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В современной медицине отмечается повышенный интерес к изучению патогенеза
черепно-мозговой травмы (ЧМТ). Это продиктовано, прежде всего, высоким уров-
нем госпитализаций пациентов с данной патологией, большой летальностью, а
также несовершенством существующих методов лечения. Для большего понима-
ния патогенеза ЧМТ необходима правильная постановка эксперимента, которая, в
свою очередь, начинается с правильного подбора модели на животных. Рыба зеб-
раданио (Danio rerio) показала себя как перспективный организм для исследований
молекулярных событий, лежащих в основе патогенеза ЧМТ. Среди преимуществ
данного модельного организма – высокая степень генетической гомологии с чело-
веком, относительно низкая стоимость, высокий нейрорегенераторный потенци-
ал. Патогенез ЧМТ включает в себя ряд процессов: первичное травматическое по-
вреждение, нейровоспаление, нейродегенерацию, отек мозга, и нейрорегенера-
цию. На сегодняшний день уже установлены многие важнейшие события
вышеперечисленных процессов на грызунах. Однако молекулярные процессы па-
тогенеза ЧМТ во многом остаются загадкой для нашего понимания. В данном об-
зоре рассмотрены экспериментальные модели ЧМТ на рыбах зебраданио, их пре-
имущества и недостатки по отношению к другим модельным организмам. Также в
обзоре представлены сводные данные по патофизиологии, молекулярной биоло-
гии каждого из вышеназванных процессов патогенеза ЧМТ. Приведен ряд приме-
ров экспериментальной терапии ЧМТ на зебраданио, отражающих перспективу
развития этого направления. Сделан вывод о перспективах использования зебра-
данио в качестве модельного объекта для исследований патогенеза ЧМТ.

Ключевые слова: нейровоспаление, нейродегенерация, нейрорегенерация, отек
мозга, черепно-мозговая травма, зебраданио, терапия черепно-мозговой травмы
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) представляет собой совокупность патофизио-
логических и морфологических изменений функции мозга, вызванных внешним
воздействием, например – ударом, пенетрацией или сотрясением [1]. ЧМТ являет-
ся острейшей проблемой мирового здравоохранения, число госпитализаций и по-
сещений отделений неотложной помощи пациентами данного профиля соста-
вило 100 и 247 посещений, соответственно, на 100 000 населения [2]. В США
ежегодно 1.7 млн человек страдают от ЧМТ, около 80% из них классифициру-
ются как легкая ЧМТ, а смертность достигает 3% [3]. Необходимость курации па-
циентов с ЧМТ ставит перед исследователями задачу поиска механизмов развития
клинической картины ЧМТ, а также ее потенциальной терапии. Для этого важна
адекватная постановка эксперимента, которая невозможна без правильного под-
бора экспериментальной модели. По этическим причинам возможности исследо-
ваний на человеке сильно ограничены, поэтому большая часть научных работ вы-
полнена на животных, в первую очередь, на грызунах. Таким образом, полученные
на модельных организмах данные являются ключом к пониманию патофизиоло-
гии ЧМТ и разработке новых подходов к ее лечению [4, 5]. В табл. 1 приведены ха-
рактеристики различных экспериметальных моделей ЧМТ.

Клиническая картина ЧМТ включает в себя общемозговую симптоматику (го-
ловную боль, тошноту, головокружение, нарушения сознания) и фокальную нев-
рологическую симптоматику.

МОДЕЛИ ЧМТ НА ЗЕБРАДАНИО

Зебраданио является удобным экспериментальным животным в нейробиологии
в силу высокой генетической гомологии с геномом человека (порядка 70%) и фи-
зиологического сходства основных систем органов и тканей. Большой спектр мо-
лекулярно-генетических средств манипуляции создает этому животному конку-
рентное преимущество по сравнению с другими модельными животными в данной
сфере исследований. В частности, появилась возможность отслеживания и доку-
ментации течения ЧМТ в режиме реального времени благодаря использованию
рыб с конкретными и легко идентифицируемыми флуоресцентными репортерны-
ми трансгенами. Помимо сходства в организации генов, потенциально вовлечен-

Таблица 1. Экспериментальные модели ЧМТ на животных

Модель Преимущества Ссылки

Мыши Удобный объект для молекулярно-генетических исследований
Генетическая гомология с человеком 80%
Существование многих линий с различными характеристиками ЦНС

106

Крысы Большой размер головы является удобным для моделирования паде-
нием свободного груза
Удобство для когнитивных исследований
Прочный череп
Плотные структуры черепа

101

Рыбы 
зебраданио

Низкая стоимость особей по отношению к другим животным
Высокий нейрорегенераторный потенциал после ЧМТ, что позволяет 
исследовать его механизмы
Генетическая гомология с человеком 70%
Удобство отслеживания и документации течения ЧМТ в режиме ре-
ального времени
Сходство с млекопитающими в организации генов, участвующих в 
функционировании иммунной системы и потенциально вовлечен-
ных в нейровоспаление при ЧМТ

10
6

107
7
8
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ных в процесс нейровоспаления, зебраданио обладает высоким нейрорегенератор-
ным потенциалом, что закономерно делает ее привлекательным объектом для ис-
следований вопросов нейрорегенерации при различного рода неврологических
заболеваниях [6–8], в том числе ЧМТ.

