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Обоснование. Принимая во внимание высокую актуальность изучения ГАМК-эргической системы го-
ловного мозга, а  также информативность иммуногистохимических подходов в  лабораторных исследованиях, 
представляется важным иметь в распоряжении метод, позволяющий выявлять клетки, синтезирующие ГАМК, 
их проекции и  синапсы, для проведения морфофункционального анализа ГАМК-эргической системы как 
в  норме, так и  при моделировании экспериментальной патологии.

Цель  — выявление ГАМК-эргических нейронов и  синаптических терминалей в  головном мозге крысы 
с использованием трех различных антител к глутаматдекарбоксилазе, а также определение оптимальных усло-
вий для постановки иммуногистохимической реакции.

Материалы и методы. Исследование выполняли на парафиновых срезах головного мозга пяти половоз-
релых крыс породы Вистар. Проводили иммуногистохимическую реакцию с помощью трех видов антител про-
тив глутаматдекарбоксилазы изоформ 67 (GAD67) и 65 (GAD65). Были также осуществлены дополнительные 
контрольные реакции на препаратах головного мозга мыши линии C57/Bl6 и  кролика породы Шиншилла.

Результаты. Антитела позволили добиться высокого качества окраски ГАМК-эргических структур при 
малом уровне фона. Вместе с  этим разные типы антител отличаются по эффективности при постановке 
иммуногистохимической реакции на срезах головного мозга лабораторных животных. При проведении до-
полнительных контрольных реакций выявлена необходимость адсорбции иммуноглобулинов вторичных ре-
агентов с  целью устранения неспецифической реакции при работе с  головным мозгом крысы. Наблюдались 
различия в  распределении GAD65 и  GAD67 в  структурах конечного мозга крысы. Отмечено, что по сравне-
нию с  иммуногистохимической реакцией на GAD65 окраска на GAD67 позволяет наиболее полно выявить 
ГАМК-эргические структуры. Продемонстрирована возможность определения морфологических характери-
стик ГАМК-эргических нейронов и синаптических терминалей, а также выполнения количественного анализа.

Выводы. Предложенный методический подход позволяет иммуноселективно выявлять ГАМК-эргические 
структуры центральной нервной системы различных лабораторных животных, что может оказаться полезным 
как для проведения фундаментальных исследований, так и  для изучения заболеваний.

Ключевые слова: гамма-аминомасляная кислота; глутаматдекарбоксилаза; иммуногистохимия; головной 
мозг.
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BACKGROUND: Taking into account the importance of GABAergic brain system research and also the oppor-
tunity to achieve specific and accurate results in laboratory studies using immunohistochemical approaches, it seems 
important to have a reliable method of visualization GABA-synthesizing cells, their projections and synapses, for 
the morphofunctional analysis of GABAergic system both in normal conditions and in the experimental pathology.

AIM: The aim of the study was to visualize analyze GABAergic neurons and synapses within rat’s brain using three 
different antibody types against glutamate decarboxylase and to identify the optimal conditions for reaction performing.

Список сокращений: 
ГАМК  — гамма-аминомасляная кислота; ЦНС  — центральная нервная система; GAD  — глутаматдекарбоксилаза (glutamate 
decarboxylase).
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MATERIALS AND METHODS: The study was performed on paraffin brain tissue sections of 5 adult Wistar rats. 
Immunohistochemical reactions using three antibody types against glutamate decarboxylase isoform 67 (GAD67) and 
glutamate decarboxylase isoform 65 (GAD65) were performed. Additional controls on C57/Bl6 mice and Chinchilla 
rabbits brain samples were also carried out.

RESULTS: Antibodies used in the research made it possible to achieve high quality of GABAergic structures 
visualizing without increasing background staining. At the same time different antibody types are distinct in their ef-
ficacy to perform immunohistochemistry reaction on laboratory animal brain tissue samples. By performing additional 
controls, we discovered that there is necessary to adsorb secondary reagent’s immunoglobulins in order to eliminate 
nonspecific staining. It was found that GAD67 and GAD65 distribution in rat forebrain structures is different. It was 
stated that GAD67 immunohistochemistry most completely reveals GABAergic brain structures compared to GAD65 
immunhistochemistry. The possibility of determining morphological features of GABAergic neurons and synaptic 
terminals, as well as performing quantitative analysis, was demonstrated.

