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Ðàçðàáîòàí ñïîñîá ìíîãîöâåòíîé ôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè ïîñòìîðòàëü-
íûõ îáðàçöîâ ìîçãà ÷åëîâåêà, ïîçâîëÿþùèé âèçóàëèçèðîâàòü íà îäíîì ñðåçå äî ïÿòè ìàðêåðîâ îäíî-
âðåìåííî. Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî îñíîâíîé òðóäíîñòüþ ôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìèè íåðâíîé òêàíè
÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ àâòîôëóîðåñöåíöèÿ ôîíà, âûçâàííàÿ ôîðìàëüäåãèäíîé ôèêñàöèåé è ôëóî-
ðåñöåíöèåé ëèïîôóñöèíîâûõ ãëèêîëèïîïðîòåèäîâ, öåëüþ ðàáîòû áûëî ìèíèìèçèðîâàòü àâòîôëóîðåñ-
öåíöèþ è, îäíîâðåìåííî, óñèëèòü èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ñèãíàë ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ áåëêîâ èí-
òåðåñà. Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ìóëüòèôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè
30 ìêì ñðåçîâ ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê AQP1, CHRNB3, GFAP, âèçó-
àëèçàöèåé êëåòî÷íûõ ÿäåð è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìÿãêàÿ ôîðìàëüäåãèäíàÿ ôèêñàöèÿ è
îáðàáîòêà 1% ðàñòâîðîì ñóäàíà ÷åðíîãî Â â 70% ýòèëîâîì ñïèðòå, íàðÿäó ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâî-
ðîâ, áëîêèðóþùèõ íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå àíòèòåë, ñòðåïòàâèäèíîâûõ êîíüþãàòîâ è AlexaFluor,
ñíèæàþò àâòîôëóîðåñöåíöèþ ôîíà, à èñïîëüçîâàíèå âòîðè÷íûõ è òðåòè÷íûõ ñèñòåì äåòåêöèè ñ ôëóî-
ðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè AlexaFluor è ñòðåïòàâèäèíîâûõ êîíüþãàòîâ óñèëèâàþò ñïåöèôè÷åñêèé èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêèé ñèãíàë.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èììóíîãèñòîõèìèÿ, ôëóîðåñöåíöèÿ, ïîñòìîðòàëüíûå îáðàçöû ìîçãà ÷åëîâåêà,
êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðèíöèïîâ îðãàíèçàöèè ìîçãà
â íîðìå è ïàòîëîãèè íåîáõîäèìà âèçóàëèçàöèÿ ìèêðîàð-
õèòåêòóðû åãî êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ è îñîáåííîñòåé èõ
ñâÿçåé. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìî-
ùüþ õðîìîãåííûõ ñèñòåì äåòåêöèè è ìåòîäîâ øèðîêîïî-
ëüíîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè íå ïîçâîëÿåò äåòàëüíî îõà-
ðàêòåðèçîâàòü ôåíîòèï êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê
èíòåðåñà. Ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ îáëàäàåò óëó÷øåííîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíî-
ñòüþ çà ñ÷åò àïåðòóðû, îãðàíè÷èâàþùåé ïîòîê ôîíîâîãî
ðàññåÿííîãî ñâåòà, è ïîçâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ìóëüòè-
ñïåêòðàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ðàçäåëå-
íèÿ ñèãíàëîâ îò ðàçíûõ ôëóîðîõðîìîâ, ÷òî êðèòè÷åñêè
íåîáõîäèìî äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîëîêàëèçàöèè ðàçëè÷íûõ
ìàðêåðîâ [2]. Îñíîâíîé òðóäíîñòüþ ôëóîðåñöåíòíîãî èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íåðâíîé òêàíè ÷å-
ëîâåêà ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ àâòîôëóîðåñöåíöèÿ ôîíà îáðàç-
öà, âûçâàííàÿ ôîðìàëüäåãèäíîé ôèêñàöèåé è ôëóîðåñ-
öåíöèåé ëèïîôóñöèíîâûõ ãëèêîëèïîïðîòåèäîâ â öèòî-
ïëàçìå íåéðîíîâ, êîòîðàÿ ìîæåò ìàñêèðîâàòü ñïåöèôè-
÷åñêèé ñèãíàë [5].

