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Гипоксия плода или новорожденного является одной из основных причин нео-
натальной смертности и вызывает долговременные нарушения моторных и ко-
гнитивных функций. Целью представленной работы явилось изучение эффектов
однократной нормобарической гипоксии у крыс в возрасте 10 дней (модель до-
ношенной беременности человека). Самцов и самок крыс линии Вистар под-
вергали гипоксическому воздействию длительностью 2 ч при содержании кис-
лорода 8%. Контрольные животные содержались в тех же условиях при нормаль-
ном содержании кислорода. С 11-го по 35-й день жизни оценивали уровень
физического и моторного развития, двигательную и исследовательскую актив-
ность, уровень тревожности. Уровень летальности при использованном воздей-
ствии составил 21.1%. У крыс обоего пола отмечалось замедление прироста массы
тела и нарушение воспроизведения моторных рефлексов. Нарушения координа-
ции движений и способности поддерживать равновесие были зарегистрированы у
самцов, но не самок крыс, перенесших неонатальную гипоксию. У самок крыс
аделесцентного возраста, подвергавшихся гипоксии, отмечалось увеличение тре-
вожности в тесте приподнятый крестообразный лабиринт. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о гендер-зависимом характере эффектов неонатальной ги-
поксии. Использованную методику можно рассматривать в качестве модели ги-
поксического повреждения мозга доношенных новорожденных.
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Гипоксия плода или новорожденного является одной из основных причин нео-
натальной смертности, вызывает повреждения ЦНС и нарушает нормальное раз-
витие мозга, что приводит к долговременным нарушениям моторных и когнитив-
ных функций [1, 2]. Перинатальная гипоксия (ПГ) может приводить в дальнейшем
к развитию детского церебрального паралича, синдрома дефицита внимания и ги-
перактивности, аутизма, эпилепсии и целого ряда когнитивных расстройств [2, 3].
Морфологические и функциональные нарушения, вызванные ПГ, зависят от сте-
пени доношенности ребенка [4–6]. ПГ регистрируется более чем у 60% недоно-
шенных новорожденных и приводит к уменьшению объема полушарий мозга, уве-
личению желудочков и повреждениям белого вещества [6]. У доношенных ново-
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рожденных ПГ отмечается реже (2–4 случая на 1000 новорожденных), но
сопровождается высоким уровнем летальности [7]. При этой патологии наблюда-
ются повреждения как белого, так и серого вещества головного мозга [6]. Клиниче-
ские исследования также свидетельствуют о зависимости последствий ПГ от пола
ребенка. У мальчиков, перенесших гипоксию, выше уровень неонатальной смерт-
ности и более выражены отдаленные последствия ПГ по сравнению с девочками
[5, 6]. Высокий уровень заболеваемости и тяжелые неврологические последствия
определяют актуальность поиска эффективных стратегий профилактики и мини-
мизации отдаленных эффектов гипоксии как у доношенных, так и недоношенных
новорожденных с различной тяжестью повреждения мозга [8].

Последствия перинатальной гипоксии активно исследуются в экспериментах на
животных, главным образом, на грызунах. При этом необходимо учитывать, что
многие важнейшие этапы развития мозга у грызунов происходят в раннем постна-
тальном периоде. Анализ гистологического и функционального созревания мозга
позволил сопоставить мозг крысы в течение первой недели жизни с мозгом недо-
ношенного новорожденного, а в возрасте 10–12 дней – с мозгом доношенного но-
ворожденного ребенка [9]. Для исследования эффектов ПГ на грызунах применя-
ется ряд экспериментальных моделей. Наиболее широко используемой является
модель Rice–Vannucci, разработанная в начале 1980-х годов. Эта модель гипо-
ксии/ишемии включает в себя комбинацию односторонней перевязки общей
сонной артерии у 7-дневного детеныша крысы с последующим помещением жи-
вотного в условия пониженного содержания кислорода [10]. Уровень зрелости
ЦНС 7-дневного детеныша крысы сопоставим с 32–34-недельным эмбрионом
или с недоношенным новорожденным. Для моделирования гипоксии новорож-
денных с высокой степенью недоношенности грызунов подвергали гипоксии на
3-й постнатальный день (ПНД) [5]. Недостатком модели Rice–Vannucci является не-
обходимость хирургического воздействия и наркоза, а также фокальный характер
повреждения мозга [1]. Для моделирования ПГ у грызунов используют также гипо-
ксическое воздействие без ишемии. Проведенные исследования свидетельствуют о
наличии гистологических [11, 12], функциональных и поведенческих изменений у
грызунов, вызванных однократным неонатальным гипоксическим воздействием [1,
13, 14]. Ранее нами было проведено исследование эффектов однократной нормоба-
рической гипоксии (ОНГ, 8% О2, 2 ч) на 2-й день жизни крыс и мышей как модели
умеренного гипоксического повреждения мозга недоношенных новорожденных.
Нами были выявлены зависимые от пола эффекты гипоксии на уровне транскрип-
ционной активности генов, содержания нейротрофина и прооксидантного-антиок-
сидантного баланса, а также нарушения сенсомоторного развития, поведения и ко-
гнитивных функций у крыс и мышей, перенесших ОНГ на 2-й день жизни [15–17].