CONCLUSIONS: The approach proposed makes it possible to specifically visualize GABAergic structures of 
the central nervous system of different laboratory animals. This could be useful both in fundamental studies and in 
pathology research.

Keywords: gamma-aminobutyric acid; glutamate decarboxylase; immunohistochemistry; brain.

Обоснование

Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК)  — 
один из главных тормозных медиаторов цен-
тральной нервной системы (ЦНС), который 
контролирует практически все ее функции. 
В  частности, ГАМК играет важную роль 
в  регуляции сложных нейронных сетей коры 
больших полушарий головного мозга. При 
этом происходит регуляция работы пира-
мидных глутаматергических нейронов тор-
мозными интер нейронами, формирующими 
ГАМК-эрги ческие синапсы на телах и  отрост-
ках этих клеток  [1–3]. Известно, что ГАМК 
участвует в  патогенезе ряда неврологических 
расстройств  [4–7]. Все больше внимания уде-
ляют изучению роли ГАМК-эргической систе-
мы в  патогенезе депрессивного расстройства 
и эпилепсии [8, 9]. В связи с высокой актуаль-
ностью изучения ГАМК-эргической системы 
головного мозга, а  также принимая во внима-
ние, что в  лабораторных исследованиях имму-
ногистохимические методы являются важны-
ми доказательными элементами, необходимо 
иметь в  распоряжении надежный и  легковос-
производимый метод, позволяющий выявлять 
клетки, синтезирующие ГАМК, их проекции 
и  синапсы, для морфофункционального ана-
лиза ГАМК-эргической системы как в  норме, 
так и  при моделировании экспериментальной 
патологии.

Основным способом иммуногистохимиче-
ской визуализации медиаторных структур ЦНС 
считается выявление нейромедиаторов, их ве-
зикулярных транспортеров и  ферментов син-
теза. Поскольку ГАМК может синтезироваться 
и  за пределами нервной системы, применение 
антител против самого нейромедиатора нель-
зя считать адекватным методом визуализации 
ГАМК-эргических структур мозга. В связи 
с  этим предпочтительно иммуногистохимиче-
ское выявление транспортеров или ферментов 
синтеза ГАМК [10].

Ферментом синтеза ГАМК в  ЦНС являет-
ся глутаматдекарбоксилаза (GAD), которая су-
ществует в  виде двух изоформ  — с  молекуляр-
ной массой 65  кД (GAD65) и  67  кД (GAD67) 
[11,  12]. Большинство ГАМК-эргических ней-
ронов экспрессирует обе изоформы, при этом 
GAD67 обнаруживают и в телах, и в отрост ках 
нейронов, тогда как GAD65 в  основном свя-
зана с  синаптическими терминалями [13,  14]. 
Проанализировав публикации последних 10 лет, 
мы обнаружили, что для выявления ГАМК-
эргических структур головного мозга антите-
ла против GAD65 использовали в  24 случаях, 
против GAD67  — в  53, а  против транспорте-
ров — в 13. Таким образом, наибольшее распро-
странение в последнее время получили методы 
анализа ГАМК-эргической системы с примене-
нием антител к ферментам, с по мощью которых 
синтезируется ГАМК в нейронах. В настоящее 
время существует большой выбор коммерче-
ских антител для выявления  GAD, но данных, 
представленных в анно тации производителя, не 
всегда достаточно для получения оптимально-
го результата иммуногистохимической реакции 
[15–18]. Частным случаем является отсутствие 
реакции в тканях, содержащих исходный анти-
ген [18, 19]. Кроме того, использование моно-
клональных антител при изучении мозга лабо-
раторных животных подразумевает применение 
особых приемов, исключающих связывание 
вторичных реагентов. К примеру, использова-
ние мышиных моноклональных антител для 
работы с  мышами и  крысами может привести 
к  перекрестным реакциям, вызванным связы-
ванием антимышиных иммуноглобулинов вто-
ричных антител с неспецифическими эпитопа-
ми, присутствующими в тканях [20, 21]. Именно 
поэтому необходимо учитывать, что протоколы 
работы с тканями разных лабораторных живот-
ных могут значительно различаться.