Öåëüþ ðàáîòû áûëî ðàçðàáîòàòü ñïîñîá ìíîãîöâåò-
íîé ôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè
ïîñòìîðòàëüíûõ îáðàçöîâ ìîçãà ÷åëîâåêà, ïîçâîëÿþùèé

ìèíèìèçèðîâàòü ôîíîâóþ àâòîôëóîðåñöåíöèþ òêàíè è,
îäíîâðåìåííî, óñèëèòü èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ñèãíàë
ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ áåëêîâ èíòåðåñà, à òàêæå âàëè-
äèðîâàòü ðàçðàáîòàííûé ìåòîä íà îáðàçöàõ ïðåôðîíòà-
ëüíîé êîðû ÷åëîâåêà ñ îäíîâðåìåííîé âèçóàëèçàöèåé äî
ïÿòè êàíàëîâ ôëóîðåñöåíöèè íà îäíîì ñðåçå.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ïîñòìîðòàëüíûõ îáðàçöàõ
ëåâîãî ïîëóøàðèÿ ìîçãà ÷åëîâåêà (n = 3, ìóæ÷èíû,
74 ± 4,58 ãîäà, ïîñòìîðòàëüíûé èíòåðâàë 13,67 ± 1,75
(mean ± SD), áåç íåâðîëîãè÷åñêèõ è ïñèõèàòðè÷åñêèõ íà-
ðóøåíèé), ïðåäîñòàâëåííûõ ïàòîëîãîàíàòîìè÷åñêèì îò-
äåëåíèåì ÃÊÁ ¹12. Îáðàçöû ìîçãà áûëè âûðåçàíû â ñî-
îòâåòñòâèè ñ Àòëàñîì öèòîàðõèòåêòîíèêè êîðû áîëüøîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà [1], â ëîêàëèçîâàííîì ìåñòå öèòîàðõèòåê-
òîíè÷åñêîãî ïîëÿ 10 Áðîäìàíà. Ïðåïàðàòû íàðåçàëè íà
áëîêè òîëùèíîé 10 ìì è ôèêñèðîâàëè â ñâåæåïðèãîòîâ-
ëåííîì ðàñòâîðå 4% ïàðàôîðìàëüäåãèäà â 0,1M ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS), pH 7,4 ïðè 4°C â òå÷åíèå
5 äíåé. Çàòåì îáðàçöû ïðîìûâàëè íåñêîëüêî ðàç â PBS è
õðàíèëè â PBS c äîáàâëåíèåì 0,01% àçèäà íàòðèÿ ïðè 4°C
äî ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíèÿ. Èç ôèêñèðîâàííûõ
10 ìì áëîêîâ ñ ïîìîùüþ âèáðèðóþùåãî ìèêðîòîìà Leica
VT1200S èçãîòîâëÿëè ñåðèéíûå ñðåçû òîëùèíîé 30 ìêì.
Âñå îïåðàöèè ñî ñðåçàìè ïðîâîäèëè â 24-ëóíî÷íûõ êóëü-
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* Ðàáîòà âûïîëíåíà â ñîîòâåòñòâèè ñ ïëàíîì ÍÈÖ «Êóð÷àòîâñêèé èíñòèòóò» ÃÇ 2015 ã. ïî ïóíêòó 1.2 íà îáîðóäîâàíèè Ðåñóðñíîãî öåí-
òðà Íåéðîêîãíèòèâíûõ èññëåäîâàíèé Êóð÷àòîâñêîãî êîìïëåêñà ÍÁÈÊÑ-òåõíîëîãèé.



òóðàëüíûõ ïëàíøåòàõ ñ èíäèâèäóàëüíûìè âñòàâêàìè
â ëóíêè, èìåþùèìè ñåò÷àòîå äíî (Savillex, 700-724), åñëè
íå óêàçàíî èíà÷å.

