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Водный канал аквапорин-4 (aquaporin-4, (AQP-4)) является важнейшим звеном
в механизмах обеспечения водного гомеостаза в головном мозге и участником
процесса “очистки” паренхимы мозга от различных метаболитов, в том числе –
от амилоидогенных белков, способствующих развитию нейродегенеративных за-
болеваний. Задача настоящего исследования состояла в том, чтобы выяснить,
какое влияние оказывает фармакологическое ингибирование водного канала
AQP-4 в головном мозге на темп развития нейродегенерации и компенсаторные
процессы в нигростриатной системе в лактацистиновой модели болезни Пар-
кинсона (БП) у крыс. Модель БП у самцов крыс популяции Вистар воспроизво-
дили с помощью микроинъекций специфического ингибитора протеасом лакта-
цистина в компактную часть черной субстанции (кчЧС). Для фармакологиче-
ского подавления активности AQP-4 применяли ингибитор TGN-020, который
вводили в ликвор бокового желудочка головного мозга. В работе применены мето-
ды иммуногистохимии и поведенческие тесты для оценки моторного дефицита.
Созданная модель БП характеризовалась допороговым уровнем гибели дофами-
нергических нейронов в кчЧС (27%) и их аксонов в стриатуме (19%) по сравне-
нию с уровнем клинической стадии, отсутствием изменений уровня ключевого
фермента синтеза дофамина тирозингидроксилазы в нейронах кчЧС и моторной
функции. Такие патофизиологические изменения характерны для доклиниче-
ской стадии БП. Применение TGN-020 в модели БП ускоряло переход из докли-
нической в клиническую стадию БП, о чем свидетельствовало прогрессирование
нейродегенерации в нигростриатной системе, ослабление компенсаторных про-
цессов и развитие симптомов паркинсонизма. Полученные данные указывают,
что AQP-4 играет важную роль в молекулярных механизмах, обеспечивающих
защиту мозга от нейротоксических факторов, и снижение его активности может
приводить к нарушению функционирования глимфатической системы. Водный
канал AQP-4 может оказаться перспективной терапевтической мишенью для
нейропротекции при БП и других нейродегенеративных заболеваниях.
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Болезнь Паркинсона (БП) — это хроническое прогрессирующее нейродегенера-
тивное заболевание. Ключевым патогенетическим признаком БП является гибель
более половины популяции дофамин (ДА)-ергических нейронов в компактной ча-
сти черной субстанции (кчЧС) головного мозга, что приводит к снижению уровня
ДА в стриатуме на 70–80% и появлению характерных моторных нарушений – тре-
мора покоя, гипокинезии, ригидности, постуральной неустойчивости и других
симптомов [1, 2]. Особенностью этого заболевания является длительное развитие
(до 30 лет) доклинической стадии без проявления характерных моторных дисфунк-
ций. БП до сих пор остается неизлечимым заболеванием, так как пациент в подав-
ляющем большинстве случаев обращается к врачу при проявлении моторных нару-
шений (в клинической стадии), когда основная часть нейронов в кчЧС уже погибла,
и достичь полного излечения уже невозможно. Прогресс в лечении БП связывает-
ся с разработкой ранней диагностики БП и развитием патогенетически значимых
нейропротективных стратегий. Однако в настоящее время нет фармакологического
препарата, который бы эффективно защищал клетки мозга от патологического
процесса или способствовал их восстановлению при БП [2, 3]. Поэтому основной
акцент в этом направлении делается на изучение механизмов патогенеза БП с целью
поиска молекулярных мишеней для превентивного лечения этого заболевания.

Согласно современным представлениям, важнейшим звеном патогенеза БП яв-
ляется накопление в нейронах токсичных олигомеров белка α-синуклеина, возни-
кающее из-за нарушения его конформации [4]. Известно, что деградацию абер-
рантных белков (в том числе и α-синуклеина) в клетке обеспечивают убиквитин-
протеасомная (УПС) и аутофаголизосомная системы [5, 6]. На основе фармакологи-
ческого угнетения активности УПС в кчЧС были созданы модели БП у грызунов,
отражающие доклиническую и клиническую стадии БП [7–10].