Оптимальная визуализация антигена зави-
сит не только от специфичности антител, но 
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и  от типа ткани, метода фиксации и  способа 
демаскирования. Фиксация может влиять на 
аффинность антител, поскольку изменяет хи-
мические свойства компонентов ткани и  трех-
мерную конформацию белков, что приводит 
к  маскировке эпитопа [20]. Однако процедура 
демаскирования антигена также не является 
элементарной задачей. Показано, что не су-
ществует универсального способа демаскирова-
ния [22], поэтому кажется целесообразным при-
менять разные виды демаскирующих растворов 
для разных типов антител. В связи с  этим при 
выявлении ГАМК-эргических структур может 
возникнуть необходимость в модификации ме-
тодического подхода для минимизации риска 
возникновения как ложноположительных, так 
и  ложноотрицательных результатов.

Цель исследования состояла в  выявлении 
ГАМК-эргических нейронов и  синаптических 
терминалей в  головном мозге крысы с исполь-
зованием трех различных антител к  GAD, 
а   также в  определении оптимальных условий 
для  постановки иммуногистохимической ре-
акции.

Материалы и методы

В качестве материала для исследования 
были использованы срезы головного мозга 
половозрелых интактных крыс породы Вистар 
(n = 5) из архива лаборатории функциональной 
морфологии центральной и  периферической 
нервной системы Института эксперименталь-
ной медицины (Санкт-Петербург). В  качестве 
объекта сравнения применяли срезы голов-
ного мозга крыс Вистар на ранних сроках 
постнатального развития (5-е,  7-е  постнаталь-
ные сутки), головного мозга мышей линии 
C57/Bl6 и  головного мозга кроликов породы 
Шиншилла. При содержании и  умерщвлении 
животных руководствовались принципами 
Базельской декларации о  гуманном обраще-
нии с  животными и  правилами проведения 
работ с  использованием эксперименталь-
ных животных (приказ №  755 от 12.08.1977 
МЗ  СССР). Материал фиксирован в  цинк-
этанол-формальдегиде [23] и  залит в  парафин 
по общепринятой методике. Срезы толщи-
ной 5  мкм наклеивали на предметные стекла 
с  адгезивным покрытием Superfrost Ultra Plus 
(Menzel Gläser, Германия).

Для проверки эффективности иммуногисто-
химического выявления GAD были исполь-
зованы моноклональные мышиные анти-
тела к  GAD67 (клон K-87, ab26116, Abcam, 
Великобритания); поликлональные кроличьи 
антитела к  GAD67 (E10260, Spring Bioscience, 
США) и  поликлональные кроличьи антитела 

к  GAD65 (E3310, Spring Bioscience, США). 
После депарафинирования препаратов по 
стандартной методике проводили тепловое 
демаскирование в модифицированном цитрат-
ном буфере (S1700, Agilent, США) и  в  ориги-
нальном буферном растворе Na2S2O3 (патент 
№  RU 2719163 C1) в  течение 22  мин. Для 
инги бирования эндогенной пероксидазы срезы 
обрабатывали 3 % водным раствором переки-
си водорода в  течение 10  мин. Перед нанесе-
нием первичных антител срезы обрабатывали 
блокировочным раствором (ab64226, Abcam, 
Великобритания) в  течение 10  мин. Срезы 
инкубировали с  первичными антителами во 
влажной камере различное время  — от 12  ч 
до трех суток при температуре 27 °С. При под-
боре вторичных антител проверяли эффектив-
ность реагентов из наборов MACH 2 Mouse 
HRP Polymer Detection Kit (MHRP520 G, H, L, 
Biocare Medical, США), MACH 2 Universal HRP 
Polymer Kit for mouse or rabbit (M2U522 G, H, L, 
Biocare Medical, США) и  Mouse and Rabbit 
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit (ab236466, 
Abcam, Великобритания). Продукт реакции вы-
являли с помощью раствора 3’3-диаминобензи-
дина (Thermo Scientific, США). После прове-
дения иммуногистохимических реакций часть 
срезов докрашивали гематоксилином. После 
обезвоживания и  просветления в  ортоксило-
ле («Вектон», Россия) препараты заключали 
в  среду Cytoseal  60 (Richard-Allan Scientific, 
США). В качестве положительного контроля 
антигена использовали срезы мозжечка кры-
сы, поскольку известно, что GAD содержится 
в  клетках Пуркинье, корзинках нервных во-
локон и  клубочках мозжечка [24]. При поста-
новке отрицательного контроля на препараты 
вместо раствора первичных антител наноси-
ли раствор для разведения антител Antibody 
Diluent (Abcam, Великобритания). 

