàñòà.

È. Ñ. Ñòåïàíîâà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) âûñòó-
ïèëà ñ ñîîáùåíèåì «Èñïîëüçîâàíèå êîíôîêàëüíîãî ìèê-
ðîñêîïà Leica TSC SL äëÿ àíàëèçà îîöèòîâ äîìîâîãî
ñâåð÷êà Acheta domesticus ïîñëå òðîéíîãî ôëóîðåñöåíò-
íîãî îêðàøèâàíèÿ», êîòîðîå áûëî ïîñâÿùåíî èññëåäîâà-
íèþ îðãàíèçàöèè è ìîëåêóëÿðíîãî ñîñòàâà ÿäåðíûõ äî-
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ìåíîâ äèïëîòåííûõ îîöèòîâ äîìîâîãî ñâåð÷êà — òåëåö
Êàõàëà (ÒÊ) è êëàñòåðîâ èíòåðõðîìàòèíîâûõ ãðàíóë.
Êîíôîêàëüíûé ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé ìèêðîñêîï Leica
TSC SL áûë èñïîëüçîâàí äëÿ èììóíîìîðôîëîãè÷åñêîé
õàðàêòåðèñòèêè è èäåíòèôèêàöèè ÿäåðíûõ äîìåíîâ,
èìåþùèõ ñëîæíóþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ îðãàíèçàöèþ; äëÿ
àíàëèçà èõ âçàèìîñâÿçè, äèíàìèêè è ïîëîæåíèÿ â òðåõ-
ìåðíîé ñòðóêòóðå ÿäðà îîöèòà; äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðàñïðå-
äåëåíèÿ è âûÿâëåíèÿ êîëîêàëèçàöèè ìîëåêóëÿðíûõ êîì-
ïîíåíòîâ ÿäåðíûõ äîìåíîâ. Îáíàðóæåíî ñïåöèôè÷åñêîå
ñâÿçûâàíèå ñ ìàòðèêñîì ÒÊ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîé U7
ìÿÐÍÊ ÷åðåç 12 ÷ ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ýòîé ÐÍÊ â îîï-
ëàçìó. Â ìàòðèêñå ÒÊ âûÿâëåíû êîëîêàëèçàöèÿ êîèëèíà,
áåëêîâ-êîàêòèâàòîðîâ òðàíñêðèïöèè CBP/p300, òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà TFIID, «çðåëûõ» ìÿÐÍÏ, ìàæîð-
íîãî ÿäðûøêîâîãî áåëêà ôèáðèëëàðèíà, à òàêæå â íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ — SR-áåëîê SC35. Âîçìîæíîñòè
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîçâîëèëè ïðîâåñòè òðîé-
íîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ÿäåð îîöèòîâ ñ
ïîìîùüþ ïàð ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë è ÄÍÊ-ñïåöè-
ôè÷åñêîãî ôëóîðîõðîìà TO-PRO-3, ÷òî äàëî âîçìîæ-
íîñòü íå òîëüêî âûÿâëÿòü àíòèãåííûé ñîñòàâ èçó÷àåìûõ
ÿäåðíûõ ñòðóêòóð, íî íà òåõ æå ïðåïàðàòàõ ïðîñëåäèòü
èõ ïðîñòðàíñòâåííóþ âçàèìîñâÿçü ñ õðîìàòèíîì.

À. À. Åâñòðàïîâ (Èíñòèòóò àíàëèòè÷åñêîãî ïðèáî-
ðîñòðîåíèÿ ÐÀÍ) ñäåëàë äîêëàä íà òåìó: «Ëàçåðíàÿ êîí-
ôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ: èññëåäîâàíèÿ ìèêðîôëþèäíûõ
ïðîöåññîâ», â êîòîðîì ðàññêàçàë î ðàáîòàõ ïî ñîçäàíèþ
è ðàçâèòèþ ìèêðîôëþèäíûõ ÷èïîâ (ÌÔ×) è óñòðîéñòâ,
îðèåíòèðîâàííûõ â îñíîâíîì íà ïðèìåíåíèå â àíàëèòè-
÷åñêîé òåõíèêå. Ìîæíî âûäåëèòü òðè îñíîâíûõ íàïðàâ-
ëåíèÿ ðàáîò: èçãîòîâëåíèå è êîíòðîëü ÌÔ× è ìèêðî-
ñòðóêòóð; èçó÷åíèå ïðîöåññîâ â ìèêðî- è íàíîñòðóêòó-
ðàõ, âêëþ÷àÿ ìàòåìàòè÷åñêîå ìîäåëèðîâàíèå; ñîçäàíèå,
îòðàáîòêà è ïðèìåíåíèå íîâûõ òåõíîëîãè÷åñêèõ è àíà-
ëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê.

Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïîëèìåðíûõ ìàòåðèàëîâ
äëÿ ìèêðîôëþèäèêè ÿâëÿåòñÿ ïîëèèìèä. Â Èíñòèòóòå
àíàëèòè÷åñêîãî ïðèáîðîñòðîåíèÿ ÐÀÍ áûëè ïîëó÷åíû
ðåçóëüòàòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âîçìîæíîñòè ïîëó÷å-
íèÿ ìèêðîêàíàëîâ è äðóãèõ ñòðóêòóð â ïîëèèìèäå. Äëÿ
êîíòðîëÿ ïðîöåññà èçãîòîâëåíèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà ëà-
çåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Èçó-
÷åíèå ïðîöåññîâ â ÌÔ× (ìàññîïåðåíîñà âåùåñòâ, ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé, âîçäåéñòâèé ôèçè-
÷åñêèõ ïîëåé íà ïîòîêè, ÷àñòèöû è áèîëîãè÷åñêèå
îáúåêòû) — äðóãîå âàæíåéøåå íàïðàâëåíèå èññëåäîâà-

íèé â ýòîì èíñòèòóòå. Ïðè ýòîì óíèêàëüíóþ èíôîðìà-
öèþ î äèíàìèêå ïîâåäåíèÿ ïîòîêîâ è ÷àñòèö â êàíàëàõ
ìèêðî÷èïà ìîæíî ïîëó÷èòü òàêæå ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Íîâûì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿ-
åòñÿ èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîòîêîâ è ÷àñòèö ñ
íàíîñòðóêòóðàìè. Ðàáîòû â ýòîì ïåðñïåêòèâíîì è ìíî-
ãîîáåùàþùåì íàïðàâëåíèè âåäóòñÿ ñ ó÷àñòèåì Ôèçè-
êî-òåõíè÷åñêîãî ÐÀÍ èì. À. Ô. Èîôôå.

Ì. Ã. Ñàìñîíîâà (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåí-
íûé òåõíè÷åñêèé óíèâåðñèòåò) ðàññêàçàëà î ìåòîäå ñî-
çäàíèÿ ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *îãî àòëàñà ýêñïðåññèè
ãåíîâ. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì ìå-
òîäîì âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ
â îòäåëüíûõ êëåòêàõ ýìáðèîíà. Íàëè÷èå òàêèõ äàííûõ
ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ ðàñøèôðîâêè ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ýìáðèîãåíåçà, â îñîáåííîñòè
íà÷àëüíûõ ýòàïîâ ýòîãî ïðîöåññà. Â äîêëàäå áûëî ðàñ-
ñêàçàíî î ìåòîäå ïîëó÷åíèÿ äàííûõ îá ýêñïðåññèè ãåíîâ
íà ïðèìåðå ñèñòåìû äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ ó ïëîäî-
âîé ìóøêè-äðîçîôèëû, ÷òî ïîçâîëèò ðàñøèôðîâàòü ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ýòîãî ïðîöåññà. Âàæíûì ýòàïîì
ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå êîëè÷åñòâåííîãî àòëàñà ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè íà êëåòî÷íîì óðîâíå.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïðîöåäóðû
ñåãìåíòàöèè èçîáðàæåíèé, óäàëåíèÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà,
àâòîìàòè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ âîçðàñòà ýìáðèîíà ïî êàð-
òèíå ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, ðåãèñòðàöèè è
óñðåäíåíèÿ äàííûõ. Ñîçäàííûé ïðîñòðàíñòâåííûé àòëàñ
ýêñïðåññèè ãåíîâ îðãàíèçîâàí â âèäå áàçû äàííûõ FlyEx
è äîñòóïåí ïî àäðåñàì: http://urchin.spbcas.ru è http://fly-
exams.sunysb.edu/flyex. Ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå
äàííûå ñòàëè ýòàëîííûìè è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ èñ-
ñëåäîâàòåëÿìè ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìîâ ñåãìåíòàöèè è
äåòåðìèíàöèè êëåòîê, à òàêæå äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ ìå-
òîäîâ ìîäåëèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ.

Ïîìèìî äîêëàäîâ 19 ìàÿ ñîñòîÿëàñü ïðàêòè÷åñêàÿ
äåìîíñòðàöèÿ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS
SPE, íà êîòîðóþ ïðèãëàøàëèñü ó÷àñòíèêè ñåìèíàðà ñî
ñâîèìè ïðåïàðàòàìè. Äëÿ ýòîé äåìîíñòðàöèè ôèðìà Lei-
ca ñïåöèàëüíî ïðèâåçëà è ñìîíòèðîâàëà ïðèáîð â Èíñòè-
òóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ. Äåìîíñòðàöèÿ òàêæå âûçâàëà áîëü-
øîé èíòåðåñ ó áèîëîãîâ.

Ïî âûñêàçûâàíèÿì ó÷àñòíèêîâ ñåìèíàðà, îí ïðîøåë
èíòåðåñíî è ïîëåçíî è ñëåäîâàëî áû òàêèå ñåìèíàðû
ïðîâîäèòü ðåãóëÿðíî ðàç â 2 ãîäà, à ìàòåðèàëû ñåìèíà-
ðîâ ïðåäëîæåíî ðàçìåùàòü íà íîâîì ñàéòå www.confo-
cal.ru.
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