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Совершенствование технологии нейровизуализации в значительной степени определяет сегодня
вектор развития и возможности многочисленных областей нейронаук. Нейровизуализационные
технологии из сервисной атрибутики конвертировались в обязательный компонент исследователь-
ского регламента. Появились принципиально новые исследования и содержательные прикладные
инструкции, в частности, проявилась заметная тенденция к on line сценариям с использованием
фМРТ-сигнала как в традиционном качестве в виде изобразительного средства, так и в виде “мише-
ни”, организующей интерактивные по своей организации нейроисследования различной степени
сложности и разнообразной тематической ориентации. Однако, соблазнившись реальным време-
нем, были забыты, особенно в российской публикационной сфере, фундаментальные технологии
визуализации, базирующиеся на базовых математических и физических принципах: масс-
спектроскопия, куртозис-сканирование, магнитно-резонансная томография на основе индикато-
ров, методы создания “моделей” оптической прозрачности тканей, МР-спектроскопия. Этот ком-
плекс способов и средств должен позволить существенно расширить территорию компетенции в
понимании ключевых механизмов нервной деятельности, и непосредственно влиять на эффектив-
ность широкого спектра нейротерапевтических вмешательств. 
В обзоре рассмотрены биофизические и физиологические принципы, лежащие в основе некоторых
из этих технологий визуализации, непростительно мало использованных и относимых нами к кате-
гории “забытых”, описаны варианты их применения для исполнения физиологических задач и при-
нятия клинических решений.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее десятилетие нейронауки характе-

ризовались интенсивным освоением визуализа-
ционных технологий на всех уровнях исследова-

ний структурно-функциональной организации
головного мозга [1–5, 7, 9, 66]. Обычно использу-
емые для наблюдения за нейронной активностью
и обнаружения действующих функциональных

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БП – болезнь Паркинсона; ГАМК – гамма-амино-масляная кислота; ДВТ – диф-
фузионно-взвешенная томография; ДКС – диффузионное куртозис-сканирование: ДТТ – диффузионно-тензорная томогра-
фия; ИП – интерстициальное пространство; КТ – компьютерная томография; ММ – Макромолекулы; МПФ – макромоле-
кулярная протонная фракция; МРС – магнитно-резонансная спектроскопия; МРТ – магнитно-резонансная томография;
НСС – нейрососудистое сцепление; ОК – осевой куртозис, куртозис вдоль главной оси тензора диффузии; ОКД – осевой ко-
эффициент диффузии; ПЭТ – позитронно-эмиссионная томография; ПACT – пассивная методика CLARITY: РД – радиаль-
ная диффузия (направленная перпендикулярно главной оси тензора диффузии); РК – радиальный куртозис (среднее коэф-
фициента куртозиса диффузии в радиальном направлении перпендикулярном главной оси тензора диффузии); РКД – ра-
диальный коэффициент диффузии; СД – средняя диффузия; СК – средний куртозис (среднее куртозиса диффузии по
всем направлениям); ТПМтравматическое повреждение мозга; ФА – фракционная анизотропия; ФК – функциональная
коннективность; фМРС – функциональная магнитно-резонансная спектроскопия; фМРТ – функциональная магнитно-
резонансная томография; ФРО – функция распределения ориентации; ЦНС – центральная нервная система; ЭЭГ – Элек-
троэнцефалография; ЯМР – ядерный магнитный резонанс; AD – axial diffusivity; AD – Alzheimer's disease; BOLD – blood
oxigenation level dependent; DKI – diffusion kurtosis imaging; DTI – Diffusion Tensor Imaging; GABA – γ-aminobutyric acid; Gd-
DTPA – гадопентетовая кислота; Gln – Глутамин; Glu – глутамат; Glx – суммарная концентрация глутамина и глутамата;
MALDI-TOF – matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight; MSI – mass spectrometry imaging; ODF – orientation
distribution function; QBI – q-ball imaging; RD – radial diffusivity; SBS – 4% раствор додецилсульфата натрия с буфером;
TBI – traumatic brain injury.
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маркеров, представляющие собой достаточную
информацию о работе мозга, тем не менее, каж-
дая из них обладает рядом недостатков. Функци-
ональная магнитно-резонансная томография
(фМРТ) и анализ тензора диффузии (DTI) обес-
печивают наблюдения за деятельностью всего
мозга и характеристиками ориентации проводя-
щих путей, но, согласитесь, регистрируемые при
этом сигналы являются косвенными, а их разре-
шение достаточно низким. Технология оптиче-
ской визуализации in vivo позволяет обнаружи-
вать работающие нейронные ансамбли в локаль-
ных областях мозга с высоким пространственным
и временным разрешением, но глубина и область
проникновения при этом весьма ограничены.
Электрофизиологические и оптогенетические
регистрации в отдельности и в режиме их сочета-
ния могут быть использованы для морфологиче-
ской маркировки нейронов и контроля функцио-
нирования в определенных регионах интереса, но
не в состоянии анализировать физиологическую
структуру восходящих и нисходящих влияний.
Иммуногистохимические исследования обеспе-
чивают локализацию нейроспецифических бел-
ков и факторов транскрипции, связанных с нерв-
ной деятельностью, но фон, на котором это при-
ходится наблюдать, очень высокий. Таковы
некоторые предпосылки, мотивирующие нас на об-
ращение к целому ряду “томографических” техно-
логий и определению их роли и места в современ-
ных нейрофизиологических исследованиях.

К истории нейровизуализации

Медицинская и физиологическая визуализа-
ция началась с Вильгельма К. Рентгена (1896), по-
лучившего Нобелевскую премию по физике в
1901 г. за открытие рентгеновских лучей, с помо-
щью которых были получены первые изображе-
ния “внутреннего” тела, открывая путь в область
функциональной (физиологической) радиоло-
гии. Однако с помощью рентгенографии оказа-
лось возможным проявить в основном костные
структуры из-за высокого содержания в них каль-
ция, электроны которого эффективно взаимо-
действуют с рентгеновскими лучами. Со време-
нем некоторые иные органы могли быть иденти-
фицированы на рентгенограммах, в основном из-
за улучшения чувствительности пленки, но при
этом приходилось иметь дело больше с тенями,
чем с реальными изображениями, используя не-
кие “хитрости”, такие, как инъекция контраст-
ных веществ, заполняющих сосуды или полости
органов, чтобы сделать их форму видимой.

Второе не менее значимое открытие состоя-
лось, когда появилась возможность действитель-
но рассмотреть “влажные” ткани, а не только “су-
хие” кости или тени органов, путем объединения
рентгеновских систем с датчиками и компьюте-

рами в формате так называемой томографии или
КТ. Она была изобретена Годфри Хаунсфилдом,
который в 1979 г. разделил Нобелевскую премию
с Аланом Кормаком. Революционизирующий
эффект носил двоякий характер. Во-первых, мозг
впервые совершенно неинвазивно стал виден
внутри черепа. Во-вторых, физиологи и радиоло-
ги имели перед глазами не спроецированные тени
на пленке, а виртуальные кусочки органов, кото-
рыми они могли манипулировать на экране ком-
пьютера, обнаруживая контрастные особенности
в тканях, здоровых или патологически изменен-
ных. Кроме того это означало, что исследовате-
лям, которые до этого должны были мысленно
воссоздавать трехмерную анатомию систем, чаще
всего по переднезадним проекциям, теперь при-
ходилось реконструировать 3D-пространство из
поперечных срезов.

Однако и этого было недостаточно, хотя впер-
вые удавалось увидеть некоторые внутримозго-
вые патологии, например, опухоли мозга. Струк-
тура же самого мозга с обозначенными деталями
не могла быть проявлена или, скажем, оказаться
доступной on line, позволяя наблюдать работаю-
щие церебральные образования и их взаимосвя-
зи. Попутно появилась позитронно-эмиссионная
томография (ПЭТ), которая предоставила функ-
циональные или “метаболические” изображения
головного мозга на фоне инъекции пациентам
короткоживущих позитронно-эмиссионных ин-
дикаторов, полученных с помощью циклотрона
[102]. Изображения были сконструированы с ис-
пользованием математического обеспечения КТ,
но их пространственное разрешение оказалось
слишком грубым, чтобы оценить реальную функ-
циональную анатомию мозга, к тому же создание
специальных радиоизотопов оказалось делом да-
леко не тривиальным.

