
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2020, том 54, № 3, с. 457–468

457

pH-ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЙ КАЛИЕВЫЙ КАНАЛ TASK-1 ‒ ХЕМОСЕНСОР 
ЦЕНТРАЛЬНОЙ РЕГУЛЯЦИИ ДЫХАНИЯ У КРЫС1

© 2020 г.   Q. Q. Lia, 2, K. X. Wana, 2, M. S. Xub, 2, L. M. Wangb, Y. Y. Zhangb, C. T. Wanga,
F. X. Maoa, J. L. Zhua, Z. M. Pana, R. Gaoa, *

aDepartment of Basic Medical Sciences, School of Medical, Shihezi University, Shihezi, 832000 China
bState Key Laboratory of Sheep Genetic Improvement and Healthy Production, Xinjiang Academy of Agricultural

and Reclamation Sciences, Shihezi, 832000 China
*e-mail: gaorui_shz@sina.com

Поступила в редакцию 11.09.2019 г.
После доработки 30.10.2019 г.

Принята к публикации 30.10.2019 г.

Связанный с TWIK кислоточувствительный калиевый канал-1 (TASK-1) представляет собой кали-
евый канал утечки, чувствительный к внеклеточным протонам. TASK-1 способствует поддержанию
потенциала покоя в нейронах млекопитающих. Каналы TASK-1 активно экспрессируются в нейро-
нах центральной нервной системы, отвечающих за регуляцию дыхания. При ингибировании TASK-1
внеклеточным ацидозом может происходить деполяризация и повышение возбудимости этих кле-
ток. Нами проанализировано распределение TASK-1 в стволе мозга крысы и показано, что мРНК
TASK-1 присутствует в дыхательных ядрах вентральной поверхности продолговатого мозга, кото-
рые, как предполагают, выполняют роль нейрональных субстратов центральной хеморецепции у
крыс. После вдыхания 8% CO2 в течение 30 и 60 мин уровень мРНК TASK-1 в TASK-1-экспресси-
рующих нейронах значительно повышался. Инъекция блокатора TASK-1 анандамида (AEA) в боко-
вой желудочек головного мозга крысы приводила к существенной стимуляции дыхания через
10 мин после введения: заметно уменьшалась продолжительность вдоха и выдоха и повышалась ча-
стота дыхания. Мы предполагаем, что канал TASK-1 может служить хемосенсором в дыхательном
центре и участвовать в регуляции дыхания, связанной с изменением рН. Канал TASK-1 может быть
использован как индикатор H+/CO2 в некоторых дыхательных ядрах ствола мозга. Вполне вероят-
но, что TASK-1 участвует в химической регуляции рН-чувствительности дыхательного центра при
физиологических и патологических состояниях.
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ВВЕДЕНИЕ
Дыхательные движения ‒ это результат коор-

динированной ритмической активности нейро-
нов, регулируемой дыхательным центром. Цен-
тральные хеморецепторы дыхания (CRC) рассре-
доточены по продолговатому мозгу и, будучи
чувствительны к изменениям pH и концентрации
CO2 в мозге, могут влиять на возбудимость нейро-
нов, расположенных в дыхательном центре ствола
мозга [1], тем самым играя важную роль в поддер-

жании кислотно-щелочного баланса и гомеостаза
in vivo. CO2 относится к широко распространенным
химическим соединениям и действует как эффек-
тивный стимулятор в регуляции дыхания. В мозге
происходит гидратация CO2, в результате чего обра-
зуются карбонат-ионы, гидролизующиеся в раство-
ре с высвобождением протонов. Таким образом,
повышенный уровень CO2 приводит к увеличе-
нию концентрации протонов в мозге с последую-
щим воздействием на респираторную систему.

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Эти авторы вторы внесли равный вклад.

Сокращения: AEA (N-arachidonoylethanolamine) ‒ анандамид (этаноламид арахидоновой кислоты); AMB (nucleus ambigu-
ous) ‒ двойное ядро; CRC (central respiratory chemoreceptors) ‒ центральные хеморецепторы дыхания; GI (giant cell reticular
nucleus) ‒ гигантоклеточное ретикулярное ядро; FN (facial nucleus) ‒ ядро лицевого нерва; IO (inferior olive nucleus) ‒ ниж-
нее ядро оливы; PBC (pre-Bötzinger complex) ‒ комплекс пре-Бëтцингера; TASK-1 (TWIK-related acid-sensitive potassium
channel-1) ‒ TWIK-связанный кислоточувствительный калиевый канал-1; VRG (ventral respiratory group) ‒ вентральная
группа дыхательных нейронов.
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Повышенные уровни протонов в мозге распозна-
ются CRC, которые повышают возбудимость ды-
хательных нейронов и стимулируют дыхание, тем
самым поддерживая газовый гомеостаз крови [2].

