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Цель работы – изучить закономерности постмиграционного развития нейронов, сопут-
ствующих стратификации дорзальной предцентральной и верхней височной областей
неокортекса плодного мозга человека. Исследовано 10 экземпляров мозга плодов 20–26 нед
гестации, блоки ткани залиты в парафин, изготовлены серийные срезы, каждый 10-й срез
окрашен по Нисслю. Остальные подвергнуты иммуноокрашиванию с антителами к МАР2,
слой-специфичным белкам SATB2, FOXP1 и CTIP2, рилину и N200. В 4 случаях дополни-
тельные блоки не заливали в парафин, обрабатывая методами Сlarity или MALDI IMS.
С 20-й по 26-ю неделю внутриутробного развития в кортикальной пластинке изученных
областей коры нейроны, иммунопозитивные к антителам слой-специфичных транскрип-
ционных факторов, приурочены к разным этажам корковой пластинки: SATB2+ – к верх-
нему, FOXP1+ и CTIP2+ – к нижнему. Количественная оценка уровней максимальной
плотности SATB2+, FOXP1+ и CTIP2+ нейронов позволила выделить эмбриональные
слои eII, eIII, eV, eVI и субпластинку. В исследованном периоде в кортикальной пластинке
обеих областей численность нейронов, иммунопозитивных к МАР2, демонстрирует поло-
жительную динамику. Первый кластер МАР2+ пирамидных клеток отмечен у 20-недель-
ных плодов в слое eV, к 26-й неделе формируется кластер слоя eIII. Анализ результатов им-
муноокрашивания крупных блоков коры фетального мозга человека свидетельствует о
сложной пространственной организации маргинальной зоны, с локализацией рилин-по-
зитивных клеток Кахаля–Ретциуса у поверхности и волоконного сплетения в глубине мар-
гинальной зоны. Совокупность всех полученных данных свидетельствует о том, что две
анатомически удаленные области коры – предцентральная и верхняя височная – в первой
половине плодного периода развиваются синхронно.

Ключевые слова: кора полушарий мозга, внутриутробное развитие, иммуногистохимия,
слой-специфичные транскрипционные факторы, белок, ассоциированный с микротру-
бочками
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Модельные исследования чрезвычайно
ценны для понимания закономерностей он-
тогенеза мозга, но многие морфологические
и цитохимические характеристики неокор-
текса человека не воспроизводятся в полной
мере на моделях (Cozzi et al., 2020). Кора по-

лушарий большого мозга человека обладает
уникальными структурно-функциональны-
ми особенностями, полное понимание кото-
рых может быть раскрыто при изучении
плодного периода развития. Закономерности
кортикогенеза в мозге человека в первом три-
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местре гестации гомологичны другим млеко-
питающим, в том числе лабораторным грызу-
нам, и исследованы достаточно полно, тогда
как второй и третий триместры изучены сла-
бо (Bayer, Altman, 1991).

Уже в начале второго триместра цитоархи-
тектоника перивентрикулярной зоны мозга
человека иная, чем у грызунов, и помимо
вентрикулярной и субвентрикулярной зон
включает еще и наружную вентрикулярную
зону (Kalebic et al., 2019; Molnár et al., 2019).
Прогениторные клетки синтезируют белок
TBR2, который обеспечивает их дифферен-
цировку в глутаматергические проекцион-
ные нейроны (Hevner, 2019; Kalebic et al.,
2019). У человека и других млекопитающих с
гирифицированным мозгом численность та-
ких нейронов выше, чем в лисэнцефальном
мозге мыши (Kalebic et al., 2019; Molnár et al.,
2019). При нарушении экспрессии TBR2 в
плодном периоде возникает тяжелая корти-
кальная мальформация – микроцефалия с
полимикрогирией (Baala et al., 2007). Патоло-
гии такого рода сопровождаются нарушени-
ем структурно-функциональной специализа-
ции нейронов корковой пластинки.

Особенность развития неокортекса млеко-
питающих заключается в том, что слои кор-
ковой пластинки формируются изнутри на-
ружу (Rakic, 1988). Однако дальнейшая спе-
циализация нейронов и гетерогенность зон
коры полушарий, описанная в мозге плодов
человека в раннем и среднем периодах онто-
генеза (Поляков, 1937), остаются слабо ис-
следованными. В своей фундаментальной ра-
боте Г.И. Поляков первым установил важную
закономерность: в середине внутриутробного
периода целостное развитие коры по прин-
ципу радиарности переходит к “….развитию
по принципу региональности и ареальности”
(Поляков, 1937).

Ранняя, у человека в первом триместре,
ареализация коры полушарий большого моз-
га млекопитающих происходит в передне-
заднем и латеро-медиальном направлениях,
что позволило создать протокарты (от “про-
тотипа” и “карты”) закладок зрительной, слу-
ховой и соматосенсорной зон неокортекса
(Rakic, 1988, 2009; Pletikos et al., 2014). Не-
смотря на сходство протокарт человека и
грызунов, обнаружены отличия в реципрок-
ной экспрессии генов COUP-TFI, COUP-TFII
и SP8. У человека на 8–12-й неделе гестации
экспрессия SP8 и COUP-TFI широко пере-
крывается в вентрикулярной зоне закладок

первичных сенсорных проекций: зритель-
ной, слуховой и соматосенсорной (Alzu’bi
et al., 2017), – а у мыши такое перекрытие
очень незначительно (Borello et al., 2013). В
коре полушарий мозга плода человека 9–
10 нед гестации экспрессия COUP-TFI самая
высокая в височной области, незначительно
ниже в затылочной, наиболее низкая – в те-
менной и лобной. В этом периоде обратную
тенденцию имеет экспрессия ROBO1, кото-
рая выше всего в лобной, ниже в теменной,
низкая в височной и затылочной областях ко-
ры полушарий мозга человека (Alzu’bi et al.,
2017; Ip et al., 2011).

