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Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ â áèîëîãèè è ìåäèöèíå

Ïðè òðàäèöèîííîé ïîäãîòîâêå ïðîá äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èëè áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà â
ëèçèðóþùèé ðàñòâîð ïîìåùàþò êóñî÷êè òêàíè, êîòîðûå, êàê ïðàâèëî, âêëþ÷àþò â ñåáÿ êëåòêè ðàçëè÷-
íûõ òèïîâ. Â ðåçóëüòàòå ëèçàò ñîäåðæèò êîìïîíåíòû ýòèõ êëåòîê, ÷òî çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòàöèþ ðå-
çóëüòàòîâ ïîñëåäóþùåãî ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà. Ýòó ïðîáëåìó ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü ìåòîä ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè, êîòîðûé ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî ñòàë àêòèâíî èñïîëüçîâàòüñÿ â ìîëåêóëÿðíûõ èññëåäî-
âàíèÿõ. Ñ åãî ïîìîùüþ ìîæíî âûäåëÿòü è íàêàïëèâàòü îïðåäåëåííûå ôðàãìåíòû òêàíè, îòäåëüíûå êëåò-
êè è äàæå ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû (îðãàíåëëû, õðîìîñîìû è ò. ä.). Èç òàêèõ ôðàãìåíòîâ ìîãóò áûòü âû-
äåëåíû è â äàëüíåéøåì ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è
áèîõèìèè ÄÍÊ, ÐÍÊ, áåëêè è íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïðîäóêòû ìåòàáîëèçìà. Áëàãîäàðÿ ñâîèì âîçìîæíî-
ñòÿì ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè íàõîäèò âñå áîëåå è áîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå â òàêèõ îáëàñòÿõ,
êàê îíêîëîãèÿ (ôóíäàìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ è äèàãíîñòèêà), êëåòî÷íàÿ è ìîëåêóëÿðíàÿ áèîëîãèÿ,
áèîõèìèÿ, à òàêæå ñóäåáíî-ìåäèöèíñêàÿ ýêñïåðòèçà. Â îáçîðå ðàññìàòðèâàþòñÿ ïðèìåðû ïðèìåíåíèÿ
ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè è åå ïðèíöèïû, ðåàëèçîâàííûå â ðàçëè÷íûõ êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ ñèñòå-
ìàõ, à òàêæå ïðîáëåìû ïîäãîòîâêè îáðàçöîâ äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ, ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è áèîõèìèè.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ëþáàÿ òêàíü ìíîãîêëåòî÷íîãî
îðãàíèçìà ãåòåðîãåííà, ò. å. ñîñòîèò èç ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êëåòîê, îðãàíèçîâàííûõ â îïðåäåëåííûå êîìïàðòìåíòû.
Ýòà ãåòåðîãåííîñòü ñèëüíî çàòðóäíÿåò èíòåðïðåòàöèþ ðå-
çóëüòàòîâ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èëè áèîõèìè÷åñêî-
ãî àíàëèçà, ïîñêîëüêó ïðè îáû÷íîé ïîäãîòîâêå ïðîá ÷àñ-
òî íåèçâåñòíî, êàêèå èìåííî êëåòêè äàþò òå èëè èíûå
êîìïîíåíòû ëèçàòà. Áîëåå òîãî, íåèçâåñòíî è òî, êàêîâ
âêëàä ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê â îáùåå êîëè÷åñòâî òîãî
èëè èíîãî êîìïîíåíòà. Ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü ýòè òðóäíîñòè.

Ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ìîæíî âûäå-
ëÿòü ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ îïðåäåëåííûå ôðàãìåíòû òêà-
íè, îòäåëüíûå êëåòêè è äàæå ñóáêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû
(îðãàíåëëû, õðîìîñîìû è ò. ä.), ÷òî îáåñïå÷èâàåò äîñòà-
òî÷íóþ ÷èñòîòó ñòàðòîâîãî ìàòåðèàëà äëÿ ïîñëåäóþùåãî
ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà. Êðîìå òîãî, ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò
îñóùåñòâëÿòü êîíòðîëèðóåìîå íàêîïëåíèå êëåòî÷íîãî
ìàòåðèàëà, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ïðîâîäèòü áîëåå òî÷-
íûé êîëè÷åñòâåííûé ìîëåêóëÿðíûé àíàëèç.

Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ ïîÿâèëàñü áîëåå 30 ëåò íà-
çàä, íî áóðíîå ðàçâèòèå ìåòîäà íà÷àëîñü â ñåðåäèíå
90-õ ãîäîâ ÕÕ ñòîëåòèÿ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ëàçåðíàÿ
ìèêðîäèññåêöèÿ çàðåêîìåíäîâàëà ñåáÿ êàê ïðîñòîé è
âåñüìà ýôôåêòèâíûé ìåòîä ïðîáîïîäãîòîâêè äëÿ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èëè áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà. Èç
ôðàãìåíòîâ òêàíåé, «âûðåçàííûõ» ñ åå ïîìîùüþ, ìîãóò
áûòü âûäåëåíû ãåíîìíàÿ ÄÍÊ (Kernek et al., 2003), ìèòî-
õîíäðèàëüíàÿ ÄÍÊ (Markaryan et al., 2008), ìÐÍÊ (Khodo-
sevich et al., 2009), áåëêè (Mouledous et al., 2002) è äàæå

íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïðîäóêòû ìåòàáîëèçìà (Schad et al.,
2005). Âûäåëåííûé ìàòåðèàë çàòåì ìîæåò áûòü ïðî-
àíàëèçèðîâàí ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê êà÷åñò-
âåííàÿ è êîëè÷åñòâåííàÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ
ãåíîìíîé ÄÍÊ (Takeshima et al., 2001) è êÄÍÊ, ñèíòåçè-
ðîâàííîé ïî ìÐÍÊ (Leethanakul et al., 2000; Khodosevich
et al., 2007); ìèêðîàððåé-àíàëèç ÐÍÊ (Wang et al., 2006;
Khodosevich et al., 2009); Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç áåëêîâ
(Martinet et al., 2004); ïðîòåîìíûé àíàëèç ñ ïîìîùüþ äâó-
ìåðíîãî ãåëü-ýëåêòîôîðåçà áåëêîâ (De Souza et al., 2004),
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè SELDI-TOF (Kwapiszewska et al.,
2004) è MALDI-TOF (Xu et al., 2002); àíàëèç íèçêîìîëå-
êóëÿðíûõ ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíè-
åì õðîìàòî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Schad et al., 2005).

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ïî-
çâîëÿåò óñòàíîâèòü ñâÿçü ìåæäó ðåçóëüòàòîì ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêîãî èëè áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà è ñòðóêòó-
ðîé áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ÷òî äåëàåò åãî âåñüìà âîñ-
òðåáîâàííûì â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ áèîëîãèè, ìåäèöèíû,
áèîòåõíîëîãèè è áèîèíæåíåðèè. Êðîìå òîãî, ëàçåðíàÿ
ìèêðîäèññåêöèÿ ïîçâîëÿåò âûâåñòè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèé è áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ
íà óðîâåíü îòäåëüíûõ êëåòîê èëè äàæå èõ ÷àñòåé.

Â íàñòîÿùåì îáçîðå ðàññìîòðåíû ïðèíöèïû ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè, ðåàëèçîâàííûå â ðàçëè÷íûõ êîììåð÷å-
ñêè äîñòóïíûõ ñèñòåìàõ, ïðèìåðû ïðèìåíåíèÿ ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè äëÿ ðåøåíèÿ ðàçëè÷íûõ çàäà÷, à òàêæå
ïðîáëåìû ïîäãîòîâêè ïðîá äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåê-
öèè.
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Ñèñòåìû äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè

Ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ïîÿâèëñÿ â ñåðåäèíå
70-õ ãîäîâ ïðîøëîãî ñòîëåòèÿ. Â òî âðåìÿ áûëà ðàçðàáî-
òàíà òåõíèêà, ïîçâîëÿþùàÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì èìïóëüñíî-
ãî àçîòíîãî ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû 337 íì è äëèòåëüíî-
ñòüþ èìïóëüñà 3 íñ âûðåçàòü ôðàãìåíòû èç ãèñòîëîãè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ (Isenberg et al., 1976; Meier-Ruge et al.,
1976). Çàõâàò æå âûðåçàííîãî ìàòåðèàëà ïðîèçâîäèëñÿ
ìåõàíè÷åñêè, ÷òî äåëàëî ëàçåðíóþ ìèêðîäèññåêöèþ âåñü-
ìà òðóäîåìêèì ïðîöåññîì. Îäíàêî ýòè ýêñïåðèìåíòû ïî-
çâîëèëè ïîêàçàòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ëàçåðà â êà÷åñòâå
ðåæóùåãî èíñòðóìåíòà ïîçâîëÿåò äîáèòüñÿ âûñîêîé òî÷-
íîñòè ìèêðîäèññåêöèè.