Кислоточувствительные ионные каналы пока
охарактеризованы плохо, хотя показано, что они
задействованы в рН-чувствительности CRC в об-
ласти комплекса пре-Бëтцингера (pre-Bötzinger
complex; PBC) и вентральной группы дыхатель-
ных нейронов (VRG) [3]. Ионные каналы, кото-
рые влияют и определяют возбудимость нейро-
нов, становятся явными кандидатами на мощные
рН-чувствительные молекулярные мишени. Не-
давно идентифицировано новое семейство калие-
вых каналов ‒ с двупоровым доменом. Эти каналы
активны при или вблизи мембранного потенциала
покоя и регулируют мембранный потенциал и
входное сопротивление как ключевые детерми-
нанты возбудимости нейронов [4]. Среди таких ка-
налов TWIK-связанный кислоточувствительный
калиевый канал-1 (TWIK-related acid-sensitive po-
tassium channel-1; TASK-1) широко экспрессиро-
ван в дыхательных нейронах и динамически регу-
лируется внеклеточными протонами в пределах
физиологического диапазона pH [5, 6]. Каналы
генерируют потенциалнезависимые токи, I‒V за-
висимость которых проявляет слабое выпрямле-
ние при асимметричном распределении калия
[7]. Канал TASK-1 регулируется многими нейро-
трансмиттерами и летучими анестетиками, таки-
ми как серотонин, норадреналин, вещество P, ти-
ролиберин и галотан [5, 7‒10]. Современные ис-
следования показали, что TASK-1, в отличие от
двух других калиевых каналов с двупоровыми до-
менами, блокируется непосредственно субмик-
ромолярными концентрациями эндоканнабино-
ида, анандамида (AEA) [11]. К характерным осо-
бенностям TASK-1 относится его ингибирование
при незначительном снижении внеклеточного
pH с pK ингибирования канала протонами в пре-
делах или вблизи физиологического диапазона
(pK ~7.4) [7‒9]. Канал активируется путем повы-
шения внеклеточного рН, что усиливает отток ка-
лия и возбудимость дыхательных нейронов, в то
время как в противоположных условиях возбуди-
мость нейронов снижается. Таким образом, в
мембраны нейронов в дыхательном центре и/или
CRC могут быть интегрированы каналы TASK-1,
которые способны реагировать на изменения
уровней H+ или CO2 во внеклеточной жидкости
и, повышая возбудимость нейронов, усиливать
дыхание.

В этой работе нами исследована экспрессия
мРНК TASK-1 в нейронах, связанных с дыханием
в стволе мозга, и возможные регуляторные меха-
низмы TASK-1 в центральной хеморегуляции ды-
хания у крыс. Полученные результаты расширя-

ют наше понимание возможной функции кана-
лов TASK-1 в дыхательном центре.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные и распределение по группам. Самки

и самцы крыс Sprague-Dawley (n = 60, возраст 8–
9 недель, вес 250–300 г) были предоставлены
Центром экспериментальных животных Синьц-
зянского медицинского университета (the Experi-
mental Animal Center of Xinjiang Medical University,
Китай). Животных разделили на две группы: для
исследования экспрессии мРНК TASK-1 (n = 24)
и наблюдения за каналом TASK-1 в процессе ды-
хания (n = 36).

Крыс в группе по экспрессии мРНК TASK-1
случайным образом распределяли по 3 подгруп-
пам (n = 8 особей в каждой): группа вдыхаемого
воздуха (A); группа, вдыхавшая воздух с повы-
шенной концентрацией CO2 (8% CO2 + 21% O2 +
+ 71% N2) в течение 30 мин (B), и группа, вдыхав-
шая воздух с повышенной концентрацией CO2
(как указано выше) в течение 60 мин (С).

Крыс в группе мониторинга дыхания распре-
деляли по 3 подгруппам (n = 12 ocoбей в каждой):
контрольной группе NS вводили физиологиче-
ский раствор, контрольной группе ETHON вво-
дили этиловый спирт (этанол ≥ 99.9%) и экспери-
ментальной группе AEA вводили ингибитор
TASK-1 AEA, растворенный в этиловом спирте.
Эксперименты проводили в соответствии с Руко-
водством по этике для экспериментов на живот-
ных в Первой больнице Медицинского колледжа
университета Шихэцзы, провинция Синьцзян
(the Ethics Guidelines for Animal Experiments of the
First Affiliated Hospital of Shihezi University Medi-
cal College, Xinjiang Province), Китай.

Обработка образцов. Анестезию крыс (n = 24)
проводили этилкарбаматом (150 мг/кг; внутри-
брюшинная инъекция). После медиального разре-
за шеи передние шейные мышцы резко отделяли,
трахею высвобождали и интубировали. Двусто-
ронние блуждающие и синусовые нервы разреза-
ли. Температура заднего прохода поддерживалась
на уровне около 37°C. Крысы в группе А получали
нормальную ингаляцию воздуха, а крыс в группах
В и С интубировали газообразным СО2 (как опи-
сано выше) в течение 30 и 60 мин соответственно.
По истечении времени проводили трансаорталь-
ную перфузию нормальным солевым раствором
(250 мл), а затем фиксатором Замбони (250 мл):
4% параформальдегида, 0.5% пикриновой кисло-
ты в 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4). Ствол моз-
га удаляли и фиксировали с использованием того
же раствора для фиксации в течение 30 мин. Тка-
ни пропитывали 0.1 М фосфатно-солевым буфе-
ром (PBS; pH 7.4) и погружали в парафин. Серий-
ные корональные срезы толщиной 7 мкм готовили
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из срезов области от задней части продолговатого
мозга до передней части моста, при этом брали два
соседних среза из каждых восьми. Один набор сре-
зов анализировали по окрашиванию нейтраль-
ным красным в соответствии с картой Паксиноса
и Уотсона, а другой использовали для гибридиза-
ции in situ. Срезы размораживали на стеклянных
предметных стеклах, покрытых полилизином, а
затем обезвоживали с использованием серийных
разведений этанола и ксилола.