Одним из важных достижений последнего десятилетия стало формирование
представлений о глимфатической системе, осуществляющей очистку паренхимы
головного мозга от различных метаболитов (в том числе – амилоидогенных бел-
ков), и активное исследование роли менингеальных лимфатических сосудов и глубо-
ких шейных лимфатических узлов в обеспечении элиминации метаболитов [11–13].
Предполагается, что нарушение работы этих механизмов может являться одним из
важнейших факторов развития нейродегенеративных заболеваний, и в связи с этим
данная область исследований привлекает большое внимание ученых. Однако стоит
отметить, что глимфатическая концепция остается довольно противоречивой и
вызывает разногласия в научном сообществе, поскольку остается много открытых
вопросов в отношении механизмов поступления жидкости в ткань мозга, функци-
онально-анатомической организации и других аспектов [12, 13]. В настоящее вре-
мя знания о взаимоотношениях между образованием, накоплением и клиренсом
амилоидогенных белков из головного мозга по-прежнему остаются недостаточны-
ми. Считается, что одним из важнейших участников уникального механизма “са-
моочистки” мозга является водный канал аквапорин-4 (aquaporin-4, (AQP-4)) [11].
AQP-4 является трансмембранным белком и локализуется преимущественно на
отростках астроцитов, окружающих кровеносные сосуды, что обеспечивает кон-
такт с параваскулярным пространством. AQP-4, в отличие от других подтипов ак-
вапоринов, наиболее распространен в головном мозге и считается основным кана-
лом, поддерживающим водный гомеостаз и быстрое движение жидкости в глимфа-
тической системе в ответ на осмотические изменения и другие особые требования
в ЦНС [14–17]. Помимо своей основной функции в обеспечении водного гомео-
стаза, AQP-4 вовлечен и в другие процессы, такие как поглощение внеклеточного
K+, клиренс глутамата, миграция астроцитов [17]. За последние 7 лет накоплены
данные, указывающие на возможную взаимосвязь между функционированием
водного канала AQP-4 и развитием БП. Обнаружено, что у пациентов с БП в ткани
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кчЧС происходит накопление свободной воды, усиливающееся с развитием болез-
ни, что может свидетельствовать о нарушении водного гомеостаза и функциониро-
вания AQP-4 [18]. При этом показана отрицательная корреляция между отложени-
ем α-синуклеина и экспрессией AQP-4 [19]. Выяснено, что блокирование менин-
геального лимфатического оттока путем лигирования глубоких шейных
лимфатических узлов у мышей усугубляет патологические и моторные симпто-
мы, вызванные аберрантным α-синуклеином [20], а введение фибрилл α-си-
нуклеина в дорсальный стриатум и кчЧС нокаутированным по AQP-4 мышам
ускоряет патологическое отложение α-синуклеина и способствует гибели ДА-ер-
гических нейронов и раннему проявлению моторных нарушений [21]. В МФТП
(метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин)-модели БП у мышей нокаутирование
по AQP-4 приводило также к значительному усилению гибели ДА-ергических ней-
ронов в кчЧС, сопряженному с усилением нейровоспаления [22–24]. Эти данные
свидетельствуют о том, что снижение экспрессии белка AQP-4 может усугубить
Паркинсон-подобную патологию. Вероятно, это происходит за счет сбоя в работе
глимфатической системы. Учитывая то, что в астроцитах кроме AQP-4 экспресси-
руются другие подтипы аквапоринов, пока остается неясным, могут ли эти подти-
пы компенсировать недостаток AQP-4 и повлиять на патогенез БП.

Следует отметить, что исследования, посвященные изучению роли AQP-4 в па-
тогенезе БП, остаются малочисленными и проводились всего лишь на двух моде-
лях БП у животных – α-синуклеиновой патологии и окислительного стресса, ин-
дуцированного нейротоксином МРТР. При этом использовались нокаутирован-
ные по AQP-4 животные, у которых может ожидаться компенсаторное вовлечение
других подтипов аквапоринов. Для лучшего понимания взаимосвязи между функ-
ционированием водного канала AQP-4 и развитием нейродегенерации при БП не-
обходимо использовать как другие патогенетически значимые модели БП, так и
иные методические подходы для ингибирования активности AQP-4, например –
фармакологический. Модель БП, основанная на дисфункции УПС, отражает ос-
новные патофизиологические признаки БП и является пригодной для решения по-
ставленных задач [10]. Таких исследований ранее не проводилось.