Отрицательный контроль показал, что при-
менение наборов MACH 2 Universal  HRP, 
MACH 2 Mouse HRP и  Mouse and Rabbit 
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit (в соот-
ветствии с рекомендациями производителя) для 
исследования срезов мозга крысы неадекватно 
вследствие перекрестного взаимодействия вто-
ричных антител с  иммуноглобулинами крысы. 
Именно поэтому для устранения неспеци-
фического связывания в  растворы добавляли 
разные виды нормальной крысиной сыворот-
ки [сыворотку крыс породы Вистар, содержа-
щихся в  виварии Института эксперименталь-
ной медицины, и  сыворотки, полученные от 
Jackson Immunoresearch (012-000-001, Jackson 
Immunoresearch, США) либо Abcam (ab7488, 
Abcam, Великобритания)] до конечной кон-
центрации раствора 0,5 %.
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При постановке реакции с  использованием 
моноклональных мышиных антител к  GAD67 
была выбрана инкубация в течение 12 ч (разве-
дение 1 : 1500). Инкубацию во вторичных анти-
телах MACH 2 Mouse HRP Polymer Detection 
Kit проводили в  течение 40  мин при темпера-
туре 27 °С. В случае использования поликло-
нальных кроличьих антител к  GAD67 (разве-
дение 1 : 600) или GAD65 (разведение 1 : 1000) 
продолжительность инкубации в  первичных 
антителах составляла трое суток. В качестве 
вторичных антител возможно применение 
MACH 2 Universal HRP Polymer Kit с  до-
бавлением нормальной крысиной сыворотки 
(40  мин при температуре 27 °С) или реагента 
Goat anti-rabbit HRP Conjugate из набора Mouse 
and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detection Kit 
(25  мин при температуре 27 °С).

Анализировали и  фотографировали гисто-
логические препараты с  помощью микроско-
па Leica DM750 и  фотокамеры ICC50 (Leica, 
Германия). Статистический анализ полученных 
изображений проводили в  программах ImageJ 
[Wayne Rasband (NIH), США] и  GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США). Определяли 
площадь (area) и  количество GAD67-поло-
жительных клеток. Для количественной оценки 
GAD67-положительных клеток во всей изучае-
мой области производили подсчет по четырем 
полям зрения при увеличении ×40 для каждого 

случая и затем определяли количество на едини-
цу площади (1 мм2). Данные представляли в виде 
среднего ± ошибка среднего. На основании про-
верки соответствия распределения нормально-
му по критерию Шапиро – Уилка межгруппо-
вое сравнение значений проводили при помощи 
непараметрического критерия Манна – Уитни. 
Различия считали значимыми при p < 0,05.

Результаты

На основании проверки различных режимов 
инкубации, демаскирования и  подбора вари-
антов разведения реагентов были отработаны 
оптимальные варианты протоколов, которые 
обеспечили удовлетворительную сохранность 
структуры нервной ткани и  хорошее качество 
иммуногистохимической реакции. Было выяв-
лено, что при использовании вторичных реа-
гентов, в которые добавляли сыворотку Jackson 
Immunoresearch, в  сочетании с  моноклональ-
ными мышиными антителами к  GAD67 спе-
цифическая иммунореактивность снижается. 
В  противоположность этому при применении 
сыворотки Abcam и сыворотки, полученной от 
крыс Вистар, наблюдались удовлетворительные 
результаты иммуногистохимической реакции. 