Äëÿ äåìàñêèðîâàíèÿ àíòèãåíîâ ïëàâàþùèå ñðåçû ïî-
ìåùàëè â ìèêðîïðîáèðêè ñ 10 ìÌ öèòðàòíûì áóôåðîì,
pH 6.0, èíêóáèðîâàëè èõ â òåðìîøåéêåðå ïðè 95°Ñ
10 ìèí, è ïåðåêëàäûâàëè âî âñòàâêè êóëüòóðàëüíûõ ïëàí-
øåòîâ, ãäå ïðîìûâàëè PBS ñ 0,5% Triton X-100 (0,5%
PBST) òðè ðàçà ïî 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
ïåðåêëàäûâàÿ ïèíöåòîì âñòàâêè ñî ñðåçàìè â ëóíêè ñ íî-
âûì ðàñòâîðîì. Ïåðìåàáèëèçàöèþ è áëîêèðîâàíèå íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ïðîâîäèëè â áëîêè-
ðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 5% íîðìàëüíóþ ëîøàäèíóþ
ñûâîðîòêó, 5% íîðìàëüíóþ îñëèíóþ ñûâîðîòêó è 5%
íîðìàëüíóþ êîçüþ ñûâîðîòêó â 1% PBST â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà øåéêåðå, îòìûâàëè 0,5%
PBST òðè ðàçà ïî 10 ìèí.

Ðåàêöèþ ñî ñìåñüþ ïåðâè÷íûõ àíòèòåë (1:500, ñì.
òàáë. 1) ïðîâîäèëè â 0,5% PBST, ñîäåðæàùåì 5% íîðìà-
ëüíóþ ëîøàäèíóþ ñûâîðîòêó, 5% íîðìàëüíóþ îñëèíóþ
ñûâîðîòêó è 5% íîðìàëüíóþ êîçüþ ñûâîðîòêó, â òå÷å-
íèå 48 ÷ ïðè 4°C íà øåéêåðå. Ïîñëå îòìûâêè â 0,5%
PBST è èíêóáàöèè ñî âòîðè÷íûìè áèîòèíèëèðîâàííû-
ìè àíòèòåëàìè, ñäåëàííûìè â ëîøàäè ïðîòèâ àíòèòåë
êðîëèêà â 0,5% PBST (1:250, ñì. òàáë. 2) â òå÷åíèå 2 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñðåçû ïðîìûâàëè â 0,5%
PBST è ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Image-iT FX Signal Enhan-
cer (Molecular Probes) áëîêèðîâàëè íåñïåöèôè÷åñêîå
ñâÿçûâàíèå ôëóîðåñöåíòíûõ êîíúþãàòîâ AlexaFluor
â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñðåçû îò-
ìûâàëè â 0,5% PBST è èíêóáèðîâàëè â ñìåñè àíòèòåë
ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé — àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìûøè,
ñäåëàííûìè â îñëå, êîíúþãèðîâàííûìè ñ çåëåíûì ôëó-
îðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì AlexaFluor488, àíòèòåëàìè
ïðîòèâ êóðèöû, ñäåëàííûìè â êîçå, êîíúþãèðîâàííû-

ìè ñ êðàñíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
AlexaFluor568, è ñòðåïòàâèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì
ñ äàëüíèì êðàñíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
AlexaFluor647 (1:500—1:1000, ñì. òàáë. 2) â òå÷åíèå
16—18 ÷ ïðè 4°C, çàòåì ñðåçû îòìûâàëè â PBS.

Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ àâòîôëóîðåñöåíöèè ëèïîôóñöèíà
ñðåçû ïîìåùàëè â 1% ðàñòâîð ñóäàíà ÷åðíîãî Â â 70%
ýòàíîëå íà 10 ìèí [6], çàòåì ïðîìûâàëè òðè ðàçà ïî
10 ìèí â PBS. Îêðàøåííûå ñðåçû ïðèêëåèâàëè íà ïðåä-
ìåòíûå ñòåêëà, îñòàâëÿëè íà 5 ìèí íà âîçäóõå, íàíîñèëè
çàëèâêó äëÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ïðåïàðàòîâ íà âîäíîé
îñíîâå Fluoromount (Sigma), â êîòîðóþ ïðåäâàðèòåëüíî
äîáàâëÿëè ôëóîðåñöåíòíûé ÿäåðíûé êðàñèòåëü DAPI
(0.5 ìêã/ìë, Molecular probes), ïîêðûâàëè ñðåçû ïîêðîâ-
íûìè ñòåêëàìè è ãåðìåòèçèðîâàëè èõ ïðîçðà÷íûì ëà-
êîì.