Â ñâÿçè ñ òðóäîåìêîñòüþ ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ
ñíà÷àëà íå ïîëó÷èëà øèðîêîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ. Òîëüêî
â 1996 ã. áûë ïðåäëîæåí ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
ñ àâòîìàòèçèðîâàííûì çàõâàòîì ôðàãìåíòîâ, êîòîðûé ïî-
ëó÷èë íàçâàíèå «Laser Capture Microdissection», èëè
«LCM» (Emmert-Buck et al., 1996). Èìåííî ñ ýòîãî âðåìå-
íè íà÷àëèñü áóðíîå ðàçâèòèå è àêòèâíîå èñïîëüçîâàíèå
ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè.

Ïðèíöèï ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ çàõâàòîì (Em-
mert-Buck et al., 1996) ñîñòîèò â ñëåäóþùåì. Ïðåïàðàò
(âûñóøåííûå ñðåçû òêàíè èëè îðãàíà, ïðèêðåïëåííûå ê
ïðåäìåòíîìó ñòåêëó) ïîìåùàþò íà ïðåäìåòíûé ñòîëèê
èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ñðå-
çû áûëè îáðàùåíû ê êîíäåíñîðó (ðèñ. 1, à). Ïîä ìèêðî-
ñêîïîì íà ïðåïàðàòå âûáèðàþò ïîëå, èç êîòîðîãî ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ âûðåçàòü è çàõâàòèòü ìàòåðèàë äëÿ äàëüíåéøåãî
àíàëèçà. Â âûáðàííîì ïîëå íàä ïðåïàðàòîì ñ ïîìîùüþ

àâòîìàòèêè óñòàíàâëèâàþò ïðîçðà÷íóþ òîíêóþ òåðìî-
ïëàñòè÷íóþ ìåìáðàíó. Çàòåì â âûáðàííûå äëÿ ìèêðîäèñ-
ñåêöèè îáëàñòè ñî ñòîðîíû êîíäåíñîðà ïîäàþò èìïóëüñû
èíôðàêðàñíîãî ëàçåðà. Ïîä âîçäåéñòâèåì èíôðàêðàñíûõ
èìïóëüñîâ ðàñïîëîæåííàÿ íàä ïðåïàðàòîì ìåìáðàíà, ðàñ-
ïëàâëÿÿñü, ïðèêðåïëÿåòñÿ ê âûáðàííûì äëÿ ìèêðîäèññåê-
öèè îáëàñòÿì. Äàëåå óñòðîéñòâî ñ ìåìáðàíîé óáèðàþò îò
ïðåïàðàòà (ðèñ. 1, á). Â ðåçóëüòàòå îáëàñòè èíòåðåñà îêà-
çûâàþòñÿ çàõâà÷åííûìè íà ìåìáðàíå. Çàòåì âûäåëåííûé
ìàòåðèàë ïîäâåðãàþò ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîìó èëè
áèîõèìè÷åñêîìó àíàëèçó.

Ñåãîäíÿ òàêîé ïðèíöèï çàõâàòà ìàòåðèàëà ðåàëèçîâàí
â ñèñòåìàõ äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè, ïðîèçâîäèìûõ
êîìïàíèåé Arcturus (www.moleculardevices.com). Êðîìå
òîãî, îí áûë óñîâåðøåíñòâîâàí ââåäåíèåì â ñèñòåìó èì-
ïóëüñíîãî óëüòðàôèîëåòîâîãî ëàçåðà (ðèñ. 2). Ýòî ïîçâî-
ëèëî ðàáîòàòü ñî ñðåçàìè, ïðèêðåïëåííûìè ê ìåìáðàíàì
íà îñíîâå ïîëèýòèëåíà. Â ðåçóëüòàòå áîëüøå íåò íåîáõî-
äèìîñòè èíôðàêðàñíûì ëàçåðîì ïëàâèòü òåðìîïëàñòè÷-
íóþ ìåìáðàíó ïî âñåé ïëîùàäè âûáðàííîé äëÿ çàõâàòà
îáëàñòè. Äîñòàòî÷íî ñäåëàòü òîëüêî íåñêîëüêî òî÷åê ïðè-
êðåïëåíèÿ (ðèñ. 2, à), à çàòåì îòðåçàòü âûáðàííóþ îáëàñòü
ñ ïîìîùüþ óëüòðàôèîëåòîâîãî ëàçåðà (ðèñ. 2, á), ôîêóñè-
ðóåìîãî íà ïðåïàðàòå ÷åðåç îáúåêòèâ, è èçúÿòü âûðåçàí-
íûé ôðàãìåíò (ðèñ. 2, â). Ýòî ïîçâîëèëî óâåëè÷èòü ïðîèç-
âîäèòåëüíîñòü ñèñòåìû, ò. å. ñêîðîñòü íàêîïëåíèÿ ôðàã-
ìåíòîâ òêàíè.

Â 1998 ã. áûëà ïðåäëîæåíà îðèãèíàëüíàÿ ñõåìà, ñî÷å-
òàþùàÿ â ñåáå ëàçåðíóþ ìèêðîäèññåêöèþ è êàòàïóëüòè-
ðîâàíèå âûðåçàííîãî îáðàçöà (Schütze, Lahr, 1998;
Schütze et al., 1998). Â ýòîé ñõåìå (ðèñ. 3) ñðåçû òêàíè èëè
îðãàíà ðàñïîëàãàþòñÿ íà ìåìáðàíå èç ïîëèýòèëåí-íàôòà-
ëàòà, ïðèêëååííîé ïî êðàþ ê ïðåäìåòíîìó ñòåêëó. Ãîòî-
âûé ïðåïàðàò ïîìåùàþò íà ïðåäìåòíûé ñòîëèê èíâåðòè-
ðîâàííîãî ìèêðîñêîïà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ñðåçû áûëè
îáðàùåíû ê êîíäåíñîðó. Ìåæäó ïðåïàðàòîì è êîíäåíñî-
ðîì óñòàíàâëèâàþò êðûøå÷êó öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè,
âíóòðåííÿÿ ïîâåðõíîñòü êîòîðîé ïîêðûòà ñïåöèàëü-
íûì àäãåçèâíûì ñëîåì. Çàòåì íà ïðåïàðàòå ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû, óïðàâëÿþùåé ñèñòåìîé, çàäà-
þò ãðàíèöû îáëàñòè äëÿ ìèêðîäèññåêöèè. ×åðåç îáúåêòèâ
ìèêðîñêîïà íà ïðåïàðàòå ôîêóñèðóåòñÿ ëó÷ óëüòðàôèî-
ëåòîâîãî èìïóëüñíîãî ëàçåðà. Ïðåäìåòíûé ñòîëèê ñ ïðå-
ïàðàòîì íà÷èíàåò ïåðåìåùàòüñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ïÿòíî ñôîêóñèðîâàííîãî ëàçåðà äâèãàëîñü âäîëü çàäàí-
íûõ ãðàíèö âûáðàííîé îáëàñòè (ðèñ. 3, à).

Ïîñëå òîãî êàê çàäàííàÿ îáëàñòü ìåìáðàíû ñ ïðè-
êðåïëåííûì ê íåé ñðåçîì òêàíè ïîëíîñòüþ âûðåçàíà, íà
âñþ ïîâåðõíîñòü ýòîé îáëàñòè ïîäàåòñÿ ñèëüíûé èìïóëüñ
ðàñôîêóñèðîâàííîãî ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ. Ýòîò èìïóëüñ
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Ðèñ. 1 (à, á). Ïðèíöèï ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ çàõâàòîì
ïðè èñïîëüçîâàíèè èíôðàêðàñíîãî ëàçåðà.

1 — ñðåç òêàíè, 2 — òåðìîïëàñòè÷íàÿ ìåìáðàíà, 3 — ïðåäìåòíîå ñòåêëî,
4 — êðûøå÷êà öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè. Îáîçíà÷åíèÿ íà ðèñ. 1—5:
ÈÊ — èíôðàêðàñíûé ëàçåð, ÓÔ — óëüòðàôèîëåòîâûé ëàçåð. Êî âñåì

ðèñ. ñì. îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Ðèñ. 2 (à—â). Ïðèíöèï ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ çàõâàòîì ïðè èñïîëüçîâàíèè óëüòðàôèîëåòîâîãî è èíôðàêðàñíîãî ëàçåðîâ.

1 — ñðåç òêàíè, 2 — òåðìîïëàñòè÷íàÿ ìåìáðàíà, 3 — ìåìáðàíà íà îñíîâå ïîëèýòèëåíà, 4 — ïðåäìåòíîå ñòåêëî, 5 — êðûøå÷êà öåíòðèôóæíîé ïðî-
áèðêè.



ïîäáðàñûâàåò âûðåçàííûé ôðàãìåíò ââåðõ, è îí ïîïàäàåò
â ðàñïîëîæåííóþ íàä ïðåïàðàòîì êðûøå÷êó ïðîáèðêè ñ
àäãåçèâíûì ñëîåì (ðèñ. 3, á). Òàêèì îáðàçîì, âûðåçàííûé
ôðàãìåíò îêàçûâàåòñÿ çàõâà÷åííûì è â äàëüíåéøåì ìî-
æåò áûòü ïðîàíàëèçèðîâàí ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè. Îïèñàííàÿ âûøå ñõåìà ðåàëèçîâàíà ñå-
ãîäíÿ â ñèñòåìå, êîòîðàÿ ïðîèçâîäèòñÿ ïîä ìàðêîé Zeiss
PALM Microbeam, è íàçûâàåòñÿ «Laser Microdissection
and Pressure Catapulting», èëè «LMPC» (www.zeiss.com).