При обработке на препаратах отчетливо 
выявляются GAD-положительные синаптиче-
ские терминали (рис.  1,  a). При окраске на 

Рис. 1. ГАМК-эргические окончания на пирамидном нейроне коры большого мозга: a — головной мозг крысы; 
иммуногистохимическая реакция на GAD67 с использованием поликлональных кроличьих антител; b — головной 
мозг кролика; иммуногистохимическая реакция на GAD67 с использованием моноклональных мышиных анти-
тел. Об. ×100. Стрелки указывают на синаптические терминали ГАМК-эргических нейронов, звездочка — на 
пирамидные нейроны

Fig. 1. GABAergic terminals on cortical pyramidal neurons: a — Rat forebrain, GAD67 immunocytochemistry with rabbit 
polyclonal antibodies; b — Rabbit forebrain. GAD67 immunocytochemistry with mouse monoclonal antibodies. Ob. ×100. 
Arrows indicate GABAergic synapses, asterisk shows pyramidal neuron

a b
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GAD67 также визуализируются тела клеток. 
Наименьшая фоновая реакция отмечена при 
использовании мышиных моноклональных 
антител к GAD67. На окрашенных с по мощью 
этого вида антител препаратах мозга кроли-
ка четко определяются как тела нейронов, 
так и  синаптические терминали (рис.  1,  b). 
Неспецифическое фоновое окрашивание ми-
нимально. На препаратах головного мозга мы-
шей, окрашенных с помощью поликлональных 
кроличьих антител к  GAD67 и  GAD65, также 
отчетливо видны ГАМК-эргические структу-
ры. При отработке различных режимов инку-
бации и  разведения антител к  GAD65 было 
установлено, что при разведении ниже 1 : 1000 
повышается уровень фона. В  этом случае 
иммуно гистохимическая реакция, помимо си-
наптических терминалей, наблюдается в  ядрах 
клеток подкорковых структур мозга. Однако 
неспецифическая ядерная реакция может со-
храняться и в случае оптимального разведения 
при работе с  лабораторными животными дру-
гих возрастов. На препаратах головного мозга 
крыс в  возрасте 5 и  7  сут, обработанных по 
описанному протоколу, также отмечено связы-
вание антител к  GAD65 с  неспецифическими 
ядерными эпитопами, приводящее к  фоново-
му окрашиванию. Что касается выбора спосо-
ба демаскирования, то оба раствора, использо-
ванных в  настоящем исследовании, оказались 
пригодны для теплового демаскирования анти-
гена и обеспечивают сопоставимые результаты 
иммуногистохимического окрашивания.

Распределение GAD65 и  GAD67 в  коре 
и подкорковых структурах головного мозга раз-
лично (рис.  2). При малом увеличении мож-
но увидеть, что GAD65 распределена равно-
мерно по всем зонам серого вещества коры 
и в caudate-putamen. Усиленная реакция наблю-
дается в  I  слое коры, на вентральной поверх-
ности мозга в  области гипоталамуса и  в globus 
pallidus. Неравномерное окрашивание харак-
терно для септальной зоны головного мозга, 
причем наибольшая интенсивность отмечена 
в прилегающих к боковым желудочкам областях 
латерального септального ядра.