Целью представленной работы явилось изучение последствий однократной нор-
мобарической гипоксии на 10-й день жизни крыс. Для оценки неврологических по-
следствий такого воздействия было изучено влияние гипоксии на физическое и мо-
торное развитие крыс, а также на уровень тревожности и исследовательское поведе-
ние животных в адолесцентый период. В работе были использованы самцы и самки
крыс, что позволило выявить гендер-зависимый характер эффектов гипоксии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на крысах линии Вистар обоего пола. Всего в работе было ис-
пользовано 70 крыс из 7 выводков. Животных содержали в стандартных условиях
вивария с соблюдением 12-часового светового режима и со свободным доступом к
воде и пище. Условия содержания и экспериментальные процедуры одобрены Ко-
миссией по биоэтике МГУ имени М.В. Ломоносова (протокол № 97ж от



189ВЛИЯНИЕ ОДНОКРАТНОЙ НОРМОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ

30.10.2019). Исследование проведено с соблюдением биоэтических норм обраще-
ния с экспериментальными животными в соответствии с требованиями Директи-
вы 2010/63/EU Европейского Парламента от 22.09.2010.

День рождения крысят принимали за нулевой день жизни. На десятый постна-
тальный день (10 ПНД) животных взвешивали, маркировали, затем каждый выводок
делили на 2 группы. Крыс одной группы (n = 38, 20 самцов и 18 самок) на 10-й ПНД
изымали из гнезда и на 2 ч помещали в термостатируемую камеру (37°С), в которую
подавали газовую смесь (8% О2 и 92% N2) (группа гипоксия). Остальных животных
(n = 32, 15 самцов и 17 самок) не подвергали воздействию гипоксии, также изыма-
ли из гнезда и помещали в аналогичные условия при нормоксии (21% О2) (группа
контроль). Детеныши каждого выводка вместе с матерью содержались в отдельной
клетке до достижения ими месячного возраста. Регистрировали массу тела живот-
ных и возраст открытия глаз. Анализировали изменения массы тела относительно
исходных значений (10-й ПНД, до сеанса гипоксии).

Уровень психомоторного развития крыс оценивали при помощи стандартных те-
стов [18]. Рефлекс отрицательного геотаксиса – крысенка помещали на наклонную
поверхность (45°) длиной 30 см головой в направлении склона. Регистрировали ла-
тентный период поворота, т.е. время, за которое животное поворачивается на 180°,
а также время достижения верхнего края склона. Максимальное время наблюде-
ния 120 с. Если в течение максимального периода наблюдения крыса не выполняла
задачу, то это время принимали за время выполнения реакции. Выполнение ре-
флекса оценивали 2 раза – в возрасте 11 и 12 дней. Рефлекс ползания – крысенка по-
мещали в центр окружности диаметром 13 см и регистрировали время, через кото-
рое животное всеми четырьмя лапами окажется вне круга. Максимальное время
наблюдения составляло 120 с. Выполнение задачи оценивали 2 раза – в возрасте 11
и 13 дней. Уровень физической выносливости крысят оценивали в тесте горизон-
тальный стержень (с 18-го по 22-й ПНД ежедневно). При тестировании крысят по-
мещали на неподвижный деревянный стержень диаметром 5 мм, укрепленный на
высоте 20 см над поверхностью. Регистрировали время удержания на стержне. Для
выявления нарушений равновесия и координации движений использовали тест
вращающийся стержень (Rota Rod, Columbus Instrument, США). На 23-й ПНД живот-
ных адаптировали к установке. Для этого каждую крысу 3 раза с интервалом в 5 мин
помещали на равномерно вращающийся (4 об/мин) горизонтальный цилиндр диамет-
ром 7 см. Длительность каждой попытки не превышала 30 с. Регистрировали число
животных, успешно выполнивших задачу (удержавшихся на стержне в течение 30 с).
На следующий день крысу помещали на стержень, вращающийся с равномерным
ускорением (исходная скорость вращения – 4 об/мин, ускорение – 0.2 об/мин c). Ре-
гистрировали время удержания на стержне. Максимальное время тестирования со-
ставляло 2 мин.

Оценку уровня двигательной и исследовательской активности проводили в тесте
Открытое поле (ОП) в возрасте 30 ПНД. Экспериментальная установка (НПК От-
крытая Наука, Россия) представляет собой круглую арену (диаметр 97 см, высота
стенок 42 см). Пол установки поделен на 19 сегментов двумя окружностями и ше-
стью диаметрами. Эксперимент проводился в тишине и при красном освещении.
Животное помещали в центр арены и в течение 2 мин регистрировали следующие
показатели: длину пробега (количество пересеченных сегментов), число стоек
(подъемов на задние лапы) и выходов в центр поля.

Оценку уровня тревожности на 31-й ПНД крыс проводили в тесте Приподнятый
крестообразный лабиринт (ПКЛ). Экспериментальная камера лабиринта (НПК От-
крытая Наука, Россия) состояла из четырех расходящихся из центра рукавов (дли-
на рукавов – 50 см, ширина – 15 см, высота стенок – 30 см). Два противоположных
рукава были затемнены и закрыты стенками с торцов; два других − ярко освещены
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и открыты. Лабиринт устанавливался на высоте 55 см от пола. Крысу помещали в
центр лабиринта и в течение 3-х мин регистрировали время нахождения на откры-
тых рукавах лабиринта, количество выходов на открытые и закрытые рукава, число
стоек и свешиваний с открытых рукавов. Вычисляли процент времени, проведен-
ного на открытых рукавах от общего времени тестирования, и процент выходов на
открытые рукава от суммарного числа выходов.