Êîíòðîëü ñïåöèôè÷íîñòè ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì ïðîïóñêà ïåðâè÷íûõ è/èëè âòîðè÷íûõ àí-
òèòåë. Êîíòðîëü íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñòðåïòà-
âèäèíà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Streptavi-
din/Biotin Blocking Kit (Vector Lab). Çà èñêëþ÷åíèåì àâòî-
ôëóîðåñöåíöèè êðîâè â ñîñóäàõ ïîñòìîðòàëüíîé òêàíè,
âèäèìîé â ñèíåì è çåëåíîì êàíàëàõ, íà âñåõ êîíòðîëüíûõ
ìèêðîïðåïàðàòàõ îòñóòñòâîâàëî íåñïåöèôè÷åñêîå îêðà-
øèâàíèå.

Èçîáðàæåíèÿ ìèêðîïðåïàðàòîâ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà
Olympus FluoView10i ñ èñïîëüçîâàíèåì âîäíî-èììåðñè-
îííîãî îáúåêòèâà UPLSAPO 60X ñ ÷èñëîâîé àïåðòóðîé
1.20. Ñúåìêó ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî â ðàçíûõ êàíà-
ëàõ, ÷òîáû èçáåæàòü íåñïåöèôè÷åñêîé çàñâåòêè èç äðóãèõ
êàíàëîâ: DAPI, AlexaFluor488, AlexaFluor568,
AlexaFluor647 è ôàçîâûé êîíòðàñò. Ñîâìåùåíèå è àíàëèç
èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî
îáåñïå÷åíèÿ Imaris 7.2.3 (Bitplane).
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Òàáëèöà 1

Ïåðâè÷íûå àíòèòåëà, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ìóëüòèôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìèè

¹ Íàèìåíîâàíèå Õîçÿèí Êëîíàëüíîñòü Òèòð Ïðîèçâîäèòåëü,
êàò. ¹

1 Àíòèòåëà ê AQP1 Ìûøü Ìîíîêëîíàëüíûå 1:500 Santa Cruz,
sc-55466

2 Àíòèòåëà ê CHRNB3 Êðîëèê Ïîëèêëîíàëüíûå 1:500 Novus Biologicals,
NBP1-91783

3 Àíòèòåëà ê GFAP Êóðèöà Ïîëèêëîíàëüíûå 1:500 Abcam, ab134436

Òàáëèöà 2

Âòîðè÷íûå àíòèòåëà è êðàñèòåëè, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ìóëüòèôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìèè

¹ Íàèìåíîâàíèå Õîçÿèí Êîíúþãàò Òèòð Ïðîèçâîäèòåëü,
êàò. ¹

1 Àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì IgG ìûøè Îñåë AlexaFluor488 1:1000 Molecular Probes,
A-21202

2 Àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì IgG êðîëèêà Ëîøàäü Áèîòèí 1:250 Vector Labs,
BA-1100

3 Àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíàì IgY êóðèöû Êîçà AlexaFluor568 1:1000 Molecular Probes,
A-11041

4 Ñòðåïòàâèäèí AlexaFluor647 1:500 Molecular Probes,
S-21374

5 DAPI 1:500 Molecular Probes,
D1306



ISSN 2310-0435 49

Ðèñ. 2. Êîëîêàëèçàöèÿ ìíîãîöâåòíîé ôëóîðåñöåíòíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ÷åëîâåêà: à — íàëîæåíèå èçîáðàæå-
íèé îêðàñêè àíòèòåëàìè ê àêâàïîðèíó 1 (AQP1) è ìàðêåðó àñòðîöèòîâ (GFAP); á — íàëîæåíèå èçîáðàæåíèé îêðàñêè àíòèòåëàìè ê AQP1 è íèêîòèíî-