Задача настоящего исследования состояла в том, чтобы выяснить, какое влия-
ние оказывает фармакологическое ингибирование водного канала AQP-4 в голов-
ном мозге на темп развития нейродегенерации и компенсаторные процессы в ниг-
ростриатной системе в модели БП, созданной на основе ингибирования протеасом
в кчЧС у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Эксперименты были выполнены на 30 взрослых самцах крыс популяции Вистар

в возрасте 6–7 мес. и массой тела 350–400 г, выращенных в виварии Института
эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. На протяжении
всего исследования крыс содержали в одиночных клетках с неограниченным до-
ступом к пище и воде при естественном освещении и температуре воздуха 21–23°C.
Манипуляции с животными проводились в соответствии принципам Базельской
декларации, этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ и про-
токолу, утвержденным этическим комитетом Института эволюционной физиоло-
гии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН.

Проведение операции по вживлению проводящих канюль
Перед проведением операции животных наркотизировали с помощью золетила

(Zoletil®; Virbac, Франция), в дозе 60 мг/кг (внутримышечно). Установку канюль
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проводили с использованием стереотаксического устройства (Narishige, Япония)
согласно атласу координат для крыс линии Вистар [25]: для кчЧС – 5 мм каудаль-
нее брегмы и 2 мм слева и справа от саггитального шва, для левого бокового желу-
дочка – 0.5 мм каудальнее брегмы, 1.5 мм латерально. Глубина погружения канюли
на уровне кчЧС в головной мозг крысы составляла 5.5–6 мм, на уровне левого боко-
вого желудочка – 4 мм. Такие длины нижних частей канюль исключали возмож-
ность механического повреждения интересующих нас структур мозга. Для закреп-
ления канюль использовался зубной цемент “Акродент” (“Стома”, Украина). По-
сле застывания цемента в канюли помещали мандрены. Эксперименты начинали
не раньше, чем через 7 дней после проведения операции.

Препараты и экспериментальные группы
Для выполнения микроинъекций наркотизированное золетилом (внутримы-

шечно, 45 мг/кг) животное помещали в стереотаксическое устройство (Narishige,
Япония). Микроинъекции препаратов осуществляли с помощью шприцов Hamil-
ton с инъекционными иглами нужной длины и диаметра. Используемые в исследо-
вании препараты растворяли в стерильном фосфатно-солевом буфере (phosphate
buffered saline (PBS), пропущенном через фильтр-насадку на шприц PVDF 0.22
мкм (JET BIOFIL®, Корея).

Для исследования нами была выбрана хроническая модель БП у крыс, разрабо-
танная в лаборатории сравнительной термофизиологии, и созданная путем угнете-
ния активности УПС в нигростриатной системе [8, 10, 26]. Данная модель позволя-
ет моделировать основные патофизиологические признаки доклинической и кли-
нической стадий БП у крыс. Для угнетения активности протеасом использовали
специфический ингибитор их ферментативной активности лактацистин (ЛЦ) (Enzo
Life Sciences, Великобритания). Введение ЛЦ осуществляли двукратно и билате-
рально в кчЧС в дозах 0.4 мкг/мкл (первая микроинъекция ЛЦ) и 4.0 мкг/мкл (вто-
рая микроинъекция ЛЦ). Интервал между введениями составлял 7 дней.

Для подавления функционирования белка AQP-4 был выбран фармакологиче-
ский подход и применен ингибитор 2-(никотинамид)-1,3,4-тиадиазол (2-(nicotin-
amide)-1,3,4-thiadiazole, TGN-020. Введение TGN-020 выполняли в боковой желу-
дочек мозга в дозе 40 мкг и в объеме 6 мкл за 15 мин до введения ЛЦ. Поскольку
коммерчески доступный препарат TGN-020 имеет низкую растворимость и для
приготовления рабочего раствора требуется диметилсульфоксид, применение ко-
торого нежелательно для микроинъекций в мозг, в нашем исследовании была ис-
пользована водорастворимая форма TGN-020 в виде натриевой соли, синтезиро-
ванная В.А. Полукеевым (АО “Вектон”, Санкт-Петербург) согласно методическим
протоколам разработчиков [27]. Контрольные группы животных получали микро-
инъекции растворителя препаратов (PBS) в том же объеме, что и эксперименталь-
ные животные. Скорость введения препаратов в канюлю составляла 0.5 мкл/мин
(для TGN-020) и 0.1 мкл/мин (для ЛЦ). В конце эксперимента проводился гисто-
логический контроль места инъекции (рис. 1).