Уточнить корреляты протокарт во втором-
третьем триместрах гестации человека позво-
ляют МРТ-исследования. Путем сканирова-
ния аутопсийного мозга плодов 12–22 нед
гестации были уточнены представления о
хронологии развития борозд и извилин
(Zhang et al., 2013; Im, Grant, 2019; Yun et al.,
2019). В интервале от 12 до 16 нед начинается
закладка первичных борозд, и к 22-й неделе
гестации удается идентифицировать боль-
шинство из них. Поскольку к таким бороздам
приурочены закладки проекционных сенсор-
ных и моторного полей неокортекса, их
можно считать границами основных обла-
стей полушарий, соответствующих прото-
картам. При этом признаки межполушарной
асимметрии и полового диморфизма на этапе
закладки борозд не обнаружены.

Методами диффузионно-тензорной МРТ
и внутриутробной функциональной МРТ
мозга плодов второго и третьего триместров
гестации установлено, что межполушарные
связи коры полушарий мозга начинают фор-
мироваться уже во втором триместре геста-
ции ( Huang et al., 2009). Такое раннее станов-
ление межполушарных связей косвенно ука-
зывает на то, что второй триместр является
критическим для структурно-функциональ-
ной дифференцировки клеток коры полуша-
рий мозга с высокой вероятностью их повре-
ждения неблагоприятными воздействиями
(Turk et al., 2019). Гетерохронное развитие от-
дельных областей коры с периодами повы-
шенной уязвимости нейронов и глии необхо-
димо учитывать при анализе причин патоло-
гий мозга внутриутробного генеза (Goergen
et al., 2019). Наиболее очевидный путь полу-
чения необходимых сведений об этом – ис-
следование мозга плода современными мето-
дами визуализации. К таким методам, несо-
мненно, относятся все варианты магнитно-
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резонансной томографии, комплексное при-
менение которых позволило сформировать
новое направление, известное как патокон-
нектомика – область исследования нарушен-
ных связей развивающегося мозга при внут-
риутробном и посмертном сканировании
(Zhang et al., 2013; Jakab et al., 2019). Однако
разрешающая способность даже высокополь-
ных сканеров недостаточна для изучения кор-
тикогенеза на уровне клеточных слоев и от-
дельных нейронов, для этого необходимы со-
временные методы иммунофлуоресцентной
микроскопии. В настоящее время механизмы
дифференцировки проекционных нейронов
во время эмбриогенеза изучены на живот-
ных. Проекционные нейроны образуют два
основных класса: клетки верхних слоев, ак-
соны которых образуют корково-корковые
связи, и нейроны глубоких слоев, иницииру-
ющие субкорковые проекции. Клетки, кото-
рые в будущем сформируют глубокие слои
коры, экспрессируют транскрипционные фак-
торы Fezf2 и Ctip2, клетки-предшественники
верхних слоев коры синтезируют Satb2. При
этом Fezf2/Ctip2 и Satb2 блокируют актив-
ность друг друга, что гарантирует будущую
позицию нейронов в конкретном слое коры,
а также траекторию проекций, которые
сформируют их аксоны (Leone, 2008). В то же
время вопрос постмиграционной дифферен-
цировки нервных клеток коры мозга челове-
ка относится к наименее изученным, так как
цито- и хемоархитектонику пренатального
мозга человека исследовать сложно, главным
образом из-за проблем со стандартизацией
постмортемного плодного материала.

Цель настоящей работы – изучение осо-
бенностей развития нейронов на начальных
этапах постмиграционной дифференциров-
ки и стратификации неокортекса дорсальной
предцентральной и верхней височной обла-
стей полушарий мозга плода человека. Но-
визна подхода заключается в сравнительном
исследовании развития топографически уда-
ленных друг от друга областей коры полуша-
рий, которые относятся к разным функцио-
нальным системам мозга. Такой анализ позво-
ляет проверить особенности пренатального
развития коры полушарий мозга тех областей
неокортекса, которые приурочены к первич-
ным бороздам и топографически удалены
друг от друга.

МЕТОДИКА
Характеристика материала

Исследовано десять левых полушарий
мозга плодов человека в возрасте от 20 до
26 нед гестации из архива СПбГПМУ с со-
блюдением положений закона № 8-ФЗ, при-
каза МЗ РФ № 354 от 06.06.2013, с одобрени-
ем этического комитета СПбГПМУ (протоко-
лы № 6/5 от 10.06.2014; № 2/5 от 06.02.2019).
Весь материал с постмортемным сроком не
более 24 ч по заключению патологоанатома
не имел неврологических патологий и крово-
излияний, показал отрицательную реакцию
на герпес-вирусы (1-й, 4-й и 5-й типы). Ма-
териал фиксировали в 4%-ном растворе пара-
формальдегида на 0.1 М фосфатном буфере
pН 7.4. Сроки хранения материала в фиксато-
ре были различны – от 1 нед до 3.5 лет. Выде-
ленные из мозга фрагменты височной и лоб-
ной долей мозга заливали в парафин, серий-
ные фронтальные срезы толщиной 12 мкм
готовили на микротоме “Leica” RM 2245 (Leica
Microsystems, Германия). Для последующего
исследования срезы через один окрашивали
крезиловым фиолетовым по Нисслю или под-
вергали иммуногистохимической (ИГХ) обра-
ботке. Хорошо известны трудности, с которы-
ми сталкиваются исследователи архивного
аутопсийного материала, особенно это спра-
ведливо в отношении иммуногистохимиче-
ской обработки, поскольку из-за длительно-
го хранения в формалиновых фиксаторах
многие антигены становятся недоступны для
анализа, а в тканях образуются интенсивно
флуоресцирующие соединения. Мы тоже
столкнулись с этими трудностями, результа-
ты иммунофлуоресцентных реакций и окраски
по Нисслю представлены в табл. 1.