Затем появилась магнитно-резонансная томо-
графия (МРТ), с помощью которой удалось нако-
нец увидеть мозг в мельчайших деталях из-за ра-
дикального изменения характера взаимодействия
физической природы процедуры получения
изображений с биологическими тканями: с помо-
щью МРТ сильное магнитное поле сначала ис-
пользуется для намагничивания молекул воды,
точнее, ядер (протонов) атомов водорода. Эта
“пара” оказалась идеальной для физиологиче-
ской и медицинской визуализации по сравнению
с рентгеном, ибо наши органы на 70% состоят из
воды, в мозге этот параметр существенно больше.
Свойства намагниченности ядер водорода в мозге
не одинаковы для белого и серого вещества и/или
кровеносных сосудов, и тогда эта намагничен-
ность может быть обнаружена с помощью радио-
волн уже в принципах ЯМР, основанных на кван-
товой механике, разработанных Феликсом Бло-
хом и Эдвардом Пёрселлом (Нобелевская премия
1952 г.) и широко использующихся в физике и хи-
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мии. Однако длина волны фотонов, связанных с
этими радиоволнами, слишком велика (в отличие
от рентгеновских фотонов), чтобы обеспечить
точную локализацию, подходящую для решения
физиологических задач и формирования изобра-
жения. Хитрость локализации ядерной намагни-
ченности состоит в том, чтобы заставить магнит-
ное поле изменяться контролируемым образом во
времени с помощью так называемых градиентов,
которые модулируют частоту радиоволн в про-
странстве [54].

Таким образом, ядерная намагниченность ста-
новится пространственно кодированной, и ком-
пьютерные алгоритмы позволяют создавать изобра-
жения, демонстрирующие распределение свойств
намагниченности водорода в воде. Кристиан Лаутер-
бур, химик, и Питер Мэнсфилд, физик, были удо-
стоены Нобелевской премии по медицине в 2003 г.
именно за это изобретение. Управляя намагничи-
ванием молекул воды, подбирая радиоволны, со-
здаются контрасты между тканями тела и, в част-
ности, мозгом, который совершенно неинвазив-
но раскрывает свою функциональную
организацию с субмиллиметровым разрешением
в 3х измерениях; изображения при этом могут
быть очень впечатляющими, имитируя фотогра-
фии реальных образцов мозга.

ДИФФУЗИОННОЕ КУРТОЗИС-
СКАНИРОВАНИЕ – ТЕХНОЛОГИЯ ОЦЕНКИ 

МИКРОСТРУКТУРНОЙ СРЕДЫ МОЗГА
Диффузионное куртозис-сканирование

(ДКС) – это начавшая развиваться технология,
основанная на негауссовой диффузии воды в
биологических системах. Целью настоящего раз-
дела обзора является введение в технологию, об-
суждение текущих физиологических исследова-
ний и потенциальных клинических приложений
ДКС. ДКС обеспечивает независимую и компле-
ментарную информацию по отношению к дан-
ным, которые получаются с помощью традици-
онных диффузионных методик. Эта информация
указывает на сложность микроструктурной среды
сканированной ткани и может привести к появ-
лению перспективных приложений во всех обла-
стях нейрофизиологии.

Диффузионно-взвешенная томография
(ДВТ/DWI, diffusion-weighted imaging), основан-
ная на броуновском движении молекул воды, на-
ходится в клиническом употреблении не более
25 лет. Первоначально сконцентрированная на
сканировании в случае инсульта [8, 13, 19, 23, 67,
106], эта модальность быстро развивалась, по-
лучив применение во множестве физиологических
и клинических приложений. Диффузионно-тен-
зорная томография (ДТТ/DTI) – это недавно раз-
работанное приложение диффузионного скани-
рования, основанное на определении направ-

ленности диффузии. ДТТ обеспечила
получение новых сведений о микроструктуре
мозга и оказалась элегантным, неинвазивным ме-
тодом отображения анатомических признаков
трактов белого вещества, что крайне важно, ибо
трактография – это часть парадигмы функциональ-
ной коннективности (ФК) – числового выражения
нейропластичности. Организованная структура
мозга, включая клеточные мембраны, миелини-
зированные аксоны и внутриклеточные органел-
лы, влияет на ориентацию диффузии воды. Фрак-
ционная анизотропия (ФА) – это мерило степени
этой направленности, которое и являлось первич-
ной метрикой сканирования, использовавшейся
при оценке широкого круга нейропатологиче-
ских процессов от травматического повреждения
мозга (TBI/ТПМ) до демиелинизирующих забо-
леваний.

Несмотря на потенциальную полезность при
определении физиологически “пограничных”
состояний и “мягких” заболеваний, которые
трудно идентифицировать с помощью традици-
онных последовательностей МРТ, отсутствие
специфичности ограничивает клинические при-
менения ДТТ. Недавние события в области ис-
следований ДТТ расширили угол зрения – теперь
возможна не только оценка простого диффузион-
ного скаляра, но обозначена важность более
сложных трехмерных паттернов диффузии. До-
полнительные метрики сканирования, такие как
осевой коэффициент диффузии (ОКД/AD, axial
diffusivity), радиальный коэффициент диффузии
(РКД/RD, radial diffusivity) и индекс инфильтра-
ции на примере инсульта и опухолей эффективно
используются все чаще.

Были получены серьезные результаты для об-
новленного понимания функциональной кон-
струкции мозга и характеристик болезней, до-
стигнутых с помощью ДВТ и ДТТ. Эти томогра-
фические модальности основаны на упрощенной
предпосылке гауссова распределения вероятно-
сти диффузии воды в биологических системах.
Гауссово распределение является математиче-
ской моделью, описывающей нормальное рас-
пределение популяции, соответствующей хоро-
шо известной куполообразной кривой. В реаль-
ности же, сложная внутриклеточная и
внеклеточная среда in vivo способствует тому, что
диффузия молекул воды значительно отклоняет-
ся от этого паттерна.

В теории вероятности и статистике, изменение
нормального паттерна распределения называется
“куртозис”. Диффузионное куртозис-сканирова-
ние (diffusion kurtosis imaging, ДКС/DKI) пред-
ставляет собой попытку учесть такую вариабель-
ность для построения более точной модели диф-
фузии и “схватывания” негауссова поведения
молекул при диффузии как рефлексивного мар-
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кера гетерогенности тканей [116]. Исследования по-
казали, что оценка паттерна вариативного распре-
деления может дать важную микроструктурную ин-
формацию о мозге и уточнить характеристики
белого вещества; ДКС предлагает также независи-
мую метрику для улучшения как чувствительности,
так и специфичности при оценке динамики заболе-
вания и важный параметр сканирования в случае
анализа прогрессирования и реакции на лечение.
ДКС рождает полностью независимую и отдельную
метрику сканирования, отличающуюся от традици-
онных методов диффузионной томографии [49].

В гауссовой модели диффузии (т.е., в ДТТ)
предполагается, что молекулы воды диффундиру-
ют однородно в определенном направлении, как
в стакане воды. И диффузионно-взвешенный
сигнал следует моноэкспоненциальному затуха-
нию. Однако в реальной ткани со сложными кле-
точными структурами, молекулы воды в пределах
томографического вокселя (обычно 2 × 2 × 2 мм)
диффундируют через среду, которая является вы-
соко гетерогенной в любом направлении, что
приводит к отклонению от гауссова распределе-
ния (рис. 1). Модель ДКС включает избыточный
член куртозиса (К) для того, чтобы “ухватить” это
отклонение от гауссова распределения.

Положительный куртозис имеет более высо-
кий пик и более мощные “хвосты”, а отрицатель-
ный – низкий пик и слабо выраженные “хвосты”
(рис. 2). Когда Кapp = 0, модель ДКС сводится к
модели ДТТ. Хотя отрицательный куртозис воз-
можен с точки зрения математической теории,
мнококомпартментные модели диффузии (а они
в нейроматериале только такие) и эмпирические

факты показывают, что куртозис всегда не отри-
цателен (К больше или равен 0) [99]. Диффузия
на коротких временах может считаться гауссовой,
замедляясь по мере того как молекулы воды име-
ют все больше времени для взаимодействия со
структурами клетки. Более высокие значения
куртозиса подразумевают большие затруднения
для нормальной диффузии и более высокую
сложность в пределах системы, подвергавшейся
сканированию, что далеко не безынтересно для
широких возможностей физиологической трак-
товки изучаемых явлений.

На рис. 2б показан диффузионно-взвешенный
сигнал, измеренный в мозолистом теле и соответ-
ствующий модели диффузии и модели куртозиса.
Когда используются более высокие значения пара-
метра диффузионного взвешивания b-фактора (b >
> 1500 с/мм2) и методика становится более чувстви-
тельной к коротким молекулярным расстояниям и
гетерогенным клеточным структурам, затухание
диффузионно-взвешенного сигнала отклоняется от
моноэкспоненциального, предсказанного в соот-
ветствии с гауссовой моделью ДТТ. Модель ДКС,
однако, прекрасно описывает реальную динамику
сигнала.