Для выполнения исследования путем простой рандомизации были сформирова-
ны следующие группы животных:

Группа 1. Интактные животные (n = 6);
Группа 2. Контроль (n = 6; введение PBS (контрольного раствора) в левый боко-

вой желудочек и в кчЧС);
Группа 3. TGN-020 (n = 6; введение TGN-020 в левый боковой желудочек и PBS

в кчЧС);
Группа 4. ЛЦ (n = 6; введение PBS в левый боковой желудочек и ЛЦ в кчЧС);
Группа 5. ЛЦ + TGN-020 (n = 6; введение TGN-020 в левый боковой желудочек

и ЛЦ в кчЧС).
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Оценка изменений моторного поведения
Тесты на моторное поведение проводились через 19–20 дней после первого вве-

дения препаратов.
Тест с семенами подсолнечника (Sunflower seed test). Тест с семенами подсолнеч-

ника применяли для оценки изменений мелкой моторики передних конечностей,
рта и языка [28]. В период содержания крыс в виварии в их рацион периодически
добавляли небольшое количество семян подсолнечника. За сутки до тестирования
крыс не кормили. В день эксперимента каждая крыса получала 10 семян подсол-
нечника, тестирование проводили с применением видеорегистрации. В ходе экс-
перимента определяли среднее время, затрачиваемое крысой на манипуляции, не-
обходимые для поедания одного семени (взятие семечка передними конечностя-
ми, вскрытие кожуры, извлечение и поедание).

Тест “Открытое поле” (Оpen field test). Тест “Открытое поле” дает возможность
выявить признаки гипокинезии и акинезии по изменению двигательной активно-
сти [29, 30]. Не менее чем за 1 ч до проведения теста животных переносили в экспе-
риментальную комнату для адаптации. При проведении эксперимента соблюдали
тишину. Крысу помещали в центр открытого поля (ООО “НПК Открытая Наука”,
Россия), запускали программу видеотрекинга EthoVision (Noldus, США) и наблюда-
ли за ее поведением в течение 5 мин. После тестирования каждого животного по-
верхности протирали влажной губкой и дезодорировали 3%-ным раствором перекиси
водорода. Для того чтобы оценить изменения двигательной активности, выполняли
автоматизированное вычисление общей длины пути, пройденного каждой крысой.

Тест “Сужающаяся дорожка” (Beam-walking test). Установку “Сужающаяся до-
рожка” (ООО “НПК Открытая Наука”, Россия) использовали для оценки мотор-
ной функции передних и задних конечностей, что позволяет выявить признаки
развития сенсомоторного дефицита [31]. В данном тесте животное должно пройти
по доске, которая постепенно сужается, и зайти в темный отсек. Доска состоит из
2 частей: верхней, по которой идет крыса, и более широкой нижней, позволяющей

Рис. 1. Гистологический контроль мест микроинъекций. Световая микроскопия: (a) левый боковой же-
лудочек, (b) черная субстанция. Срезы мозга окрашены антителами против тирозингидроксилазы.
Стрелками обозначены места микроинъекций. Масштаб – 20 мкм.
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фиксировать соскальзывания лапок и ошибочные постановки конечностей. В те-
чение 4–5 дней до финального тестирования проводили предварительную адапта-
цию животных к помещению и экспериментальной установке. В день эксперимен-
та не менее чем за 1 ч до проведения теста животных переносили в эксперимен-
тальную комнату для адаптации. В тесте “Сужающаяся дорожка” регистрировали
постановку лапы на верхнюю или нижнюю доску. Подсчитывали количество по-
становок конечности на нижнюю доску (ошибок), количество соскальзываний ко-
нечности с верхней доски на нижнюю и общее количество шагов животного от
стартовой линии до попадания в темный отсек. Полученные по трем попыткам
данные усредняли.