Иммуногистохимия

Иммунофлуоресцентные исследования
проводили с применением антител, которые
ранее показали хороший результат при обра-
ботке ткани фетального мозга человека вто-
рого-третьего триместров гестации (Saito et al.,
2011): Satb2 (special AT-rich binding protein 2)
маркирует те нейроны слоев II–IV, аксоны
которых образуют корково-корковые проек-
ции; Ctip2 (C2H2-type zinc finger protein) мар-
кирует нейроны слоев V and VI, которые дают
начало субкорковым проекциям; Foxp1 (fac-
tor of the winged-helix/forkhead family) синте-
зируется в нейронах слоев III–V. Кроме того,
применили антитела, использование кото-
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рых отработано ранее при исследовании тка-
ни фетального мозга человека (Tkachenko
et al., 2016): MAP2 (microtubuleassociated pro-
tein 2) маркирует сому и дендриты нейронов;
N200 (neurofilament 200) маркирует аксоны и
дендриты нейронов; рилин (Reln) – регуля-
торный гликопротеин – избирательно синте-
зируется нейронами Кахаля–Ретциуса мар-
гинальной зоны коры.

Иммуногистохимическую обработку тка-
ни проводили на стеклах по оригинальному
протоколу:

1) Предварительно депарафинированные
срезы промывали в Трис-буфере pH 7.4. Вос-
становление эпитопов проводили с исполь-
зованием ретривера (2100 Antigen Retriever,
Aptum Biologics Ltd, Великобритания), где
препараты в течение 10 мин находились в
Трис-EDTA-буфере pH 9.0 при повышенном
давлении и температуре 121°С с последую-
щим медленным остыванием до комнатной
температуры.

2) Для снижения автофлуоресценции
часть препаратов подвергали процедуре фо-
товыцветания в течение 24 ч в установке соб-
ственной конструкции (Козубенко и др.,
2021).

3) Для визуализации ядер клеток препара-
ты инкубировали в водном растворе DAPI
(1 нг/мл) в течение 45 мин.

4) Для блокировки реактивных сайтов не-
специфических белков препараты на протя-
жении 2 ч инкубировали в вертикальной ка-
мере (Thermo Shandon Sequenza) с блокирую-
щим раствором следующего состава: 0.3%
Tритон X-100; 10% нормальной козьей сыво-
ротки (NGS, Sigma G9023) на Трис-буфере
pH 74.

5) Инкубацию с первичными антителами
проводили в течение 12 ч в вертикальной ка-
мере при 4°C. Для первичных антител ис-
пользовали следующее оптимальное разведе-
ние: анти-CTIP2 1: 100 (Abcam ab18465
RRID:AB_2064130), анти-FOXP1 1:100 (Abcam
ab16645, RRID:AB_732428), анти-SATB2 1: 50
(Abcam ab51502, RRID:AB_882455), анти-
MAP2 1: 100 (Sigma M9942, RRID:AB_477256),
анти-МАР2 (MAP2, 1: 200, Sigma-Aldrich Cat#
M9942 RRID:AB_477256), анти-N200 (1: 250,
Sigma-Aldrich Cat# N4142 RRID:AB_477272),
анти-рилин (Reln, 1: 250, Millipore Cat#
MAB5366 RRID:AB_2285132).

6) Инкубация срезов с вторичными анти-
телами проходила во влажной камере в тече-

ние 2 ч при температуре 37°С. Использовали
вторичные антитела, конъюгированные с
флуорохромами, в разведении 1: 250 для
Alexa488 (коза-анти-кролик IgG Alexa488
Molecular Probes A-11008, RRID:AB_143165),
Alexa568 (коза-анти-крыса IgG Alexa568, Ab-
Cam ab175710, RRID:AB_2832918) и Alexa647
(коза-анти-мышь IgG Alexa647 AbCam ab150115,
RRID:AB_2687948). Первичные и вторичные
антитела разводили блокирующим раствором
следующего состава: 0.3% Tритон X-100;
1% нормальная козья сыворотка (NGS, Sigma
G9023) на Трис-буфере pH 7.4.

7) Неспецифическое связывание вторич-
ных антител контролировали инкубацией
препаратов с нормальной сывороткой соот-
ветствующих животных (мышь, крыса, кро-
лик) в концентрации, близкой к используе-
мой концентрации первичных антител. Пре-
параты заключались в 80%-ный глицерин на
Трис-буфере с pH 7.4.

Делипидизация по методу Сlarity с последующим 
иммуномаркированием нейронов в толстых

срезах ткани

Традиционные подходы с использованием
тонких гистологических срезов не позволяют
полностью идентифицировать сложную трех-
мерную структуру дендритного древа нервных
клеток. Толщину среза ограничивают непро-
зрачность ткани из-за рассеивания света на
границах сред с большой разницей коэффи-
циента преломления, например, на липид-
ных мембранах, и глубина проникновения
антител. Методы оптического просветления
позволяют решить эти проблемы. В настоя-
щем исследовании использован способ дели-
пидизации фрагментов коры мозга объемом
до 0.5 см3 в водной среде – Сlarity (Chung
et al., 2013), оптимизированный для работы с
фетальным мозгом, длительно фиксирован-
ным в формалине. Исследовали маргиналь-
ную зону височной области коры мозга трех
плодов в возрасте 25–26 недель гестации. До
обработки ткань хранилась в 4%-ном раство-
ре параформальдегида на 0.1 М PB с pH 7.4 в
течение 3.5 лет. Иммуномечение проводили с
антителами к МАР2, рилину и N200.

Микроскопы и программное обеспечение

Препараты исследовали с помощью флуо-
ресцентных микроскопов Leica DM 5500,
Leica DMI 6000 с камерой DFC365FX и кон-
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фокального микроскопа Leica TCS SP5 ( Leica
Microsystems, Германия) с использованием
“синего”, “зеленого”, “красного”, “инфра-
красного” фильтр-кубов со следующими ха-
рактеристиками: синий (A4) – эмиссия 470/40,
возбуждение 360/40; зеленый (L5) – эмиссия
527/30, возбуждение 480/40; красный (Y3) –
эмиссия 610/75, возбуждение 535/50; инфра-
красный (Y5) – эмиссия 700/75, возбуждение
620/60. Анализ изображений был проведен с
помощью свободно доступного программно-
го обеспечения FIJI1. Изображения во всех
трех каналах были получены при увеличении
×20. Для автоматической съемки, фокуси-
ровки и сшивки изображений отдельных по-
лей зрения использовали свободно доступное
программное обеспечение управления мик-
роскопом MicroManager 2.02. Средняя пло-
щадь изображений, смонтированных из не-
скольких полей зрения, составила ~ 2 см2.