Параметры диффузионного куртозис-сканиро-
вания. Поскольку диффузия имеет направленный
характер, диффузионный куртозис также варьи-
рует во всех измеряемых направлениях. Направ-
ленный диффузионный профиль можно понять с
помощью тензорной матрицы 3 × 3 с тремя соб-
ственными векторами, ориентированными по
трем основным осям эллипсоида диффузии, и со-
ответствующими собственными величинами,

Рис. 1. Диаграмма показывает (а) гауссово (однородная диффузия воды) и (б) негауссово (неоднородная диффузия во-
ды) смещение в разных диффузионных средах [49, 96]. DTI = диффузионно-тензорная томография, DKI = диффузи-
онное куртозис-сканирование.
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представляющими коэффициент диффузии по
каждой из основных осей (рис. 3). Направленный
куртозис характеризуется тензорной матрицей
3 × 3 × 3 × 3 и представляет собой более сложное
пространственное распределение. Интерпрета-
ция полной характеристики тензора куртозиса
еще должна быть исследована в будущем. Самые
часто используемые параметры ДКС – это те из
них, которые имеют более непосредственную фи-
зическую связь с тензором диффузии, а именно,
средний куртозис (СК) – среднее куртозиса диф-
фузии по всем направлениям; осевой (ОК) – кур-
тозис вдоль осевого направления эллипсоида, и
радиальный (РК) – вдоль радиального вектора.

На рис. 3 показано упрощенное распределение
куртозиса диффузии по отношению к тензору
диффузии в типичном белом веществе. Куртозис
идеального гауссова распределения должен быть
равен нулю, и его численное значение возрастает
по мере отклонения диффузии от этого паттерна.
В белом веществе ОК обычно низкий, поскольку
диффузия в осевом направлении аксонов идет
свободно и относительно неограниченно, что
приводит к меньшему отклонению от гауссового
распределения. Также в белом веществе РК обыч-
но имеет высокие значения, ибо клеточные мем-
браны и миелиновые оболочки вызывают суще-
ственно негауссово распределение смещения и
приводят к гетерогенному паттерну диффузии.

Патофизиологические трактовки 
и клинические приложения

Ишемическая болезнь мозга и инсульт. ДВТ бы-
ло колоссальным достижением в области томо-
графии при инсульте в 1990-х гг. Ограниченная

диффузия, как раньше считали, является харак-
терным для острого инсульта симптомом, но с на-
коплением опыта этот бинарный подход устарел.
Степень повреждения тканей часто является гете-
рогенной в ишемическом мозге, что приводит к
разной степени ограничения диффузии. Улуч-
шенное разграничение между необратимо повре-
жденной при инсульте ткани мозга и “пенум-
брой” в целях идентификации, могущей быть
спасенной ткани, приобрело особое значение по
мере того, как продолжалось усовершенствова-
ние внутриартериальных и реперфузионных вос-
становительных вмешательств.

Рис. 2. Куртозис. (а) График вероятностного распределения диффузионного смещения с различными степенями кур-
тозиса [96]. (b) График показывает, что измеренное затухание диффузионно-взвешенного сигнала ln (S(b)/S0) (голу-
бые кружки) четко отклоняется от линейной диффузионной функции (зеленая линия) и хорошо укладывается в мо-
дель. Probability = вероятность; Displacement = смещение; Signal attenuation = затухание сигнала; b value = величина b;
Measured data = измеренные данные; Diffusion fit = модель нормальной диффузии; Kurtosis fit = модель диффузии с
куртозисом.
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Рис. 3. Диаграмма показывает распределение курто-
зиса по отношению к диффузионному эллипсоиду
[96]. V1, V2 и V3 – эйгенвекторы; лямбда-1, лябмда-2
и лямбда-3 – эйгенвеличины тензора диффузии; и
К1, К2 и К3 – значения куртозиса по принципиаль-
ным направлениям диффузионного эллипсоида. Kur-
tosis distribution = распределение куртозиса.
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Hui et al. обнаружили, что гетерогенные харак-
теристики куртозис-сканирования в ишемиче-
ской ткани были не видны с помощью традици-
онной диффузионной томографии, измеряющей
средний коэффициент диффузии [47]. Используя
ретроспективный анализ данных сканирования
для пациентов с острым и подострым инсультом,
эти авторы продемонстрировали значительное
более высокое абсолютное изменение в процен-
тах в случае куртозис-сканирования и, конкрет-
нее, наибольшее увеличение ОК. Считается, что
этот факт имеет место благодаря повышенной не-
однородности тканей и осмотическому неравно-
весию из-за увеличения параметров аксонов и
дендритов во время инсульта. ОК (параллельно
направлению аксонов), как полагают, в основном
затрагивается внутриклеточными структурами,
тогда на РК (перпендикулярно направлению ак-
сонов) считают, что большее влияние оказывают
клеточные мембраны и миелиновые оболочки.
Факты наибольшего изменения ОК сочетаются с
предложенным физиологически значимым меха-
низмом утолщения аксонов в ишемической тка-
ни и поддерживают теорию, основной смысл ко-
торой сводится к тому, что изменения паттерна
куртозиса во время ишемической болезни в ос-
новном возникают из-за внутриклеточного мик-
роокружения, что, как правило, не учитывается
даже при физиологически обоснованных восста-
новительных вмешательствах.

Cheung et al. использовали модель окклюзии
средней церебральной артерии у крыс для сравне-
ния модели куртозиса с традиционными данны-
ми по диффузии [24]. Области аномальной сред-
ней диффузии (СД) и СК измеряли во время арте-
риальной окклюзии и через 20 мин после
реперфузии, сравнивая с Т2-взвешенным повре-
ждением на снимке, сделанном через 24 ч в ходе
последующего наблюдения. Авторы обнаружили,
что “повреждение СД было значительно боль-
шим, чем повреждение СК во время окклюзии
средней церебральной артерии” и что “поврежде-
ние СД значительно уменьшилось после репер-
фузии, тогда как повреждение СК не показало
практически никаких изменений”. Области с па-
раллельными аномалиями сигнала СД и СК по-
казывают плохое восстановление на снимках,
сделанных в ходе последующего наблюдения. Эти
открытия позволяют предположить, что включе-
ние данных о куртозисе может существенно до-
полнить традиционную диффузионную томогра-
фию, создавая более точную модель инсульта и
обеспечивая физиологически интерпретируемую
помощь в характеристике ишемической ткани и
ее восстановления.

Нейродегенеративные расстройства. ДКС при-
меняется как попытка измерить сложность ткани
мозга в степени, превышающей возможности
разрешения у традиционных методов МРТ. Было

обнаружено [125], что повышенная микрострук-
турная сложность является результатом глиаль-
ной активности и реактивного астроглиоза. Было
выдвинуто предположение, что потери нейронов
приводят к пониженным значениям куртозиса. Ра-
зумно предположить, что ДКС может в потенциале
служить для оценки стареющего мозга и в качестве
суррогатного маркера для широкого разнообразия
нейродегенеративных заболеваний.

Falangola et al. сравнили паттерны диффузион-
ного и куртозис-сканирования у здоровых добро-
вольцев и нашли “отчетливые паттерны среднего
куртозиса (в префронтальной коре) у пациентов в
различном возрастном диапазоне, со значитель-
ной, связанной с возрастом корреляцией для
среднего куртозиса и положения пика СК” [36].
Wang et al. исследовали применение ДКС при
паркинсонизме, обнаружив статистически зна-
чимое увеличение СК в путамене и черной суб-
станции у пациентов с болезнью Паркинсона по
сравнению с контрольной группой [112].

Falangola et al. также провели оценку регио-
нальных изменений в извлеченной с помощью
ДКС метрике у пациентов со слабой когнитивной
недостаточностью и болезнью Альцгеймера по
сравнению с контрольной группой [37]. Gong et
al. в рамках аналогичных исследований оценили
возможности применения ДКС у пациентов со
слабой когнитивной недостаточностью и болез-
нью Альцгеймера [38]. Обе группы авторов обна-
ружили пониженные региональные СК и РК, ас-
социировавшиеся с болезнью. Это, возможно,
происходит “благодаря потере тел, синапсов и
дендритов нейронов” и росту внеклеточного про-
странства [38]. Результаты обоих исследований
поощряли мысль о том, что информация о курто-
зисе может показывать ранние микроструктур-
ные изменения у пациентов со слабой когнитив-
ной недостаточностью и болезнью Альцгеймера
до наступления морфологических изменений,
которые уже видны на традиционной МРТ; тре-
буется расширение и валидация этой работы, ибо
ясно, что ДКС может служить биомаркером опре-
деления болезни, облегчая оценку степени тяже-
сти когнитивного дефицита и прогрессирования
заболевания.