При статистической обработке данных использовали пакет программ Statistica 10.
Оценку нормальности распределения выборок проводили с использованием кри-
терия Колмогорова–Смирнова. Распределение всех выборок соответствовало нор-
мальному (p > 0.20), что позволило применить дисперсионный анализ (ANOVA).
Использовали двухфакторный ANOVA для факторов “гипоксия” (нормоксия/гипо-
ксия) и “пол” (самцы/самки). Для оценки динамических показателей (изменение
массы тела и показатели сенсомоторного развития) применяли трехфакторный
ANOVA (факторы “гипоксия” и “пол”) с повторными измерениями (фактор “воз-
раст”/“день тестирования”). При отсутствии значимого эффекта фактора “пол” и
значимого взаимодействия между факторами, сравнивали результаты, полученные
на всей выборке крыс. В случае статистически значимого эффекта факторов или их
взаимодействия для дальнейшей оценки различий между группами при post-hoc
анализе использовали критерий Fisher LSD. Для сравнения долевых показателей
(уровень летальности; процент крыс, удержавшихся на вращающемся стержне)
был использован тест сравнения пропорций (differences between proportions). Раз-
личия между группами считали статистически значимыми при p < 0.05. Данные на
рисунках и в таблице представлены в виде среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Во время 2-часового гипоксического воздействия умерло 8 крысят (21.1% по
всей выборке животных). В подгруппе самцов уровень летальности составил 28.6%,
в подгруппе самок – 11.8%, однако статистически значимых отличий по этому по-
казателю между самцами и самками зарегистрировано не было (p = 0.23, тест срав-
нения пропорций). У выживших животных наблюдался выраженный цианоз, о чем
свидетельствовало посинение кожных покровов. В контрольной группе в ходе экс-
перимента выжили все крысы.

Оценка уровня физического и моторного развития
Не было выявлено статистически значимых отличий между группами животных

по возрасту открытия глаз и исходной массе тела на 10-й ПНД (до сеанса гипоксии)
(табл. 1). Трехфакторный ANOVA с повторными измерениями показал статистиче-
ски значимое влияние фактора “возраст” (F8,464 = 1059.6; p < 0.001) на изменение
массы тела крыс в течение периода регистрации (10–35-й ПНД). Не было зареги-
стрировано значимого влияния фактора “пол” (F1,58 < 0.001; p > 0.98), а также взаимо-
действие факторов “возраст” × “пол” (F1,58 = 1.65; p = 0.12), что позволило анализи-
ровать изменения массы тела по всей выборке животных (рис. 1). Применение
трехфакторного ANOVA с повторными измерениями показало статистически зна-
чимое влияние фактора “гипоксия” на прирост массы тела крыс с 11-го до 15-го ПНД
(F1,58 = 7.80; p < 0.01), при дальнейших измерениях (21–35-й ПНД) значимого влияния
этого фактора (F1,58 = 0.40; p = 0.55) отмечено не было. Значимого взаимодействия
факторов “возраст” х “гипоксия” зарегистрировано не было (F4,232 = 0.40; p = 0.80 и
F2,116 = 0.10; p = 0.91, для возраста 11–15-й ПНД и 21–35-й ПНД соответственно). По-
следующий анализ показал значимое отставание по приросту массы тела в группе ги-
поксия с 11 по 15-й ПНД относительно контроля.
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Тест Рефлекс отрицательного геотаксиса. Анализ полученных результатов при
помощи трехфакторного ANOVA с повторными измерениями не выявил значимого
влияния фактора “пол”, а также значимого взаимодействия факторов “пол” × “гипо-
ксия” для латентного периода поворота (F1,58 = 0.52; p = 0.47 и F1,58 = 1.34; p = 0.25

Таблица 1. Показатели физического развития и поведения крыс в тесте Открытое поле в
группах контроль и гипоксия
Table 1. The parameters of physical development and behaviour of rats in the Open field test in the
control and hypoxia groups

Результаты представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего.
The results are expressed as the mean ± SEM.

Показатели
Parameters

Контроль
Control
(n = 32)

Гипоксия
Hypoxia
(n = 30)

Результаты 2-х факторного ANOVA
2-way ANOVA results

фактор “гипоксия”
factor “hypoxia”

F1,58 (p)

фактор “пол”
factor “sex”

F1,58 (p)

“гипоксия” × “пол”
“hypoxia” × “sex”

F1,58 (p)

Масса тела
до гипоксии (10 ПНД, г)
(Body weight before hypoxia,
10 PND, g)

17.7 ± 0.4 17.2 ± 0.4 F = 0.28
(0.60)

F = 0.80
(0.38)

F = 0.06
(0.81)

Возраст открытия глаз (дни)
Age of eye opening, day 14.9 ± 0.2 15.1 ± 0.2 F = 0.52

(0.48)
F = 0.01

(0.93)
F = 0.21

(0.65)

Тест Открытое поле (Open Field test)

Число пересеченных сегментов
The number of segment crosses 44.8 ± 3.0 42.0 ± 2.6 F = 0.50

(0.49)
F = 0.61

(0.44)
F = 0.66

(0.42)

Число стоек
The number of rears 8.2 ± 0.8 7.8 ± 1.0 F = 0.10

(0.76)
F = 0.04

(0.85)
F = 0.42

(0.52)

