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1. ОРГАНИЗАЦИОННО-МЕТОДИЧЕСКИЙ РАЗДЕЛ

Цель дисциплины:

– основной целью курса является формирование у аспирантов системы знаний по теоретическим основам современных методов микроскопии и перспективах их использования для изучения живых систем.

 Задачи дисциплины:
– формирование знаний по основам устройства и принципа работы современных электронных, сканирующих зондовых и оптических микроскопов;

– изучение результатов новейших исследований в биологии, выполненных на основе методов электронной и конфокальной микроскопии;

– выбор адекватных методов для выполнения диссертационных работ.

 Место дисциплины в процессе подготовки аспиранта:

Современные методы микроскопии являются важной методологической базой для выполнения биологических исследований, позволяющей комплексно подойти к расшифровке молекулярных механизмов функционирования клеток и их систем. Теоретические и практические знания основ электронной, сканирующей и конфокальной лазерной сканирующей микроскопии являются фундаментом для планирования и реализации экспериментальных работ медико-биологического профиля.  Содержание дисциплины и объем материала, рассматриваемого в лекционном курсе и на семинарских занятиях, призваны познакомить аспирантов с принципами работы и устройством современных микроскопов. Основное внимание в предлагаемой дисциплине уделяется особенностям использования современной микроскопической техники для изучения биологических объектов. Рассматриваются вопросы подготовки цитологических препаратов для каждого метода микроскопии.

2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСОВ ПО ТЕМАМ И ВИДАМ РАБОТ
	№
	Темы,

разделы
	Всего

часов
	Виды подготовки
	Самостоятель-ная работа аспиранта



	
	
	
	Лекции


	Практичес-кие занятия
	

	1.
	Методы электронной микроскопии (теоретические предпосылки)
	6
	3
	1
	2

	2.
	Методы подготовки биологических образцов
	7
	2
	3
	2

	3.
	Методы просвечивающей электронной микроскопии
	11
	2
	3
	6

	4.
	Электронно-микроскопическая авторадиография
	7
	2
	3
	2

	5.
	Гибридизация in situ в электронной микроскопии
	7
	2
	3
	2

	6.
	Иммуноэлектронная микроскопия
	13
	3
	6
	4

	7.
	Растровая (сканирующая электронная микроскопия)
	9
	3
	3
	3

	8.
	Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия
	6
	2
	3
	1

	9.
	Атомно-силовая микроскопия
	6
	2
	3
	1

	ВСЕГО (часы)
	
	72
	21
	28
	23


3.СОДЕРЖАНИЕ ПРОГРАММЫ

3.1 Общее (по всем темам)

Тема 1. Методы электронной микроскопии (теоретические предпосылки). Теоретические основы электронной микроскопии. Основные классы электронных микроскопов (просвечивающие и сканирующие) и принципы их работы.

Тема 2. Методы подготовки биологических образцов. Виды фиксаторов и типы фиксаций биологических образцов. Особенности буферных растворов, используемых в электронной микроскопии. Фиксация, проводка, заливка, полимеризация и получение блоков. Заточка блоков и получение полутонких и ультратонких срезов. Особенности работы на ультрамикротоме. Контрастирование препаратов и их хранение.

Тема 3. Методы просвечивающей электронной микроскопии. Метод реплик. Метод замораживания-скалывания. Методы позитивного и негативного контрастирования. Методы цитохимического  мечения гликолипидов и гликопротеинов: использование лектинов.
Тема 4. Электронно-микроскопическая авторадиография. Теоретические основы. Разрешающая способность метода. Планирование экспермента. Импульсный и импульсно-последовательный методы авторадиографии. Нанесение радиочувствительной эмульсии. Экспонирование, проявление и контрастирование препаратов.
Тема 5. Гибридизация in situ в электронной микроскопии. Особенности препарирования. ДНК- и РНК- зонды. Типы маркеров. Условия проведения гибридизации in situ. Преэмбеддинг и постэмбеддинг.
Тема 6. Иммуноэлектронная микроскопия. Задачи, решаемые с помощью иммуноэлектронной микроскопии. Понятие об антигенах и антигенных детерминантах. Конформационнозависимые и секвенциальные антигены. Размер антигенных детерминант. Поликлональные, моноклональные антитела и методы их получения. Тонкое строение антител.  Антигенное строение иммуноглобулинов. Методы цитохимической идентификации антигенов. Методы с использованием белков А и G. Метод с использованием биотин-стрептавидинового сэндвича. Типы электроноплотных меток. Процедура иммуномечения, пермеабилизация. Преэмбеддинг и постэмбеддинг. Оценка результатов, контрольные реакции.
Тема 7. Растровая (сканирующая) электронная микроскопия (РЭМ). Принципы работы РЭМ. Методы получения увеличенного изображения. Этапы подготовки биологических объектов к РЭМ (первичная обработка, фиксация и обезвоживание, высушивание, напыление).

Тема 8. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия (КЛСМ). Флуоресцентная микроскопия. Общая характеристика принципов конфокальной микроскопии. Системы сканирования в конфокальной лазерной микроскопии. Получение трехмерного изображения в конфокальной микроскопии. Основные методы, используемые в КЛСМ: иммуноцитохимия, формирование изображения, флуоресцентные белки, передача энергии посредством флуоресцентного резонанса, восстановление флуоресценции после фотовыжигания.