Съемку всех препаратов проводили при
одинаковых настройках микроскопа, лампы
возбуждающего света и камеры. Подсчет им-
мунопозитивных ядер нейронов осуществля-
ли по ранее описанной методике (Zykin et al.,
2018; Krasnoshchekova et al., 2020). Оценивали
количество ИГХ-позитивных и окрашенных
DAPI ядер на площади ~1.5 мм2 каждого сре-
за. По полученным данным строили графики
распределения иммунопозитивных клеток в
поперечнике коры. Оценивали процентное
отношение иммунопозитивных ядер нейро-
нов к количеству ядер всех клеток, окрашен-
ных DAPI в каждом из слоев корковой пла-
стинки.

Метод матричной лазерной десорбционной 
ионизации имиджинговой масс-спектрометрии 

(MALDI IMS)

Для изучения липидного состава коры ис-
пользованы блоки височной доли полушарий
тех образцов мозга, которые подвергали им-
муноокрашиванию. Блоки заключали в
3%-ный раствор легкоплавкой агарозы и из-
готавливали срезы толщиной 100 мкм с помо-
щью вибратома Leica VT1200S. Срезы монти-
ровали на токопроводящие стекла, обрабо-
танные 0.1%-ным раствором поли-L-лизина.
Распределение липидов исследовали мето-
дом матричной лазерной десорбционной
ионизации имиджинговой масс-спектромет-
1 https://fiji.sc/
2 https://micro-manager.org/

рии (MALDI IMS), который используется
для анализа биологических образцов, обеспе-
чивая визуализацию распределения молекул
в анатомических структурах. Исследование
аутопсийного фиксированного материала за-
труднено тем, что MALDI-IMS в основном
выполняется на криостатированных тканях
без предварительной фиксации. Формалино-
вая фиксации вызывает подавление сигнала
от молекул липидов (Kajimura et al., 2016) и
требует оптимизации протокола, который
был отработан авторами и опубликован ранее
(Зыкин и др., 2019). Исследование проведено
на масс-спектрометре MALDI-TOF Bruker
Ultraflextreme с программным обеспечением
Bruker FlexControl v. 3.3 и FlexImaging v. 3.0.
Оценивали данные по распределению липи-
дов в зонах коры височной доли полушарий
мозга, полученные при использовании мат-
рицы DAN в положительном и отрицатель-
ном режимах ионизации.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для выполнения поставленных задач про-
ведено сравнительное исследование следую-
щих областей коры больших полушарий моз-
га: дорсо-латеральной предцентральной, вдоль
центральной борозды, и верхней височной по
границе с латеральной бороздой. В зависимо-
сти от линейки антител, использованных в
ходе иммуногистохимического маркирова-
ния, дополнительных методов исследования
и гестационного возраста плода (см. табл. 1)
описание материала скомпоновано следую-
щим образом: в первый раздел включены
3 случая в возрасте 20–22 нед; во второй –
3 случая в возрасте 23–24 нед; в третий –
4 случая в возрасте 25–26 нед; в четвертом
разделе анализируются результаты иммуно-
маркирования нейронов коры полушарий
мозга плодов 20–26 нед гестации антителами
к МАР2.

В результате анализа препаратов мозга 20–
22-недельных плодов, окрашенных по методу
Ниссля, установлено, что в коре обеих иссле-
дованных областей можно выделить три зо-
ны: маргинальную, бедную клеточными эле-
ментами, плотноклеточную корковую пла-
стинку, более редкоклеточную субпластинку,
которая плавно переходит в интермедиаль-
ную зону. Толщина коры, включая марги-
нальную зону и субпластинку до границы с
интермедиальной зоной в предцентральной
области, составила 1100 ± 31 мкм, в височной –
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970 ± 14 мкм. Графики значений оптической
плотности подкрепили визуальные наблюде-
ния (рис. 1 (а)).

Граница корковой пластинки с марги-
нальной зоной и субпластинкой подтвержда-
ется данными имиджинговой масс-спектро-
метрии (MALDI IMS). Липиды головного
мозга демонстрируют широкое биохимиче-
ское и функциональное разнообразие, а так-
же, в зависимости от свойств, избирательную
приуроченность к определенным ядрам или
слоям серого вещества, к белому веществу
разных отделов мозга. Из тех липидов, кото-
рые удалось идентифицировать в образцах
коры височной доли мозга плодов 20–22 нед
гестации, оказались фосфодилхолины, при
этом три из них: PC(30:0), PC(36:7), PC(38: 8) –
выделены только в кортикальной пластинке
(рис. 1 (б)), но не в маргинальной зоне и суб-
пластинке, что подтверждает данные цитоар-
хитектоники.

Данные о более сложном строении корко-
вой пластинки получены методом иммуноги-
стохимии с антителами к CTIP2 и FOXP1,
SATB2. Иммуномаркирования высокого ка-
чества удалось добиться только на одном об-
разце височной доли с высокой плотностью
CTIP2+ и FOXP1+ ядер нейронов (см. табл. 1),
тем не менее результат заслуживает анализа,
так как убедительно демонстрирует диверси-
фикацию CTIP2+ и FOXP1+ нейронов. Ре-

конструкция нескольких полей зрения верх-
ней височной области коры площадью около
0.5 см2 (рис. 2) наглядно иллюстрирует, что
FOXP1+ нейроны представлены во всей кор-
ковой пластинке, но их совокупность разделе-
на полосой, в которой плотность таких клеток
заметно снижается. Уровень с низкой плотно-
стью FOXP1+ ядер совпадает по глубине зале-
гания с зоной максимальной плотности
CTIP2+ нейронов.

В возрасте 23–24 нед гестации страти-
фикация корковой пластинки в верхней ви-
сочной и предцентральной областях коры
усложняется. На препаратах, окрашенных по
Нисслю, слой eII становится более плотно-
клеточным, чем ниже расположенные слои,
которые выделить цитоархитектонически не
удается. В этот период начавшаяся стратифи-
кация коры сопровождается ее утолщением
до 1450 ± 18 мкм в предцентральной и до
1104 ± 23 мкм в височной областях.