Демиелинизирующие заболевания. ДВТ и ДТТ
уже долгое время применяются для оценки харак-
тера и динамики демиелинизирующих заболева-
ний. Существует сильная направленная зависи-
мость распределения воды в миелинизированных
трактах белого вещества, а воспаление и демиели-
низация имеют тенденцию увеличивать коэффи-
циент диффузии и уменьшать степень направлен-
ности. Исследования концентрировались на РД
(диффузии, перпендикулярной длинной оси) как
маркере заболевания. Хотя ДТТ с умеренным
значением b (1000 с/мм2) в основном чувстви-
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тельна к диффузии внеклеточной воды, ДТТ с бо-
лее высоким значением b (2500 с/мм2) обеспечи-
вает более глубокий анализ внутриклеточного
пространства и мембранных взаимодействий
[57]. Результаты, полученные с помощью много-
компартментных моделей диффузии, позволяют
предположить, что ДКС может оказаться более
чувствительным, чем коэффициент диффузии, к
изменениям скорости водообмена между двумя
компартментами, напрямую связанным с целост-
ностью миелина и интрааксонным-экстрааксон-
ным обменом воды [123]. В условиях демиелини-
зации повышен интрааксонный-экстрааксонный
обмен воды, что будет влиять на меру диффузи-
онного куртозиса (РК) более, чем на коэффици-
ент диффузии (РД), и обретет в этом случае кли-
нико-физиологическую интерпретацию.

Yoshida et al. исследовали изменения парамет-
ров куртозис-сканирования у пациентов с рассе-
янным склерозом, чтобы определить, может ли
ДКС служить более чувствительным индикато-
ром заболевания [123]. Несмотря на маленький
объем выборки, эта группа обнаружила снижение
СК у пациентов с рассеянным склерозом по срав-
нению с контролем, характеризующемся отсут-
ствием изменений в белом веществе. Дальнейшая
оценка с привлечением дополнительных пара-
метров куртозиса, включая РК, может быть по-
лезна.

Трекинг волокон
Трехмерное моделирование трактов белого ве-

щества, которое называется трактографией, на-
ходит все более широкое применение в физиоло-
гическом эксперименте и в клинике, чаще всего
при дооперационной оценке пациентов с опухо-
лями или эпилепсией [79]. Визуализация важней-
ших функциональных трактов помогает в опера-
тивном планировании и используется в целях,
как минимизации послеоперационной заболева-
емости, так и для улучшения неврологических ис-
ходов. ДТТ позволяет добиться превосходной
пространственной визуализации этих трактов и
улучшить, таким образом, понимание функцио-
нальной архитектуры мозга.

Трактография работает путем соединения,
воксель за вокселем, направлений максимальной
диффузии. Это надежная технология для случая,
когда большие пучки миелинизированных воло-
кон ориентированы в одном и том же направле-
нии; однако она становится ограниченной в
сложных областях мозга из-за неспособности до-
биться достаточного разрешения применительно
к пересекающимся волокнам в пределах конкрет-
ного вокселя. Усреднение двух сильно анизо-
тропных тензоров приводит к получению диско-
образного тензора с неопределенной направлен-
ностью. Несколько методик использовалось для

преодоления этого ограничения, включая моде-
лирование трехмерной функции распределения
ориентации (orientation distribution function,
ODF/ФРО) в плане традиционного простого тен-
зора диффузии [107]. Эти методы обычно называ-
ются методами высокого диффузионного скани-
рования с угловым разрешением, например, q-
шаровое сканирование (q-ball imaging, QBI) и
диффузионная спектральная томография, в кото-
рых большой вес диффузии (максимальная вели-
чина b 3000–8000 c/мм2) обычно используется
вместе с большим числом направлений кодиро-
вания диффузии (больше 40) [108, 114]. Для диф-
фузионной спектральной томографии требуется
много значений b для заполнения q-пространства
диффузионных весов, что приводит к большой
продолжительности сканирования (более 30
мин). Для QBI необходимо только одно большое
значение b (3000 с/мм2) и поэтому этот метод кли-
нически более приемлем. Его недостатком, однако,
является то, что, благодаря более высокому исполь-
зованному диффузионному весу, QBI не обеспечи-
вает клинически осмысленные параметры диффу-
зии (СД или ФА), поскольку измеряемый коэффи-
циент диффузии зависит от значения b.

Lazer et al. описали альтернативный подход к
аппроксимации ФРО, который включает компо-
ненты негауссовой диффузии в модель ДКС и ис-
тинное улучшенное разрешение двух и трех пере-
секающихся волокон в данном вокселе [55]. На
рис. 4 показана трехмерная поверхность ФРО для
симуляции моделей пересечения от двух до трех
волокон. ФРО, оцененная с помощью негауссо-
вой части модели ДК (рис. 4г), хотя и не столь чи-
сто описанная, как аппроксимация QBI (рис. 4д),
тем не менее, прекрасно соответствует направле-
нию волокон и пикам аппроксимированной
ФРО. По сравнению с QBI, ДКС имеет то пре-
имущество, что здесь используются меньшие зна-
чения b (<2500 с/мм2), обеспечивая лучшее соот-
ношение сигнал-шум для диффузионно-взве-
шенного сигнала и добавочные параметры,
связанные как с диффузией, так и с куртозисом.

Ограничения. У ДКС есть ряд ограничений,
первое из которых заключается в сравнительно
длительном времени получения изображений по
сравнению с ДТТ: как минимум, нужно исполь-
зовать два ненулевых значения b и по меньшей
мере 15 направлений диффузии, чтобы оценить ее
и тензор куртозиса; длительное сканирование по-
вышает чувствительность к движениям пациента
и уменьшает производительность. Однако были
предложены клинически приемлемые протоколы
сканирования (7–10 мин) и для ДКС [118]. Далее,
если только средний куртозис клинически инте-
ресен, то вместо оценки полных тензоров можно
провести быстрое получение сканов ДКС в тече-
ние 1–2 мин [42]. Эта возможность делает клини-
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ческое приложение ДКС высоко приемлемым,
когда нужна только быстрая оценка, основанная
на карте СК, по аналогии с ДВТ против ДТТ.

Еще одним ограничением ДКС является то, что
эта модель сложнее (21 параметр), чем ДТТ (6 пара-
метров). При использовании краткого протокола
сканирования (например, 7-минутный протокол),
параметры ДКС могут варьировать, и эта вариатив-
ность различается по регионам мозга [98].

Итак, следует уделить внимание дизайну ис-
следования и оценке статистической мощности
работ по ДКС; отсутствие значимости может быть
обязано высокой вариативности данных. Более
того, точный смысл СК, ОК и РК до сих пор изу-
чается. Новые работы требуются для дальнейшей
валидации появляющихся данных и сопоставле-
ния изменений ДКС с его физиологическими па-
раметрами и их патологическими вариантами.

Дальнейшие направления работ включают про-
ведение большего числа исследований связи пара-
метров ДКС с разнообразными физиологическими
и гистологическими материалами, лежащими в ос-
нове клеточных изменений. Это направление мало
освещено в современной литературе. Интересны
вопросы включающие клеточные основы увеличе-
ния и уменьшения несовпадения СК и СК-СД. Lee
et al. попытались решить эти вопросы путем си-
муляции методом Монте-Карло диффузионно-
взвешенных сигналов, но, заметим, эксперимен-
тальные модели с корреляциями данных сканиро-
вания и гистологических доказательств, несомнен-
но, окажутся особенно предпочтительными [56].

Большинство исследователей концентрирова-
лось только на параметре СК, так как это одно из
преимуществ ДКС – добавочная чувствительность

СК в тканях со сравнительно изотропной диффу-
зией. Однако РК, схватывающий гетерогенность
диффузии от аксонных мембран и миелинизации,
возможно, будет более чувствительным фактором
в белом веществе. Новые исследования требуются
для связи изменений РК непосредственно с це-
лостностью мембран и миелина.

Бòльшая часть работ до сих пор была проведе-
на в маленьких популяциях добровольцев и паци-
ентов, более экстенсивные исследования необхо-
димы для подтверждения первоначальных заклю-
чений, следующих из этих экспериментов.
Корреляция с альтернативными физиологически
интерпретируемыми модальностями сканирова-
ния, которые уже используются сегодня, также
будет небесполезна для подтверждения ценности
и углубления понимания возможностей и пер-
спектив ДКС.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКАЯ 
ВИЗУАЛИЗАЦИЯ

MSI (MALDI-TOF MSI) – это технология мо-
лекулярной визуализации без меток, которая
быстро развивается в последние годы, сочетая в
себе высокую чувствительность и селективность
масс-спектрометрии с пространственным анали-
зом традиционной оценки спектров, обеспечивая
пространственное выравнивание различных мо-
лекул в тканях, как качественно, так и количе-
ственно. По этой технологии (рис. 5) образцы
биологических тканей готовятся в виде тонких
замороженных ломтиков [104]. Матрица равно-
мерно распыляется на поверхность ткани и сов-
местно кристаллизуется с небольшими молекула-

Рис. 4. На диаграмме показаны трехмерные поверхности точных (из моделирования) и оцененных функций распре-
деления ориентации (ODF) для диффузионных моделей с двумя (верхний ряд) и тремя (нижний ряд) пересекающи-
мися волокнами с одинаковым вкладом. Направления компонентных волокон показаны зелеными линиями [96].
Ориентация волокон: (θ1, φ1) = (50°, 90°) и (θ2, φ2) = (130°, 90°) для n = 2 и (θ1, φ1) = (60°, 90°), (θ2, φ2) = (120°, 40°),
(θ3, φ3) = (120°, 130°) для n = 3. A: Точное решение ODF. B: Оценка диффузионного куртозиса (ДК) ODF. C: Точное
решение ODF из негауссовского компонента в модели DK (NG-ODF). D: DK оценка NG-ODF. E: Q-ball оценка ODF
(масштабированный минимум-максимум) для значения b = 4000 с/мм2. F: гауссовская оценка ODF.