Окрашивание нейтральным красным. Парафи-
новые срезы депарафинировали стандартными
способами и помещали в ксилол на 8 мин и в 100-,
95- и 70%-ный этанол (на 3 мин в каждый рас-
твор) с последующей инкубацией в дистиллиро-
ванной воде в течение 2 мин. Срезы мозга окраши-
вали 1%-ным раствором нейтрального красного в
течение 6 мин, промывали дистиллированной во-
дой в течение 30 с, дегидратировали, используя се-
рийные разведения этанола и время инкубации
3 мин для каждого разведения, очищали в ксило-
ле и герметизировали нейтральной камедью.

Гибридизация in situ. На основе кДНК c мРНК
TASK-1 крысы была подобрана олигонуклеотидная
последовательность, не имеющая гомологии с ка-
кой-либо другой кДНК в GenBank (NM_03376.1):

P1 ‒ 5'-ATGCGGCACGCCGAGGTGTCCAT-
GGCCAACATGGT-3';

P2 ‒ 5'-TCTCCTACTATGAGCGCTGGACTTT-
CTTCCAGGAA-3';

P3 ‒ 5'-CGATTCATGACCATGAACGCCGAG-
GACGAGAAGCG-3' (“Boster”, Китай). На 3'-
концах зондов была введена метка дигоксигенина
(DIG). Предметные стекла обрабатывали 3%-ной
перекисью водорода при комнатной температуре
в течение 10 мин и промывали PBS, а затем инку-
бировали с протеиназой K (1 мкг/мл) в буфере,
содержащем 100 мМ Трис-HCl, 50 мМ EDTA,
1 мМ диэтилпирокарбонат (pH 8.0), при 37°С в
течение 8 мин. После промывания 0.02 М PBS
срезы инкубировали в буфере для предваритель-
ной гибридизации: 50% деионизированный фор-
мамид, 2× физиологический раствор с цитратом
натрия (SSC), 50× раствор Денхардта, 0.5% SDS,
10% декстрансульфат, 100 мкг/мл денатурирован-
ной ДНК спермы лосося ‒ в течение 3 ч при 37°С,
а затем гибридизовали в 20 мкл гибридизационно-
го буфера, содержащего 2.5 мкг/мл DIG-меченого
олигонуклеотидного зонда, в течение 12 ч при
37°С. По окончанию этапа гибридизации срезы
дважды погружали в 2× SSC и дважды в 0.2× SSC ‒
каждый раз на 15 мин при 37°С; после чего после-
довательно инкубировали с меченными биотином
антителами против DIG и конъюгированным с
пероксидазой хрена стрептавидином ‒ каждую
процедуру проводили при 37°С в течение 20 мин.
Срезы промывали PBS, проявляли, используя в
качестве субстрата диаминобензидин, и окра-

шенные препараты дегидратировали с помощью
серийных разведений этанола, после чего заклю-
чали в контейнер из нейтральной смолы для дли-
тельного хранения.

Подсчет и количественное определение нейро-
нов, содержащих мРНК TASK-1. Среднее количе-
ство TASK-1 мРНК-положительных нейронов в яд-
ре лицевого нерва подсчитывали, используя систе-
му анализа медицинских изображений BI-2000
(“Chengdu TME Technology Co., Ltd”, Китай). Из-
менения среднего уровня яркости (gray value) по-
ложительных нейронов определяли количествен-
но с использованием программного обеспечения
MISA (http://www.pgrc.ipk-gatersleben.de/misa).

Положительные нейроны подсчитывали сле-
дующим образом. Область ядра лицевого нерва
каждого среза разделяли на несколько непересе-
кающихся полей зрения, и сумму числа положи-
тельных нейронов в каждом поле зрения брали за
число положительных нейронов на этом срезе.
Число TASK-1-позитивных нейронов в ядре ли-
цевого нерва в каждом образце рассчитывали путем
деления общего числа позитивных нейронов во
всех срезах на число срезов. Уровень яркости изме-
ряли следующим образом. Десять полей зрения на
срезе использовали для определения уровня ярко-
сти, представляющего положительные нейроны, а
сумму уровня яркости делили на 10, чтобы получить
значение для положительных нейронов ядра лице-
вого нерва на данном срезе. Уровень яркости был
обратно пропорционален интенсивности экспрес-
сии мРНК TASK-1, то есть чем ниже уровень ярко-
сти, тем выше уровень мРНК TASK-1, и наоборот.

Электромиография диафрагмы и интрацеребро-
вентрикулярное введение. Тридцать шесть взрос-
лых крыс подвергали хирургическим процедурам,
проводимым под анестезией этилкарбаматом.
Блуждающие и синусовые нервы удаляли, а тра-
хею интубировали. Биполярные проволочные
электроды вставляли в диафрагму под контролем
электромиографии. Температуру прямой кишки,
частоту и амплитуду дыхания контролировали,
как описано ранее [12]. Канюлю для интрацереб-
ровентрикулярной инъекции имплантировали в
боковой желудочек головного мозга на 1.0 мм сза-
ди и на 1.5 мм латерально от брегмы и на 3.5 мм ни-
же поверхности коры. Крыс случайным образом
отбирали для внутрицеребровентрикулярной инъ-
екции 5 мкл физиологического раствора (n = 12),
этилового спирта (n = 12) или 0.6 М AEA (“Sig-
ma”, США) в этаноле (n = 12). Миоэлектрическую
активность усиливали и интегрировали с исполь-
зованием полиграфии (RM-6000; “Kohden”, Япо-
ния) и записывали с использованием системы сбо-
ра и анализа биологических сигналов PowerLab
(ML-500; “AD Instruments”, Австралия) для по-
следующего воспроизведения и анализа. Для
каждой крысы запись проводили во временном
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интервале, начиная с 5 мин до инъекции и закан-
чивая 35 мин после инъекции. Изменения про-
должительности вдоха (TI), продолжительности
выдоха (TE), частоты дыхания (RF) и амплитуды
вдоха (Amp) сравнивали с помощью дисперсион-
ного анализа. Скорость изменения наблюдаемо-
го индекса в каждой группе также рассчитывали
для каждой временной точки по формуле: A% =
= [(X ‒ Y)/Y] × 100%, где X ‒ наблюдаемое значе-
ние в данный момент времени, а Y ‒ контрольное
значение.