Тема 9. Атомно-силовая микроскопия. Особенности подготовки биологических препаратов для атомно-силовой  микроскопии.
3.2. Темы практических занятий

Тема 1. Методы электронной микроскопии (теоретические предпосылки)

Тема 2. Методы подготовки биологических образцов

Тема 3. Методы просвечивающей электронной микроскопии

Тема 4. Электронно-микроскопическая авторадиография

Тема 5. Гибридизация in situ в электронной микроскопии

Тема 6. Иммуноэлектронная микроскопия

Тема 7. Растровая (сканирующая) электронная микроскопия (РЭМ).
Тема 8. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия (КЛСМ).
Тема 9. Атомно-силовая микроскопия

3.3 Тематика заданий для самостоятельной работы

1. Использование конфокальной лазерной сканирующей микроскопии  в изучении  дифференцировки клеток.
2. Использование сканирующей электронной микроскопии  в изучении биологических образцов различной природы.

3. Цитохимическая идентификация внутриклеточных компонентов клеок.
4. Атомно-силовая микроскопия клеток и отдельных органелл.

3.4.  Примерный список вопросов к зачету

1. Методы электронной микроскопии (теоретические предпосылки)

2. Основные классы электронных микроскопов (просвечивающие и сканирующие) и принципы их работы. 

3. Методы подготовки биологических образцов.

4. Виды фиксаторов и типы фиксаций биологических образцов. 

5. Особенности буферных растворов, используемых в электронной микроскопии. Фиксация, проводка, заливка, полимеризация и получение блоков.

6. Заточка блоков и получение полутонких и ультратонких срезов. Особенности работы на ультрамикротоме.

7. Контрастирование препаратов и их хранение.

8. Методы просвечивающей электронной микроскопии.

9. Метод реплик. Метод замораживания-скалывания. 

10. Методы позитивного и негативного контрастирования. 

11. Методы цитохимического  мечения гликолипидов и гликопротеинов: использование лектинов.

12. Электронно-микроскопическая авторадиография. 

13. Теоретические основы. Разрешающая способность метода.

14. Планирование экспермента. 

15. Импульсный и импульсно-последовательные методы авторадиографии. Нанесение радиочувствительной эмульсии. 

16. Экспонирование, проявление и контрастирование препаратов.
17. Гибридизация in situ в электронной микроскопии.

18. Особенности препарирования. ДНК- и РНК- зонды. 

19. Типы маркеров. Условия проведения гибридизации in situ. 

20. Преэмбеддинг и постэмбеддинг.
21. Иммуноэлектронная микроскопия

22. Задачи, решаемые с помощью иммуноэлектронной микроскопии. 

23. Поликлональные и моноклональные антитела и методы их получения. 

24. Тонкое строение антител. Антигенные детерминанты. 

25. Методы цитохимической идентификации антигенов.

26. Методы с использованием белков А и G. Метод с использованием биотин-стрептавидинового сэндвича. Типы электроноплотных меток. 

27. Процедура иммуномечения, пермеабилизация. 

28. Преэмбеддинг и постэмбеддинг. Оценка результатов, контрольные реакции.
29. Растровая (сканирующая) электронная микроскопия (РЭМ). 

30. Принципы работы РЭМ. Методы получения увеличенного изображения. 

31. Этапы подготовки биологических объектов к РЭМ (первичная обработка, фиксация и обезвоживание, высушивание, напыление).

32. Конфокальная лазерная сканирующая микроскопия. 

33. Общая характеристика принципов конфокальной микроскопии. 

34. Системы сканирования в конфокальной лазерной микроскопии. 

35. Получение трехмерного изображения в конфокальной микроскопии.

36. Основные методы, используемые в КЛСМ: 

37. Иммуноцитохимия, формирование изображения, флуоресцентные белки, передача энергии посредством флуоресцентного резонанса, восстановление флуоресценции после фотовыжигания.

38. Особенности подготовки биологических препаратов для атомно-силовой электронной микроскопии.
4. ФОРМЫ ПРОМЕЖУТОЧНОГО И ИТОГОВОГО КОНТРОЛЯ
4.1. Формой промежуточного контроля является собеседование по соответствующим разделам.

4.2. Формой итогового контроля является зачет.

5. УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ ДИСЦИПЛИНЫ

Интернет-источники: http://www.edax.com; http://www.zeiss.com; http://www.fei.com; http://www.jeoluk.com; http://www.nanofactory.com; http://www.ntmdt.com; http://www.leica-microsystems.com; http://www.probes.com; http://swehsc.pharmacy.arizona.edu/exppath/micro/;

http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMAtlas.html;

http://fluo-microscopy.ru; http://www.nanonewsnet.ru; http://www.pacificnanotech.com; http://www.jeol.com; http://www.olympus-europa.com; http://www.nikon-instruments.com
Аспирантам обеспечен локальный и удаленный доступ к книжным фондам ГПНТБ СО РАН, зарубежным и отечественным полнотекстовым, реферативным и библиографическим базами данных, в т.ч к ISI Web of Knowledge – интегрированной веб-платформе, предоставляющей исследователям и специалистам информацию по всем отраслям знания.

Оборудование: практические занятия проводятся на базе Центра коллективного использования ЛИН СО РАН «Электронная микроскопия», который располагает следующим оборудованием: 

· просвечивающий электронный микроскоп Leo 906E (Zeiss);  

· сканирующий электронный микроскоп Philips'SEM 525-M (Голландия);
· сканирующий электронный микроскоп FEI Company Quanta 200;
· Ультрамикротом Leica ULTRACUT R (Zeiss;
· прибор CPD 030 для высушивания образцов в критической точке;
· вакуумная напылительная установка SCD 004;
· вакуумная напылительная установка MED 010;
· инвертированный микроскоп проходящего света Axiovert 200 (Zeiss).  

Имеются все другие необходимые материалы для проведения электронно-микроскопических исследований. 

Материалы: презентация: «Электронно-микроскопические методы исследования биологических объектов», И.В. Клименков, 2010 г.
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