âîìó àöåòèëõîëèíîâîìó ðåöåïòîðó �3 (CHRNB3); â - íàëîæåíèå èçîáðàæåíèé îêðàñêè àíòèòåëàìè ê CHRNB3 è GFAP; ã — íàëîæåíèå èçîáðàæåíèé
îêðàñêè àíòèòåëàìè ê AQP1, CHRNB3 è GFAP. Øêàëà — 50 ìêì. DAPI — ôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà ÿäåð, ñåðûé ôîí — èçîáðàæåíèå ñðåçà â ðåæèìå
ôàçîâîãî êîíòðàñòà. Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíà àâòîôëóîðåñöåíöèÿ îäíîãî èç êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Çàëèòàÿ ñòðåëêà óêàçûâàåò íà àñòðîöèòàðíóþ
ëîêàëèçàöèþ èììóíîðåàêòèâíîñòè ê AQP1 è CHRNB3. Îòêðûòûå ñòðåëêè ïîêàçûâàþò îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè AQP1, CHRNB3 è GFAP.

Ðèñ. 1. Ôëóîðåñöåíòíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ÷åëîâåêà: à — àíòèòåëà ê àêâàïîðèíó 1 (AQP1); á — àíòèòåëà
ê ãëèàëüíîìó ôèáðèëëÿðíîìó êèñëîìó áåëêó (GFAP); â — ôëóîðåñöåíòíàÿ îêðàñêà ÿäåð DAPI; ã — àíòèòåëà ê íèêîòèíîâîìó àöåòèëõîëèíîâîìó ðå-

öåïòîðó �3 (CHRNB3). Øêàëà — 50 ìêì. Ñåðûé ôîí — èçîáðàæåíèå ñðåçà â ðåæèìå ôàçîâîãî êîíòðàñòà. Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíà àâòîôëóîðåñ-
öåíöèÿ îäíîãî èç êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Çàëèòàÿ ñòðåëêà óêàçûâàåò íà èììóíîðåàêòèâíîñòü â öèòîïëàçìå è îòðîñòêàõ íåêîòîðûõ êëåòîê. Îòêðû-
òàÿ ñòðåëêà ïîêàçûâàåò íà ñëàáóþ èììóíîðåàêòèâíîñòü â ÿäðàõ íåêîòîðûõ êëåòîê.



Âàëèäàöèþ ðàçðàáîòàííîãî ñïîñîáà ìóëüòèôëóîðåñ-
öåíòíîé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè ïðîâîäèëè
íà ñðåçàõ ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâà-
íèåì àíòèòåë ê àêâàïîðèíó 1 (AQP1), íèêîòèíîâîìó

àöåòèëõîëèíîâîìó ðåöåïòîðó �3 (CHRNB3), ãëèàëüíî-
ìó ôèáðèëëÿðíîìó êèñëîìó áåëêó (GFAP) — ìàðêåðó
àñòðîöèòîâ, à òàêæå ñ îäíîâðåìåííîé âèçóàëèçàöèåé
êëåòî÷íûõ ÿäåð è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Âûáîð àíòèòåë
ê AQP1 è CHRNB3 ïðåäñòàâëÿë äîïîëíèòåëüíóþ àêòóà-
ëüíîñòü â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî ôóíêöèè è ïàòòåðíû ýêñïðåñ-
ñèè AQP1 è CHRNB3 â ìîçãå ÷åëîâåêà î÷åíü ìàëî èçó-
÷åíû, õîòÿ èõ ìóòàöèè ó ÷åëîâåêà ñâÿçàíû ñ ðàçâèòèåì
íåéðîïàòîëîãèé [3, 4].

Ôëóîðåñöåíòíàÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà ïî-
êàçàëà, ÷òî áåëêè AQP1 è CHRNB3 ýêñïðåññèðóþòñÿ
â öèòîïëàçìå è îòðîñòêàõ ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê ïðåôðîí-
òàëüíîé êîðû ÷åëîâåêà (ðèñ. 1à è 1ã ñîîòâåòñòâåííî). Îò-
ðîñòêè ýòèõ êëåòîê àññîöèèðîâàíû ñ êðîâåíîñíûìè ñîñó-
äàìè, âûÿâëÿåìûìè ïî àâòîôëóîðåñöåíöèè êðîâè è èçîá-
ðàæåíèþ ñðåçà â ôàçîâîì êîíòðàñòå (ðèñ. 1à, 1á, 1ã). Ñëà-
áàÿ èììóíîðåàêòèâíîñòü ê AQP1 íàáëþäàëàñü òàêæå â ÿä-
ðàõ íåêîòîðûõ êëåòîê (ðèñ. 1à, 1á, 1â).