Â îñíîâå ñèñòåì ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè, ñîçäàí-
íûõ ñîâìåñòíî êîìïàíèÿìè Olympus (www.microsco-
py.olympus.eu) è Molecular Machines and Industries
(www.molecular-machines.com), ëåæèò ñëåäóþùèé ïðèí-
öèï (ðèñ. 4). Ñðåçû îðãàíà èëè òêàíè íàíîñÿò íà ìåòàëëè-
÷åñêóþ ðàìêó ñ íàòÿíóòîé íà îäíó åå ñòîðîíó ìåìáðàíîé
íà îñíîâå ïîëèýòèëåíà. Çàòåì ýòó ðàìêó ñî ñðåçàìè ïðè-
êëàäûâàþò ê ïðåäìåòíîìó ñòåêëó òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ñðåçû îêàçàëèñü çàæàòûìè ìåæäó ïîâåðõíîñòüþ ïðåäìåò-
íîãî ñòåêëà è ìåìáðàíîé. Ãîòîâûé ïðåïàðàò òèïà «ñàíä-
âè÷» óñòàíàâëèâàþò íà ïðåäìåòíûé ñòîëèê èíâåðòèðî-
âàííîãî ìèêðîñêîïà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ñòåêëî áûëî
îáðàùåíî ê îáúåêòèâó, à ðàìêà ñ ìåìáðàíîé — ê êîíäåí-
ñîðó. Ìåæäó êîíäåíñîðîì è ïðåïàðàòîì óñòàíàâëèâàþò
êðûøêó öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè îñîáîé ôîðìû ñ êëåé-
êèì ñëîåì, êîòîðàÿ èìååò îñîáûé ïðîôèëü, êàê ïîêàçàíî
íà ðèñ. 4. Äàëåå íà ïðåïàðàòå ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû çàäàþò ãðàíèöû îáëàñòè, êîòîðóþ ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ âûðåçàòü. Îáúåêòèâîì ìèêðîñêîïà íà ïðåïàðàòå
ôîêóñèðóåòñÿ ëó÷ óëüòðàôèîëåòîâîãî èìïóëüñíîãî ëàçå-
ðà, è ïðåäìåòíûé ñòîëèê ñ ïðåïàðàòîì íà÷èíàåò ïåðåìå-
ùàòüñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïÿòíî ñôîêóñèðîâàííîãî
ëàçåðà äâèãàëîñü âäîëü çàäàííûõ ãðàíèö (ðèñ. 4, à). Ïîñëå
òîãî êàê çàäàííàÿ îáëàñòü ïîëíîñòüþ âûðåçàíà, àâòîìàòè-
çèðîâàííàÿ ìåõàíè÷åñêàÿ ïîäà÷à ïðèæèìàåò êðûøêó öåí-
òðèôóæíîé ïðîáèðêè ê ìåìáðàíå (ðèñ. 4, á), à çàòåì ïîä-
íèìàåò åå. Â ðåçóëüòàòå âûðåçàííûé ôðàãìåíò ïðèêëåèâà-
åòñÿ ê êðûøêå è èçûìàåòñÿ èç ïðåïàðàòà (ðèñ. 4, â).

Ñèñòåìà ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè, êîòîðóþ ïðîèç-
âîäèò êîìïàíèÿ Leica Microsystems (www.leica-microsys-
tems.com), êàðäèíàëüíî îòëè÷àåòñÿ îò âñåõ ïðåäûäóùèõ
òåì, ÷òî, âî-ïåðâûõ, ðåàëèçîâàíà îíà íà ïðÿìîì ìèêðî-
ñêîïå, à âî-âòîðûõ, ðåçêà ïðîèçâîäèòñÿ äâèæåíèåì ëó÷à
ïî ïðåïàðàòó (ðèñ. 5). Çäåñü ñðåçû îðãàíîâ è òêàíåé ìîãóò
áûòü íàíåñåíû êàê íà ðàìêè ñ ìåìáðàíîé, òàê è íà ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà ñ ìåìáðàíîé. Ãîòîâûå ïðåïàðàòû óñòàíàâ-
ëèâàþò íà ïðåäìåòíûé ñòîëèê òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ñðå-
çû áûëè îáðàùåíû ê êîíäåíñîðó. Ìåæäó êîíäåíñîðîì è
ïðåïàðàòîì óñòàíàâëèâàþò êðûøêó öåíòðèôóæíîé ïðî-
áèðêè. Â óïðàâëÿþùåé êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììå çàäàþò
ãðàíèöû îáëàñòè äëÿ ìèêðîäèññåêöèè. Çàòåì ñôîêóñèðî-

âàííûé ÷åðåç îáúåêòèâ ëó÷ óëüòðàôèîëåòîâîãî ëàçåðà ñ
ïîìîùüþ ñèñòåìû ïðèçì ïåðåìåùàåòñÿ âäîëü çàäàííûõ
ãðàíèö ïî íåïîäâèæíîìó ïðåïàðàòó (ðèñ. 5, à). Ïîñëå
òîãî êàê âûáðàííàÿ îáëàñòü ïîëíîñòüþ âûðåçàíà, îíà ïîä
äåéñòâèåì ñèëû òÿæåñòè ïàäàåò â ðàñïîëîæåííóþ ïîä
ïðåïàðàòîì êðûøêó öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè (ðèñ. 5, á).
Òàêèì îáðàçîì, âûðåçàííûé ôðàãìåíò îêàçûâàåòñÿ çàõâà-
÷åííûì äëÿ äàëüíåéøåãî ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà.

Âñå ïåðå÷èñëåííûå ñèñòåìû äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèñ-
ñåêöèè ïîçâîëÿþò íàõîäèòü ñòðóêòóðû èíòåðåñà ñ èñïîëü-
çîâàíèåì òðàäèöèîííûõ ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ìåòîäîâ:
ñâåòëîå ïîëå, òåìíîå ïîëå, îñâåùåíèå ïîëÿðèçîâàííûì
ñâåòîì, äèôôåðåíöèàëüíî-èíòåðôåðåíöèîííûé êîíòðàñò
Íîìàðñêîãî, ôàçîâûé êîíòðàñò è ýïèôëóîðåñöåíöèÿ. Êðî-
ìå òîãî, ïîèñê ñòðóêòóð èíòåðåñà âî âñåõ ñèñòåìàõ äëÿ ëà-
çåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ â àâòîìà-
òè÷åñêîì ðåæèìå ïóòåì ñêàíèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà è ïîñëå-
äóþùåãî ðàñïîçíàâàíèÿ íà ïîëó÷àåìûõ èçîáðàæåíèÿõ
îáúåêòîâ èíòåðåñà ïî òàêèì êðèòåðèÿì, êàê ðàçìåð (ïåðè-
ìåòð, ïëîùàäü), ôîðìà, öâåò è äð. Ýòî â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå óïðîùàåò ïðîöåäóðó ìèêðîäèññåêöèè â òåõ ñëó÷àÿõ,
êîãäà íåîáõîäèìî íàéòè è íàêîïèòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî
ôðàãìåíòîâ.

Ìåõàíèçì ìèêðîäèññåêöèè
ñ èñïîëüçîâàíèåì óëüòðàôèîëåòîâîãî

èìïóëüñíîãî ëàçåðà

Â îñíîâå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ ïîìîùüþ èì-
ïóëüñíîãî óëüòðàôèîëåòîâîãî ëàçåðà ñ äëèòåëüíîñòüþ
èìïóëüñîâ ïîðÿäêà ïèêî- èëè íàíîñåêóíä è ýíåðãèåé â
èìïóëüñå îò äîëåé äî 150 ìêÄæ ëåæèò òàê íàçûâàåìàÿ àá-
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Ðèñ. 3 (à, á). Ïðèíöèï ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ êàòàïóëüòè-
ðîâàíèåì.

1 — ñðåç òêàíè, 2 — ìåìáðàíà íà îñíîâå ïîëèýòèëåíà, 3 — ïðåäìåòíîå
ñòåêëî, 4 — êðûøå÷êà öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè, 5 — àäãåçèâíûé ñëîé.

Ðèñ. 4 (à—â). Ïðèíöèï ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ñ ìåõàíè÷åñêèì çàõâàòîì.

1 — ñðåç òêàíè, 2 — ìåìáðàíà íà îñíîâå ïîëèýòèëåíà, 3 — ïðåäìåòíîå ñòåêëî, 4 — êðûøå÷êà öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêè, 5 — êëåéêèé ñëîé.