Иммуногистохимическое выявление ней-
ронов корковой пластинки предцентральной
и височной областей коры проводили с исполь-
зованием антител к слой-специфичным транс-
крипционным факторам: CTIP2, SATB2,
FOXP1. Поскольку в исследуемый период
цитоархитектонически сложно выделить
слои корковой пластинки, при подсчете
ИГХ+ элементов на изображение анализиру-
емого участка коры предварительно наноси-

Таблица 1. Сведения об экспериментальном материале 
Table 1. Details of experimental materials

Примечание: сравнительная эффективность окраски по Нисслю и ИГХ-реакции отмечены (–), (+), (++) или (+++); положи-
тельный или отрицательный результат ИГХ-реакции на каждом образце подтвержден не менее трех раз. 
Note: the comparative efficiency of Nissl staining and IHC-reaction is marked by (–), (+), (++) or (+++); a positive or negative result
of the IHC reaction on each sample was confirmed at least three times.

Сведения о методах обработки материала и антителах, использованных 
при проведении иммуногистохимических реакций

№ Возраст 
(нед) Nissl МАР2 FOXP1 SATB2 CTIP2 N200 Reln MALDI Сlarity

1 20–22 Х(+++) Х (+++) Х(+++) Х(+) Х(+++) Х(–) Х(+++)
2 20–22 Х(++) Х(+++) Х(–) Х(–) Х(–) Х(–) Х(–) Х
3 20–22 Х(++) Х(+++) Х(–) Х(–) Х(–) Х(–) Х(–) Х
4 23–24 Х(+++) Х(+++) Х(+++) Х(+++) Х(+++) Х(+++) Х(+)
5 23–24 Х(+++) Х(+++) Х(–) Х(–) Х(+++) Х(+) Х(++)
6 23–24 Х(+++) Х(+++) Х(+) Х(+++) Х(+) Х(+) Х(+)
7 25–26 Х(+++) Х(++) Х(+) Х(+) Х(+) Х(+++) Х(+++) Х
8 25–26 Х(++) Х(+++) Х(++) Х(-) Х(-) Х(+++) Х(+++) Х
9 25–26 Х(++) Х(+++) Х(+) Х(+) Х(+) Х(+++) Х(+++) Х

10 25–26 Х(++) Х(+) Х(++) Х(+) Х(+) Х(–) Х(–)
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ли сетку из ячеек с длиной стороны 164 мкм.
Такую же сетку наносили на соседний срез,
окрашенный по Нисслю. Благодаря этому
приему стало возможным проследить дина-
мику численности иммунопозитивных кле-
ток по поперечнику коры, определить более
высокую плотность маркированных элемен-
тов на определенном уровне коры и таким
образом получить представление о формиро-
вании слоев корковой пластинки. По попе-
речнику коры полушарий мозга плодов 23–
24 нед гестации маркированные нейроны
распределялись следующим образом: SATB2+
превалировали в верхней части корковой
пластинки, CTIP2+ и FOXP1+ – в ее нижней
части. Количественная оценка SATB2+,
CTIP2+ и FOXP1+ клеток показала, что са-
мая высокая плотность CTIP2+ ядер обнару-
жена на глубине 660–990 мкм предцентраль-
ной области коры и 425–920 мкм – височной.

Максимум FOXP1+ ядер установлен на глу-
бине 600–1000 мкм предцентральной коры и
400–950 мкм – височной. Максимальная
плотность SATB2+ нейронов установлена на
глубине 200–650 мкм предцентральной и 95–
600 мкм височной областей (рис. 3). Зоны
распределения всех трех маркеров перекры-
ваются, поэтому для определения границ
слоев мы ориентировались на те уровни, в ко-
торых плотность ИГХ+ нейронов была мак-
симальна. По компактному расположению
SATB2+, CTIP2+ и FOXP1+ элементов уста-
новлены предполагаемые границы цитоархи-
тектонических слоев на препаратах, окра-
шенных по Нисслю (рис. 4). Дальнейшее ис-
следование проводили с учетом назначенных
границ слоев еII-еVI корковой пластинки.
Дополнительно оценивали количество имму-
нофлуоресцентных ядер нейронов относи-
тельно общей численности всех ядер, окра-

Рис. 1. Цитоархитектоника коры верхней височной области (а) и распределение липидов на фронтальном
срезе височной доли (б) мозга человека 21 нед гестации. На (а) – срез височной доли, окрашенный по Нис-
слю, цитоархитектоника коры верхней височной области и график оптической плотности. Обозначения:
MZ – маргинальная зона, CP – корковая пластинка, SP – субпластинка. CP дополнительно выделена цве-
том в соответствии с границами кластера фосфадилхолина PC(30:0). На (б) – распределение детектиро-
ванных липидов на срезе. Отмечены фосфадилхолины, кластеры которых приурочены к корковой пла-
стинке височной области.
Fig. 1. Cytoarchitectonics of the upper temporal region (а) and the distribution of certain lipids on the frontal section
of the temporal lobe (b) of the brain of a human fetus at 21 weeks of gestation. (а) – section of the temporal lobe,
stained according to Nissl, cytoarchitectonics of the upper temporal region and a graphics of optical density. Desig-
nations: MZ – marginal zone, CP – cortical plate, SP – subplate. The CP is additionally highlighted in color in ac-
cordance with the boundaries of the phosphadylcholine PC cluster (30:0). (b) – distribution of the detected lipids
on the section; phosphadylcholines which are confined to the cortical plate of the temporal cortex are highlighted
by a dashed circles.
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шенных DAPI, в каждом из слоев обеих ис-
следованных областей. В предцентральной
области максимальное количество FOXP1+
элементов отмечено в глубокой части слоя еV
и в слое еVI, где оно достигало 12%, а в слое
еII и субпластинке снижалось до 3%; макси-
мум CTIP2+ клеток установлен в слое еV –
5%, в слое еIII и еVI – сокращался до 3%; чис-
ленность SATB2+ нейронов в слое еIII дости-
гала 13% и падала до 6% в слоях еII и еVI.
В верхней височной области максимум
FOXP1+ элементов отмечен в слое еV и по-

граничном уровне слоя еVI, где он составил
8%, а в слоях еII и еVI снижался до 3%; чис-
ленность CTIP2+ ядер в слоях еV и еVI была
одинакова и составила около 5%, сокращаясь
до 1% в слоях еII и субпластинке; числен-
ность SATB2+ нейронов в слое еIII достигала
12%, падала до 6% в слоях еII и еVI. Таким об-
разом, выделение слоев по численному доми-
нированию нейрохимически однородных
клеток возможно даже тогда, когда цитоархи-
тектонические признаки слоев еще не выра-
жены.