Один из первых, наиболее распространенных и простых методов индукции
ЧМТ у зебраданио – игольчатая травма [9, 10]. Согласно данной методике, после
анестезии рыбу помещают в разрез пропитанной раствором анестетика трикаина
губки. Под диссекционным микроскопом инсулиновым шприцем вертикально (не
глубже 2 мм) пронизывают медиальный отдел теленцефалона, а травмированную
рыбу помещают в отдельный контейнер для восстановления. Выживаемость при
данной модели ЧМТ обычно составляет 97%. С ее помощью были оценены клеточ-
ный ответ и молекулярные механизмы, вовлеченные в процесс репарации и реге-
нерации мозга [9].

В другом похожем протоколе канюля диаметром 300 мкм вводится через ноздрю
(на глубину 6–8 мм), вдоль рострокаудальной оси тела, приникая через обонятель-
ную луковицу в каудальную часть теленцефалона [11]. Выживаемость в данной мо-
дели составляет более 90%, и с ее помощью была произведена оценка реактивной
пролиферации и миграции нейроглии в ответ на механическое повреждение ткани
мозга [11].

Модель ЧМТ мозжечка у зебраданио сходна с предыдущими, а ориентиром для
введения инсулиновой иглы в данном случае служит пигментация кожи. Игла по-
гружается в пластиковую трубку (край которой служит ограничителем глубины по-
гружения). Игла устанавливается в полностью вертикальное положение и вводится
на глубину 1.5 мм. При помощи данной методики формирования ЧМТ изучены моле-
кулярные сети белок-белковых сигнальных взаимодействий, вовлеченных в процессы
аксонального роста, репарации, ангиогенеза, нейрогенеза и нейровоспаления [12].

Высокоинтенсивный сфокусированный ультразвук для индукции механическо-
го повреждения мозга рыбы оказывает термические и механические эффекты на
ткани. Аппертура ультразвукового трансдьюсера составляет 125 мм в диаметре и
100 мм в длину. Встроенный в систему сканер Sonix RP Scanner (BK Ultrasound,
Richmond, Канада) позволяет отслеживать в реальном времени критические для
ткани параметры воздействия. Для выравнивания головы и трансдъюссера исполь-
зуют ультразвуковой визуализационный модуль. Фокальный пик акустического
давления при максимальной силе испускания может составлять 20 Мпа. В данной
модели вызываются значительные нарушения поведения рыб, в том числе гиполо-
комоция (снижение дистанции плавания и скорости), а также изменения в паттер-
не экспрессии ряда генов мозга. Так, например, установлено реактивное усиление
экспрессии каспазы-3 и β-APP, а также изменение экспрессии генов микротрубо-
чек (β-III tubulin) и нейрофиламентов (NF200), что приводит к нарушению аксо-
нального транспорта и аксональному отеку [13].

Еще один эффективный метод постановки ЧМТ на зебраданио был адаптирован
с модели на крысах и основывается на падении свободного груза (в качестве меха-
нического воздействия) на голову рыбы [14]. Данная модель позволила реализовать
диффузную, не пенетрирующую (т.е., без деструкции кости и точечного, глубокого
разрушения ткани мозга) модель ЧМТ. Для этого был сконструирован аппарат,
представляющий собой пластиковую трубку (с наружным диаметром 12.7 мм и
внутренним 4.7 мм), удерживающуюся с помощью зажима на штативе. На основа-
ние штатива ставится аквариум, заполненный водой, на который помещается губ-
ка, в которой фиксируется рыба. После анестезии, голова рыбы помещается под
трубку и выравнивается, а 4.5-миллиметровый стальной груз весом 0.33 г, выпа-
дая из трубки и развивая скорость 1.5 м/с, достигает черепа рыбы с ударной си-
лой 35 мДж. После данной процедуры рыба сразу выпускается в аквариум под губ-
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кой. На данной модели проанализированы молекулярные механизмы, вовлекаемые в
ответ на повреждение, и установлено, что на 3-й день после ЧМТ приходится пик вос-
палительного ответа, а на 21-й день запускается процесс нейрорегенерации [14].

Помимо взрослых рыб, описаны также модели ЧМТ у личинок зебраданио. Так,
вторичное повреждение ткани мозга продемонстрировано на трехдневных личин-
ках зебраданио, которые выдерживались в растворах с концентрациями глутамата
5, 10 и 20 мкМ, а также в растворах антагониста рецепторов глутамата МК-801 в
концентрациях 100, 200 и 400 нМ. Были оценены характеристики выживаемости,
поведения и нейроапоптоза в разных группах, и отмечен значительный эффект в
отношении выживаемости нейронов и поведения рыб при концентрациях МК-801
равных 200 и 400 нМ [4].

Еще одна химически обусловленная модель ЧМТ на личинках зебраданио основана
на применениии аторвастатина (1 мкМ) в опытах на эмбрионах, что приводило к раз-
рушению мозговых сосудов и формированию у личинок внутримозговой гематомы,
напоминая клиническую ЧМТ, осложненную внутримозговой геморрагией [15].