Статистический анализ. Данные электрофи-
зиологии, полученные от каждой крысы, усред-
няли для каждой экспериментальной группы, и
рассчитывали стандартное отклонение (SD). Раз-
личия между двумя группами оценивали с помо-
щью дисперсионного анализа, а различия внутри
групп сравнивали с использованием t-критерия
Стьюдента. Значение p ≤ 0.05 считалось статисти-
чески значимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия мРНК TASK-1 в вентролатеральном 

мозговом веществе

Цитохимическое окрашивание нейронов ней-
тральным красным показало, что розовые нейро-
ны были распределены в стволе мозга, в двойном
ядре (AMB), нижнем ядре оливы (IO), комплексе
пре-Бëтцингера (PBC), гигантоклеточном рети-
кулярном ядре (GI) и ядре лицевого нерва (FN)
(рис. 1а‒г). Ткани ствола мозга исследовали с по-
мощью гибридизации in situ с использованием
DIG-меченых олигонуклеотидных зондов, спе-
цифичных для TASK-1 млекопитающих. Как и
ожидалось, TASK-1 активно экспрессировался в
группе VRG. В TASK-1-положительных нейронах
выявлена преимущественно цитоплазматическая
локализация зонда с диффузным распределением
окраски по ядру. Обнаружена экспрессия TASK-1
в лицевых нейронах и в двойном ядре (рис. 1д‒з),
умеренные уровни транскриптов TASK-1 детекти-
ровали в нейронах гигантоклеточного ретикуляр-
ного ядра (рис. 1и, к). мРНК TASK-1 также при-
сутствовала во всем пребëтцингеровском ком-
плексе (рис. 1д, е).

Влияние повышенного уровня CO2 на экспрессию 
мРНК TASK-1 в нейронах ядра лицевого нерва

Экспрессия TASK-1 была слабоположитель-
ной в ядре лицевого нерва у крыс из группы жи-
вотных, вдыхавших воздух (группа А) (рис. 2а), и
сильно повышена в группах B и C (рис. 2б и в).
Так, по сравнению с крысами, вдыхавшими воз-
дух (группа А), в группах В и С, вдыхавших 8%-
ный CO2 в течение соответственно 30 и 60 мин, чис-
ло нейронов, положительных по TASK-1, увеличи-

лось с 23.24 до 36.46 (р < 0.01) в группе В (рис. 2г) и
до 39.81 (р < 0.01) в группе С (рис. 2д), а уровень
яркости значимо снижался с 139.25 до 129.86 (р <
< 0.05) в группе В и до 128.9 (р < 0.05) в группе С.
При сравнении образцов ядра лицевого нерва в
группах крыс, вдыхавших 8%-ный CO2 в течение
30 (В) и 60 мин (С), выявлена тенденция к уве-
личению числа нейронов с 36.46 до 39.81 и сни-
жению уровня яркости с 129.86 до 128.9, однако
эти различия не были статистически значимы-
ми (р > 0.05).

Влияние канала TASK-1 на регуляцию
активности дыхательного центра

Учитывая, что мРНК TASK-1 преимуществен-
но выявлена в области вентральной дыхательной
группы нейронов, мы определили, участвует ли
этот канал в регуляции активности дыхательного
центра. При сравнении респираторных индексов
мы не выявили заметных отличий в интервале:
перед инъекцией до 35 мин после инъекции – в
контрольной группе и группе с инъекцией этило-
вого спирта (р > 0.05; рис. 3а, б). Напротив, по
сравнению с состоянием до инъекции, через 10 и
15 мин после введения AEA, блокирующего
TASK-1, дыхание значительно усиливалось и ха-
рактеризовалось значительным снижением про-
должительности вдоха (TI) и выдоха (TE) (р <
< 0.01), а также увеличением частоты дыхания
(RF) (p < 0.01); при этом амплитуда вдоха (Amp)
увеличилась через 5 мин после инъекции, хотя
это различие не было статистически достоверным
(р > 0.05) (рис. 3в).

Продолжительность TI и TE (рис. 4а, б) была
значительно снижена, а RF значимо увеличена
(рис. 4в) в группе животных, которым вводили
ингибитор через 10 и 15 мин, по сравнению с кон-
трольными крысами, которым вводили этиловый
спирт; при этом наблюдали повышение величи-
ны Amp, хотя разница не была значимой (рис. 4г).

