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*Инетитут биофизики клетки рАН

в настоящее время очевиднароль еер~IxультраТОНКИХ'срезов

для непредвзятого етереологичеекого анализаколичественны~ и

качественных изменений синапсов в ц.н.с. [1,2] после различного рода

воздействий на мозговую ткань, включая изучение механизмов

синапгогенеза и долговременной памяти [3]. В настоящем сообщении

на конкретном примере изучения различных клеточных и

субклеточных структур астроглиальных клеток и нейронов из

гиппокампа грызунов, а также вкусовых рецепторных клеток

предлагается относительно простая методика получения более 100
серийных срезов для последующих трехмерных реконструкций

субклеточных структур, дендритов, Щ(СОНОВ и синапсов по доступным

программам на базе IBM рс. После фиксации обезвоженные образцы

заключают в эпоксидную смолу следующего состава: эпон 812 (или

его аналог) - 22,5 мл; аралдит М (или аралдит СУ212, 502, 506) - 22;5
мя; DDSA-60 мл; DМP-30 - 0,6 мл. С образцов готовятся полутонкие

срезы, в' которых визуально определяется интересующая область

ткани. Используя левый край стеклянного ножа, выступающего в

качестве резца, в этой области готовится "колонна" высотой около

30-50 шп, имеющая в сечении прямоугольник, одна из сторон которого

составляет 10-20 шп, тогда как другая может иметь любую длину.

Скорость резки блока подбирается экспериментально, а весь процесс

приготовления «колонны» ведется под визуальным контролем с

помощью бинокулярного микроскопа. С помощью «алмазного ножа»,

как правило на микротомах «Reihert» (Austria), готовятся

ультратонкие срезы обычно толщиной 50-90 нм. Скорость резки

подбирается экспериментально. Срезы образуют «ленты». Для

большей их стабильности снижают поверхностное натяжение воды

путем добавления в ванночку этанола/метанола, концентрация
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которого подбирается экспериментально. Обычно число срезов в «ленте»

не превышает 50, которые легко снимаются на медные или никелевые (для

иммуногистохимии) сеточки с одним крупным отверстием, покрытым

пленюйизРiоlоfопn. Пленкиготовятсястандартнымпутем из 1.5-2%Piolofonn,
приготовленном в хлороформе, В случае, когда размеры срезов малы, на

сетку можно одновременно поместить 2-3 «ленты», то есть сразу около 150
срезов, резко облегчая последующую работу с ними. Срезы окрашиваются

стандартным способом в уранилацетате и цитрате свинца. С помощью

специального вращающегося держателя для сеточек и гониометра

проводятся предварительная «настройка» срезов и их съемка при

разных увеличениях. Комплекс программ для трехмерной

реконструкции включает "настройку" последовательных срезов,

приготовление контуров интересующих структур, создание

трехмерного изображения и его количественный и качественный

анализ.

В докладе на базе IBM РС демонстрируются конкретные

примеры трехмерных реконструкций различных клеточных и

субклеточных структур нейронов, организация астроцитарной сети

в различных областях гиппокампа, сравнительная трехмерная

структура вкусовых клеток у активных и гибернирующих сусликов.

[1] Coggesha11 R.E., Lekan Н.А. Methods for determining numbers
of cells and synapses: а case for more unifопn standards of revie\v. J. Соmр.
Neurol.;364(1):6-15; 1996. [2] West M.J. Stereological methods for esti­
mating the total number от' neurons and synapses: issues of precision and
bias. Trends Neurosci.;22(2):51-61; 1999. [3] Fiala J.C., Feinberg М., Ророу

У., Harris К.М. Synaptogenesis via dendritic filopodia in developing hip­
росаmраl area СА1. J.Neurosci;18(21):8900-8911, 1998
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