Наконец, еще один подход к моделированию осложненной гематомой ЧМТ на
личинках зебраданио основан на генетических манипуляциях гена arhgef7, кото-
рый кодирует белок Rac GEF βpix, вовлеченный в регуляцию ангиогенеза и струк-
турной целостности сосудистой стенки [16]. В этой модели используются линии с
мутацией в данном гене, что приводит к разрушению стенок мозговых сосудов и
развитию гематомы. На данной модели изучена роль посттравматического крово-
излияния в процессах апоптоза, нейровоспаления, повреждения ткани мозга, а
также в изменении локомоторной функции [15].

ПАТОГЕНЕЗ ЧМТ

Патогенез ЧМТ включает в себя ряд неспецифических компонентов, таких как
нейровоспаление, отек, нейродегенерация, нейрорегенерация, которые характер-
ны и для других патологий ЦНС, в частности, ишемического повреждения. Неспе-
цифические компоненты патогенеза ЧМТ определяют отсроченное течение забо-
левания и составляют вторичное повреждение ткани. Однако существует и ряд спе-
цифических компонентов, отличающих патогенез ЧМТ от других патологий любого
рода, они будут рассмотрены в конце раздела на примере сравнения с ишемией.

1. Нейровоспаление
Нейровоспаление является одним из ведущих компонентов патогенеза ЧМТ.

Значительную роль в ЧМТ-индуцированном нейровоспалении играет продукция
провоспалительных цитокинов. Например, у крыс показана роль интерлейкина
(ИЛ) ИЛ-1β как одного из ключевых участников ЧМТ-индуцированного нейро-
воспаления, поскольку выброс данного цитокина стимулировал синтез и усиление
активности матриксных металлопротеаз 2-го и 9-го типов (ММР-2 и -9) в зоне по-
вреждения [17], и продемонстрирована важная роль ИЛ-1 в усилении проницаемо-
сти гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и нейроапоптоза при ЧМТ [18].

Микроглия, являясь мозговым резидентным макрофагом, обладает способно-
стью к фагоцитозу, продукции цитокинов и презентации антигенов [19]. В контексте
воспаления микроглия существует в 2-х формах (фенотипах) – М1 и М2. М1-микро-
глия продуцирует провоспалительные цитокины, например, фактор некроза опу-
холи (ФНО-α), ИЛ-1, ИЛ-6 и индуцибельную синтазу оксида азота (iNOS), тогда как
М2-микроглия выделяет противовоспалительные факторы (ИЛ-6, ИЛ-4 и ИЛ-13, а
также трансформирующий фактор роста (ТФРβ). Данное явление называется
функциональной поляризацией микроглии и является ключевым компонентом
нейровоспаления, отека и в некоторой мере нейродегенерации [20]. М1-микро-
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глия способна к продукции оксида азота и реактивных форм кислорода (РФК), об-
ладая цитотоксическими свойствами [21]. Функциональная поляризация в сторону
М1-подтипа микроглии обеспечивается действием внешних (липосахарид, фак-
торы транскрипции IRF 7, 8) [22, 23] и внутренних сигнальных молекул (LSN2,
miRNA-155) [28]. В то же время фактор транскрипции IRF 3 [24], miRNA-124
[25] и Rho-киназа обеспечивают функциональную поляризацию в сторону М2-мик-
роглии [26]. При ЧМТ в окружающую ткань выбрасывается большое количество
фрагментов клеточных и внеклеточных структур, что является молекулярным про-
филем биологической опасности (danger-associated molecular patterns, DAMP).
Микроглия обладает определенным набором рецепторов (TLR), распознающих
молекулы, к которым относятся липосахарид, осколки РНК, ДНК, шапероны,
HMGB1 и CpG-мотивы (обычно ассоциированные с микробным геномом), что
активирует микроглию, наработку провоспалительных цитокинов и, в итоге, за-
пускает каскад нейровоспаления [27, 28]. Стимуляция TLR приводит к актива-
ции микроглии и высвобождению провоспалительных цитокинов (ФНО-α,
ИЛ-6, CXCL1), а блокировка TLR – к снижению или полному прекращению их
высвобождения [29]. Активированная микроглия за счет выброса провоспалитель-
ных цитокинов (ИЛ-1 и ФНО-α) воздействует на астроциты, приводя к их актива-
ции, усилению экспрессии TLR и выбросу провоспалительных цитокинов [30]. На
данный момент известно, что стимуляция TLR3 ведет к продукции ИЛ-6, 10, 12,
CXCL-10, интерферона (ИНФ)β и ФНОα, TLR4 – продукции ИЛ-10, CXCL10, а
TLR2 – продукции ИЛ-6 и ИЛ-10 [31]. Помимо этого, активированная микроглия
высвобождает M-CSF, мозговой нейротрофин BDNF, нейротрофин-3, что способ-
ствует трансмиграции лейкоцитов из системного кровотока [32–34].