ëÿöèÿ ñ îáðàçîâàíèåì ïëàçìû (plasma-mediated ablation
èëè plasma-induced ablation) (Niemz, 2004; Vogel et al.,
2007). Ýòî ÿâëåíèå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðîöåññ óíîñà âå-
ùåñòâà ïîä âîçäåéñòâèåì ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ ñ ïîâåðõ-
íîñòè òâåðäîãî òåëà áåç òåïëîîáìåíà ñ îêðóæàþùåé ñðå-
äîé; ïî ýòîé ïðè÷èíå åãî ÷àñòî íàçûâàþò «õîëîäíîé àáëÿ-
öèåé» (cold ablation) (Shi et al., 2003).

Ëàçåðíûé ïó÷îê ôîêóñèðóåòñÿ â ïëîñêîñòè ìåìáðà-
íû, íà êîòîðîé ðàñïîëîæåí áèîëîãè÷åñêèé îáúåêò (îò-
äåëüíûå êëåòêè, ñðåç îðãàíà èëè òêàíè). Â ôîêóñå ëàçåð-
íîãî ïó÷êà äîñòèãàåòñÿ ïëîòíîñòü ýíåðãèè îò 1011 äî
1013 Âò/cì2. Ïðè òàêîé ïëîòíîñòè ýíåðãèè, âî-ïåðâûõ,
ïðîèñõîäèò ðàçðûâ ìîëåêóëÿðíûõ ñâÿçåé âåùåñòâà ìåìá-
ðàíû è ñàìîãî áèîëîãè÷åñêîãî îáúåêòà, à âî-âòîðûõ, ìî-
ëåêóëû è àòîìû, íà êîòîðûå ðàñïàäàåòñÿ âåùåñòâî, èîíè-
çèðóþòñÿ. Áëàãîäàðÿ ýòîìó â ôîêàëüíîì ïÿòíå ëàçåðà
ôîðìèðóåòñÿ òàê íàçûâàåìàÿ ìèêðîïëàçìà. Ýòà ìèêðî-
ïëàçìà àäèàáàòè÷åñêè ðàñøèðÿåòñÿ, áëàãîäàðÿ ÷åìó âñÿ
òåïëîâàÿ ýíåðãèÿ, çàïàñåííàÿ â íåé, ðàñõîäóåòñÿ íà ñî-
âåðøåíèå ðàáîòû ïî åå ðàñøèðåíèþ. Èìåííî çà ñ÷åò ýòî-
ãî ýôôåêòà íå ïðîèñõîäèò òåïëîîáìåíà ñ îêðóæàþùåé
ñðåäîé.

Â êîììåð÷åñêèõ ñèñòåìàõ äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåê-
öèè èñïîëüçóþòñÿ, êàê ïðàâèëî, ñëåäóþùèå ëàçåðû: àçîò-
íûé ëàçåð (337 íì), à òàêæå òâåðäîòåëüíûå ëàçåðû ñ óì-
íîæåíèåì ÷àñòîòû íà êðèñòàëëàõ Nd:YAG (355 íì) è
Nd:YLF (349 íì). Ëàçåðíûå ëèíèè âûáðàíû òàêèì îáðà-
çîì, ÷òî îíè ïîïàäàþò â çîíó À (320—400 íì) óëüòðàôèî-
ëåòîâîé îáëàñòè, ãäå ïîãëîùåíèå óëüòðàôèîëåòîâîãî èç-
ëó÷åíèÿ ìîëåêóëàìè ÄÍÊ, ÐÍÊ è áåëêîâ, à ñëåäîâàòåëü-
íî, è èõ ïîâðåæäåíèå ìèíèìàëüíî (Coohill, 2002). Ýòî
îáåñïå÷èâàåò ëó÷øóþ ñîõðàííîñòü ìàòåðèàëà äëÿ ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî è áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ïðèìåíåíèå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
â ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ

è áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ

Íàèáîëåå ÷àñòî ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ ïðèìåíÿåò-
ñÿ äëÿ âûäåëåíèÿ è íàêîïëåíèÿ îïðåäåëåííûõ ôðàãìåí-
òîâ èç îêðàøåííûõ èëè íåîêðàøåííûõ ñðåçîâ îðãàíà èëè
òêàíè êàê æèâîòíûõ, òàê è ðàñòåíèé, êîòîðûå íåâîçìîæíî
âûäåëèòü íèêàêèìè èíûìè ìåòîäàìè ïðåïàðèðîâàíèÿ.
Òàê, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàçåðíîé ìèêðîäèññåê-
öèè ïðîâîäèëè àíàëèç ðàçëè÷èé â óðîâíå ýêñïðåññèè ãå-
íîâ â íåéðîíàõ â ðàçëè÷íûõ ïîëÿõ ãèïïîêàìïà â íîðìå
è ïðè ãèïîêñèè (Newrzella et al., 2007), îöåíèâàëè äîëþ

äåëåòèðîâàííîé ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ â ðàçëè÷íûõ
ñòðóêòóðàõ ñëóõîâîé óëèòêè ó ïîæèëûõ ëþäåé ñ ïðîãðåñ-
ñèðóþùåé ñòàð÷åñêîé ãëóõîòîé (Markaryan et al., 2008),
àíàëèçèðîâàëè òêàíåñïåöèôè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå ïðî-
äóêòîâ ìåòàáîëèçìà (àìèíîêèñëîò, êîôåðìåíòîâ, æèðíûõ
êèñëîò è äð.) â ïðîâîäÿùèõ ïó÷êàõ è îñòàëüíûõ òêàíÿõ
ñòåáëÿ ðàñòåíèÿ Arabidopsis thaliana (Schad et al., 2005).

Ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè îòäåëÿþò îïó-
õîëåâóþ òêàíü îò íîðìàëüíîé (Xu et al., 2002; Gjerdrum
et al., 2004; Dietrich et al., 2009) èëè æå âûðåçàþò ðàçëè÷-
íûå êîìïîíåíòû îïóõîëåé èç áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà
(Kernek et al., 2003; Êåêååâà è äð., 2007, 2008). Èç âûðå-
çàííûõ ôðàãìåíòîâ çàòåì âûäåëÿþò ÄÍÊ, ÐÍÊ è áåëêè.
Òàêîé ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ î÷åíü óäîáíûì â èçó÷åíèè îïóõî-
ëåâûõ òêàíåé ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ ïîòåðè ãåòåðîçèãîòíî-
ñòè, àíàëèçà èçìåíåíèé â ýêñïðåññèè ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñ
ðàçâèòèåì îïóõîëè, à òàêæå ïîèñêà áåëêîâûõ ìàðêåðîâ
îïóõîëåâîãî ðîñòà.

Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ âûðåçà-
íèÿ îòäåëüíûõ êëåòîê èç ñðåçîâ òêàíåé. Ýòî ïîçâîëÿåò
ïðîâîäèòü àíàëèç ÄÍÊ è ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç îäèíî÷íûõ
êëåòîê. Òàê, íàïðèìåð, áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â
îòäåëüíûõ êåðàòèíîöèòàõ êîæè ÷åëîâåêà ïðîèñõîäÿò
ñïîíòàííûå ìóòàöèè â ãåíå, êîäèðóþùåì áåëîê p53, äàæå
íåñìîòðÿ íà ïîëíîå èñêëþ÷åíèå ïîïàäàíèÿ ñîëíå÷íîãî
èçëó÷åíèÿ (Ling et al., 2001).

Áûëè òàêæå ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ñ öåëüþ àíàëèçà
ýôôåêòèâíîñòè ÐÍÊ-ðåäàêòèðîâàíèÿ (RNA-editing) â ñàé-
òå Q/R ñóáúåäèíèöû GluR2 AMPA-ðåöåïòîðà, îòâå÷àþ-
ùåé çà âõîä â êëåòêó èîíîâ êàëüöèÿ, â îäèíî÷íûõ ìîòî-
íåéðîíàõ ó ïàöèåíòîâ ñî ñïèíàëüíîé ìûøå÷íîé àòðî-
ôèåé è òðàíñãåííûõ ìûøåé SOD1G93A è SOD1H46R,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìîäåëüþ íàñëåäñòâåííîãî áîêîâîãî
àìèîòðîôè÷åñêîãî ñêëåðîçà (Kawahara et al., 2006). Ýòè
èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè ïîêàçàòü, ÷òî äåãåíåðàöèÿ ìîòî-
íåéðîíîâ, íàáëþäàåìàÿ ïðè ñïèíàëüíîé ìûøå÷íîé àòðî-
ôèè è íàñëåäñòâåííîì áîêîâîì àìèîòðîôè÷åñêîì ñêëåðî-
çå, â îòëè÷èå îò äåãåíåðàöèè ìîòîíåéðîíîâ ïðè íåíàñëåä-
ñòâåííîì áîêîâîì àìèîòðîôè÷åñêîì ñêëåðîçå íå ñâÿçàíà
ñ íàðóøåíèåì ýôôåêòèâíîñòè ÐÍÊ-ðåäàêòèðîâàíèÿ.

Ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ïîçâîëÿåò äåëàòü
íàêîïëåíèå îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà áèîìàòåðèàëà è
äàæå îïðåäåëåííîãî êîëè÷åñòâà îòäåëüíûõ êëåòîê èç òêà-
íè. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ïðîâîäèòü êîëè÷åñòâåííûå è
ñðàâíèòåëüíûå ìîëåêóëÿðíûå èññëåäîâàíèÿ. Òàê, íàïðè-
ìåð, äëÿ ïîèñêà íåèçâåñòíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëè-
ðóþùèõ ìèãðàöèþ íîâîðîæäåííûõ íåéðîáëàñòîâ ïî ðî-
ñòðàëüíîìó ìèãðàöèîííîìó ïóòè èç ïåðèâåíòðèêóëÿðíîé
çîíû áîêîâûõ æåëóäî÷êîâ ìîçãà â îáîíÿòåëüíóþ ëóêîâè-
öó, áûë èñïîëüçîâàí ñëåäóþùèé ïîäõîä (Khodosevich
et al., 2009). Ó òðàíñãåííûõ ìûøåé 5HT3A-EGFP, ó êîòî-
ðûõ ïîä ïðîìîòîðîì ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà 5HT3A

ýêñïðåññèðóåòñÿ ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê EGFP, ñ ïî-
ìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè âûäåëÿëè äâå ïîïóëÿ-
öèè íîâîðîæäåííûõ íåéðîáëàñòîâ. Îäíó ïîïóëÿöèþ âû-
äåëÿëè â íà÷àëå, à äðóãóþ — â êîíöå ðîñòðàëüíîãî ìèãðà-
öèîííîãî ïóòè. Çàòåì ïðîâîäèëè ìèêðîàððåé-àíàëèç
ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíîâ â ýòèõ äâóõ ïîïóëÿöèÿõ.

Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ ìèêðîàððåé-àíàëèçà ïîçâîëè-
ëî óñòàíîâèòü, ÷òî ó 1100 ãåíîâ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî
èçìåíÿëñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè. Ãåíû, ó êîòîðûõ óðîâåíü
ýêñïðåññèè âîçðàñòàë, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
áèîèíôîðìàòèêè. Ýòî ïîçâîëèëî îáúåäèíèòü ãåíû â ôóíê-
öèîíàëüíûå ãðóïïû è óñòàíîâèòü íàèáîëåå âåðîÿòíûå
ñèãíàëüíûå ïóòè, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ìèãðàöèè íî-
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âîðîæäåííûõ íåéðîáëàñòîâ. Çàòåì áûëè ïðîâåäåíû èñ-
ñëåäîâàíèÿ, â êîòîðûõ ñ ïîìîùüþ íîêäàóíà êëþ÷åâûõ ãå-
íîâ óäàëîñü ïîäòâåðäèòü, ÷òî óñòàíîâëåííûå íàèáîëåå
âåðîÿòíûå ñèãíàëüíûå ïóòè äåéñòâèòåëüíî ÿâëÿþòñÿ
ôóíêöèîíàëüíûìè (Khodosevich et al., 2009).

Ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ìîæíî âûäå-
ëÿòü íå òîëüêî îòäåëüíûå êëåòêè, íî è ñóáêëåòî÷íûå
ñòðóêòóðû. Òàê, íàïðèìåð, óäàåòñÿ âûðåçàòü îòäåëüíûå
ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû è äàæå èõ ïëå÷è (Thalham-
mer et al., 2004). Ýòî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ôëóîðåñöåíòíûå
çîíäû ñ åäèíè÷íîé õðîìîñîìû èëè åå ôðàãìåíòà äëÿ
FISH-àíàëèçà â áèîëîãèè è ìåäèöèíå. Èñïîëüçîâàíèå ëà-
çåðíîé ìèêðîäèññåêöèè îñîáåííî âîñòðåáîâàíî òîãäà,
êîãäà õðîìîñîìû î÷åíü ïëîõî ðàçäåëÿþòñÿ ïóòåì ïðîòî÷-
íîé ñîðòèðîâêè (Kubickova et al., 2002). Ñòîèò îòìåòèòü,
÷òî òî÷íîñòü ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè íåäîñòàòî÷íà äëÿ
òîãî, ÷òîáû âûäåëÿòü îòäåëüíûå áýíäû õðîìîñîì. Ïî
ýòîé ïðè÷èíå ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ íå ìîæåò ñëó-
æèòü àëüòåðíàòèâîé òðàäèöèîííîé ìèêðîäèññåêöèè õðî-
ìîñîì ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàíèïóëÿòîðîâ (Senger et al.,
1990).

Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ æèâûõ êëåòîê

Îäíîé èç ãëàâíûõ ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ ðàçâèòèåì
ìåòîäîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
îñòàþòñÿ âåñüìà òðóäîåìêèå è îãðàíè÷åííûå âîçìîæíî-
ñòè ïî ìàíèïóëèðîâàíèþ ñ êóëüòóðàìè êëåòîê, à òàêæå ñ
îòäåëüíûìè êëåòêàìè. Â ÷àñòíîñòè, âåñüìà òðóäíîé äî
ñèõ ïîð îñòàåòñÿ çàäà÷à îòáîðà êëåòî÷íûõ êîëîíèé è îò-
äåëüíûõ êëåòîê äëÿ äàëüíåéøåãî ðåêóëüòèâèðîâàíèÿ.
Èìåííî ñ ýòîé òðóäíîé çàäà÷åé ïîñòîÿííî ñòàëêèâàþòñÿ
èññëåäîâàòåëè, êîãäà íåîáõîäèìî, ê ïðèìåðó, ÷èñòî âûäå-
ëèòü èç àäãåçèâíîé êóëüòóðû êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå
òðàíñãåí èëè ñèíòåçèðóþùèå îïðåäåëåííûé ïðîäóêò.
Äðóãèì ïðèìåðîì â ïðîáëåìå îòáîðà êëåòîê äëÿ ðåêóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå êëåòîê ïî ìîðôîëîãè-
÷åñêèì èëè èíûì ïðèçíàêàì èç ãåòåðîãåííûõ êëåòî÷íûõ
êóëüòóð.

Îêàçàëîñü, ÷òî ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè íà-
ñòîëüêî äåëèêàòåí, ÷òî ïîçâîëÿåò ðåøàòü çàäà÷ó âûäåëå-
íèÿ æèâûõ êëåòîê èç àäãåçèâíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äëÿ
ïîñëåäóþùåãî ðåêóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàê, áûëî ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàíî, ÷òî êëàñòåðû êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê êàðöè-
íîìû ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ïðè ïîñåâå ïîñëå ëàçåðíîé ìèêðî-
äèññåêöèè ñïîñîáíû äàâàòü íîâûå ðàñòóùèå êîëîíèè
(Mayer et al., 2002). Íåñêîëüêî öèêëîâ ëàçåðíîé ìèêðî-
äèññåêöèè ñ ïîñëåäóþùèì ðåêóëüòèâèðîâàíèåì íå îêà-
çûâàþò âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü è êëåòî÷íûé öèêë
âûäåëåííûõ êëåòîê (Stich et al., 2003). Êðîìå òîãî, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè íå ïðîèñ-
õîäèò èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà êëåòîê (Langer et al., 2005a;
Terstegge et al., 2009).

Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå âûäåëåíèÿ êîëîíèé ýìáðèîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè ñ êàòàïóëüòèðîâàíèåì æèçíåñïîñîá-
íîñòü âûäåëåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 80.6 ± 8.7 % (Ters-
tegge et al., 2009). Ýòî îêàçàëîñü âïîëíå ñðàâíèìî ñ æèç-
íåñïîñîáíîñòüþ êîëîíèé, âûäåëåííûõ òðàäèöèîííûì ìå-
òîäîì âðó÷íóþ (88.6 ± 1.7 %). Îäíàêî â äàëüíåéøåì
ìåíüøåå ÷èñëî îáëàñòåé, âûäåëåííûõ ñ ïîìîùüþ ëà-
çåðíîé ìèêðîäèññåêöèè, äàâàëî íà÷àëî íîâûì êîëîíèÿì
ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷èñëîì îáëàñòåé, âûäåëåííûõ âðó÷íóþ
(36.4 ± 9.2 ïðîòèâ 53.3 ± 11.5 %). Ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíî-

ñà âûäåëåííûõ îáëàñòåé ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèñ-
ñåêöèè áûëà òàêæå ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ
ýôôåêòèâíîñòüþ ïåðåíîñà âðó÷íóþ (72.5 ± 7.3 ïðîòèâ
98.6 ± 0.9 %). Àíàëèç äèôôåðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîñëå ëàçåðíîé ìèêðî-
äèññåêöèè ïîêàçàë, ÷òî îíè ñîõðàíÿþò ñâîè ñâîéñòâà. Òà-
êèì îáðàçîì, ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ õîòÿ è óñòóïàåò â
íåòðàâìàòè÷íîñòè òðàäèöèîííîé òåõíèêå âûäåëåíèÿ
âðó÷íóþ, íî òåì íå ìåíåå ÿâëÿåòñÿ âåñüìà ýôôåêòèâíûì
ìåòîäîì âûäåëåíèÿ æèâûõ êëåòîê.