Число выходов в центр арены
The number of entries into arena 
center

3.2 ± 0.4 3.2 ± 0.3 F = 0.02
(0.92)

F = 0.001
(0.96)

F = 0.01
(0.94)

Рис. 1. Изменение массы тела крыс относительно исходных значений (10-й постнатальный день (ПНД),
до сеанса гипоксии) с 11-го по 15-й ПНД (A) и с 21-го по 35-й ПНД (B) в группах контроль и гипоксия.
По оси абсцисс – возраст крыс (дни), по оси ординат – изменение массы тела (g). Число крыс в груп-
пах: контроль – 32, гипоксия – 30. Значимые отличия от контроля отмечены * (p < 0.05).
Fig. 1. Changes of body weight relative to the baseline values (10 postnatal day (PND), before hypoxic exposure)
from 11 to 15 PND (A) and from 21 to 35 PND (B) in the control and hypoxia groups. The X-axis – the age of rats
(days), the Y-axis – weight gain (g). The number of rats in control group – 32, in hypoxia group – 30. Significant
differences vs control marked * (p < 0.05).
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соответственно) и времени достижения верхнего края склона (F1,58 = 0.39; p = 0.54
и F1,58 = 0.89; p = 0.35 соответственно). Это позволило представить данные, полу-
ченные по всей выборке животных. Для показателя латентного периода поворота
ANOVA не выявил значимого влияния факторов “гипоксия” и “день тестирования”
(F1,58 = 1.70; p = 0.20 и F1,58 = 0.91; p = 0.35), однако было зарегистрировано стати-
стически значимое взаимодействие этих факторов (F1,58 = 4.01; p < 0.05).

Последующий анализ показал значимое увеличение латентного периода поворота
в группе гипоксия по сравнению с контролем при первом тестировании (11-й ПНД)
(рис. 2A). Для времени достижения края склона ANOVA показал статистически значи-
мое влияние факторов “гипоксия” и “день тестирования” (F1,58 = 5.67; p = 0.02 и F1,58 =
= 43.08; p < 0.0001 соответственно), а также взаимодействие этих факторов (F1,58 =
= 4.13; p < 0.05). Последующий анализ выявил значимое превышение времени до-
стижения края склона при первом тестировании (11-й ПНД) в группе гипоксия по
сравнению с группой контроль. При повторном тестировании в обеих группах ве-
личина показателя была значимо ниже, чем на 11-й ПНД (рис. 2B).

Тест Рефлекс ползания. Анализ полученных результатов при помощи трехфак-
торного ANOVA с повторными измерениями не выявил значимого влияния факто-
ра “пол”, также значимого взаимодействия факторов “пол” × “гипоксия” для време-
ни выполнения задачи (F1,58 = 2.31; p = 0.18 и F1,58 = 0.70; p = 0.41 соответственно),
что позволило представить данные, полученные по всей выборке животных. Также
не было зарегистрировано влияния фактора “гипоксия” и взаимодействия факто-
ров “гипоксия” × “день тестирования”. Отмечалось статистически значимое влия-
ние фактора “день тестирования” (F1,58 = 23.24; p < 0.001). Post hoc анализ показал
значимое снижение времени выполнения задачи при повторном тестировании от-
носительно соответствующих значений на 11-й ПНД в обеих группах (рис. 2C).

Тест Горизонтальный стержень. Трехфакторный ANOVA с повторными измере-
ниями не выявил значимого влияния фактора “гипоксия” (F1,58 = 0.19; p = 0.67), а
также взаимодействия факторов “гипоксия” × “пол” (F1,58 = 0.01; p = 0.94) и “гипо-

Рис. 2. Показатели становления моторных рефлексов в группах контроль и гипоксия. По оси абсцисс –
дни тестирования, по оси ординат: А – латентный период поворота (s) и B – время достижения верхнего
края склона (s) в тесте рефлекс отрицательного геотаксиса, C – время выполнения задачи в тесте ре-
флекс ползания (s). Число крыс в группах: контроль – 32, гипоксия – 30. Значимые отличия от контро-
ля отмечены * (p < 0.05); от соответствующего показателя при первом тестировании – # (p < 0.05).
Fig. 2. Parameters of motor ref lexes maturation in the control and hypoxia groups. The X- axis – testing days, the
Y-axis: A – latency to turn around (s) and B – time of reaching the top of the slope (s) in the test Negative Geo-
taxis, C – time for task performance in the Gait Reflex test (s). The number of rats in control group – 32, in hy-
poxia group – 30. Significant differences vs control marked * (p < 0.05), differences vs corresponding value at the
first testing – # (p < 0.05).
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Рис. 3. Изменение времени удержания на неподвижном горизонтальном стержне у самцов и самок крыс
в группах контроль и гипоксия. По оси абсцисс – дни тестирования, по оси ординат – время удержания (s).
Число самцов/самок крыс в группах: контроль – 15/17, гипоксия – 14/16. Значимые отличия от соответ-
ствующей подгруппы самцов отмечены & (p < 0.05).
Fig. 3. Changes of the holding time on the fixed horizontal rod in the male and female rats from the control and
hypoxia groups. The X-axis – testing days, the Y-axis – the holding time (s). The number of male/female rats in
the control group – 15/17, in hypoxia group – 14/16. Significant differences vs corresponding male subgroup
marked & (p < 0.05).
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ксия” × “день тестирования” (F3,174 = 0.34; p = 0.80) для времени удержания на
стержне. Отмечалось статистически значимое влияние факторов “пол” (F1,58 = 4.08;
p < 0.05) и “день тестирования” (F3,174 = 83.85; p < 0.001), а также взаимодействие
этих факторов (F3,174 = 4.13; p < 0.01). Дальнейший анализ показал, что во всех группах
в ходе тестирования значимо увеличивалось время удержания на стержне (p < 0.01 от-
носительно показателя при первом тестировании). В подгруппах самок при втором
и третьем тестировании время удержания на стержне было статистически значимо
меньше, чем в подгруппах самцов (рис. 3).