Астроциты являются участниками нейровоспалительного каскада и содержат
RIG-подобные рецепторы (RLR), активация которых ведет к фосфорилированию
транскрипционного фактора IRF3 и высвобождению интерферона 1-го типа
(ИНФ-1). Помимо этого, усиливается экспрессия маркеров активированных аст-
роцитов GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок) и виментина [35]. Акти-
вированные астроциты становятся источниками провоспалительных цитокинов, в
том числе ИЛ-1, ИЛ-6, MIP-2, MCP-1, ФНО-α, ИНФγ, CCL 2, 3, 5, а также Ig-по-
добных адгезивных молекул (ICAM-1, VCAM-1) и главного комплекса гистосовме-
стимости MHCII на своей поверхности в ответ на активацию TLR [36–38]. Переда-
ча сигнала от рецепторов внутрь астроцитов осуществляется через JAK1–STAT1,
MyD88, NF-kB, MAPK-опосредованные сигнальные пути, которые активируются
в ответ на стимуляцию TLR4. Активация данных сигнальных путей ведет к усиле-
нию транскрипции провоспалительных цитокинов, MMP-9, VCAM-1 [39]. Парал-
лельно, активированные астроциты морфологически изменяются, пролиферируют
и заполняют собой зону поражения. Данный процесс называется астроглиозом, а
сформированная таким образом структура – глиальным рубцом [40]. Показано,
что реактивный глиоз в зоне поражения спинного мозга мыши способствовал ре-
паративным процессам и функциональному восстановлению [41].

Активированный провоспалительными цитокинами (преимущественно ИЛ-1 и
ФНО-α, ИНФγ) эндотелий усиливает экспрессию Ig-подобных адгезивных белков
(VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1) на своей поверхности, что служит возможностью
для лейкоцитов проникнуть через ГЭБ в зону деструкции [42–44]. Проникающий
клеточный состав представлен лимфоцитами (Т и В), моноцитами и нейтрофила-
ми [44–46]. Самыми ранними клетками являются нейтрофилы, которые появля-
ются в мозговой паренхиме на 3-и–5-е сутки, однако в виде периваскулярного ин-
фильтрата они видны уже через 24 ч [45]. Количество CD14+ клеток (моноцитар-
ные макрофаги) в мозговой паренхиме достигает пика на 4-е–8-е сутки после
травмы и удерживается таковым недели [46]. При этом нейтрофилы инфильтриру-
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ют в первую очередь ворсинчатые сплетения желудочков. Ворсинчатые сплетения
желудочков активно продуцируют большое количество хемокинов после травмы
(CINC-1, CXCL1, CINC-2α или CXCL3, и CINC-3 или CXCL2), которые, в свою
очередь, служат хемоаттрактантами для нейтрофилов. Предположительно, из этой
зоны нейтрофилы мигрируют к очагу поражения [47]. Связывание ICAM-1 с бел-
ком LFA-1 на поверхности лейкоцита приводит к активации протеинкиназы С, ко-
торая фосфорилирует белки цитоскелета, обеспечивая их реорганизацию, что не-
обходимо для трансмиграции клетки через ГЭБ [48].

Система комплемента, компоненты которой проникают через поврежденный
ГЭБ в зону нейровоспаления, оказывает цитотоксический и деструктивный эффект на
клетки и ткань. В цереброспинальной жидкости повышены уровни С3-компонента,
комплекса С5b-С9 и фактора В [49, 50]. Молекула CD59 является ключевым регу-
лятором формирования МАК (мембраноатакующего комплекса), защищающим
ткань от излишнего повреждения. Выключение молекулы CD59 приведет к ухуд-
шению состояния ткани после ЧМТ [51]. Таким образом, комплемент является
важным компонентом нейровоспаления.

Роль ММР в ЦНС сводится к регуляции нейрональной миграции в зону повре-
ждения, деградации ингибирующих аксональный рост протеогликанов и регуля-
ции построения олигодендроглиоцитарных отростков вдоль растущих аксонов в
период миелогенеза [52, 53]. В контексте нейровоспалительного процесса установ-
лена роль MMP-2 и -9 как факторов, способствующих повышению проницаемости
ГЭБ и трансмиграции лейкоцитов в зону воспаления. Продукция ММР осуществ-
ляется сосудистым эндотелием и резидентными глиальными клетками. Механизм
действия ММР на ГЭБ основан на снижении экспрессии адгезивных белков между
эндотелиоцитами, в частности ZO-1 [55, 56]. Однако на данный момент сведения о
роли ММР в нейровоспалении на моделях зебраданио отсутствуют.