A B C D E F
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ми образца. Когда кристалл облучается лазером,
луч сканирует образец, матрица поглощает энер-
гию, в результате чего образец десорбируется. Да-
лее происходит перенос заряда между матрицей и
образцом, ионизируя молекулы образца, после
чего они проходят через вакуумную трубку, на ко-
торую воздействует электрическое поле, и иден-
тифицируются в соответствии с их временем по-
лета до детектора. Эта идентификация зависит от
времени полета, пропорционального отношени-
ям массы ионизированных молекул к заряду, что
позволяет рассчитать молекулярную массу образ-
цов. Наконец, пространственное расположение
молекул образца в ткани визуализируется на мо-
ниторе. Считается, что обнаружение молекул в
анализе MALDI в значительной степени зависит
от выбора матрицы. Разработка различных мат-
риц и постоянное улучшение разрешающей спо-
собности технологии позволили расширить воз-
можности его применения. В последние годы по-
явилось много новых перспективных матриц:
пористый кремний, наноматериалы, низкомоле-
кулярные органические матрицы и органические
соли показали хорошие перспективы для приме-
нения in situ визуализации малых молекул [61].

Этот метод позволяет обнаруживать белки, по-
липептиды, липиды, глюкозу и распределение
различных лекарственных средств в биологиче-
ских тканях; несколько молекул могут быть обна-
ружены одновременно с высокой чувствительно-
стью [41, 77, 109, 121]. Методика дает прямую ин-
формацию о распределении молекул с разным
весом в срезах тканей, предоставляя в распоряже-

ние экспериментатора структурную информацию
о молекулах-мишенях [22].

Поскольку технология MALDI-TOF MSI яв-
ляется высокоэффективной, она обеспечивает
высокую пропускную способность, широко ис-
пользуясь в области анализа и скрининга лекар-
ственных средств для исследований мозга и лече-
ния заболеваний ЦНС. Ее область применения
может быть проиллюстрирована несколькими
примерами. MALDI-TOF MSI был использован
для обнаружения дипептида ZP1609 в срезах тка-
ней головного мозга мыши после его внутрибрю-
шинной инъекции, создавая изображение распре-
деления препарата [113]. Этот пример показывает,
что методика не ограничивается локализацией мо-
лекул в тканях мозга; она может быть использова-
на для непосредственного обнаружения распре-
деления препарата в срезах. Кроме того, ско-
рость, с которой лекарства достигают органы-
мишени после их введения, может быть оценена.
Перспективность технологии можно продемон-
стрировать на примере изучения механизмов, ле-
жащих в основе острого нарушения мозгового
кровообращения (инсульта). Была создана мо-
дель постоянной окклюзии средней мозговой ар-
терии на крысах и использована MALDI-TOF
MSI для визуализации различных небольших мо-
лекул в срезах тканей мозга. Исследования визуа-
лизации мозга MALDI-TOF MSI на мышиной
модели с ишемическим инсультом проявили три
белка: ATP5i, COX6C и UMP-CMP киназу, кото-
рые могут участвовать в “создании” инсульта и
быть потенциальными биомаркерами или моле-
кулярными мишенями при церебральной ише-

Рис. 5. Схема процесса MALDI-TOF MSI. В MALDI-TOF MSI молекулы на поверхности среза ткани сначала смеши-
ваются с матрицей. Когда лазер попадает на поверхность ткани, матрица поглощает энергию лазера и разрешается.
Эти разделенные матрица и молекулы в ткани вместе входят в газовую фазу, а затем подвергаются переносу протона с
образованием ионов. Наконец, молекулярное распределение в ткани обнаруживается с помощью масс-спектромет-
рии и наносится на карту с использованием программного обеспечения реконструкции изображений [21, 64, 104].
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мии [64]. Такие исследования являются основой
для дальнейшего изучения физиологических ме-
ханизмов и патогенеза инсульта, а также разрабо-
ток новых антиишемических препаратов.

Как известно, патогенез болезни Альцгеймера
(AD) связан с агрегацией бета-амилоидного бел-
ка (Aβ). MALDI-TOF MSI был использован в мы-
шиной модели AD для визуализации “мишени”
накопления и специфичности областей мозга, со-
держащих агрегированный Aβ, а также распреде-
ления родственных белков и фосфолипидов для
изучения патогенеза AD, прогнозирования раз-
вития и характера прогредиентности заболевания
[51, 80].

Еще несколько применений MALDI-TOF MSI
включают а) исследования болевых нейропепти-
дов в спинном мозге крыс для выяснения меха-
низмов передачи сигналов, проявляющихся в виде
алгических синдромов; б) анализ экспрессирован-
ных белков в глиоме и нормальных тканях головно-
го мозга для определения их функции и поисков но-
вых терапевтических мишеней [10, 97].

Магнитно-резонансная томография 
на основе трассера

Ткань мозга по существу состоит из двух ком-
понентов: клеточных элементов (нейронов и гли-
альных клеток) и промежутков между ними, орга-
низующих внеклеточное пространство, на кото-
рое приходится примерно от 15 до 20% всего
объема ткани, ширина его примерно 20–60 нм.
Оно включает ионы, нейротрансмиттеры, мета-
болиты, пептиды, нейрогормоны и иные нейро-
активные вещества. Нейроны и глиальные клетки
выделяют большое количество нейроактивных
веществ, которые затем диффундируют через эту
среду для достижения своих целей-мишеней, ко-

торые расположены на нейронах и глиальных
клетках, обычно вдали от места высвобождения,
обеспечивая внесинаптическое соприкоснове-
ние. Таким образом, теория молекулярной диф-
фузии применяется для количественного анализа
и изучения физиологических параметров, то есть
для наблюдения диффузии внутри мозга путем
выбора подходящих молекул-индикаторов.

Магнитно-резонансная томография (МРТ) на
основе индикаторов – это метод, который можно
использовать для визуализации интерстициаль-
ного пространства (ИП) на моделях животных in
vivo. Процедура суммирована на рис. 6. Стереотак-
сис используется для инъекции гадолиния-диэти-
лентриаминпента уксусной кислоты (Gd-DTPA),
молекулярного индикатора для целевых областей
головного мозга животного, таких как хвостатое яд-
ро, кора или таламус. Это позволяет визуализиро-
вать межклеточную среду в мозге in vivo с помо-
щью МРТ. Кроме того, трассировщик усиливает
сигнал обнаружения МРТ в зависимости от вре-
мени; усиление уменьшается вследствие диффу-
зии и выведения молекул воды из ИП. Увеличе-
ние интенсивности сигнала является линейной
функцией локальной концентрации Gd-DTPA;
следовательно, динамические процессы на меж-
клеточной территории, которые включают Gd-
DTPA, могут отслеживаться в режиме реального
времени путем измерения интенсивности сигна-
ла, отображаемого с помощью МР. Это позволяет
проводить количественную оценку параметров
локальной диффузии в межклеточной среде мозга
в соответствии с традиционной моделью. Воспа-
лительные факторы, белки и другие вещества, об-
разующиеся во время развития заболеваний цен-
тральной нервной системы, могут изменять со-
став интерстициальной жидкости и параметры
диффузии мозга, уменьшая объемную долю и

Рис. 6. Процедуры магнитно-резонансной томографии на основе индикаторов, применяемой к интерстициальным
или внеклеточным пространствам мозга [86, 92].
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увеличивая извилистость λ соответственно. Дей-
ствительно, введение лекарств через интерстици-
альную систему мозга может повысить эффектив-
ность лечения, что, в свою очередь, окажется по-
лезным для анализа механизмов действия и
оценки эффективности разработки и скрининга
лекарств.