Тест вращающийся стержень. В первый день тестирования животных помещали
на равномерно вращающийся стержень 3 раза. В ходе адаптации к установке доля
крыс, успешно справившихся с задачей, увеличивалась во всех группах (рис. 4А).
Однако при первых двух попытках величина этого показателя в группе крыс, пере-
несших гипоксию, была статистически значимо меньше, чем в контроле (p < 0.04,
тест сравнения пропорций).

Оценка способности крыс удерживаться на стержне, вращающемся с ускорени-
ем, не выявила значимого влияния факторов “гипоксия” (F1,58 = 0.85; p = 0.36) и
“пол” (F1,58 = 0.18; p = 0.67) на время удержания, однако было зарегистрировано
взаимодействие этих факторов на уровне тенденции (F1,58 = 3.79; p < 0.06). Дальней-
ший анализ показал, что время удержания на стержне в подгруппе самцов, перенес-
ших гипоксию, статистически значимо меньше, чем в подгруппе контрольных сам-
цов. В подгруппе самок отличий по этому показателю отмечено не было (рис. 4B).

Оценка поведения крыс

Тест открытое поле. В возрасте 30 ПНД оценивали поведение крыс в этом тесте.
Двухфакторный ANOVA не выявил значимого влияния факторов “гипоксия” и
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“пол”, а также взаимодействия этих факторов для следующих показателей: величи-
на пробега, число стоек и выходов в центр арены (табл. 1).

Тест приподнятый крестообразный лабиринт. В возрасте 31-го ПНД оценивали
уровень тревожности крыс в тесте ПКЛ. Применение двухфакторного ANOVA по-
казало значимое влияние фактора “гипоксия” (F1,55 = 4.41; p = 0.04), а также взаи-
модействие факторов “гипоксия” × “пол” на уровне тенденции (F1,55 = 3.57; p < 0.06)
для количества свешиваний с открытых рукавов лабиринта. Значимого влияния фак-
тора “пол” на величину этого показателя отмечено не было (F1,55 = 1.07; p = 0.31). Для
времени, проведенного на открытых рукавах лабиринта, отмечалось влияние фак-
торов “гипоксия” и “пол” на уровне тенденции (F1,55 = 3.56; p < 0.07 и F1,55 = 3.20;
p < 0.08 соответственно), взаимодействия этих факторов не наблюдалось
(F1,55 = 2.10; p = 0.15). Для остальных показателей поведения в ПКЛ (выходы на от-
крытые рукава лабиринта, число стоек и суммарное число выходов на рукава) не
было выявлено значимого влияния факторов “гипоксия” и “пол”, а также взаимо-
действия этих факторов (F1,55 < 2.00; p > 0.17). Дальнейший анализ показал стати-
стически значимое снижение числа свешиваний и процента времени, проведенно-
го на открытых рукавах лабиринта, в подгруппе самок, перенесших гипоксию, по
сравнению с контрольными самками. В подгруппе самцов значимых отличий па-
раметров поведения в ПКЛ между опытом и контролем отмечено не было. Однако
число свешиваний и процент времени, проведенного на открытых рукавах лаби-
ринта, в подгруппе контрольных самок статистически значимо превышали соот-
ветствующие показатели в подгруппе контрольных самцов (рис. 5).

Рис. 4. Показатели самцов и самок крыс в группах контроль и гипоксия в тесте вращающегося стержня
(Rota Rod). A: по оси абсцисс – номер попытки, по оси ординат – процент крыс, удержавшихся на рав-
номерно вращающемся стержне не менее 30 с. B – время удержания на стержне, вращающемся с уско-
рением (s). Число самцов/самок крыс в группах: контроль – 15/17, гипоксия – 14/16. Значимые отличия
от соответствующего контроля отмечены * (p < 0.05).
Fig. 4. The parameters of the male and female rats from the control and hypoxia groups in the Rota Rod test.
A: the X-axis – the trial number, the Y-axis – the percentage of rats which hold on the rod revolving with con-
stant speeds for more than 30 s. B: the Y-axis – the latency to fall from rod rotating with increasing speed (s). The
number of male/female rats in the control group – 15/17, in hypoxia group – 14/16. Significant differences vs
corresponding control marked * (p < 0.05).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для изучения механизмов негативных эффектов перинатальной гипоксии и по-
иска способов их ослабления и предотвращения необходимы адекватные модели
на животных. В представленной работе была использована модифицированная
модель неонатальной гипоксии без ишемии (8% О2 в течение 2 ч) на крысах в воз-
расте 10 дней. По уровню зрелости мозг крысы в возрасте 10–12 дней сопоставим с
мозгом доношенного новорожденного ребенка [9]. Поэтому использованную нами