Ïðèìåíåíèå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
â ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé

ñóäåáíî-ìåäèöèíñêîé ýêñïåðòèçå

Âîçìîæíîñòè ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ïî ðàçäåëå-
íèþ êëåòî÷íûõ ñìåñåé ñåãîäíÿ íà÷èíàþò àêòèâíî èñïîëü-
çîâàòü â îáëàñòè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé ñóäåáíî-ìå-
äèöèíñêîé ýêñïåðòèçû. Òàê, îäíèìè èç îáúåêòîâ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ñóäåáíî-ìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé
ÿâëÿþòñÿ êëåòî÷íûå ìàçêè, êîòîðûå áåðóò äëÿ àíàëèçà ó
æåðòâ ñåêñóàëüíîãî íàñèëèÿ. Ýòè ìàçêè ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé ñìåñü ñïåðìàòîçîèäîâ (êëåòîê ïðåñòóïíèêà) è äðóãèõ
òèïîâ êëåòîê (êëåòîê ïîñòðàäàâøåãî) â çàâèñèìîñòè îò
òîãî, îòêóäà âçÿò ìàçîê. Ïîýòîìó àíàëèç êîðîòêèõ äâîé-
íûõ ïîâòîðîâ äëÿ ãåíåòè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè ïðåñòóï-
íèêà èç òàêèõ îáðàçöîâ çàòðóäíåí. Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèñ-
ñåêöèÿ ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü ýòè òðóäíîñòè áëàãîäàðÿ
òîìó, ÷òî èç íàíåñåííîãî íà ìåìáðàíó ìàçêà ìîãóò áûòü
âûðåçàíû èñêëþ÷èòåëüíî ñïåðìàòîçîèäû (Sanders et al.,
2006), èç êîòîðûõ â äàëüíåéøåì áóäåò âûäåëåíà ÄÍÊ è
ïðîâåäåí àíàëèç êîðîòêèõ äâîéíûõ ïîâòîðîâ.

Äðóãèì ïðèìåðîì ïðèìåíåíèÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèñ-
ñåêöèè äëÿ íóæä ñóäåáíî-ìåäèöèíñêîé ýêñïåðòèçû ÿâëÿ-
åòñÿ âûäåëåíèå âîëîñÿíûõ ôîëëèêóëîâ èç âîëîñ, îáíàðó-
æåííûõ íà ìåñòå ïðåñòóïëåíèÿ (Di Martino et al., 2004).
Ïðèìåíåíèå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè çäåñü îïðàâäàíî
ñëåäóþùèìè ôàêòîðàìè. Âî-ïåðâûõ, êàê ïðàâèëî, îáíà-
ðóæèâàåìûå âîëîñû — ýòî ñòàðûå âîëîñû, íàõîäÿùèåñÿ â
ñòàäèè òåëîãåíà âîëîñÿíîãî öèêëà. Ýòà ñòàäèÿ õàðàêòåðè-
çóåòñÿ ìàëûì êîëè÷åñòâîì æèâûõ êëåòîê â âîëîñÿíîì
ôîëëèêóëå. Âî-âòîðûõ, ñàì âîëîñ ñîñòîèò èç êåðàòèíîâ,
êîòîðûå èíãèáèðóþò ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ
(ÏÖÐ). Â-òðåòüèõ, îí ìîæåò ñîäåðæàòü õèìè÷åñêèå âåùå-
ñòâà, ñíèæàþùèå ýôôåêòèâíîñòü âûäåëåíèÿ ÄÍÊ è èíãè-
áèðóþùèå ÏÖÐ, à òàêæå, íàïðèìåð, ñëåäû êðîâè äðóãîãî
÷åëîâåêà. Âñå ýòî çàòðóäíÿåò ïðîâåäåíèå ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêîé ýêñïåðòèçû öåëîãî âîëîñà. Âûäåëåíèå æå âî-
ëîñÿíîãî ôîëëèêóëà ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåê-
öèè ïîçâîëÿåò ðåøèòü ýòè ïðîáëåìû.

Ïîäãîòîâêà ïðîá
äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè

Ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ — ýòî ìåòîä âûäåëåíèÿ
îïðåäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ òêàíè, îòäåëüíûõ êëåòîê è
ñóáêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ.
Ñîîòâåòñòâåííî ïîèñê è âûáîð ñòðóêòóð, êîòîðûå ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ âûäåëèòü, ïðîèçâîäèòñÿ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà.
Ïîýòîìó ñíà÷àëà òðåáóåòñÿ ïîäãîòîâèòü èññëåäóåìûå îá-
ðàçöû äëÿ àíàëèçà èõ ïîä ìèêðîñêîïîì. Èìåííî ïîäãî-
òîâêà îáðàçöîâ äëÿ ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà è îêàçû-
âàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà êîíå÷íûé ðåçóëüòàò ìîëå-
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êóëÿðíîãî èññëåäîâàíèÿ, ïîñêîëüêó íå èñïîëüçóåòñÿ ïðè
ïðîâåäåíèè îáû÷íîãî ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èëè
áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ïðîáîïîäãîòîâêà ìàòåðèàëà äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèñ-
ñåêöèè âêëþ÷àåò â ñåáÿ ôèêñàöèþ îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ,
ïðèãîòîâëåíèå ñðåçîâ è îêðàøèâàíèå (åñëè ñòðóêòóðû èí-
òåðåñà íå ìîãóò áûòü âûÿâëåíû áåç îêðàøèâàíèÿ). Ïîýòî-
ìó âàæíî âñåãäà çíàòü è êîíòðîëèðîâàòü âëèÿíèå òîãî èëè
èíîãî ýòàïà ïîäãîòîâêè íà êîíå÷íûé ðåçóëüòàò.

Ôèêñàöèÿ áèîìàòåðèàëà îáåñïå÷èâàåò îñòàíîâêó ïî-
ñìåðòíûõ ïðîöåññîâ è ñîõðàíåíèå êàðòèíû òêàíåâîé
ñòðóêòóðû, ñîîòâåòñòâóþùåé èñõîäíîìó ñîñòîÿíèþ. Äëÿ
ôèêñàöèè èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ôèêñèðóþùèå æèäêî-
ñòè. Âñå ôèêñàòîðû ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâà êëàññà — êî-
àãóëÿíòû è êðîññ-ëèíêåðû. Êîàãóëÿíòû îñòàíàâëèâàþò
ïîñìåðòíûå ïðîöåññû ïóòåì çàìåùåíèÿ âîäû. Â êà÷åñòâå
êîàãóëÿíòîâ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþò îðãàíè÷åñêèå
ðàñòâîðèòåëè — ìåòàíîë, ýòàíîë è àöåòîí. Êîàãóëÿíòû
ïëîõî ñîõðàíÿþò ìîðôîëîãèþ, íî íå ïðîèçâîäÿò õèìè-
÷åñêîé ìîäèôèêàöèè áåëêîâ è íóêëåèíîâûõ êèñëîò.
Êðîññ-ëèíêåðû ñâÿçûâàþò ðåàêòèâíûå ãðóïïû àìèíîêèñ-
ëîò, íóêëåèíîâûõ êèñëîò è ëèïèäîâ êîâàëåíòíûìè ñøèâ-
êàìè, áëàãîäàðÿ ÷åìó õîðîøî ñîõðàíÿåòñÿ ìîðôîëîãèÿ.
Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè êðîññ-ëèíêåðàìè ÿâëÿþòñÿ
ôîðìàëèí è ãëóòàðàëüäåãèä. Ôèêñàòîðû ìîãóò áûòü ñî-
ñòàâíûìè è âêëþ÷àòü â ñåáÿ êîìïîíåíòû, îòíîñÿùèåñÿ ê
ðàçëè÷íûì êëàññàì.

Èç îïèñàííûõ ñâîéñòâ ôèêñàòîðîâ ñëåäóåò, ÷òî äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà ïîñëå ëàçåðíîé ìèê-
ðîäèññåêöèè ïðåäïî÷òèòåëüíåå èñïîëüçîâàòü êîàãóëÿíòû.
Ýòî ïîäòâåðæäàþò è ìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû, â êîòîðûõ
ïðîâîäèëñÿ àíàëèç âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôèêñàòîðîâ íà âû-
äåëåíèå ÄÍÊ è â îñîáåííîñòè íà âûäåëåíèå ÐÍÊ, íà åå
âûõîä è êà÷åñòâî (Scheidl et al., 2002; Uneyama et al., 2002;
Delfour et al., 2006; Sonne et al., 2009). Îäíàêî äëÿ íåêîòî-
ðûõ çàäà÷ ôèêñàöèÿ êîàãóëÿíòàìè íå ïîäõîäèò. Ýòî ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíî, íàïðèìåð, ñ òåì, ÷òî äëÿ ïîèñêà îáúåê-
òîâ èíòåðåñà íåîáõîäèìî îáåñïå÷èòü ñîõðàííîñòü ìîðôî-
ëîãè÷åñêîé ñòðóêòóðû.