2. Нейрорегенерация

Зебраданио обладают высоким потенциалом к нейрорегенерации (по сравне-
нию с млекопитающими), что делает их подходящими объектами для исследова-
ний нейрорегенераторных процессов при ЧМТ и нейродегенеративных заболеваниях.
Это обусловлено и большим количеством зон нейрогенеза в мозге зебраданио, в том
числе обонятельные луковицы, дорзальный теленцефалон (регион, гомологичный
гиппокампу млекопитающих), преоптическая область, дорзальная зона перивен-
трикулярного гипоталамуса, оптический тектум, продольный валик, вагальная
долька, паренхима вокруг ромбэнцефалического желудочка и в области продолго-
ватого мозга, расположенной латерально от дорзального моторного ядра блуждаю-
щего нерва, а также в мозжечке. Напротив, у млекопитающих существуют лишь
две основные зоны нейрогенеза во взрослом состоянии – субвентрикулярная (в
боковых желудочках) и субгранулярная (в зубчатой извилине) [56–59]. В отличие
от млекопитающих, у которых пролиферативный процесс носит глиальный харак-
тер и превалирует в зоне поражения, у зебраданио преобладает пролиферация в
нейрогенных зонах, откуда нейрональные предшественники впоследствии мигри-
руют в зону поражения. Глиоз (усиленная пролиферация глии в зоне поражения) у
рыб не выражен и не несет патологического характера, в отличие от млекопитаю-
щих [58, 60]. Радиальные глиоциты зебраданио несут на себе маркерный белок
her4.1, а нейрональные клетки-предшественники экспрессируют другой набор
маркерных белков, по которым их возможно распознать (asc 11a, delta D, и T-box
brain protein/Tbr1). У взрослых рыб her 4.1-позитивные радиальные глиоциты обла-
дают потенциалом дифференцировки в нейробласты [10, 61, 62].
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В целом, воспаление имеет сложные взаимоотношения с нейрорегенерацией. С
одной стороны, нейровоспаление препятствует нейрорегенерации, усугубляя по-
вреждение ткани, но с другой, может служить стимулятором для процесса нейроге-
неза. Установлены сложные взаимодействия между сигнальными путями нейроге-
неза, ангиогенеза, воспаления и аксонального роста. Как указывалось ранее, вос-
паление служит стимулятором нейрогенеза. Среди этих сигнальных путей
наибольшее количество опосредовано PI3K, PAK2 и PLXNA3 [12]. BDNF – давно
известный нейротрофин, мишенями которого являются TrkB- и p75NTR-рецепто-
ры, через которые данный фактор реализует свое участие в процессах аксонально-
го роста, нейрогенеза, нейронального выживания, нейрональной миграции, мие-
линизации, дифференцировки и синаптической пластичности [63]. Отмечается
повышенная экспрессия BDNF в регенеративных зонах мозга зебраданио, а его мРНК
обнаружена в радиальных глиоцитах и пролиферирующих нейробластах [64].

Анализ экспрессии большого количества мозговых генов выявил изменения
экспрессии на разные сроки (на 3-и и 21-е дни) после ЧМТ, в том числе генов сиг-
нальных путей MAPK, Notch, цАМФ и других. Практически все эти гены относят-
ся к регуляторам выживаемости нейронов, аксонального роста, апоптоза и репара-
ции ткани. Третий день после повреждения является пиковым для экспрессии
генов, связанных со стресс-реакцией на повреждение (MAPK, р53, Notch1), а
на 21-й день отмечается преобладание экспрессии генов, связанных с нейроре-
генеративными процессами, к которым относятся гены компонентов промежу-
точных филаментов, Notch1 и Junb [14]. Наконец, МMP-2 и -9 также важны для
развития нейровоспаления (см. выше) и у взрослых зебраданио усиливают аксо-
нальный рост [65].

3. Нейродегенерация

В клинике показано наличие корреляционной связи между ЧМТ и развитием
болезни Альцгеймера (БА) [66–68]. На моделях у крыс показано, что ЧМТ прово-
цирует снижение количества нейронов в гиппокампе, что может объяснить ретро-
градную амнезию после ЧМТ [69]. Нейроапоптоз слагается из ряда событий, в том
числе протеолиза белков цитоскелета [70] и оксидативного стресса, который воз-
никает в течение первого часа после ЧМТ как следствие митохондриальной дис-
функции и нарушения внутриклеточного кальциевого баланса. Свободные радика-
лы повреждают генетический материал, белковые молекулы, липидные молекулы
мембран [71–74]. Основой митохондриальной дисфункции служат нарушения
транспорта электронов электронотранспортной цепи, снижение утилизации глю-
козы и снижение экспрессии белков комплекса цитохром С-оксидазы I, II, III [75].
Другим событием становится отложение белков (β-амилоида, нейрофиламентных
белков и α-синуклеина) вдоль всего белого вещества и в других компартментах по-
раженного мозга, что еще раз подтверждает роль ЧМТ как фактора риска в разви-
тии БА и паркинсонизма [76].

Хроническая травматическая энцефалопатия, сопровождаемая таупатией, атро-
фическими изменениями в лобной и височной долях и аксонопатией, была зареги-
стрирована у солдат и спортсменов, чей спорт был связан с травматизацией головы
[77]. Таупатии и аккумуляция белка TDP-43, наряду с аккумуляцией β-амилоида,
являются важнейшими событиями в патогенезе нейродегенеративных расстройств
БА. Зебраданио, экспрессирующие мутантную форму tau-белка, демонстрируют
все патологические особенности таупатии на поведенческом, тканевом и клеточ-
ном уровнях [78]. Используя ультразвуковую установку (см. выше) для вызова
ЧМТ у зебраданио, показано, что в мозге рыб повышаются содержание каспазы-3,
NF160 (нейрофиламента, обеспечивающего структурную поддержку аксонов),
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микротрубочкового β-III тубулина (цитоскелетного белка, задействованного в ак-
сональном росте и транспорте) в зоне аксонального отека и деструкции, а также
накопление β-амилоида [13].