Рис. 5. Параметры поведения самцов и самок крыс в группах контроль и гипоксия в тесте Приподнятый
крестообразный лабиринт. A – процент выходов на открытые рукава и процент времени, проведенного
на открытых рукавах; B – число свешиваний, стоек и суммарное число выходов на рукава. Число сам-
цов/самок крыс в группах: контроль – 15/17, гипоксия – 14/16. Значимые отличия от соответствующего
контроля отмечены * (p < 0.05), от соответствующей подгруппы самцов – &.
Fig. 5. Behavioural parameters of the male and female rats from the control and hypoxia groups in the Elevated
Plus Maze test. A – the percentage of the number of open arm entries and the percentage of the time spent in the
open arms; B – head dipping, rearing and total arms entries. The number of male/female rats in the control group –
15/17, in hypoxia group – 14/16. Significant differences vs corresponding control marked * (p < 0.05), differences
vs corresponding male subgroup marked & (p < 0.05).
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модель можно рассматривать в качестве модели острой гипоксии доношенных но-
ворожденных [19, 20]. Ранее нами было проведено изучение острых и отставлен-
ных эффектов аналогичного воздействия на крыс и мышей в возрасте 2-го ПНД,
модели гипоксии новорожденных с высокой степенью недоношенности [15–17].

В настоящей работе была зарегистрирована значительная неонатальная смерт-
ность крыс (21.1%). При этом уровень летальности в подгруппе самцов в 2.4 раза
превышал соответствующий показатель в группе самок. Однако это отличие не бы-
ло статистически значимым, что, вероятно, связано с недостаточной величиной
выборки. Летальность при гипоксии на 10-й ПНД значительно превышала зареги-
стрированную нами ранее в модели ОНГ на 2-й день жизни крыс (от 4.5 до 10% в
различных сериях экспериментов) [15, 16].

Согласно клиническим данным, перинатальная гипоксия является одной из ос-
новных причин перинатальной смертности [2, 14]. При гипоксии у доношенных
новорожденных наблюдается более высокий уровень летальности, чем у недоно-
шенных [6]. Показано, что уровень неонатальной смертности выше у мальчиков,
перенесших перинатальную гипоксию, чем у девочек после аналогичного воздей-
ствия [5, 6].

Для оценки влияния ОНГ на 10-й день жизни на физическое развитие крысят
регистрировали изменения массы тела, возраст открытия глаз и изучали становле-
ние моторных рефлексов. Одним из показателей уровня развития крыс является
возраст открытия глаз. Оценка этого параметра в данном исследовании не выявила
достоверных различий между группами животных. Ранее нами не было зареги-
стрировано изменения возраста открытия глаз у крыс и мышей, перенесших ОНГ
на 2-й день жизни [15–17]. Большинство исследований эффектов перинатальной
гипоксии также не выявило изменения этого показателя у самцов и самок грызу-
нов в различных моделях острой гипоксии или гипоксии/ишемии [21, 22].

Нами было зарегистрировано замедление прироста массы тела в течение 5 дней
после ОНГ у крыс обоего пола. Сравнение с эффектами ОНГ на 2-й день жизни
крыс показало, что характер изменений массы тела определялся возрастом гипо-
ксического воздействия. ОНГ на ранних стадиях развития приводила к замедле-
нию прироста массы тела у самок, но не у самцов крыс в течение 2-х недель после
воздействия [15].

Показателем развития потомства грызунов также является скорость созревания
сенсорно-моторных рефлексов в период вскармливания. В данной работе было за-
регистрировано нарушение выполнения рефлекса отрицательного геотаксиса на
11-й ПНД у самцов и самок крыс, перенесших гипоксию. Увеличение времени вы-
полнения этого рефлекса указывает на нарушение взаимосвязи между экстероцеп-
тивными стимулами и локомоторным ответом [14]. Влияния на выполнение ре-
флекса ползания отмечено не было, что свидетельствует об отсутствии воздействия
этого фактора на двигательную активность. Ранее нами было показано нарушение
выполнения рефлекса переворота на плоскости (6-й ПНД) и отрицательного гео-
таксиса (12-й ПНД) у крыс, подвергавшихся ОНГ на 2-й день жизни; влияния на
выполнение рефлекса ползания не наблюдалось [15, 16]. Полученные нами резуль-
таты согласуются с данными литературы. Замедление становления ранних мотор-
ных рефлексов таких, как рефлекс переворота и отрицательного геотаксиса зареги-
стрировано в различных моделях неонатальной гипоксии и гипоксии/ишемии [14,
22–24], при этом влияния на выполнение рефлекса ползания отмечено не было
[22, 25]. Показано, что нарушения становления ранних рефлексов у грызунов кор-
релируют с долговременным функциональным и когнитивным дефицитом [23].
Согласно клиническим данным, у новорожденных, перенесших перинатальную
гипоксию, нарушения ранних рефлексов (таких как рефлекс Моро, подошвенный,
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хватательный, сосательный рефлексы) являются высокопредиктивными для даль-
нейшего развития церебрального паралича и задержки умственного развития [24].