В возрасте 25–26 нед гестации стратифи-
кация кортикальной пластинки в верхней ви-
сочной и предцентральной областях коры
практически не усложнялась по сравнению
с описанным выше сроком 23–24 нед.
На препаратах, окрашенных по Нисслю, от-
мечено утолщение коры до 1550 ± 28 мкм в
предцентральной и до 1150 ± 18 мкм в височ-
ной областях. На материале этого возраста не
удалось получить высококачественных ре-
зультатов иммуногистохимической обработ-
ки с антителами к слой-специфичным транс-
крипционным факторам. Несмотря на то что
локализация SATB2+, CTIP2+ и FOXP1+
элементов была сходной со сроком 23–24 нед
гестации в обеих областях коры, интенсивность
реакции и плотность иммунопозитивных ядер
нейронов оказались низкими, оценить их ко-
личественный состав не удалось.

Как уже отмечалось выше, те маркеры
транскрипционных факторов, которые при-
менялись в исследовании, отражают функци-
ональную характеристику проекционных ней-
ронов в соответствии со связями, которые
формируют их аксоны – нисходящие субкор-
ковые или корково-корковые. Морфологию
таких нейронов возможно исследовать по
экспрессии МАР2 – белка, ассоциированно-
го с микротрубочками и специфичного толь-
ко для нейронов (Минин, Кулик, 2004; Ben-
nett et al., 2013). Поскольку нами предвари-
тельно были определены границы слоев
кортикальной пластинки, развитие МАР2-
пирамидных нейронов анализировали с уче-
том их залегания в определенном слое (рис. 4).

В корковой пластинке верхней височной и
предцентральной областей коры мозга пло-
дов 20–22 нед гестации МАР2-позитивные
нейроны располагались компактно, образуя
в предцентральной коре пласт толщиной
около 170 ± 25 мкм, а в височной – около
250 ± 35 мкм. Такие МАР2+ клетки имели
вытянутую округло-треугольную форму со-

Рис. 2. Взаимодополняющие кластеры CTIP2+
и FOXP1+ нейронов коры височной области
мозга человека 20 нед гестации. Стрелка указы-
вает на латеральную борозду, верхняя височная
область – слева от борозды.
Fig. 2. Complementary groups of CTIP2+ and
FOXP1+ neurons in the temporal cortex of the brain
of the fetus at 20 weeks of gestation. The arrow indi-
cates the lateral gyrus, the superior temporal region
to the left of the arrow.
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мы, короткие, извитые неветвящиеся апи-
кальные дендриты. В дальнейшем, вплоть до
конца второго триместра, наблюдали замет-
ное увеличение количества МАР2+ нейронов
и расширение зоны поперечника, которую
они занимали в корковой пластинке, до 500 ±
± 39 мкм в предцентральной и 450 ± 42 мкм в
височной областях 25–26-недельных плодов.
Все иммунопозитивные клетки были пирамид-

ными, по площади профильного поля их мож-
но было разделить на мелкие (45–90 мкм2),
средние (100–190 мкм2) и крупные (200–
380 мкм2). Анализ локализации нейронов, от-
носящихся к каждому из трех размерных
классов, показал, что средние и мелкие рав-
номерно распределены по поперечнику зоны
МАР2+ клеток, а крупные залегают в глубине
(рис. 5).

Рис. 3. Количество иммунопозитивных клеток на разных уровнях коры дорcолатеральной предцентраль-
ной (а) и верхней височной (б) областей полушарий мозга человека 23–24 нед гестации. По оси Х – тол-
щина коры в мкм. По оси Y – количество иммунопозитивных клеток.
Fig. 3. The distribution of immunopositive cells at different levels of the cortex of the dorso-lateral precentral (а) and
superior temporal (б) regions of the cerebral cortex of a human fetus at 23–24 weeks of gestation. X-axis is the thick-
ness of the cortex (mkm). Y-axis is the number of immunopositive cells.
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Рис. 4. Стратификация коры дорсо-латеральной предцентральной области полушарий мозга человека 23–
24 нед гестации по локализации иммунопозитивных нейронов и при окраске по Нисслю. Обозначения:
MZ – маргинальная зона, eII – слой II, eIII – слой III, eV – слой V, eVI – слой VI корковой пластинки, SP –
субпластинка.
Fig. 4. Stratification of the dorso-lateral precentral cortex of the fetus at 23–24 weeks of gestation by the localization
of immunopositive neurons and by Nissl staining. Designations: MZ – marginal zone, eII – layer II, eIII – layer
III, eV – layer V, eVI – layer VI of the cortical plate, SP – subplate.
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После совмещения изображений срезов,
окрашенных по Нисслю и обработанных
ИГХ с антителами к МАР2, стало очевидным,
что уровень крупных МАР2+ пирамид совпа-
дает со слоем eV, который предварительно
выделен по максимальной плотности CTIP2+
элементов, а средних и мелких МАР2+ ней-
ронов – со слоем eIII с высокой плотностью
SATB2+ ядер. Такая же очередность диффе-
ренцировки и локализация МАР2-позитив-
ных нейронов в слоях eIII и eV характерны и
для коры верхней височной области большо-
го мозга.

Несмотря на то что мы не смогли добиться
устойчивого иммуноокрашивания со всеми
маркерами для каждого срока гестации и всех
исследованных случаев, результаты, полу-
ченные разными методами, дополняют друг
друга, подтверждая синхронность и общую
закономерность стратификации верхней ви-
сочной и предцентральной коры в период с
20-й по 26-ю неделю гестации.