Äëÿ òàêèõ ñëó÷àåâ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí îáðàòè-
ìûé êðîññ-ëèíêåð äèòèî-áèñ(ñóêöèíèìèäèë-ïðîïèîíàò)
(Xiang et al., 2004). Îí ñøèâàåò àìèíîãðóïïû äèñóëüôèä-
íûìè ñâÿçÿìè, êîòîðûå ìîãóò áûòü ðàçîðâàíû âîññòà-
íàâëèâàþùèì àãåíòîì äèòèîòðåéòîëîì. Òàêàÿ ôèêñàöèÿ
îáåñïå÷èâàåò äîñòàòî÷íûé âûõîä è êà÷åñòâî ÐÍÊ. Äðó-
ãèì õàðàêòåðíûì ïðèìåðîì ïðèìåíåíèÿ êðîññ-ëèíêåðîâ
äëÿ ôèêñàöèè ìàòåðèàëà, êîòîðûé çàòåì ïðåäïîëàãà-
åòñÿ èñïîëüçîâàòü äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè, ÿâëÿ-
åòñÿ ôèêñàöèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé
5HT3A-EGFP íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ïàðàôîðìàëüäåãè-
äà (Khodosevich et al., 2007). Â äàííîì ñëó÷àå ôèêñàöèÿ
êîàãóëÿíòàìè ïîëíîñòüþ ëèêâèäèðóåò ôëóîðåñöåíöèþ
EGFP â êëåòêàõ èíòåðåñà, ÷òî äåëàåò íåâîçìîæíûì èõ ïî-
èñê äëÿ ìèêðîäèññåêöèè. Ïðàâäà, äëÿ òîãî ÷òîáû âûäå-
ëèòü ÐÍÊ èç ìàòåðèàëà, ôèêñèðîâàííîãî ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäîì, àâòîðû èñïîëüçîâàëè ñâîé ñîáñòâåííûé ïðîòîêîë
âûäåëåíèÿ, ïîñêîëüêó êîììåð÷åñêè äîñòóïíûå íàáîðû íå
äàâàëè õîðîøåãî ðåçóëüòàòà (ïîäðîáíåå ñì.: Khodosevich
et al., 2007).

Áûëè òàêæå ðàçðàáîòàíû ñïåöèàëüíûå ôèêñàòîðû,
ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ êîòîðûõ èç îáðàçöîâ ìîãóò áûòü
óñïåøíî âûäåëåíû ÄÍÊ, ÐÍÊ è áåëêè äàæå ïîñëå çàêëþ-
÷åíèÿ â ïàðàôèí. Ýòî êîììåð÷åñêèå ôèêñàòîðû HOPE
(Uhlig et al., 2004; Goldmann et al., 2006), RCL2 (Delfour
et al., 2006; Belief et al., 2008) è FineFIX (Stanta et al., 2006).

Ãîâîðÿ î ïðîáëåìå ôèêñàöèè äëÿ ïðîòåîìíûõ èññëå-
äîâàíèé, ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî ôèêñàöèÿ êîàãóëÿíòàìè —
ýòàíîëîì è àöåòîíîì, êàê ïðàâèëî, îêàçûâàåò íåçíà÷è-
òåëüíîå âëèÿíèå íà ðåçóëüòàòû äâóìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðî-
ôîðåçà (Mouledous et al., 2002; De Souza et al., 2004) è
MALDI TOF ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Xu et al., 2002). Îäíàêî
è â îáëàñòè ïðîòåîìíûõ èññëåäîâàíèé äëÿ îïðåäåëåííûõ
çàäà÷ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ôèêñàöèÿ ôîðìàëüäåãè-
äîì ïðè ïîäãîòîâêå áèîìàòåðèàëà, ïîñêîëüêó ðàçðàáîòà-
íà òåõíèêà ýêñòðàêöèè áåëêîâ èç òàêèõ ïðîá (Kroll et al.,
2008).

Äëÿ òîãî ÷òîáû íàéòè è âûäåëèòü ñ ïîìîùüþ ëàçåð-
íîé ìèêðîäèññåêöèè ñòðóêòóðû èíòåðåñà, èõ íóæíî, êàê
ïðàâèëî, îêðàñèòü. Äëÿ ýòèõ öåëåé èñïîëüçóþò òàêèå ðó-
òèííûå ãèñòîëîãè÷åñêèå îêðàñêè, êàê, íàïðèìåð, ãåìàòîê-
ñèëèí-ýîçèí, îêðàñêà ïî Íèñëþ, òîëóèäèíîâûé ñèíèé,
ìåòèëåíîâûé çåëåíûé ñ ïèðîíèíîì è äð. (Mouledous
et al., 2002; Xu et al., 2002; Delfour et al., 2006; Wang et al.,
2006). Âñå ýòè îêðàñêè â òîé èëè èíîé ìåðå îêàçûâàþò
âëèÿíèå êàê íà ðåçóëüòàòû àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ, òàê
è íà ðåçóëüòàòû ïðîòåîìíîãî àíàëèçà.

Òàê, áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî âûõîä è êà÷åñòâî
òîòàëüíîé ÐÍÊ â ñëó÷àå îêðàøèâàíèÿ êðèîñðåçîâ êëå-
òî÷íûõ êîìêîâ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
êëåòîê ëèíèè TEPC 1165, ìåòèëåíîâûì çåëåíûì ñ ïèðî-
íèíîì âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ îêðàøèâàíèåì ãåìàòîêñè-
ëèí-ýîçèíîì èëè ïî Íèñëþ (Wang et al., 2006). Ìèêðîàð-
ðåé-àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïðîâåäåííûé íà òîì æå ìà-
òåðèàëå, ïîêàçàë, ÷òî â ñëó÷àå îêðàøèâàíèÿ ìèòåëåíîâûì
çåëåíûì ñ ïèðîíèíîì èçìåíåíèÿ â óðîâíå ýêñïðåññèè ïî
îòíîøåíèþ ê íåîêðàøåííîìó êîíòðîëþ îáíàðóæèâàþòñÿ
ó ìåíüøåãî ÷èñëà ãåíîâ, ÷åì â ñëó÷àå îêðàøèâàíèÿ ãåìà-
òîêñèëèí-ýîçèíîì èëè ïî Íèñëþ (Wang et al., 2006).

Ðóòèííàÿ îêðàñêà ãåìàòîñèëèí-ýîçèíîì, ïî Íèñëþ è
òîëóèäèíîâûì ñèíèì ñóùåñòâåííî ñíèæàåò è êà÷åñòâî
äâóìåðíîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå
ïðîòîêîëîâ äëÿ ìåíåå èíòåíñèâíîãî îêðàøèâàíèÿ (êàê
ïðàâèëî, ýòîãî äîñòèãàþò óìåíüøåíèåì âðåìåíè ýêñïîçè-
öèè â ðàñòâîðå êðàñèòåëÿ) ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî óëó÷-
øèòü êà÷åñòâî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ñ ïîìîùüþ äâóìåðíîãî
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà, ïðèáëèæàÿ åãî ê êà÷åñòâó, ïîëó÷àå-
ìîìó ïðè èñïîëüçîâàíèè íåîêðàøåííîãî ìàòåðèàëà (Mo-
uledous et al., 2002). Îäíàêî ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ
íà ýòè äàííûå, îêðàøèâàíèå ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì îñòà-
åòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûì ïðè ïîäãîòîâêå ìàòå-
ðèàëà äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè.

Äëÿ ïîèñêà ñòðóêòóð èíòåðåñà ìîæíî ïðîâîäèòü èì-
ìóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå, ïðè÷åì êàê èììóíî-
ïåðîêñèäàçíîå (Fend et al., 1999), òàê è èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîå (Burbach et al., 2004; Xiang et al., 2004), à òàêæå
ãèáðèäèçàöèþ in situ è FISH (Fassunke et al., 2004; Langer
et al., 2005b). Ñòîèò çàìåòèòü, ÷òî îäíîé èç õàðàêòåðíûõ
ìîäèôèêàöèé èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ äëÿ
ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ÿâëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ñîêðà-
ùåíèå âðåìåíè èíêóáàöèè â ðàñòâîðàõ àíòèòåë. Òàê, â îä-
íîé èç ðàáîò äëÿ âûÿâëåíèÿ àñòðîöèòîâ â êðèîñðåçàõ ìîç-
ãà, ôèêñèðîâàííûõ àöåòîíîì, óñëîâèÿ èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ áûëè ïîäîáðàíû òàêèì îáðàçîì,
÷òî âðåìÿ èíêóáàöèè â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ïðî-
òèâ ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿðíîãî êèñëîãî áåëêà (GFAP) ñî-
ñòàâèëî 5 ìèí, à â ðàñòâîðå âòîðè÷íûõ àíòèòåë — 2 ìèí
(Burbach et al., 2004). Äëÿ ñðàâíåíèÿ, ïðè îáû÷íîì èììó-
íîöèòîõèìè÷åñêîì îêðàøèâàíèè äëÿ äåòàëüíûõ öèòîëî-
ãè÷åñêèõ è ìîðôîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé èíêóáàöèÿ â
ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòèòåë, êàê ïðàâèëî, äëèòñÿ 1 ñóò.
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Òàêîé ïîäõîä áûñòðîãî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðà-
øèâàíèÿ íàïðàâëåí íà ñîõðàíåíèå êà÷åñòâà ìîëåêóëÿðíî-
ãî ìàòåðèàëà äëÿ åãî àíàëèçà ïîñëå ïðîöåäóðû ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî â íåðâíîé ñèñòåìå îïðåäåëåí-
íûå ïîïóëÿöèè íåéðîíîâ ìîãóò áûòü âèçóàëèçèðîâàíû ñ
ïðèìåíåíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ ìàðêåðîâ, òðàíñïîðòèðóþ-
ùèõñÿ ðåòðîãðàäíî, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, òåòðàìåòèëðî-
äàìèí, ñâÿçàííûé ñ äåêñòðàíîì. Òàêîé ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ
âïîëíå ïîäõîäÿùèì äëÿ âûÿâëåíèÿ ñòðóêòóð èíòåðåñà â
ÖÍÑ, êîòîðûå çàòåì ïðåäïîëàãàåòñÿ âûäåëèòü ñ ïîìîùüþ
ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ (Ryge et al., 2008).