Изучение препаратов при малом увеличении 
показало, что реакция на GAD67 позволяет хо-
рошо выявить II–III и V слои соматосенсорной 
коры, а также II–V слои цингулярной. В двига-
тельной коре обнаруживается относительно рав-
номерное распределение GAD-положительных 
структур. Сравнительно низкая интенсив-
ность иммуногистохимической реакции на-
блюдается в инсулярной и пириформной коре. 
В  обонятельном бугорке интенсивность окра-
шивания выше за счет скоплений крупных 
ГАМК-эргических терминалей. Значительной 

разницы в  распределении GAD67 в  структурах 
базальных ганглиев не выявлено. Интенсивная 
окраска ГАМК-эргических структур латераль-
ного септального ядра при применении антител  
против GAD65 характерна и  для GAD67. 
Было  также замечено, что при использова-
нии поликлональных антител апикальная часть 
эпителиоцитов сосудистого сплетения дает 
интен сивную реакцию на  GAD67. Постановка 

Рис. 2. Глутаматдекарбоксилаза в структурах конечного 
мозга крысы. Фронтальные срезы на уровне –0,4 мм от 
Брегмы: a — распределение GAD67; b — распределе-
ние GAD65; c — схема структур конечного мозга. ДС 
— дорсальный стриатум (хвостатое ядро и скорлупа); 
БШ — бледный шар; Септ — септальная зона

Fig. 2. GAD distribution in rat forebrain structures. Frontal 
slices at –0.4 mm from Bregma: a — GAD67 distribution; 
b  — GAD65 distribution; c — Scheme of forebrain struc-
tures. ДС — dorsal striatum (caudate nucleus and puta-
men), БШ — globus pallidus, Септ — septum

a

b

c

БШ

ДС
Септ
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отрицательного контроля показала, что реак-
ция не является следствием неспецифическо-
го фонового связывания вторичных реагентов. 
Однако при применении мышиных монокло-
нальных антител к  GAD67 иммуногистохими-
ческая реакция в  этой области не развивалась.

При большом увеличении можно увидеть, 
что как GAD65-, так и GAD67-положительные 
терминали в коре в основном сконцентрирова-
ны на пирамидных нейронах (см. рис.  1). При 
иммуногистохимической реакции на GAD67 
окрашиваются тела, но не ядра клеток. Тела 
GAD-иммунопозитивных нейронов коры раз-
нообразны по форме и  размеру. В  различных 
слоях коры выявляют веретеновидные, звездча-
тые, треугольные, овальные и круглые нейроны 
(рис.  3). Примечательно, что для I  слоя коры 
наиболее характерны некрупные круглые клет-
ки (представлен на рис.  3, д). Площадь тел 
GAD-положительных нейронов коры варь-
ирует от 40,1 до 195,6  мкм2 и  в среднем рав-
няется 93,86 ± 4,19  мкм2. В  среднем количе-
ство тел ГАМК-эргических нейронов в  коре 
насчитывает 17,7 ± 1,5 клетки на 1  мм2. Для 
ГАМК-эргических нейронов стриатума эти зна-
чения составляют 41,7; 228,2; 120,6 ± 5,7  мкм2 

Рис. 3. ГАМК-эргические нейроны в коре головного мозга крыс: a — звездчатый нейрон; b — веретеновидный 
нейрон; c — треугольный нейрон; d — овальный нейрон; e — круглый нейрон. Об. ×100

Fig. 3. GABAergic neurons in rat cortex: a — stellate cell; b — fusiform cell; c — triangle cell; d — oval cell; e — round 
cell. Ob. ×100

a b

d e

c

Рис. 4. Количественная оценка ГАМК-эргических интер-
нейронов в стриатуме и коре головного мозга крыс: 
а  — число ГАМК-эргических нейронов разных обла-
стей мозга; b — площадь ГАМК-эргических нейронов 
разных областей мозга. * статистически значимые раз-
личия показателей (p < 0,001)

Fig. 4. Quantitative analysis of GABAergic interneurons in 
rat cortex and striatum: а — Number of GABAergic neu-
rons in different forebrain areas; b — GABAergic neurons 
area in diverse forebrain structures. * significant difference 
in parameters (p < 0.001)
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и  9,0 ± 1,2 клетки на 1  мм2 соответственно 
(рис.  4). Статистический анализ позволил вы-
явить различия количественных показателей 
ГАМК-эргических нейронов коры по сравне-
нию со стриатумом (U-test, p ≤ 0,001).