Ключевую роль в регуляции начальных
этапов стратификации коры выполняют
клетки Кахаля–Ретциуса маргинальной зоны.
В коре мозга человека строение этих нейро-
нов, их нейрохимические характеристики
изучены слабо. При этом маргинальная зона
коры фетального мозга имеет сложную про-
странственную организацию, в связи с чем
для ее исследования требуется иммуноокра-

шивание более толстых, чем принято обыч-
но, срезов. С помощью такой обработки уда-
лось выявить клетки Кахаля–Ретциуса, что
подтверждается их рилин-позитивностью,
помимо этого они иммунопозитивны к
МАР2. Нейроны Кахаля–Ретциуса имели
треугольную форму тела с площадью про-
фильного поля от 100 до 250 мкм2. От сомы
клетки отходили от 3 до 5 дендритов, широко
ветвящихся параллельно поверхности коры,
и один нисходящий отросток, тела нейронов
залегали в поверхностной части маргиналь-
ной зоны. Волоконное сплетение ниже зоны
локализации клеток Кахаля–Ретциуса состо-
яло из идущих параллельно пиальной по-
верхности коры взаимно пересекающихся
N200+ отростков (рис. 6). Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о том, что марги-
нальная зона содержит те структурные ком-
поненты – рилин-позитивные нейроны Ка-
халя–Ретциуса и сплетение горизонтальных
волокон, которые регулируют миграцию ней-
робластов в кору.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе показано, что в тече-
ние 20–26 нед гестации две области коры по-
лушарий мозга человека: дорсо-латеральная
предцентральная вдоль центральной борозды
и верхняя височная по границе с латеральной
бороздой – развиваются синхронно, хотя

Рис. 5. МАР2-позитивные нейроны в коре дорсо-латеральной предцентральной области полушарий мозга
человека 20 (а) и 26 (б) нед гестации. Обозначения: eIII, eV – слои III и V корковой пластинки.
Fig. 5. MAP2-positive neurons in the dorsal precentral region of the cerebral cortex of fetuses at 20 (а) and 26 (б)
weeks of gestation. Designations: eIII, eV – layers III and V of the cortical plate.
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топографически они удалены друг от друга и
относятся к разным функциональным систе-
мам мозга. Этот факт подтверждает принцип
регионального кортикогенеза в среднем пе-
риоде гестации (Поляков, 1937), а также ра-
нее выдвинутое предположение о том, что
первичные борозды указывают на сходство
развития прилежащих к ним областей коры
полушарий мозга (Zhang et al., 2013). О том же
свидетельствуют особенности функциональ-
ного коннектома (совокупности проводящих
трактов) мозга плода человека, в котором к
концу второго триместра беременности визу-
ализируются некоторые межполушарные и
субкорковые тракты (Turk et al., 2019). Авто-
ры справедливо полагают, что становление
трактов зависит от уровня развития отдель-
ных регионов коры полушарий мозга и для
полного понимания закономерностей ста-
новления связей нужны маркеры созревания
нейронов.

В данной работе описаны некоторые осо-
бенности созревания неокортекса, выявлен-
ные с помощью иммуногистохимических
маркеров. Установлено, что в период с 20-й
по 26-ю неделю гестации в обеих исследован-
ных областях мигрировавшие в корковую
пластинку клетки избирательно синтезируют
транскрипционные факторы, определяющие
их положение в конкретном слое и тип про-
екционных связей, которые они образуют, –
субкорковые или корково-корковые. В течение
исследованного периода происходит утолще-
ние коры, но преимущественная приурочен-
ность SATB2+ нейронов к слоям eII и eIII, а
FOXP1+ и CTIP2+ – к слоям eV и eVI – не из-
менялась. Морфология этих клеток – форма
сомы, специфика дендритного древа – свиде-
тельствует о том, что они являются пирамид-
ными проекционными нейронами, динамика
их развития, приуроченность, в зависимости от
размера, к разным слоям коры подтверждают
характер генерируемых ими связей – корко-
во-корковые или субкорковые и корково-
спинальные.

Помимо сведений о морфологии нейро-
нов, иммуногистохимическое выявление
МАР2 – белка, ассоциированного с микро-
трубочками, может служить маркером крити-
ческого периода развития пирамидных кле-
ток, в течение которого нейроны высоко чув-
ствительны к воздействию неблагоприятных
факторов среды. Основанием для такого
предположения является то, что синтез МАР2
характеризует начало активного дендрогене-

за и включение клетки в нейронные сети, а
этому сопутствует ослабление нейропротек-
торных механизмов (Kaech et al., 1996; Fon-
taine-Lenoir et al., 2006). Гибель нейронов в
коре мозга у человека как результат ослож-
ненной беременности не доказана, но пато-
логические последствия развития олигоденд-
роцитов и активности нейроглии у детей с
проблемами периода внутриутробного онто-
генеза, включая недоношенность, известны
(Кудряшова и др., 2019; Shaw et al., 2021).
Очевидно, что судьбы нейронов и глии нераз-
рывно связаны, а это позволяет анализировать
возможность маркирования критического пе-

Рис. 6. Организация маргинальной зоны коры
верхней височной области полушарий мозга че-
ловека 25–26 нед гестации по результатам им-
мунофлуоресцентного маркирования крупного
(762 × 762 × 180 мкм) фрагмента ткани. (а) –
клетки Кахаля–Ретциуса поверхностного уров-
ня маргинальной зоны. (б) – волоконное спле-
тение глубокого уровня маргинальной зоны.
Fig. 6. Organization of the marginal zone of the tem-
poral region of fetal cerebral cortex at 25–26 weeks
of gestation, results of immunostaining of a large
block (762 × 762 × 180 mkm) of tissue after optical
clearing. (а) – Cajal–Retzius cells of the surface lev-
el of the marginal zone. (б) – fiber plexus of the deep
level of the marginal zone.
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риода развития нейронов по состоянию эле-
ментов цитоскелета. Согласно результатам на-
стоящего исследования, в корковой пластинке
предцентральной и височной областей коры
полушарий мозга первые МАР2+ пирамид-
ные клетки отмечены у 20-недельных плодов
в слое eV, к 26-й неделе формируются нейро-
ны слоя eIII, а это предположительно указы-
вает на то, что критические сроки развития
нейронов слоев eIII и eV приходятся на раз-
ные периоды гестации.