Степень выраженности моторного дефицита отдельно для передних и задних
конечностей рассчитывали по формуле, рекомендованной производителем экспе-
риментальной установки:

Иммуногистохимическое исследование

Крыс декапитировали через 21 день после первого введения препаратов. Жи-
вотных наркотизировали с помощью хлоралгидрата (внутрибрюшинно, 400 мг/кг).
Для дальнейшего иммуногистохимического исследования мозг быстро извлека-
ли из черепной коробки и фиксировали в 10%-ном растворе формалина (Био-
витрум, Россия) при температуре 4°С. Через 4–5 дней после декапитации мозг
промывали в PBS (pH 7.4) и помещали в 20%-ный раствор сахарозы для криопро-
текции при температуре 4°С. Через 5–7 дней мозг замораживали в изопентане,
охлажденном с помощью сухого льда до –45°С, и далее хранили в морозильной
камере при температуре –80°С. Изготовление чередующихся серий фронталь-
ных срезов головного мозга крыс толщиной 10 мкм осуществлялось на криостате
Leica (Германия). Локализацию структур (кчЧС и дорсального стриатума) опре-
деляли с помощью анатомического атласа мозга крысы [25]. Предметные стекла
со срезами высушивали в течение суток при комнатной температуре и далее хра-
нили при температуре –20°С.

Для визуализации и последующего подсчета количества выживших ДА-ерги-
ческих нейронов в кчЧС и их аксонов в стриатуме, а также оценки содержания в
нейронах кчЧС скорость-лимитирующего фермента синтеза ДА тирозингидрок-
силазы (ТГ), использовали биотин-стрептавидиновый метод. После выполнения
стандартных подготовительных этапов [10] срезы кчЧС и стриатума инкубировали
с первичными поликлональными антителами кролика против ТГ (Abcam, Велико-
британия (1 : 700)) и оставляли на сутки при комнатной температуре во влажной
камере. Затем срезы инкубировали со вторичными антителами козы против кролика,
конъюгированными с биотином (Vector Laboratories, США (1 : 400)), в течение 1 ч
при комнатной температуре, и далее – со стрептавидин-пероксидазой (Vector Lab-
oratories, США (1 : 400)) в течение 1 ч при комнатной температуре. Визуализация
осуществлялась с использованием 3,3'-диаминобензидина. После стандартной
проводки в спиртах восходящей концентрации препараты помещали в среду Mi-
croclearing (Diapath, Италия) и затем заключали под покровное стекло с помощью
среды Витрогель (Биовитрум, Россия). Далее стекла хранили при комнатной тем-
пературе.

=
+ × ×=

Моторный дефицит,  %
ошибка 0.5 соскальзывания 100.

100
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Окрашивание нейронов по методу Ниссля
Известно, что на результат иммуногистохимического исследования может влиять

ряд различных факторов, в частности – количество белка-мишени, качество взаимо-
действия антигена и антитела. Для того чтобы получить дополнительное свиде-
тельство развития нейродегенеративного процесса в кчЧС, использовали стан-
дартную методику окраски нейронов по методу Ниссля с использованием 1%-ного
раствора толуидинового синего. Дифференцирование в 96%-ном этиловом спирте
проводили под визуальным контролем с использованием светового микроскопа
(Биомед, Россия) до проявления у окрашенных клеток ядра, ядрышка и светлой
зернистой цитоплазмы. Затем стекла высушивали, помещали в среду Microclearing
(Diapath, Италия) и заключали под покровное стекло с помощью среды Витрогель
(Биовитрум, Россия). Окрашенные стекла со срезами хранили в затемненном ме-
сте при комнатной температуре.

Морфологический анализ препаратов
Изображения исследуемых структур мозга получали с помощью микроскопа

Karl Zeiss (Imager A1) со встроенной видеокамерой и программы Zen Blue для за-
хвата изображения в формате [jpg]. Подсчет ТГ-иммунопозитивных нейронов
кчЧС с видимым ядром и нейронов кчЧС, окрашенных по методу Ниссля и имею-
щих отчетливо видимое ядро и ядрышко, проводили с применением программы
PhotoM (http://www.t_lambda.chat.ru/). Для каждого животного было обработано
8–10 снимков кчЧС. Оптическая плотность ТГ, используемая для анализа содер-
жания этого фермента в нейронах кчЧС, рассчитывалась компьютерной програм-
мой PhotoM как средний десятичный логарифм отношения яркости фона, не со-
держащего иммунореактивное вещество, к яркости точки объекта (нейронов
кчЧС, содержащих иммунореактивное вещество ТГ) при прохождении волны све-
та длиной 650 нм на том же срезе. Данные по изменению оптической плотности ТГ
выражали в условных единицах (у. е). Для подсчета количества ТГ-иммунореак-
тивных аксонов в дорсальном стриатуме использовали программу ImageJ/FiJi
(NIH, США), позволяющей полуавтоматически (под контролем экспериментато-
ра) выделять интенсивно окрашенные аксоны и анализировать их количество на
каждом снимке. У каждого животного было обработано 15–20 снимков.