Обсуждение

При исследовании препаратов было отмече-
но, что GAD65 выявляют только в  синаптиче-
ских терминалях. Подобное распределение GAD 
этой изоформы ранее описано в литературе при 
использовании других антител к  GAD65  [13]. 
Сравнение результатов исследований позво-
ляет заключить, что антитела действитель-
но помогают выявить GAD65. Обнаруженная 
с  помощью антител к  GAD65 при разведени-
ях ниже 1 : 1000 (что в  20  раз превышает раз-
ведение, заявленное производителем) ядер-
ная локализация анти гена нехарактерна для 
фермента, которым является GAD65, а  также 
не упоминается ни в  литературе [13, 25], ни 
в  аннотации производителя. По этой при-
чине, поскольку антитела к  GAD67 не менее 
эффек тивно, чем  антитела к  GAD65, марки-
руют ГАМК-эргические терминали, необходи-
мость использования в  иссле дованиях антител 
к  обоим изоформам отсутствует. Вследствие 
этого для изучения ГАМК-эргических струк-
тур  ЦНС рекомендовано применять антитела 
против GAD67, так как, в  отличие от GAD65, 
эта изоформа фермента также присутствует 
в  телах ГАМК-эргических клеток.

Различная морфология в  коре интернейро-
нов объясняется высоким разнообразием типов 
ГАМК-эргических интернейронов, классифи-
кация которых является одним из актуальных 
вопросов современной нейробио логии [26, 27]. 
Наблюдаемые в  коре формы тел клеток со-
ответствуют классической морфологической 
классификации ГАМК-эргических нейро-
нов  [28]. Разнообразные типы интернейронов, 
по всей видимости, обеспечивают четкую ре-
гуляцию активности глутаматергических пи-
рамидных нейронов, которые служат основ-
ными эфферентами коры головного мозга 
[3,  29]. Представлениям о  регуляции функций 
этих клеток разными классами корковых тор-
мозных интернейронов соответствует наличие 
большого числа ГАМК-эргических синапсов 
на пирамидных нейронах коры. Это дости-
гается, во-первых, за счет того, что разные 
типы интер нейронов иннервируют не только 
различные клетки, но и  части тел и  отростки 
этих клеток [3, 30]. Во-вторых, электрофи-
зиологические особенности отдельных типов 
ГАМК-эргических нейронов обеспечивают 
разную частоту потенциалов действия [31, 32]. 

Не  последнюю роль в  регуляции корковых се-
тей играет избирательная регуляция активности 
самих интернейронов [33–35]. Таким образом, 
ГАМК-эргические интернейроны в  различ-
ных слоях и  зонах коры благодаря обработке 
и передаче входящей информации оказываются 
важным компонентом, обеспечивающим нор-
мальное функционирование головного мозга.

В нашей предыдущей работе было пока-
зано, что использование сходной методики 
в  морфометрических исследованиях позволяет 
получить детальную информацию о достаточно 
мелких тормозных структурах головного моз-
га  [36]. В  настоящем исследовании также про-
демонстрировано, что применяемая методика 
позволяет выявлять нейроны малого размера, 
которые невозможно идентифицировать с  по-
мощью других методов окраски, в  том числе 
окраски по Нисслю. В связи с тем что наруше-
ние баланса возбуждения и торможения приво-
дит к  дезорганизации работы сетей ЦНС, что 
способствует развитию многих заболеваний, 
предполагается, что предложенный методиче-
ский подход можно использовать при иссле-
довании патологий, связанных с  дисфункцией 
ГАМК-эргической системы. При этом, по-
скольку при малом увеличении наблюдается 
неодинаковая интенсивность окрашивания об-
ластей мозга, применение антител против GAD 
позволяет изучать анатомические особенности 
распределения ГАМК-эргических структур ко-
нечного мозга. Однако необходимо учитывать, 
что распределение разных изоформ GAD в го-
ловном мозге несколько различно.

Поскольку при проведении иммуноги-
стохимической реакции и  на GAD65, и  на 
GAD67 не выявляются отростки клеток на 
всем их протяжении, морфологическая оцен-
ка ГАМК-эргических нейронов затруднена. 
Это отличает GAD от других широко исполь-
зуемых ферментативных маркеров нейронов: 
тирозингидроксилазы и  холинацетилтрансфе-
разы, которые распределены равномерно по 
цитоплазме клетки [37].