Правомерность выдвинутого предположе-
ния о критических сроках развития нейронов
подтверждают исследования И.А. Журавина
и соавт. (Vasilev et al., 2016). Исследователи
доказали, что постмитотическая дифферен-
цировка проекционных нейронов энтори-
нальной коры полушарий мозга крыс про-
исходит на 14-м и 18-м дне эмбриогенеза.
Экспериментальная гипоксия в эти дни при-
водила к тому, что в первый месяц после рож-
дения плотность пирамидных нейронов в ко-
ре мозга крысят снижена по сравнению с
контрольными животными.

С широким внедрением в клиническую
практику методов МРТ-диагностики появи-
лись убедительные факты избирательных по-
вреждений кортикоспинальных и межполу-
шарных трактов коры полушарий, вызванных
неблагоприятными факторами внутриутроб-
ного развития. Так, генез детского церебраль-
ного паралича, который считают олицетворе-
нием детской неврологии, обусловлен про-
блемами пренатального периода развития, в
том числе недоношенностью (Ермолина и др.,
2016). Дефицит моторного поведения у этих
детей коррелирует с замедленным созревани-
ем, нарушением структуры и траектории кор-
тикоспинального тракта (Papadelis et al.,
2019). Гораздо шире, согласно данным МРТ,
распространены отклонения в структуре
межполушарных связей, которые чаще всего
описывают как агенезии (полное или частич-
ное отсутствие) или гипоплазии (недоразви-
тие) мозолистого тела (Bekiesinska-Figatowska
et al., 2017; Koerte et al., 2018; Lieb, Ahlhelm,
2018). Выраженные гипоплазии мозолистого
тела часто обнаруживают у детей, развивав-
шихся в измененных условиях гестации, на-
пример, рожденных женщинами с гипоти-
реозом, с фетальным алкогольным синдро-
мом и недоношенных (Lebel et al., 2008;
Samadi et al., 2008; Tkachenko et al., 2008).
Оценка демографических факторов риска
развития агенезий и гипоплазий мозолистого

тела у детей, клинически значимой и относи-
тельно частой категории нарушений разви-
тия мозга, свидетельствует о том, что одной
из главных причин является недоношенность
плода (Glass et al., 2008). Гипоплазии мозоли-
стого тела часто дополняют пороки развития
кортикоспинальных трактов при ДЦП
(Краснощекова и др., 2016; Back et al., 2001).

Описанные нарушения проводящих трак-
тов – пирамидного и мозолистого тела – со-
гласуются с высказанным предположением о
критических периодах развития проекцион-
ных нейронов слоев eV и еIII коры полуша-
рий мозга человека в конце второго тримест-
ра внутриутробного онтогенеза.

Новизна полученных в настоящей работе
результатов очевидна, и они лишь отчасти
подтверждают данные ранее выполненного
исследования по пренатальному развитию
предцентральной области коры мозга челове-
ка (Saito et al., 2011).

ВЫВОДЫ
1. В период с 20-й по 26-ю неделю внутри-

утробного развития в предцентральной и
верхней височной областях коры полушарий
нейроны, идентифицированные по экспрес-
сии транскрипционных факторов, приуроче-
ны к разным слоям корковой пластинки:
SATB2-позитивные – к слоям eII, eIII,
FOXP1-позитивные и CTIP2-позитивные – к
слоям eV, eVI.

2. Во втором триместре внутриутробного
развития в корковой пластинке предцен-
тральной и верхней височной областей коры
полушарий мозга человека пирамидные ней-
роны, идентифицированные по экспрессии
белка, ассоциированного с микротрубочками
(МАР2), появляются в слое eV у 20-недель-
ных, в слое eIII – у 26-недельных плодов.

3. Совокупность полученных данных сви-
детельствует о том, что две топографически
удаленные области коры полушарий мозга
человека – предцентральная и верхняя ви-
сочная – развиваются синхронно.

Работа выполнена на оборудовании ре-
сурсного центра молекулярных и клеточных
технологий (МиКТ) Научного Парка СПбГУ
(Проект № 109-306).
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FEATURES OF DIFFERENTIATION OF THE HUMAN CEREBRAL CORTEX 
DURING THE SECOND TRIMESTER OF GESTATION
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The study focuses on revealing the patterns of postmigrational development of neurons accompa-
nying the stratification of the dorsal precentral and superior temporal regions of the neocortex of
the human fetal brain. We studied 10 fetal brains at 20–26 weeks of gestation. Tissue blocks were
embedded in paraffin, serial sections were made, every 10th section was stained according to Nissl.
The rest were immunostained with antibodies to MAP2, layer-specific proteins SATB2, FOXP1
and CTIP2, Reelin and N200. In 4 cases, additional blocks were not embedded in paraffin, but
treated according to either Clarity optical tissue clearing protocol or MALDI IMS methods. From
20 to 26 weeks of prenatal development the cortical plate of the studied areas of the cortex contained
neurons immunopositive to antibodies of layer-specific transcription factors which were confined
to different levels of the cortical plate: SATB2+ – to the upper, FOXP1+ and CTIP2+ – to the low-
er level. A quantitative assessment of maximum density of SATB2+, FOXP1+, and CTIP2+ neu-
rons made it possible to separate embryonic layers eII, eIII, eV, eVI and the subplate. In the studied
period, the number of neurons immunopositive to MAP2 in the cortical plate of both areas is steadi-
ly rises. The first groups of MAP2+ pyramidal cells was observed in 20-week-old fetuses in layer eV;
by 26 weeks, groups of layer eIII MAP2+ pyramidal cells were noted. The results of immunostain-
ing of large blocks of the human fetal cortical cortex indicates a complex spatial organization of the
marginal zone, with the localization of Reelin-positive Cajal-Retzius cells above the level of the
plexus fibers. The data obtained in this research indicates that two anatomically remote areas of the
cortex – the precentral and superior temporal cortex regions develop synchronously in the first half
of the fetal period.

Keywords: cerebral cortex, prenatal development, immunohistochemistry, layer-specific transcrip-
tion factors, microtubule associated protein



<<
  /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