Для оценки влияния неонатальной гипоксии на физическую выносливость и
координацию движений регистрировали время удержания на неподвижном и вра-
щающемся стержнях. В случае неподвижного стержня в ходе 4-дневного тестиро-
вания (18–21-й ПНД) у крыс обеих групп время удержания увеличивалось, что
свидетельствует об обучении моторной задаче. У самок возрастание этого показателя
происходило медленнее, чем у самцов, но при последнем предъявлении значимых
отличий между самцами и самками не наблюдалось. Нами не было выявлено изме-
нения времени удержания на неподвижном стержне у крыс, перенесших гипоксию,
что свидетельствует об отсутствии влияния на физическую выносливость. Ранее бы-
ло исследовано влияние неонатальной гипоксии/ишемии (4-й ПНД) на способ-
ность к удержанию на горизонтальном стержне [26]. В работе было зарегистриро-
вано снижение времени удержания на стержне у крыс с 5-го по 16-й ПНД, однако
при дальнейших измерениях (17–21-й ПНД) отличий от контроля не наблюдалось,
что согласуется с полученными нами данными. При оценке координации движе-
ний (тест Rota Rod) наблюдалось нарушение способности удерживаться на враща-
ющемся стержне у крыс, перенесших гипоксию. Такое нарушение отмечалось как
в случае равномерного вращения стержня, так и при вращении с ускорением.
В первом случае эффект не зависел от пола животных, а во втором – нарушения
наблюдались только в подгруппе самцов, перенесших гипоксию. Негативное влия-
ние гипоксии на координацию движений в тесте Rota Rod отмечалось в модели ги-
поксии/ишемии у 7-дневных крыс, однако аналогичное воздействие у крыс 3-днев-
ного возраста не влияло на выполнение задачи в этом тесте [4]. В модели неонаталь-
ной гипоксии без ишемии способность крыс к удержанию на вращающемся стержне
ранее не исследовалась. Показано, что у животных наибольшие морфологические
изменения, вызванные перинатальной гипоксией, наблюдались в зонах мозга,
контролирующих движение, таких как кора, базальные ганглии, гиппокамп, моз-
жечок [27]. Такие изменения могут лежать в основе зарегистрированных нами
нарушений моторных функций у крыс, перенесших ОНГ на 10-й день жизни.
Клинические данные подтверждают связь повреждения базальных ганглиев и та-
ламических структур у доношенных новорожденных, перенесших гипоксию, с
моторными нарушениями, регистрируемыми в возрасте 7 лет [28].

Влияние ОНГ на исследовательское поведение и уровень тревожности живот-
ных изучали у крыс адолесцентного возраста. Оценка поведения крыс в тесте ОП
на 30-й день жизни не выявила отличий между крысами, перенесшими гипоксию,
и контролем. Ранее нами было показано увеличение двигательной активности в
этом тесте у 30-дневных крыс, перенесших ОНГ на 2-й день жизни, что свидетель-
ствовало о гиперактивности при помещении в новые условия [16]. Другими иссле-
дователями также отмечалась гиперактивность в ОП у крыс и мышей, перенесших
гипоксию в 1–2-е дни жизни [14, 29]. Влияние ОНГ на 10-й день жизни крыс на
поведение в ОП ранее не исследовалось. У взрослых крыс, перенесших гипо-
ксию/ишемию на 7-й день жизни, отмечалась повышенная двигательная актив-
ность в тесте ОП [30, 31], однако в адолесцентном возрасте (3 недели) у животных,
перенесших аналогичное воздействие, изменений поведения в ОП зарегистриро-
вано не было [23]. Вероятно, эффекты неонатальной гипоксии на поведение в ОП
определяются возрастом гипоксического воздействия и возрастом тестирования
поведения грызунов.

В тесте ПКЛ нами было зарегистрировано снижение числа свешиваний и про-
цента времени, проведенного на открытых рукавах лабиринта, в подгруппе самок,
перенесших гипоксию, по сравнению с контрольными самками. При этом показа-
тели, связанные с двигательной и исследовательской активностью (число стоек и
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суммарное число выходов на рукава), не изменялись. Полученные нами данные
свидетельствуют о повышенном уровне тревожности у самок, перенесших гипо-
ксию, по сравнению с контрольными самками. В подгруппе самцов, перенесших
ОНГ, нами не было зарегистрировано изменения показателей тревожности и ис-
следовательской активности относительно контроля, однако следует отметить бо-
лее высокий уровень тревожности у контрольных самцов по сравнению с самками.
Аналогичные половые отличия в поведении крыс в тесте ПКЛ были зарегистриро-
ваны ранее [32]. Вызванное гипоксией увеличение тревожности в ПКЛ может про-
являться у самок на фоне невысокой фоновой тревожности, но не в случае самцов,
исходная тревожность которых была достаточно высокой. Данные по влиянию пе-
ринатальной гипоксии на уровень тревожности грызунов крайне противоречивы.
В модели гипоксии/ишемии (7-й ПНД) было показано увеличение тревожности у
взрослых животных, при этом зависимости от пола отмечено не было [31]. В моде-
лях перинатальной и неонатальной асфиксии (0–1-й ПНД) отмечалось как увели-
чение тревожности в ПКЛ у взрослых самцов крыс, перенесших гипоксию/ише-
мию [13, 33], так и отсутствие влияния такого воздействия на уровень тревожности
в этом тесте [34]. Самки в этих исследованиях использованы не были. У животных,
перенесших неонатальную гипоксию без ишемии на 10-й день жизни, поведение в
ПКЛ ранее не исследовалось. Противоречивые результаты, полученные при изуче-
нии влияния перинатальной гипоксии на уровень тревожности животных, могут
быть связаны с различиями в экспериментальных моделях гипоксии, разными сро-
ками и условиями тестирования тревожности.