На примере оценки патогенеза болезни Пар-
кинсона (БП), предположительно связанного с
расстройством интерстициальной среды, удалось
подтвердить, что накопление метаболитов, таких
как дофамин, является одной из причин, лежа-
щих в основе дофаминергической дисфункции
нейронных сетей при БП. [58, 65, 92]. Была исполь-
зована модель, основанная на трассировке МРТ в
исследовании крыс с БП, вызванной 6-гидроксидо-
памином, которое показало, что 6-гидроксидопа-
мин снижает константы извилистости λ и клиренса
среды в черной субстанции и увеличивает период
полураспада индикатора. Более того, экстракт
сафлорового флавоноида обращал вспять эти из-
менения параметров диффузии, тем самым обес-
печивая определенную степень нейропротекции
[86]. Такие результаты показывают, что МРТ на
основе индикаторов может быть новым жизне-
способным подходом для анализа физиологиче-
ской архитектуры центральных дисфункций и
эффективности лечения целого ряда заболеваний
центральной нервной системы.

МРТ на основе индикаторов также использу-
ется для “разграничения” территорий в головном
мозге: Gd-DTPA вводили в хвостатое ядро и та-
ламус крыс, наблюдая его динамический пере-
нос в интерстиций on line [46]. Установлено, что
Gd-DTPA транспортируется из хвостатого ядра в
ипсилатеральные лобные и височные кортикаль-
ные зоны; никаких изменений в таламусе не на-
блюдалось, и не было обнаружено следового
транспорта между двумя граничащими областями
зрительного бугра и хвостатого ядра [46]. Это ука-
зывает на то, что мозг действительно содержит
физиологически разделенные области и иниции-
рует переоценку существующих представлений о
распределении индикаторов, свидетельствуя о
необходимости смены ориентиров при разработ-
ке новых лекарственных средств.

Функциональная МР-спектроскопия
Отдельно стоит рассмотреть функциональную

МР-спектроскопию (фМРС), направленную на
изучение изменений концентраций метаболитов
в веществе головного мозга в связи с нейрональ-
ной активностью. Как правило, такой вариант
технологии состоит в измерении сигналов глута-
мина (Gln), глутамата (Glu), и гамма-амино-
масляной кислоты (ГАМК, γ-aminobutyric acid,
GABA). Glu является основным возбуждающим
нейромедиатором на территории человеческого

мозга, GABA – основным тормозным трансмит-
тером, а Gln является их базовым прекурсором.
Через метаболический цикл Glu–Gln–GABA
проходит до 80% всей глюкозы, потребляемой ко-
рой головного мозга, и баланс возбуждения/тор-
можения при этом играет ключевую роль в функ-
ционировании мозга как на локальном, так и на се-
тевом уровне [68, 87, 95, 100]. Именно таким
образом фМРС позволяет проводить непосред-
ственные измерения ключевых биохимических ха-
рактеристик мозга on line, не опосредованные гемо-
динамическими и прочими осложняющими эф-
фектами.

Методологически сложная задача фМРС в
этом случае обусловлена высокой степенью вза-
имного перекрытия спектров Glu, Gln, GABA с
другими метаболитами мозга. В связи с этим
Glu и Gln часто объединяют и измеряют их сум-
марный сигнал, обозначаемый как Glx. Сигнал
GABA на спектрах in vivo существенно затенен и
“заретуширован” широкими спектральными ли-
ниями макромолекул (ММ), так и Cr, Glx, NAA,
вследствие чего для его измерения используется
специальная методика спектрального редактиро-
вания [71]. Результирующий сигнал не содержит
эха других метаболитов, но включает в себя инди-
катор ММ, и обозначается как GABA+ (рис. 7).
Использование методов подавления сигнала ММ
позволяет оценить долю ММ в GABA+ на уровне

Рис. 7. Адаптировано из Mescher et al., 1998, (а) – in vi-
vo МРС ткани мозга человека, отмечены основные
наблюдаемые метаболиты. (б) – in vivo МРС ткани
мозга человека с использованием методики спек-
трального редактирования, отчетливо визуализиру-
ются пики GABA [71].
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50%, что вносит существенную погрешность в
изучение функциональных изменений концен-
трации GABA, обуславливая возрастающую по-
пулярность методик, включающих подавление
сигнала ММ, хотя, тем не менее, подавляющее
большинство работ, выполненных сегодня, про-
водят, концентрируясь на измерение сигнала
GABA+ [18, 28, 35, 39, 43–45, 72, 73, 81, 117].

Представленные в литературе работы демон-
стрируют достоверное увеличение концентрации
глутамата в областях нейрональной активности в
ходе формулирования решения и анализа широко-
го круга задач, при этом величина эффекта (2–18%)
и его временные параметры подвержены значи-
тельному разбросу [69, 75]. Так, наблюдалось до-
стоверное увеличение сигнала Glx в затылочной
коре при предъявлении визуальных стимулов,
увеличение сигнала на 2–12% в ходе выполнения
когнитивных заданий, а также сходные по тен-
денции результаты, связанные с необходимостью
восприятия боли и выполнением сенсомоторных
проб [12, 14, 16, 40, 76, 89, 90, 101]. При этом си-
стематическое обобщение имеющейся литерату-
ры приводят к неоднозначным следствиям, пока-
зывая наличие связи уровня Glu как с нейрональ-
ной активностью в области непосредственного
измерения сигнала МРС, так и в других регионах,
что говорит о необходимости дальнейшего изуче-
ния [34, 52, 69, 75].

Работы, посвященные измерению сигнала
GABA показывают отрицательную корреляцию
концентрации основного тормозного нейроме-
диатора с уровнем нейрональной активности, од-
нако результаты зависят от того, какая террито-
рия является регионом интереса. Так, для сочета-
ния визуальных стимулов в затылочных областях
мозга, как отдельные работы, так и тщательный
мета-анализ показывают слабую, но достоверную
отрицательную взаимосвязь GABA–BOLD; для
сенсомоторной коры такой корреляции не на-
блюдается [16, 20, 33, 35, 44, 110]. Наиболее яркий
эффект взаимосвязи показан для области перед-
ней поясной/префронтальной коры, где для ши-
рокого круга задач, включающих эмоциональное
восприятие, внимание, и когнитивную деятель-
ность, констатирована отрицательная связь
GABA+ и нейрональной активности, измерен-
ной методом фМРТ; аналогичный результат по-
казал масштабный мета-анализ [17, 23, 59, 78, 94].

Совокупность имеющихся в литературе сведе-
ний позволяет судить о фМРС как о перспектив-
ной и незаслуженно “забытой” технологии непо-
средственного измерения функциональных мар-
керов в головном мозге человека; очевидна
необходимость развития направления как в обла-
сти методик сканирования и обработки данных,
так и в интерпретации результатов и их соотнесе-

нии с заключениями, полученными иными мето-
дами.

К преимуществам фМРС следует отнести пря-
мое измерение абсолютных концентраций мета-
болитов мозга и отсутствие при этом возможных
“модификаций” со стороны сосудистой системы.
Получение информации об абсолютных концен-
трациях позволяет делать заключение не только о
нарушении регуляции и масштаба ответа на пред-
лагаемые стимулы, но и об измененных парамет-
рах состояния покоя. Такая информация в мень-
шей степени доступна, например, функциональ-
ной МРТ, и может быть предпочтительной при
изучении патологий и изменений, связанных с
возрастом. Отсутствие нейроваскулярной моду-
ляции, кроме того, позволяет снизить погреш-
ность измерений характера ответных реакций со
стороны сосудистой системы, вызванной возрас-
том и другими факторами.

К ограничениям метода стоит отнести относи-
тельно низкие пространственное и временное
разрешение, обусловленные концентрациями ис-
следуемого продукта и, как следствие, необходи-
мостью получения сигнала от относительно боль-
шого объема вещества мозга, и неизбежной при
этом суперпозиции многочисленных повторных
измерений.

Оптическая прозрачность ткани: 
техника CLARITY

Метод CLARITY, впервые разработанный
Chung et al. (2013) – экспериментальное получе-
ние изображений всего мозга с использованием
оптической прозрачности ткани; эта технология
инициировала новые направления в нейровизуа-
лизации [6, 26, 27].

Подход в CLARITY демонстрируется на рис. 8.
В методике используется прозрачный гидрогель
для замены липидов и для фиксации белков и
нуклеиновых кислот в образцах тканей. Этот про-
цесс обеспечивает тканям органов, которые
структурно не повреждены, но оптически про-
зрачны, сохранение их молекулярной организа-
ции. Молекулы-мишени могут быть окрашены и
помечены с использованием флуоресцентной
маркировки; в сочетании с методами оптической
визуализации это позволяет получать трехмерное
представление высокого разрешения структурно
интактных тканей на клеточном и/или молеку-
лярном уровне, получив, таким образом, крупно-
масштабную и многоуровневую, интерпретируе-
мую в физиологической лексике, визуализацию
структур мозга.