Накопление внеклеточного глутамата при ЧМТ возникает как следствие сниже-
ния экспрессии его транспортеров (GLT-1, GLAST) в астроцитах, нарушения их
работы (на фоне снижения градиента ионов Na+/K+), а также усиленного высво-
бождения глутамата из аксональных терминалей во внеклеточное пространство.
Гиперстимуляция ионотропных NMDA-рецепторов глутамата приводила к уси-
ленному (или даже бесконтрольному) поступлению ионов Са2+ внутрь клетки и
эксайтотоксичности. Также нейротоксичность может осуществляться и через ме-
таботропные рецепторы глутамата (mGluR 1-8), в итоге формируя отек, ацидоз
клетки, оксидативный стресс и вазоспазм. Данный каскад имеет положительную
обратную связь, а следовательно, склонен к формированию порочного круга и во-
влечению все большего объема поражения ткани [79, 80]. На личинках зебраданио
показано, что MK-801 и ингибитор кальпаина MDL-28170 улучшают локомотор-
ную функцию рыб, свидетельствуя об эксайтотоксичности как о значимом собы-
тии в патогенезе вторичного повреждения ткани мозга при ЧМТ [81].

4. Отек мозга
Главные концептуальные представления о роли отека мозга при ЧМТ начали

развиваться еще в середине 20 века, когда отек мозга был поделен на цитотоксиче-
ский и вазогенный подтипы [82]. В клинической картине ЧМТ за зоной травмати-
ческого поражения сразу следует зона перифокального отека мозга, которая может
расширяться на все полушарие и компримировать весь мозг, что может стать при-
чиной комы. Развивается отек мозга в первые 24 ч после ЧМТ. В зоне травматиче-
ского поражения наблюдается раневой канал или очаг контузии (некроз и деструк-
ция ткани) с геморрагической трансформацией в этой зоне. Далее следуют органи-
зация содержимого зоны поражения и образование глиального рубца. Через 48 ч в
зоне отека появляются макрофаги. В белом веществе появляются участки отека в
виде вакуолей, а в области нейропиля наблюдаются реактивные астроциты. Долго-
срочный отек (несколько месяцев) ведет к периваскулярному появлению крупных,
разбухших реактивных астроцитов – гемистоцитов. Нейронофагия развивается на
12-й–24-й час после ЧМТ, на 24-й–48-й час развивается отек и разбухание аксонов
вокруг поражения и даже на отдалении (аналогично диффузному аксональному
повреждению). На 5-й–6-й месяцы развивается отек (разбухание) и дегенерация
нейронов [83].

Отек мозга способствует демиелинизации, тем самым усугубляя нейродегенера-
цию [84]. Повреждение ГЭБ является основной причиной накопления жидкости в
межклеточной ткани и как следствие – увеличения объема мозга [85].

В 2000-х годах в структуру концепций патогенеза отека входят представления о
количественных и функциональных изменениях со стороны ионных каналах и
белков плотных межклеточных соединений ГЭБ. Так, повышенная экспрессия
белка аквапорина 4 (AQP4) в астроцитах периишемизированной зоны, эпендимо-
цитах является патогенетическим фактором вазогенного отека [86]. Вода, свобод-
ные ионы и белки плазмы под действием гидравлического давления внутри капил-
ляров, а также осмотического и онкотического градиентов давлений подвергаются
транссудации из просвета сосуда в межклеточное пространство [86–88].

Отмечается также значимость SUR1-рецепторов в патогенезе цитотоксического
отека при ЧМТ, так как активации этих каналов способствует истощение запасов
АТФ внутри клетки, а результатом их активации становится неконтролируемое по-
ступление ионов и воды внутрь клетки. Экспрессируются SUR1-рецепторы в аст-
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роцитах, нейронах и капиллярах [89]. Эндотелиальный Ca+-канал TRPV4 также
задействован в каскаде отека и экссудации плазмы в интерстиций. Его актива-
ция приводит к снижению экспрессии молекул межклеточных соединений
(claudin-1, -3, -4, -5, -7 и -8) на эндотелиальных клетках, что служит еще одним
фактором развития вазогенного отека [90]. Установлена повышенная экспрессия
AQP4 в астроцитах как причина цитотоксического отека: через водный канал, ко-
торый образует данный белок в мембране, внутрь астроцитов устремляются ком-
поненты плазмы (вода, ионы и белки) [91]. На примере модели гипергликемии
крыс установлено, что усиление деградации белка окклюдина ведет к нарастанию
отека [92]. Определена значимость провоспалительных цитокинов в зоне повре-
ждения (ИЛ-1, -6, ФНО-α) для усиления экспрессии белка AQP4. Как указанно
выше, усиленная экспрессия AQP4 является молекулярным маркером отека, под-
черкивая взаимосвязь нейровоспаления и отека мозга [93]. На модели ЧМТ у крыс
также проведена оценка проницаемости ГЭБ, его структурной целостности и экс-
прессии белков межклеточных соединений (окклюдин, клаудин-5, ZO-1). Экс-
прессия белков межклеточных соединений после ЧМТ была заметно ниже, чем в
контрольной группе, а проницаемость ГЭБ и отек мозга – выше [94].

Несомненно, патогенезы ЧМТ и церебральной ишемии во много сходны. Но в
отличие от ишемического повреждения при ЧМТ происходит одномоментное воз-
действие механического фактора или силы ускорения. В результате возникает од-
номоментное механическое разрушение ткани или первичное травматическое по-
вреждение. В зоне поражения разрушаются мембраны клеток и стенки сосудов, а
также возникают разрывы аксонов. Последнее особенно характерно для воздей-
ствия силы ускорения. Весь этот комплекс изменений при травматическом пора-
жении наблюдается за мгновение. При ишемизации нарастает дефицит энергети-
ческого субстрата, местный метаболический ацидоз и ионные нарушения. Некроз
в зоне развивается лишь несколько минут спустя. Однако установлено, что через
некоторое время в перитравматической зоне (пенумбре) развивается ишемия, это
позволяет нам говорить о последней как об одном из механизмов вторичного по-
вреждения ткани [95].