Êîëîêàëèçàöèþ ìíîãîöâåòíîé ôëóîðåñöåíòíîé èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè ïðåôðîíòàëüíîé êîðû ÷åëî-
âåêà àíàëèçèðîâàëè ïîñëå íàëîæåíèÿ èçîáðàæåíèé, ïîëó-
÷åííûõ â ðàçíûõ êàíàëàõ. Ìåòîäîì íàëîæåíèÿ áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî AQP1 è CHRNB3 ýêñïðåññèðóþòñÿ â íåêîòî-
ðûõ GFAP+ àñòðîöèòàõ (ðèñ. 2à, 2â). Ýêñïðåññèÿ AQP1
íàáëþäàëàñü ïðåèìóùåñòâåííî â ïðîêñèìàëüíûõ îòðîñò-
êàõ àñòðîöèòîâ è èìåëà ñóáêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ, îò-
ëè÷íóþ îò CHRNB3. Îáíàðóæåíû îòäåëüíûå ñóáïîïóëÿ-
öèè àñòðîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèå CHRNB3 è ýêñïðåñ-
ñèðóþùèå AQP1 è CHRNB3 (ðèñ. 2á, 2â, 2ã). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ñïåöèôè÷åñêèé õàðàêòåð ëîêà-
ëèçàöèè AQP1 è CHRNB3 â àñòðîöèòàõ è òðåáóþò äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé âûÿâëåííûõ ñóáïîïóëÿöèé àñòðî-
öèòîâ â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè.

Òàêèì îáðàçîì, ìÿãêàÿ ôîðìàëüäåãèäíàÿ ôèêñàöèÿ è
îáðàáîòêà 1% ðàñòâîðîì ñóäàíà ÷åðíîãî Â â 70% ýòèëîâîì
ñïèðòå, íàðÿäó ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ, áëîêèðóþ-
ùèõ íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå àíòèòåë, ñòðåïòàâèäè-
íîâûõ êîíüþãàòîâ è AlexaFluor, ýôôåêòèâíî ñíèæàþò
ôîíîâóþ àâòîôëóîðåñöåíöèþ îáðàçöîâ êîðû ãîëîâíîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà, à èñïîëüçîâàíèå âòîðè÷íûõ è òðåòè÷íûõ
ñèñòåì äåòåêöèè ñ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè Ale-
xaFluor è ñòðåïòàâèäèíîâûõ êîíúþãàòîâ óñèëèâàþò ñïå-
öèôè÷åñêèé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ñèãíàë. Ðàçðàáî-
òàííûé ñïîñîá ìíîãîöâåòíîé ôëóîðåñöåíòíîé èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêîé îêðàñêè îáðàçöîâ êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ äåòàëüíîé âèçóàëèçàöèè
ìèêðîàðõèòåêòóðû íåðâíîé òêàíè ÷åëîâåêà â íîðìå è ïà-
òîëîãèè.
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Multicolor fluorescence immunohistochemistry of human prefrontal cortex
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Multicolor fluorescence immunohistochemistry on human postmortal brain samples was optimized to allow si-
multaneous imaging of more than five markers on one section. The main difficulty of fluorescence
immunohistochemistry on human nervous tissue is its high background autofluorescence due to formaldehyde
fixation and lipofuscin glycolipoprotein fluorescence. We aimed to minimize background autofluorescence and,
simultaneously, enhance signal from molecular markers of the proteins of interest. Here we present the results of
multicolor fluorescence immunohistochemistry on 30 mkm sections of human prefrontal cortex stained with anti-
bodies against AQP1, CHRNB3, GFAP and cellular nuclei and blood vessels imaging. We demonstrated, that mild
formaldehyde fixation and treatment with 1% Sudan black B in 70% ethanol together with blocking steps, prevent-
ing unspecific binding of antibodies, streptavidin conjugates and AlexaFluor, decreased background fluores-
cence, and application of secondary / tertiary detection systems with AlexaFluor / streptavidin conjugates en-
hanced specific immunohistochemical signal.

Keywords: immunohistochemistry, fluorescence, postmortal human brain samples, confocal microscopy
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