Первым шагом в этом процессе является внед-
рение в ткани путем введения в образец холодно-
го (4°C) прозрачного раствора мономера гидроге-
ля, содержащего акриламид, бисакриламид, фор-
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мальдегид и термический инициатор. Затем
образец инкубируют при 37°С, чтобы обеспечить
формирование волокнистой сети, которая сохра-
няет молекулярную структуру. Липиды в ткани
удаляют с использованием пассивной термиче-
ской элиминации в очищающем растворе на ос-
нове сильных ионных детергентов (SBS; 4%-ный
додецилсульфат натрия с буфером) при 37°C.
Электрофоретическая очистка применяется для
получения полного “гибрида” ткани с гидроге-
лем. Наконец, повторные молекулярные марки-
ровки и их удаление выполняются для образцов
ткани и оптической микроскопии, используя да-
лее для визуализации в различных целях [102].

Описанная технология визуализации имеет
несколько преимуществ. Используя гидрогели,
встроенные в ткани для фиксации белков и нук-
леиновых кислот, она может создавать оптически
прозрачные, но структурно неповрежденные тка-
ни органов с сохранением молекулярной и струк-
турной организации. Прозрачный орган можно
многократно окрашивать, маркировать и визуа-
лизировать, используя для маркировки различ-
ные типы клеток и идентификации молекуляр-
ных мишеней в мозге; удается не только сохра-
нять непрерывность структуры органа, но и
отслеживать нейроны внутри мозга с помощью
3D-визуализации [103, 119]. CLARITY и его раз-
личные модернизированные версии могут быть
использованы для реконструкции толстых непо-
врежденных тканей в сочетании с различными
системами микроскопии, обеспечивая тем самым

идеальные возможности для изучения физиоло-
гической архитектуры структурно сложных цен-
тральных сетевых систем [119]. Например, эта
технология позволяет анализировать нейронные
цепи в мозге мыши и тонкие различия в этих це-
пях, наблюдая связи между клетками, характеризуя
субклеточную структуру и, кроме того, обеспечивая
возможность изучения химических ассоциаций
между белковыми комплексами, нуклеиновыми
кислотами и нейротрансмиттерами.

Картирование системы сосудистой сети голов-
ного мозга мыши с использованием CLARITY
было выполнено для оценки структурных транс-
формаций всей цереброваскулярной системы в
модели мышиного инсульта [124]. Комбинируя
количественные методы CLARITY и 3D-структу-
ры церебральной микрососудистой системы на
мышиной модели с глиомой и у здоровых живот-
ных были визуализированы в 3D и количественно
проанализированы на предмет их связи с клетка-
ми глиобластомы; это продемонстрировало раз-
ницу между опухолевой тканью в областях серого
и белого вещества и показало паттерн клеток гли-
областомы, проникающих в паренхиму мозга, что
послужило основой для изучения патофизиоло-
гических механизмов глиом и их микроокруже-
ния [31, 53].

Пассивная CLARITY (ПACT) – это быстрая и
эффективная техника наблюдения прозрачности
тканей [119]. Когда реагент ПACT вводили в моз-
жечок или субдуральную канюлю над обонятель-

Рис. 8. Схема техники CLARITY для получения оптической прозрачности тканей. При 0 ~ 4°C параформальдегид, ак-
риламид и бис-акриламид вводятся животному путем перфузии через сердце. После того, как белки и нуклеиновые
кислоты полностью фиксируются параформальдегидом, образец ткани нагревают до 37°C, вызывая полимеризацию
акриламида и бис-акриламида. Внутри ткани образуется гидрогель, сохраняющий информацию о локализации белков
и нуклеиновых кислот. Применение анионного поверхностно-активного вещества додецилсульфата натрия для уда-
ления фосфолипидов в образце дополнительно обеспечивает соответствие показателя преломления образца, так что
оптическая проницаемость его значительно увеличивается [31, 103].
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ной луковицей, он быстро транспортировался к
полушариям через систему кровообращения или
спинномозговой жидкости, таким образом, до-
стигался системный клиренс и маркировка цен-
тральных структур, этот вывод расширил прило-
жения для CLARITY. ПACT доказал свою эффек-
тивность в обеспечении прозрачности мозга
мышей при сохранении информации об РНК и
обеспечении максимальной глубины изображе-
ния, пользуясь для изучения структуры и функ-
ций центральной нервной системы у мышей,
крыс и нескольких водных животных [50, 111].
Сочетание ПACT с флуоресцентной маркиров-
кой для наблюдения за нейронами и митохондри-

альными белками в тканях мозга мыши и челове-
ка проявило дефекты дыхательной цепи, связан-
ные с “митохондриальными заболеваниями”, что
позволило изменить понимание сложных пато-
логических метаморфоз этого семейства болез-
ней [84].

Другой улучшенный метод CLARITY был ис-
пользован для изучения плотности парвальбумин-
позитивных промежуточных нейронов в генетиче-
ской мышиной модели шизофрении, вызванной
микроделецией Df (h15q13) [15]. Результаты показа-
ли значительное снижение плотности парвальбу-
мин-позитивных нейронов в коре головного мозга
мыши, что позволило выяснить патофизиологиче-
ские механизмы этой модели заболевания. Кроме
того, CLARITY и оптическая микроскопия исполь-
зовались для картирования входов и выходов дофа-
миновых нейронов в интактном мозге мыши [70].
Исследования показали, что функциональная спе-
циализация дофаминовой системы происходит из
области вентрального сегмента и компактной ча-
сти черной субстанции, где наблюдались дофа-
минергические нейроны (или ниже по течению
от этих областей), и что регуляция активности
подмножеств этих клеток проецируется на хвост
стриатума, отличаясь от такового у других клеточ-
ных субпопуляций [115].

Оптогенетика

Карл Дайссерот, невролог, участвующий в
первоначальном развитии CLARITY, и Эд Бой-
ден – пионеры в фотогенетике. В 2005 г. лабора-
тория Дайссерота достигла серьезных результатов
в области регуляции нервных функций, экспрес-
сируя белки в нервных клетках, которые реагиру-
ют на световую стимуляцию различных длин
волн, открывая эру прецизионных манипуляций
с мозгом. С тех пор исследования межнейронного
взаимодействия были сосредоточены на изуче-
нии причинно-следственной связи между кон-
кретными нервными цепями и функциями мозга.
Уже более десяти лет оптогенетические методы
используются для изучения новых способов лече-
ния различных заболеваний и состояний, вклю-
чая эпилепсию, болезнь Паркинсона и БА [82, 88,
91, 118]. Например, оптогенетика была примене-
на в мышиной модели AD. Мыши модели AD
(APP/PS1) были скрещены с мышами ArcCreERT2
для получения генов потомков. Линия ArcCreERT2
позволяет сравнивать неизменно помеченные
ячейки, активированные во время кодирования и
экспрессии памяти [30]. Затем мышей-потомков
скрещивали с мышами ROSA26-CAG-stopflox-
ChR2 (H134R)-EYFP (Ai32) для получения мышей
модели ADP/PS1 × ArcCreERT2 × канал-родоп-
син (ChR2) AD. Впоследствии изучилась про-
странственная, фобическая и когнитивная па-
мять. Удалось обнаружить, что у мышей с АД,

Рис. 9. Схема оптогенетического исследования in vivo,
посвященного изучению функций глии в механизмах
высшей нервной деятельности. Используя вирусные
векторы или трансгенных мышей, глиальные клетки
экспрессировали ген опсина, специфичный для
определенного типа клеток. На мышах была проведе-
на серия поведенческих тестов с целью оценки in vivo
изменений функций глии, вызванных оптогенетиче-
ской активацией/ингибированием. Функцию гли-
альных клеток при тревожных расстройствах можно
оценить с помощью перекрестного лабиринта, осно-
ванного на отвращении мышей к открытому про-
странству, и теста принудительного плавания, часто
используемого поведенческого критерия для анализа
поведения, связанного с депрессией. Чтобы оценить
воспоминания об узнавании и отвращении, можно
использовать эти поведенческие тесты и задачи по
распознаванию новых объектов для регулирования
страха [25].
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экспериментально фиксируются разные вариан-
ты фобической памяти по сравнению с контроль-
ными мышами (рис. 9). Фотогенетическая стиму-
ляция нейронов в зубчатой извилине иницииро-
вала восстановление памяти и реактивировала
нейронные цепи мышей AD, которые ранее были
активированы во время кодирования. Такие ре-
зультаты предполагают, что активация ранее изу-
ченных следов памяти в зубчатой извилине может
улучшить когнитивные нарушения и что оптоге-
нетическая стимуляция зубчатой извилины от-
крывает новые направления в исследованиях и
лечении AD [83].

Сравнительно недавно исследователи из Мас-
сачусетского технологического института и Па-
рижского университета Декарта успешно повы-
сили точность существующих фотогенетических
методов, объединив новый светочувствительный
белок soCoChR с двухфотонной компьютерной
голографией путем светочувствительных мани-
пуляций с классом нейронов, сократив таким об-
разом время отклика до 1 мс, что позволило ма-
нипулировать независимыми клеточными ансам-
блями и отдельными клетками с целью изучения
их взаимодействия.