ТЕРАПИЯ ЧМТ У ЗЕБРАДАНИО

Возможность реконструкции структуры поврежденной ткани изучена на модели
игловой ЧМТ у зебраданио, в которой рыбам в место повреждения в виде гидроге-
левой смеси вводился нанопептидный каркас для облегчения ангиогенеза и нейро-
генеза. Нанопептид RADA16-SVVYGLR претерпевал самосборку, образуя сети на-
нофибрилл, которые контролировали физико-химические факторы микросреды в
зоне поражения (рН, ионный состав), и такой каркас поддерживал эндотелиоци-
ты, образуя трубчатую структуру и облегчая ангиогенез и миграцию нейральных
стволовых клеток [96]. Другая подобная методика основывалась на трехмерной пе-
чати, при которой нейрональные клетки-предшественники погружаются в гидро-
гель, который распечатывается и встраивается в головной мозг рыб, способствуя
нейрональному росту и регенерации ЦНС после ЧМТ [97].

Используемое в лечении БА и паркинсонизма вещество Cytidine 5'-Diphospho-
choline (CDP-choline) продемонстрировало широкий спектр терапевтической ак-
тивности на модели ЧМТ, индуцируемой у личинок зебраданио методом введения
иглы в дорзальную часть правой стороны заднего мозга. Данный препарат индуци-
ровал умеренную экспрессию провоспалительных и противовоспалительных цито-
кинов в зоне поражения, что стимулировало миграцию микроглиальных клеток в
эту зону и аккумуляцию в ней. Активированные микроглиальные клетки осу-
ществляли клиренс в зоне поражения, а противовоспалительные цитокины спо-
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собствовали снижению воспаления и процессам нейрорегенерации в пораженной
области, также подавляя нейроапоптоз [96].

Наконец, определенные надежды возлагаются на стволовые клеточные техноло-
гии в сфере регенеративной медицины. Одним из возможных направлений работы
в этой среде – это периваскулярные клетки пупочного тяжа. На модели ЧМТ, ин-
дуцированной ультразвуком у зебраданио, показано, что подсадка данных клеток
улучшает показатели локомоторной активности и снижает тревожное поведение,
астроглиоз и апоптоз [97].

СОПОСТАВЛЕНИЕ ЗЕБРАДАНИО И ГРЫЗУНОВ 
КАК МОДЕЛЬНЫХ ОРГАНИЗМОВ

На сегодняшний день модель латерального гидродинамического удара (LFP) на
грызунах является классической. Данный метод позволяет смоделировать струк-
турно-функциональные, поведенческие и неврологические изменения, аналогич-
ные наблюдаемым в клинической практике. Данный метод позволяет выбирать
угол, силу и точку приложения воздействия [98, 99]. В работе Shalini Das Gupta и
соавт. продемонстрирована возможность использования микроРНК (miR-9-3p,
miR-136-3p) как маркеров ЧМТ, при этом концентрация данных маркеров в плаз-
ме повышалась как среди пациентов, так и среди группы травмированных живот-
ных [100]. С помощью этого метода экспериментально была вызвана эпилепти-
формная ЭЭГ-активность у животных, которая соответствовала таковой у пациен-
тов после ЧМТ по данным метода электрокортикографии [101]. Это доказывает
валидность модели LFP для прямой двунаправленной трансляции в клинику.

Модель индуцируемой ультразвуком ЧМТ у забраданио также позволяет менять
угол, точку приложения и силу воздействия [13]. На модели ультразвук-индуцируе-
мой ЧМТ у зебраданио была успешно вызвана эпилептиформная ЭЭГ-активность,
записанная с поверхности мозга рыбы [102]. Специфические поведенческие тесты
позволяют оценить функциональные изменения в работе головного мозга живот-
ного путем скрининга таких параметров как двигательная активность, простран-
ственная память, тревожность [14]. Таким образом, зебраданио также может пре-
тендовать на звание валидной модели ЧМТ для прямой двунаправленной трансля-
ции в клинику.