В течение 35 мин после инъекции изотониче-
ского физиологического раствора в боковой же-
лудочек мозга крыс не наблюдали значимых раз-
личий в параметрах дыхания животных (р > 0.05).
После инъекции этанола в боковой желудочек
показатели дыхания контролировали и сравнива-
ли до и на протяжении 35 мин после инъекции.
Значительной разницы в значениях TI, TE, AMP
или RF до и после инъекции этанола (р > 0.05) не
выявлено (рис. 3а, б).

После введения ингибитора каналов TASK-1 в
боковой желудочек зарегистрировано значитель-
ное укорочение продолжительности вдоха ‒ с
0.61 с до инъекции до 0.44 с (р < 0.01) в точке T10
и до 0.48 с (р < 0.05) в T15 после инъекции. Про-
должительность выдоха также была укорочена ‒ с
0.90 с до инъекции до 0.65 с (р < 0.01) в Т10 и 0.67 с
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Рис. 1. Экспрессия мРНК TASK-1 в вентролатеральном отделе продолговатого мозга. а‒г ‒ Расположение двойного
ядра (AMB), комплекса пре-Бëтцингера (PBC), нижнего ядра оливы (IO), ядра лицевого нерва (FN) и гигантоклеточ-
ного ретикулярного ядра (GI) с окрашиванием нейтральным красным в корональных срезах ствола мозга. д, е ‒ TASK-
1 мРНК-позитивные нейроны в ядре PBC и AMB. (ж, з) ‒ TASK-1 мРНК-позитивные нейроны в FN. и, к ‒ TASK-1
мРНК-позитивные нейроны в GI. Правый столбик (е, з, к) — это увеличенные изображения левого столбика (д, ж, и).
Шкала: 300 мкм (левый столбик), 50 мкм (правый столбик).
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Рис. 2. Влияние высокой концентрации CO2 на экспрессию мРНК TASK-1 в нейронах ядра лицевого нерва: в группе A,
вдыхавшей воздух (а); в группе В, вдыхавшей CO2 в течение 30 мин (б), и в группе С, вдыхавшей CO2 в течение 60 мин
(в). Правый столбик ‒ это увеличенные изображения левого столбика. Шкала: 300 мкм (левый столбик), 50 мкм (правый
столбик). г ‒ Число TASK-1-положительных нейронов (среднее значение ± SD) в ядрах лицевого нерва у крыс в трех
группах. **p < 0.01 по сравнению с группой A. д ‒ Уровень яркости TASK-1 мРНК-положительных нейронов (среднее
значение ± SD) в ядрах лицевого нерва у крыс в трех группах. *p < 0.05 по сравнению с группой A.

б

 а

в

г ** **50

40

Ч
ис

ло
 T

A
SK

-1
-п

оз
ит

ив
ны

х
не

йр
он

ов
в 

яд
ре

 л
иц

ев
ог

о 
не

рв
а

30

20

10

0

Группа A

Группа B

Группа A

Группа C

Группа B

Группа C

д
* *

150

140

Ур
ов

ен
ь 

яр
ко

ст
и 

не
йр

он
ов

,
эк

сп
ре

сс
ир

ую
щ

их
м

РН
К

 T
A

SK
-1

,
в 

яд
ре

 л
иц

ев
ог

о 
не

рв
а

130

120

Группа A

Группа B

Группа A

Группа C

Группа B

Группа C



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 3  2020

pH-ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЙ КАЛИЕВЫЙ КАНАЛ TASK-1 463

Рис. 3. Эффект различных веществ на дыхательные движения крыс: нормального физиологического раствора (а), эта-
нола (б) и анандамида (в). EMG ‒ необработанная электромиограмма диафрагмы; EMG ‒ интегрированная электро-
миограмма диафрагмы. Т ‒ время после инъекции: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 и 35 мин соответственно.
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(р < 0.05) в Т15. В течение этого периода частота ды-
хания была значительно повышена ‒ с 41 раз/мин
до инъекции до 50 раз/мин в точке Т10 и до
48 раз/мин в точке Т15 после инъекции (р <
< 0.01). У животных, которым вводили ингиби-
тор, выявлена тенденция к увеличению амплиту-
ды вдоха через 5 мин, хотя различия не были ста-
тистически достоверными (р > 0.05) (рис. 3в).

Инъекция ингибитора увеличивала степень уко-
рочения продолжительности вдоха в Т10 и Т15 ‒ на
5.06 и 2.69 до 26.98% и 18.68% соответственно (р <
< 0.01 и р < 0.05 соответственно) (рис. 4а). Сте-
пень укорочения продолжительности выдоха зна-
чительно увеличилась на Т10 ‒ с 2.21 до 27.11%
(р < 0.01) (рис. 4б), ‒ а затем значительно снижа-
лась на Т15 до 23.04% (р < 0.05) (рис. 4б). Степень
увеличения частоты дыхания значительно воз-
растала в точках Т10 и Т15 с 4.0 и 5.22% до 23.09 и
18.53% соответственно (р < 0.01 и р < 0.05 соответ-
ственно) (рис. 4в). Под действием ингибитора ам-
плитуда вдоха начала увеличиваться, начиная с
Т5, с 12.71 до 25.63%, однако различие не было
статистически достоверным (р > 0.05) (рис. 4г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В результате проведенных экспериментов вы-

явлены отличающиеся профили экспрессии
мРНК калиевого канала TASK-1 в продолговатом
мозге крысы, в том числе в двойном ядре, гиган-
токлеточном ретикулярном ядре, в ядре лицевого
нерва и пребëтцингерском комплексе. Эти ре-
зультаты в основном согласуются с ранее опубли-
кованными данными [5, 13].