Дискуссионным остается вопрос о локализа-
ции GAD67 в сосудистом сплетении. Вследствие 
того что, в отличие от поликлональных антител, 
моноклональные антитела не позволяют вы-
явить фермент в  апикальной части эпителио-
цитов, можно сделать противоположные пред-
положения. С одной стороны, возможно, что 
в  сосудистом сплетении действительно при-
сутствует GAD67, эпитоп которого не соответ-
ствует паратопу антител клона K-87. При этом 
поликлональные антитела связываются с анти-
геном вследствие специфичности такого реа-
гента не к  одной, а  к нескольким анти генным 
детерминантам. Это предположение косвенно 
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подтверждается, поскольку локализация анти-
гена в  области сосудистого сплетения при 
окрашивании антисывороткой была сравнима 
с экспрессией мРНК GAD67 в этой области при 
гибридизации in situ (как можно заметить в ра-
боте Эндрюса и  соавт.  [38]). Несколько менее 
вероятным может быть отсут ствие GAD67 в со-
судистом сплетении. Известно, что неспеци-
фические взаимодействия между первичными 
антителами и другими антигенами могут возни-
кать из-за наличия общих эпитопов. Возможно, 
что в  апикальной части эпителиоцитов есть 
анти генные детерминанты, на которые реаги-
руют часть паратопов, присутствующих у поли-
клональных антител и  отсутствующих у  моно-
клональных.

Показано, что данная методика позволяет 
проводить количественный анализ. Приме-
нение количественного анализа в  совокуп-
ности с  оценкой интенсивности реакции мо-
жет дать представление о  функциональном 
состоянии ЦНС. При проведении подобного 
исследования очень важным представляется 
использование иммуногистохимических под-
ходов, характеризуемых отсутствием или мини-
мальным фоновым окрашиванием сыворотки, 
что могло бы повлиять на результаты экспери-
мента. Именно поэтому с  учетом проделанной 
работы можно заключить, что: 1) для исследо-
ваний на мышах подходят кроличьи антитела; 
2) при использовании кроликов приоритетны-
ми являются мышиные антитела; 3) несмотря 
на то что для крыс возможно использование 
как мышиных, так и  кроличьих антител, при 
применении мышиных первичных антител 
необходима адсорбция иммунореактивности 
близкородственных иммуноглобулинов мыши 
и  крысы в  исходных вторичных реагентах.

Выводы

Таким образом, все использованные анти-
тела позволяют добиться высокого качества 
окраски ГАМК-эргических структур при малом 
уровне фона.
1.  Антитела против GAD67 являются наибо-

лее  удобным маркером ГАМК-эргических 
структур головного мозга (в сравнении 
с  GAD65).

2.  Описанная методика позволяет определять 
морфологические характеристики ГАМК-
эргических нейронов и  их синаптических 
терминалей и может быть использована для 
исследования заболеваний.

3.  Продемонстрирована возможность количе-
ственного анализа.

4.  Использование антител против GAD удоб-
но  для проведения нейроанатомических 

исследований, поскольку в  результате им-
муногистохимической реакции структуры 
головного мозга дифференциально окраши-
ваются.

5.  Несмотря на то что моноклональные мы-
шиные антитела к  GAD67 характеризуют-
ся меньшим фоновым окрашиванием по 
сравнению с поликлональными кроличьими 
анти телами, их использование представляет-
ся менее удобным в связи с необходимостью 
адсорбции иммуноглобулинов вторичных 
реагентов для устранения неспецифиче-
ской реакции при работе с головным мозгом 
 крысы.

6.  Результаты контрольных реакций указывают 
на то, что кроличьи антитела против GAD67 
удобны для исследования ГАМК-эргических 
структур головного мозга как крысы, так 
и  мыши. В противоположность этому мы-
шиные антитела против GAD67 дают хо-
рошие результаты при постановке иммуно-
гистохимической реакции на парафиновых 
срезах мозга кролика.
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