Отличительной особенностью, ограничивающей прямые трансляционные воз-
можности зебраданио, является менее четкая дифференцировка мозга на отделы
по сравнению с млекопитающими. Однако все же существует достаточная для мо-
лекулярно-клеточных исследований гомология между имеющимися структурами
головного мозга зебраданио и млекопитающих. Так, субпалеум является гомо-
логом стриарных образований у млекопитающих, а дорзальный палеум – гип-
покампа [103]. Помимо того, в силу высокой регенераторной способности не
возникает четкой картины отдаленных последствий вторичного травматического
повреждения мозга, таких как глиальный рубец, гибель нейронов. При этом имен-
но вторичное травматическое повреждение составляет основу стойкого неврологи-
ческого дефицита у пациентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные тренды в трансляционной биомедицине ставят в приоритет задачу
корректного подбора модельного организма. При этом необходимо принимать во
внимание расход финансовых средств на приобретение и содержание животного,
его анатомо-физиологические особенности, корректность трансляции получен-
ных результатов с модельного животного на человека, молекулярно-генетические
особенности вида, а также биоэтические аспекты работы in vivo. Как модельный
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организм зебраданио обладает рядом неоспоримых преимуществ. Большое коли-
чество разработанных поведенческих тестов и методик работы с геномом, хорошая
возможность трансляции результатов молекулярно-генетических и даже поведен-
ческих исследований на человека, высокая регенераторная способность, биоэтиче-
ская дозволенность в сочетании с относительно небольшими затратами на содер-
жание делают данный модельный организм крайне актуальным для большинства
перспективных направлений в современных исследованиях. Как было показано
выше, моделирование ЧМТ не стало исключением из этого тренда. Зебраданио яв-
ляется оптимальным организмом для исследований тонких молекулярно-генетиче-
ских и клеточных механизмов патогенеза ЧМТ, в частности, механизмов нейрорегене-
рации, поиска молекулярных мишеней для терапии. Главная цель, которая может
быть достигнута с помощью зебраданио – это разработка терапевтических подходов,
направленных на усиление восстановительных возможностей мозга у пациентов.

Существует много открытых вопросов (табл. 2), которые только предстоит ре-
шить с использованием моделей ЧМТ на зебраданио. Например, важным новым
направлением в моделировании ЧМТ у зебраданио может стать выявление корре-

Таблица 2. Отдельные открытые вопросы моделирования ЧМТ у рыб

Как решить проблему недостаточной корреляция между зоной поражения и видимой кли-
нической картиной?

Каким методом лучше всего моделировать ЧМТ у рыб?

Как провести связь между поведенческими тестами и клинической картиной ЧМТ?

В какой области мозга лучше создавать область поражения?

Влияет ли на развитие ЧМТ вид анестезии?

Каково оптимальное время экспозиции в растворе анестетика?

Каковы причины индивидуальных различий у рыб при вызове ЧМТ? Какова летальность 
разных моделей ЧМТ и ее причины?

Какова временная динамика течения процессов нейровоспаления, нейродегенерации, оте-
ка и нейрорегенерации?

Каковы геномные ответы при ЧМТ? Играют ли роль эпигенетические факторы в патогенезе 
ЧМТ?

Каковы оптимальные подходы к терапии при разных моделях ЧМТ у зебраданио?

Какова роль процессов нейровоспаления, отека, нейродегенерации, нейрорегенерации в 
изменениях поведения и когнитивных функций у рыб?

Какова роль активации М1- и М2-микроглии в нейровоспалении на моделях зебраданио? 
Какова роль А1- и А2-подтипов астроцитов в данных процессах?

Насколько корректна трансляция результатов исследований нейровоспаления, нейродеге-
нерации, отека с моделей ЧМТ зебраданио на человека?

Как повлияет повышенный потенциал к нейрорегенерации у зебраданио на корректность 
трансляции результатов исследований данного процесса на человека?

Каковы особенности цитокинового спектра нейровоспаления у рыб?

Какой метод индукции ЧМТ на модели зебраданио наиболее оптимален для изучения про-
цессов нейровоспаления, отека, нейродегенерации, нейрорегенерации?

Существуют ли линейные, половые и возрастные особенности развития ЧМТ у зебраданио?

Как стресс влияет на динамику патогенеза (и восстановления) при ЧМТ у зебраданио?

Какие физиологические (эндокринные) и биохимические биомаркеры ЧМТ у зебраданио?
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ляционной связи между локализацией травмы и паттернами молекулярных и пове-
денческих изменений, что позволит установить взаимосвязь клинической картины
с конкретными молекулярными факторами, которые, в свою очередь, могут стать
мишенью для патогенетической терапии.
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In modern medicine, there is an increased interest in the study of the pathogenesis of
traumatic brain injury (TBI). This is dictated primarily by the high level of hospitaliza-
tions of patients with this pathology, high mortality, as well as imperfect methods of su-
pervision. To achieve a more in-depth understanding of the pathogenesis of TBI, it is
necessary to correctly design the experiment, which in turn begins with the correct selec-
tion of an animal model. The zebrafish is considered as a promising organism for studies
of molecular events underlying the pathogenesis of TBI. Its advantages as a model or-
ganism include a high degree of genetic homology with humans, a relatively low cost,
and a high neuroregenerative potential. The pathogenesis of TBI includes a number of
processes: primary traumatic injury, neuroinflammation, neurodegeneration, cerebral
edema, and neuroregeneration. To date, many of the most important events of the
above-mentioned processes have already been established in rodent models. However,
the molecular processes of TBI pathogenesis largely remain a mystery to our under-
standing. This review discusses the experimental models of TBI in zebrafish, their ad-
vantages and disadvantages in relation to other model organisms. The review also pro-
vides summary data on the pathophysiology and molecular biology of each of the patho-
genetic processes of TBI. A number of examples of experimental therapy of TBI in
zebrafish are given, ref lecting the progress in this area. A conclusion is made about the
prospects of using zebrafish as a model object for studies of the pathogenesis of TBI.

Keywords: neuroinflammation, neurodegeneration, neuroregeneration, cerebral edema,
traumatic brain injury, zebrafish, traumatic brain injury therapy



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