Â ïîäãîòîâêå ïðîá áèîìàòåðèàëà äëÿ ëàçåðíîé ìèêðî-
äèññåêöèè åñòü åùå îäíà ñóùåñòâåííàÿ ïðîáëåìà — îï-
òè÷åñêàÿ. Âî-ïåðâûõ, ïðåïàðàò óñòàíàâëèâàåòñÿ òàêèì îá-
ðàçîì, ÷òî îáúåêòèâ ìèêðîñêîïà âñåãäà ñìîòðèò ñêâîçü
ïðåäìåòíîå ñòåêëî. Êîíäåíñîð çàãîðîæåí êîíòåéíåðîì.
Â êà÷åñòâå êîíòåéíåðà âûñòóïàåò ìàòîâàÿ êðûøå÷êà öåí-
òðèôóæíîé ïðîáèðêè, êîòîðàÿ ñèëüíî ðàññåèâàåò ñâåò.
Âî-âòîðûõ, ïîäãîòîâëåííûå äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåê-
öèè ñðåçû òêàíè íå ìîãóò áûòü ïîìåùåíû â òðàäèöèîí-
íûå ñðåäû äëÿ çàêëþ÷åíèÿ ñ áîëüøèìè ïîêàçàòåëÿìè ïðå-
ëîìëåíèÿ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò âûñîêîå êà÷åñòâî ìèê-
ðîñêîïè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ. Ñâÿçàíî ýòî, êàê ïîíÿòíî
èç ïðåäñòàâëåííûõ ñõåì, ñ ñàìîé òåõíèêîé ëàçåðíîé ìèê-
ðîäèññåêöèè. Ïðèãîòîâëåííûå äëÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèñ-
ñåêöèè ïðåïàðàòû — ýòî ñðåçû òêàíè, âûñóøåííûå íà
âîçäóõå è íå ïðîñâåòëåííûå, ïîýòîìó êà÷åñòâî ìèêðîñêî-
ïè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ è, â ÷àñòíîñòè, îïòè÷åñêîå ðàçðå-
øåíèå áóäóò âñåãäà íåâûñîêèìè. Îäíàêî êà÷åñòâî ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ ìîæåò áûòü íåìíîãî óëó÷øå-
íî. Òàê, â îäíîì èññëåäîâàíèè (Van Dijk et al., 2003) áûëî
ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü âîäîðàñòâîðèìóþ êëåéêóþ
ñðåäó PinPoint solution (Pinpoint slide DNA isolation sys-
tem; Zymo Research, Orange, USA; www.zymor.com). Ýòà
ñðåäà ïîñëå âûñûõàíèÿ çàïîëíÿåò ðàâíîìåðíî âñþ òîëùó
ñðåçà, ïðîñâåòëÿÿ åãî è óëó÷øàÿ, òàêèì îáðàçîì, êà÷åñòâî
ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èçîáðàæåíèÿ. Ïðè ýòîì ñðåäà íå îêà-
çûâàåò íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà ñàìó ïðîöåäóðó ëàçåðíîé
ìèêðîäèññåêöèè è íà ðåçóëüòàòû ïîñëåäóþùåãî ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîäãîòîâêà ïðîá ìàòåðèàëà äëÿ ëàçåð-
íîé ìèêðîäèññåêöèè ÿâëÿåòñÿ íåòðèâèàëüíîé çàäà÷åé è
òðåáóåò ïîñòîÿííîãî êîíòðîëÿ ñî ñòîðîíû èññëåäîâàòåëÿ.
Êàê ïðàâèëî, ïîäáîð ñïîñîáîâ ôèêñàöèè ìàòåðèàëà è
îêðàøèâàíèÿ ñâîäèòñÿ ê ïîèñêó êîìïðîìèññà ìåæäó âîç-
ìîæíîñòüþ âèçóàëèçèðîâàòü ïîä ìèêðîñêîïîì ñòðóêòóðû
èíòåðåñà è êà÷åñòâîì ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî è áèîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà.

Çàêëþ÷åíèå

Ëàçåðíîå èçëó÷åíèå íàõîäèò âñå áîëåå øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé
áèîëîãèè, à òàêæå áèîõèìèè. Èñïîëüçîâàíèå ëàçåðíîãî
ëó÷à, ñôîêóñèðîâàííîãî îáúåêòèâîì ìèêðîñêîïà, â êà÷å-
ñòâå «ðåæóùåãî» èíñòðóìåíòà ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü îáúåê-
òû èíòåðåñà ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ðàçìåðîâ ñ âûñîêîé òî÷-
íîñòüþ. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ëàçåðíàÿ ìèêðîäèññåêöèÿ ñòàëà
ðåâîëþöèîííûì ìåòîäîì, êîòîðûé âûâåë ìîëåêóëÿðíûé
àíàëèç íà óðîâåíü èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê è äàæå ñóáêëå-
òî÷íûõ ñòðóêòóð. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ðåøàòü ïðèíöèïè-
àëüíî íîâûå çàäà÷è è óãëóáëÿòü óæå ïîëó÷åííûå çíàíèÿ.

Ïîæàëóé, îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ïðèìå-
íåíèé ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå æè-
âûõ êëåòîê èç àäãåçèâíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äëÿ ïîñëå-
äóþùåãî ðåêóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñêîëüêó ïðåäîñòàâëÿåò
íîâûå âîçìîæíîñòè äëÿ ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé â îáëà-
ñòè êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå è áîëü-
øå èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ áûëà ïðèìåíåíà ëàçåðíàÿ
ìèêðîäèññåêöèÿ äëÿ âûäåëåíèÿ îáëàñòåé èíòåðåñà èç ñðå-
çîâ îðãàíîâ è òêàíåé. Àáñîëþòíî î÷åâèäíî, ÷òî èñïîëüçî-
âàíèå ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè â ïîäãîòîâêå ìàòåðèàëà
äëÿ ìîëåêóëÿðíûõ èññëåäîâàíèé â ñêîðîì âðåìåíè ñòàíåò
îäíèì èç îáÿçàòåëüíûõ òðåáîâàíèé, ïðåäúÿâëÿåìûõ ê òà-
êèì èññëåäîâàíèÿì, ïîñêîëüêó ïîçâîëÿåò òî÷íî êîíòðî-
ëèðîâàòü, èç êàêèõ ñòðóêòóð áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà âû-
äåëÿþòñÿ ÄÍÊ, ÐÍÊ, áåëêè èëè æå èíûå ïðîäóêòû ìåòà-
áîëèçìà êëåòîê.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ ïðèçíàòåëüíîñòü Ë. Ï. Íåç-
ëèíó (Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ èì. Í. Ê. Êîëüöîâà
ÐÀÍ) çà êðèòè÷åñêèé îáçîð òåêñòà è ñóùåñòâåííûå çàìå-
÷àíèÿ ïî ñîäåðæàíèþ è èçëîæåíèþ ìàòåðèàëà.
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For routine extraction of DNA, RNA, proteins and metabolites, small tissue pieces are placed into lysing
solution. These tissue pieces in general contain different cell types. For this reason, lysate contains components
of different cell types, which complicates the interpretation of molecular analysis results. The laser microdissec-
tion allows overcoming this trouble. The laser microdissection is a method to procure tissue samples contained
defined cell subpopulations, individual cells and even subsellular components under direct microscopic visuali-
zation. Collected samples can be undergone to different downstream molecular assays: DNA analysis, RNA
transcript profiling, cDNA library generation and gene expression analysis, proteomic analysis and metabolite
profiling. The laser microdissection has wide applications in oncology (research and routine), cellular and mo-
lecular biology, biochemistry and forensics. This paper reviews the principles of different laser microdissection
instruments, examples of laser microdissection application and problems of sample preparation for laser micro-
dissection.

K e y w o r d s: laser microdissection, methods of molecular biology and biochemistry.
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