Первичный нейрональный центр, ответствен-
ный за генерацию ритма у млекопитающих, не-
давно был локализован в пребëтцингерском ком-
плексе в вентролатеральной части продолговато-
го мозга [14]. Модель генерации дыхательного
ритма, предложенная Butera-Smith [14], предпо-
лагает, что пейсмекерная активность нервных
клеток (пейсмекерная активность нервных кле-
ток дыхательного центра формирует ритм дыха-
ния – прим. ред.) пребëтцингерского комплекса
обусловлена комбинацией двух факторов: ка-
лиевой проводимостью по каналам утечки и на-
триевым током [15‒18]. Согласно этой модели,
синхронизированная деполяризация нейронов
пейсмекерного типа и последующая дыхательная
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активность инициируются, когда небольшое
число пейсмекеров достигает порогового потен-
циала посредством активации собственной про-
водимости [13]. Нами показано, что мРНК
TASK-1 активно экспрессируется в пребëтцингер-
ском комплексе. Эти результаты в сочетании со
свойствами канала TASK-1 дают нам возможность
предположить, что эти каналы могут вносить
вклад в фоновую проводимость нейронов-пейсме-
керов в комплексе пре-Бëтцингера [19].

Muzerelle и др. [20] обнаружили, что дыхатель-
ные нейроны в пребëтцингерском комплексе так-
же имеют обширные связи с нейронами в других
ядрах, включая ядро Кёлликера‒Фюзе, гиганто-
клеточное ретикулярное ядро, ядро лицевого
нерва и ядро одиночного пути, и предположили,
что многие области в стволе мозга могут участво-
вать в управлении основным дыхательным рит-
мом с помощью нейронов вентральной дыхатель-
ной группы во время передачи основного дыхатель-
ного ритма от пребëтцингерского комплекса к
спинному мозгу. Таким образом, каналы TASK-1 в
этих ядрах могут играть важную роль в регуляции
возбудимости дыхательных нейронов в ответ на
изменения внеклеточного pH, тогда как эти изме-
нения могут регулировать дыхательные движения
посредством обширных связей между нейронами
и комплексом пре-Бётцингера.

На основании вышесказанного можно пред-
полагать, что двойное ядро, ядро лицевого нерва
и гигантоклеточное ретикулярное ядро участву-
ют непосредственно в дыхательных ритмах пу-
тем стимуляции спонтанных дыхательных ней-

ронов и/или посредством формирования ло-
кальных нейронных цепей с нейронами в области
пре-Бётцингера или другими связанными с дыха-
нием нейронами, таким образом регулируя основ-
ной дыхательный ритм путем регуляции возбу-
димости нейронов пребëтцингерского комплек-
са. В этой связи мы дополнительно сравнили
уровни экспрессии мРНК TASK-1 в ядре лицево-
го нерва крыс, вдыхавших воздух с повышенной
концентрацией СО2 и не обогащенный СО2 воз-
дух, и показали, что через 30 или 60 мин ингаля-
ции число нейронов, экспрессирующих мРНК
TASK-1, у животных экспериментальной группы
было значительно выше, чем у крыс из контроль-
ной группы (p < 0.01). Это подтверждено и
уменьшением уровня яркости, хотя значимой
разницы в числе положительных нейронов меж-
ду двумя группами животных, вдыхавших CO2,
не обнаружено.

В физиологических условиях CO2 относится к
наиболее эффективным природным химическим
стимулам, участвующим в регуляции дыхания
[21]. Однако в настоящее время считается, что цен-
тральные хеморецепторы чувствительны только к
катионам H+ и, таким образом, CO2 действует на
центральные хеморецепторы главным образом че-
рез изменение концентрации ионов H+ [22]. CO2 ‒
жирорастворимый газ, который легко диффунди-
рует через гематоэнцефалический барьер и дости-
гает нейронов в поверхностной части вентральной
области продолговатого мозга или диффундирует
непосредственно во внеклеточную жидкость через

Рис. 4. Влияние селективного блокатора каналов TASK-1 анандамида (AEA) и этилового спирта (ETOH) на параметры
дыхания у крыс: продолжительность вдоха (TI) (а); продолжительность выдоха (TE) (б); частоту дыхания (RF) (в); ам-
плитуду вдоха (Amp) (г). *р < 0.05, **р < 0.01 против группы ETOH. Результаты представлены как среднее ± SD.
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капилляры и достигает поверхности центральных
хеморецепторов [23]. CO2 реагирует с H2O с обра-
зованием HCO3

‒ и H+ при катализе карбоангид-
разой. Катионы Н+ плохо нейтрализуются, так
как в спинномозговой жидкости и внеклеточной
жидкости отсутствуют анионы, и поэтому накап-
ливающиеся ионы Н+ могут взаимодействовать с
этими рецепторами и впоследствии стимулиро-
вать дыхательные нейроны через определенные
нервные связи, вызывая усиление дыхательных
движений. Следовательно, даже после разруше-
ния периферических хеморецепторов или пере-
резания афферентного нерва вдыхание CO2 пока-
зывает, что животное все еще может выполнять
дыхательные движения для усиления реакции,
причем изменение концентраций CO2 и H+ в
спинномозговой жидкости вызовет аналогичный
эффект.