Табл. 1 подчеркивает и сравнивает сильные и
слабые стороны четырех различных методов
MALDI-TOF MSI, обеспечивая одновременную
визуализацию разнообразной информации о
пространственном распределении молекул, что
позволяет с высокой пропускной способностью
оценивать множество мишеней и проводить по-
иск лекарств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выполненный в рамках гранта РНФ № 21-15-

00209 обзор продолжает обсуждение смыслов и
инструментов, ориентированных на анализ моле-

кулярно-клеточных и системных механизмов
нейропластичности и роли этого императива в
формировании т.н. “интерактивного мозга” [2–5,
66]. Основным инструментом исследований по-
прежнему остается фМРТ-ЭЭГ синергия и коли-
чественный МРТ-мониторинг как числовое вы-
ражение пластичности. Главное действующее ли-
цо – феномен функциональной коннективности
(ФК), а основным местом, в котором развивают-
ся события и которое всегда является источником
визуализации – нейрососудистое сцепление
(НСС), и его неизменные функционалы – ней-
ронный комплекс, астроцитарная глия и сосуди-
стый компонент.

1. ФК – это совокупность характеристик,
определяющих параметры формирования новых
нейросетей – продуктов фМРТ; интенсивность
формирования связей между мозговыми структу-
рами, рост аксонов и создание новых конфигура-
ций, описываемых в лексике трактографики. Это
придает количественный характер формату пла-
стичности, позволяет визуализировать и оценить
скоростные параметры вновь возникающих про-
водящих каналов. Элементы сетей, их узловые ха-
рактеристики становятся “мишенями” когнитив-
ного и любого иного, в частности, лекарственно-
го, управления.

2. Микроструктурная изменчивость нейрон-
ного пула НСС теперь оценивается на базе совре-
менных технологий количественного фМРТ: кар-
тирования макромолекулярной протонной фрак-
ции (МПФ) и диффузий молекул воды, последнее в
связи с построением куртозис-структур.

3. Предлагаемые современные количественные
технологии МРТ основаны на методах быстрого
картирования МПФ и диффузионных характери-
стик, всесторонне верифицированных в послед-
ние годы, они обеспечивают наиболее точный и
эффективный по времени подход к изучению нор-

Таблица 1. Сравнение преимуществ четырех описанных технологий

Знак “+” означает, что соответствующая технология квалифицирована, а знак “–” обратное.
Использованию технологий визуализации в самых широких областях физиологии в настоящее время уделяется явно недо-
статочное внимание. С непрерывным развитием и оптимизацией этих технологий восстановится возможность использова-
ния их в комбинации для достижения многоуровневой визуализации, что может революционизировать исследования наук о
жизни, в первую очередь, их физиологический форватер.

Категории
Масс-

спектрометрическая 
визуализация

МРТ CLARITY Оптогенетика

Пространственно-
временное разрешение

Молекула Межклеточное 
пространство

Клеточная или суб-
клеточная структура

Электрическая 
активность в мил-
лисекундах или суб-
миллисекундах

Масштаб изображения Срез мозга Весь мозг Весь мозг Срез мозга
Живая ткань – + – +
Трассировка нейронных 
цепей

– + – +
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мального и аномального развития мозгового веще-
ства и готовы к клинической апробации.

Совокупность этих средств позволяет прикос-
нуться к проблеме НСС на уровне его макро- и
микроскопических следствий. НСС становится
предметом клинического внимания и, таким об-
разом, приобретает числовое выражение и визуа-
лизационные контуры, становясь интерпретиру-
емыми “симптомами” эффективности восста-
новления нарушенных морфо-функциональных
механизмов мозга.

4. В 2012 г. Ярных (2018) был предложен прин-
ципиально новый способ одноточечного МПФ-
картирования, который преодолевает многочис-
ленные ограничения: обладает приемлемым для
клиники временем сканирования, высокой коли-
чественной точностью и отличным качеством
изображений, методически разработан и апроби-
рован в пре- и постнатальных нейроисследовани-
ях, гистологически верифицирован на мышиных
моделях. Этот метод трехмерного картирования
МПФ с высоким разрешением основан на одно-
точечном подходе с использованием минимально
возможного количества исходных изображений,
что значительно сокращает время сканирования.
Для получения одной МПФ-карты требуется все-
го четыре исходных изображения – МТ-взвешен-
ное эталонное изображение без внерезонансного
насыщения, протон- и Т1-взвешенное изображе-
ния [122].

5. Региональный кровоток, способы визуали-
зации его in vitro и in vivo предлагается исследо-
вать, используя варианты получения оптической
прозрачности, позволяющей в срезах контроли-
ровать динамку сосудистого русла.

6. Следует понимать, что в традиционный кон-
текст нейрофизиологического поиска, реализуе-
мого фМРТ, органично включается феномен ми-
элинизации, его нарушение играет критическую
роль в обеспечении нервной передачи, формиро-
вании новых межструктурных связей, их прочно-
сти и пластичности, обеспечивая при этом быст-
ропроводящие коммуникации. Прижизненное
картирование миелинизации прошло несколько
этапов понимания и освоения, последний из ко-
торых базируется на многокомпонентном анали-
зе релаксационных кривых в режиме Т2, где одна
из компонент ассоциирована с водной фракцией,
связанной с миелином.

6. Магнитно-резонансная спектроскопия
(МРС), к сожалению, не попадает в перечень обя-
зательных технологий, несмотря на хорошо раз-
работанные исследовательские и математические
алгоритмы, а также очевидную необходимость
присутствия МРС при наблюдении за динамикой
физиологически активных “продуктов”, сопро-
вождающую формирование новых сетей в про-
цессе обучения в томографе [5]. Принципиаль-

ной представляется возможность, используя
МРС, локализовать нейротрансмиттеры, опреде-
ляющие работоспособность НСС. Речь идет как о
месте ГАМК в организации контура, реализую-
щего параметры кровотока в регионах интереса,
так и об исследуемых изменениях метаболитов,
прямо или косвенно связанных с механизмами
нейропластичности – конкретно на территории
НСС в цепи ГАМК–глютаматергические нейро-
ны–астроциты–сосудистый компонент, ответ-
ственный за локальную гемодинамику [9].

И еще о не менее важном: в физиологической
науке полисистемный и многофункциональный
подход к любым проблемам был постоянным им-
перативом. Физиология как главная наука о жиз-
ни всегда нарушала территории, как будто пред-
назначенные и “отведенные” ей, заимствуя при
этом новейшие технологии и эксперименталь-
ный инструментарий для проникновения вглубь
явлений, определявших затем формирование но-
вого функционального аппарата или совершен-
ствуя уже предсуществующий. Сила “привычки”
часто уводила нашу область интересов от новых
идей, несвойственных установленному “поряд-
ку” и новых экспериментальных решений. Пред-
лагаемый обзор – одна из попыток напомнить,
что то время безвозвратно ушло, физиология вос-
станавливает свою заметную роль концентратора
новейших сведений о живом и способах превра-
щения этих сведений в инструмент познания че-
ловеческой сущности во всех ее проявлениях.

При поддержке гранта РНФ № 21-15-00209.
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Forgotten Steps of Neuroimaging
A. A. Savelov1, E. D. Petrovsky1, A. M. Korostyshevskaya1, and M. B. Shtark2, #
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2 Federal Research Center of Fundamental and Translational Medicine (Research Institute of Molecular 

Biology and Biophysics), Novosibirsk, Russia
#e-mail: mark_shtark@mail.ru

Abstract—The improvement of neuroimaging technology today largely determines the trend of further devel-
opment and opportunities in various areas of neuroscience. Neuroimaging technologies are converted from
service attributes into an obligatory component of research regulations. There appeared fundamentally new
studies and applied research; in particular, we can detect a tendency towards online scenarios using the fMRI
signal both in the traditional way as a visual tool and as a target that organizes inter-active neuro research of
varying degrees of complexity and different thematic orientations. Tempted by real time, visualization tech-
nologies based on fundamental mathematical and physical principles were forgotten (especially in Russian
publications), such as: mass spectrometric imaging (MSI), kurtosis scanning, magnetic resonance imaging
(MRI) based on indicators, tissues optical transparency, functional multinuclear calcium imaging, spectros-
copy in the near-infrared region. All those methods increase the competence in understanding the key mech-
anisms of higher nervous activity, and directly influence the effectiveness of a wide range of neurotherapeutic
interventions. The review examines the biophysical and physiological principles underlying some of these im-
aging methods that are unforgivably little used and that we refer to the category of “forgotten”, and describes
the options for their application for the execution of physiological tasks and clinical decisions.

Keywords: neuroimaging, diffusion kurtosis scanning, kurtosis, MR spectroscopy, CLARITY, MASS-spec-
trometry, stroke, functional MRI



<<
  /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