Проведенные нами исследования показали, что влияние неонатальной гипо-
ксии на координацию движений и уровень тревожности зависит от пола живот-
ных. Результаты клинических исследований свидетельствуют о гендер-зависимом
характере острых и отставленных эффектов перинатальной гипоксии [5, 6]. Одна-
ко в экспериментах на животных этот вопрос недостаточно изучен, существующие
в литературе данные противоречивы, что определяется недостаточным количе-
ством исследований, в которых учитывался пол животных [35].

Согласно клиническим данным, дети, перенесшие перинатальную гипоксию,
характеризуются нарушением двигательных функций, сниженной способностью к
обучению, невнимательностью, гиперактивностью, повышенной тревожностью и
другими когнитивными нарушениями [2, 5]. Результаты, полученные в экспери-
ментах на животных, также свидетельствуют о негативных эффектах перинаталь-
ной гипоксии [1–3, 14].

Вопрос о разработке адекватных моделей перинатальной гипоксии для дальней-
шего изучения эффектов и поиска путей коррекции ее последствий до настоящего
времени остается не решенным. Большинство биохимических и патофизиологиче-
ских данных, связанных с последствиями перинатальной гипоксии у грызунов, по-
лучены с использованием модели гипоксии–ишемии Rice–Vannucci [1, 5, 10]. Ги-
поксии/ишемии подвергали животных в возрасте от 3-х до 7-ми дней [30, 35], что
можно рассматривать как модель гипоксии новорожденных различной степени не-
доношенности [36, 37]. Неинвазивные модели гипоксии без ишемии используются
реже, чем модель Rice–Vannucci, хотя их преимуществом является отсутствие трав-
мирующего эффекта хирургической операции и наркоза. В моделях перинаталь-
ной [38] и неонатальной [13] асфиксии гипоксическому воздействию подвергаются
животные в день родов или на 1–2-й постнатальный день, что соответствует ново-
рожденным с высокой степенью недоношенности. Гипоксическое воздействие у
крыс в 10-дневном возрасте было использовано для моделирования эпилепсии,
при этом в ходе воздействия содержание кислорода в камере постепенно снижали
с 7 до 1% в течение 15–25 мин до появления апноэ [39, 40]. В данной работе были
исследованы изменения физического развития и поведения у крыс, перенесших
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однократную нормобарическую гипоксию (8% О2 в течение 2 ч) в возрасте 10-ти дней,
когда по уровню созревания мозг крысы сопоставим с мозгом доношенного ново-
рожденного [9]. Было показано, что использованное воздействие приводит к за-
медлению физического и моторного развития животных, нарушению координа-
ции движений и увеличению тревожности у крыс аделесцентного возраста. Полу-
ченные с применением данной модели результаты согласуются с клиническими
данными [2, 5]. Использованную методику можно рассматривать в качестве моде-
ли для исследования последствий острой гипоксии доношенных новорожденных.
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Impact of Acute Normobaric Hypoxia in 10-Day-Old Rats 
on Sensorimotor Development and Behaviour of Animals

D. D. Khukharevaa, Yu. A. Sukhanovaa, E. A. Sebentsovaa, and N. G. Levitskayaa, b, *
aBiological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

bInstitute of Molecular Genetics, Russian Academy of Science, Moscow, Russia
*e-mail: nglevitskaya@gmail.com

Fetal or newborn hypoxia is a major cause of neonatal mortality and induces long-term
motor and cognitive impairment. The aim of the presented work was to study the effects
of an acute normobaric hypoxia in rats at the age of 10 days (a model of full-term human
pregnancy). Male and female Wistar rats were exposed to hypoxic condition (oxygen
content – 8% for 2 h). Control animals were kept in the same conditions with normal
oxygen content. From 11 to 35 days of life, the level of physical and motor development,
motor and exploratory activity, and the level of anxiety were assessed. During hypoxic
exposure the level of lethality was 21.1%. In rats of both sexes, there was a slowdown in
weight gain and retarded performance of motor reflexes. Impaired motor coordination
and ability to keep balance were recorded in male, but not in female rats underwent neo-
natal hypoxia. Adolescent female rats subjected to hypoxia demonstrated increased anx-
iety-like behaviour in elevated plus maze test. The results obtained indicate the gender-
specific manner of the effects of neonatal hypoxia. The described method can be consid-
ered as a model of hypoxic brain damage in full-term newborns.

Keywords: perinatal hypoxia, model of full-term pregnancy, sensorimotor development,
anxiety, rat

ЦИТИРОВАТЬ:
Хухарева Д.Д., Суханова Ю.А., Себенцова Е.А., Левицкая Н.Г. Влияние однократной

нормобарической гипоксии у крыс в возрасте 10 дней на сенсомоторное развитие и поведе-
ние животных. Рос. физиол. журн. им. И.М. Сеченова. 107(2): 187–202. 2021.

DOI: 10.31857/S0869813921020023

TO CITE THIS ARTICLE:
Khukhareva D.D., Sukhanova Yu.A., Sebentsova E.A., Levitskaya N.G. Impact of acute normo-

baric hypoxia in 10-day-old rats on sensorimotor development and behaviour of animals. Russian
Journal of Physiology. 107(2): 187–202. 2021.

DOI: 10.31857/S0869813921020023



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

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