Экспериментально показано, что инфузия вы-
соких концентраций газообразного CO2 в изолиро-
ванные срезы головного мозга и вдыхание высоких
концентраций CO2 могут вызывать у животных из-
менения мембранного потенциала, внутриклеточ-
ной концентрации анионов Cl‒ и дыхательного
ритма [24, 25]. Однако вдыхание высоких концен-
траций СО2 может привести к его накоплению и
вызвать респираторный ацидоз.

Небольшая гиперкапния стимулирует дыха-
тельный центр, в то время как сильная гиперкап-
ния может ингибировать его и даже вызвать пара-
лич. Мы предположили, что в случае небольшой
гиперкапнии увеличение концентрации СО2,
проходящего через гематоэнцефалический ба-
рьер, приводит к повышению уровня катионов
H+ в спинномозговой жидкости, а произошедшее
снижение рН индуцирует повышенную экспрес-
сию гена Task1, которая чувствительна к измене-
ниям рН в физиологических условиях [26]. Этот
рН-чувствительный калиевый канал может сни-
жать отток ионов К+ из дыхательных нейронов
и/или центральных хеморецепторов после кис-
лотной стимуляции. Индуцируя деполяризацию
клеток и потенциалы действия, это возбуждение
далее передается в дыхательный центр для усиле-
ния дыхательного движения, тем самым допол-
нительно участвуя в процессе дыхательной регу-
ляции.

В случае сильной гиперкапнии, хотя рН спин-
номозговой жидкости повышается, экспрессия
канала TASK-1 в дальнейшем не усиливается [27]
и активность анионного транспортера AE3 в моз-
ге ограничивается. При снижении рН внутрикле-
точная концентрация ионов Cl‒ увеличивается, а
возбуждающее влияние повышенных уровней H+

на дыхание в конечном итоге не в состоянии ком-
пенсировать ингибирующее действие Cl‒ на воз-

будимость дыхательных нейронов, что приводит
к угнетению дыхания [28, 29].

Наши результаты подтвердили, что стимуля-
ция высокой концентрацией CO2 может повы-
шать экспрессию мРНК TASK-1. Это указывает
на то, что TASK-1 может быть вовлечен в процесс
сенсорного контроля уровней H+/CO2 в централь-
ной нервной системе и в регуляцию дыхательных
процессов. Кроме того, экспрессия TASK-1 стиму-
лируется изменениями кислотности и щелочно-
сти спинномозговой жидкости, что отражает его
регуляторную роль в дыхательных движениях при
различных состояниях.

Ранее показано [13, 30], что одновременное ин-
гибирование TASK-канала в глутаматергических
премоторных нейронах, моторных нейронах и зада-
ющих ритм глутаматергических клетках пребëтцин-
герской области в результате снижения внеклеточ-
ного рН может увеличивать как частоту, так и ам-
плитуду дыхательных движений. Такой эффект
можно ожидать при активации механизмов цен-
тральной хеморецепции. Для исследования роли
канала TASK-1 в регуляции центрального дыхания
in vivo мы провели мониторинг электромиограмм
диафрагмы при ингибировании каналов TASK-1.

Анандамид, AEA, ‒ это этаноламид арахидо-
новой кислоты (N-арахидоноилэтаноламин). Не-
давно показано, что AEA в концентрации 3 мкМ
напрямую блокирует канал TASK-1, но не оказы-
вает ингибирующего действия на других членов
семейства калиевых каналов со слабым выпрям-
лением: TWIK-1, TWIK-2, TREK-1, TREK-2 и
ТRААK [11]. Этот эффект не имитировался не-
сколькими высокоаффинными синтетическими
и природными агонистами рецепторов CB1/CB2.
Кроме того, TASK-1 не был чувствителен к спе-
цифическому антагонисту рецептора CB1. При
использовании метода локальной фиксации по-
тенциала в конфигурации excised patch было по-
казано, что блокирование каналов не зависит от
сайтов фосфорилирования TASK-1, внутрикле-
точной концентрации кальция и G-белков [11].
Эти результаты позволяют предположить, что
AEA блокирует TASK-1 напрямую, без участия ре-
цепторов CB1/CB2. Учитывая это свойство AEA,
мы использовали его как селективный блокатор
каналов TASK-1.

Мы контролировали влияние механической
стимуляции областей мозга, а также наличия до-
полнительного объема жидкости, вызванного инъ-
екцией лекарственного средства в боковой желудо-
чек мозга крысы, на респираторный индекс, вклю-
чив в исследование группу животных, которым
вводили физиологический раствор. Кроме того,
поскольку AEA, блокатор каналов TASK-1, можно
растворить только в этиловом спирте, мы включи-
ли в исследование контрольную группу, которой
вводили равный объем этилового спирта, ‒ чтобы
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наблюдать его влияние на различные показатели
процесса дыхания. Введение АЕА в боковой же-
лудочек головного мозга приводило к значитель-
ному возбуждению дыхания. Длительность как
вдоха, так и выдоха была значительно снижена, а
частота дыхания увеличилась после инъекции
АЕА, при этом не было значительного различия
между дыханием до и после введения у крыс, ко-
торым вводили физиологический раствор или
этиловый спирт (р > 0.05). Известно, что алкоголь
избирательно снижает дыхательную двигатель-
ную активность верхних дыхательных путей и
значительно снижает активность подъязычного и
рецидивного гортанного нерва при низких дозах,
не влияя на прохождение потенциала действия по
диафрагмальному нерву [31]. Однако отсутствие
дыхательных реакций в группах, которым вводи-
ли физиологический раствор и этиловый спирт,
исключало влияние механической стимуляции
или давления при инъекции, а также влияние ал-
коголя.

В этом исследовании AEA вводили в боковой
желудочек, минуя любое влияние гематоэнцефа-
лического барьера. AEA напрямую блокировал
циркуляцию спинномозговой жидкости во мно-
гих частях центральной нервной системы [32] и
через 10 и 15 минут после введения значимо изме-
нял параметры TI, TE и RF. Кроме того, спектр
функций AEA был довольно широким, поэтому
это соединение эффективно блокировало каналы
TASK-1 в дыхательных и центральных хеморе-
цепторах, тем самым, возможно, усиливая дыха-
тельные движения по двум путям. С одной сторо-
ны, блокирование каналов TASK-1 в дыхательном
центре ингибировало фоновый ток калия в нейро-
нах вдоха комплекса пре-Бëтцингера, вызывая де-
поляризацию передних инспираторных нейронов
и генерирование потенциалов действия, непосред-
ственно возбуждая инспираторные нейроны и од-
новременно ингибируя активность нейронов, от-
вечающих за выдох [33, 34], сокращение времени
вдоха и выдоха и увеличение частоты дыхания. С
другой стороны, снижение оттока K+ из-за бло-
кирования каналов TASK-1 в нервах в централь-
ных хеморецепторах (AMB, FN и т.д.) способ-
ствовало деполяризации нейронов и индуцирова-
ло потенциалы действия. Далее возбуждение
передавалось в дыхательный центр через связи с
широким спектром нейронных цепей, которые
усиливали дыхательное движение. Таким образом,
положительное влияние блокады TASK-1 на дыха-
тельную активность позволяет предположить, что
TASK-1 играет важную роль в регуляции активно-
сти дыхательных движений, особенно в отноше-
нии регуляции частоты дыхания. В заключение
следует отметить, что калиевые каналы TASK-1 в
стволе мозга, вероятно, способствуют наблюдае-
мой чувствительности нейронов ствола мозга к
внеклеточному подкислению. Чувствительность

тока калия через TASK-1 к изменениям внекле-
точного pH в пределах физиологического диапа-
зона [35‒37] позволяет предположить, что pH-
чувствительные каналы TASK-1 могут выступать
в качестве молекулярного субстрата для дыха-
тельной хеморецепции [38]. Внеклеточное под-
кисление в области центральной хеморецепции
может ингибировать отток калия и увеличивать
возбудимость дыхательных нейронов, координи-
руемых и интегрированных через дыхательный
центр в спинной мозг, что влияет на скорость
прохождения потенциала действия по диафраг-
мальному нерву. Соответственно каналы TASK-1
могут опосредовать pH-зависимое усиление воз-
будимости дыхательных нейронов, которые в ко-
нечном итоге передают активность дыхательного
центра дыхательным мышцам. Согласно приве-
денному выше анализу, TASK-1 может участво-
вать в регуляции дыхательных движений при фи-
зиологических и патологических состояниях в
качестве генетически кодируемого индикатора
для чувствительных к химическому возбуждению
жизненно важных молекул, а также рассматри-
ваться как потенциальная терапевтическая ми-
шень при лечении гипопноэ, вызванного гипер-
капнией.
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THE pH-SENSITIVE POTASSIUM CHANNEL TASK-1 IS A CHEMOSENSOR 
FOR CENTRAL RESPIRATORY REGULATION IN RATS

Q. Q. Li1, K. X. Wan1, M. S. Xu2, L. M. Wang2, Y. Y. Zhang2, C. T. Wang1, F. X. Mao1,
J. L. Zhu 1, Z. M. Pan1, and R. Gao1, *

1Department of Basic Medical Sciences, School of Medical, Shihezi University, Shihezi, 832000 China
2State Key Laboratory of Sheep Genetic Improvement and Healthy Production, Xinjiang Academy of Agricultural and 

Reclamation Sciences, Shihezi, 832000 China
*e-mail: gaorui_shz@sina.com

TWIK-related acid-sensitive potassium channel-1 (TASK-1) is a “leak” potassium channel sensitive to ex-
tracellular protons. It contributes setting the resting potential in mammalian neurons. TASK-1 channels are
widely expressed in respiratory-related neurons in the central nervous system. Inhibition of TASK-1 by ex-
tracellular acidosis can depolarize and increase the excitability of these cells. Here we describe the distribu-
tion of TASK-1 in the rat brainstem and show that TASK-1 mRNAs are present in respiratory-related nuclei
in the ventrolateral medulla, which have been proposed as neural substrates for central chemoreception in
rats. After inhalation of 8% CO2 for 30 and 60 min, TASK-1 mRNA levels in positive-expression neurons
were remarkably upregulated. Injection of the TASK-1 blocker anandamide (AEA) into the rat lateral cere-
bral ventricle, showed a significant excitement of respiratory at 10 min posttreatment, with a marked decrease
in inspiratory and expiratory durations and an increased frequency of respiration. We suggest that TASK-1
channel may serve as a chemosensor for in central respiration and may contribute to pH-sensitive respiratory
effects. TASK-1 channel might be an attractive candidate for sensing H+/CO2 in several respiratory-related
nuclei in the brainstem. It is likely that TASK-1 participates in pH-sensitive chemical regulation in the respi-
ratory center under physiological and pathological conditions.

Keywords: TASK-1, respiratory center, central chemoreceptors, AEA, respiratory regulation



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /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 false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