Статистическая обработка результатов
Анализ всех полученных результатов проводился в программе GraphPad Prism 8.

Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро–Уилка.
Для сравнения средних значений двух независимых выборок использовали t-кри-
терий Стьюдента. Статистическую обработку результатов, распределенных нор-
мально, осуществляли с помощью двухфакторного дисперсионного анализа
ANOVA, с последующим Tukey post-hoc анализом. Различия результатов между
группами считали достоверными при уровне значимости p < 0.05, результаты
представлены в виде mean ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроинъекции контрольного раствора и TGN-020 не оказывают влияния
на моторное поведение, показатели нейродегенерации в нигростриатной системе

и содержание тирозингидроксилазы в ДА-ергических нейронах 
компактной части черной субстанции

Для того чтобы выяснить, оказывает ли операция по вживлению направляющих
канюль и последующее введение PBS влияние на моторное поведение и развитие
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нейродегенеративного процесса в нигростриатной системе у крыс, был проведен
сравнительный анализ этих показателей у двух групп животных – интактных и
подвергшихся хирургическому вмешательству и микроинъекциям. Установлено,
что проведение операции и выполнение микроинъекций PBS в ликвор бокового
желудочка мозга и кчЧС не приводило к появлению моторных нарушений у крыс.
У контрольных животных, по сравнению с интактными, не было обнаружено ста-
тистически значимого изменения количества иммунореактивных к ТГ нейронов в
кчЧС (99.1 ± 1.9 vs 103.0 ± 2.6, p = 0.64) и их аксонов в дорсальном стриатуме (4.9 ±
± 0.2 × 103 vs 5.0 ± 0.1 × 103, p = 0.69), а также общего числа нейронов в кчЧС, окра-

Рис. 2. Влияние TGN-020 на показатели моторного поведения в лактацистиновой модели БП у крыс.
a) общая пройденная дистанция в тесте “Открытое поле”(см);
b) cредняя продолжительность поедания семечка подсолнечника (с) (Interaction F(1, 20) = 2.71, p = 0.11;
“TGN-020” factor F (1, 20) = 10.89, p = 0.0036; “LC” factor F(1, 20) = 29.86, p < 0.001);
с) сенсомоторный дефицит верхних конечностей (%);
d) сенсомоторный дефицит нижних конечностей (%) (Interaction F(1, 20) = 10.55, p = 0.0040; “TGN-020”
factor F(1, 20) = 9.35, p = 0.0062; “LC” F(1, 20) = 31.51, p < 0.001).
***р < 0.001 – достоверность различий по сравнению с контролем; # p < 0.05, ##p < 0.01 – достоверность
различий между ЛЦ и TGN-020 + ЛЦ.
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шенных по методу Ниссля (114.3 ± 3.9 vs 123.4 ± 3.3, p = 0.10). Анализ оптической
плотности ТГ в телах ДА-ергических нейронов в кчЧС не выявил изменений со-
держания этого фермента у контрольных животных по сравнению с интактными
(0.21 ± 0.01 vs 0.22 ± 0.01, p = 0.85). Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что проведение хирургической операции и введение контрольных
растворов не оказывает значительного влияния на исследуемые показатели.

Далее нами было изучено влияние микроинъекций TGN-020 на вышеперечис-
ленные показатели по сравнению с контролем (PBS). Выяснено, что применяемая
доза TGN-020 не вызывает изменений показателей моторного поведения (рис. 2),
не приводит к развитию нейродегенерации в нигростриатной системе и измене-
нию содержания ТГ в ДА-ергических нейронах кчЧС (рис. 3–5).

Рис. 3. Влияние TGN-020 на число нейронов в кчЧС в лактацистиновой модели БП у крыс. 
Световая микроскопия: a) ТГ-иммунопозитивные нейроны кчЧС (масштаб 50 мкм); b) нейроны кчЧС,
окрашенные по методу Ниссля (масштаб 50 мкм).
c) число ТГ-иммунопозитивных нейронов в кчЧС (interaction F(1, 20) = 2.57, p = 0.12; “TGN-020” factor
(F(1, 20) = 11.71, p = 0.0027; “LC” factor (F(1, 20)=124.2, p < 0.001); 
d) число нейронов кчЧС, окрашенных по методу Ниссля (interaction F(1, 20) = 2.02, p = 0.17; “TGN-020” fac-
tor F(1, 20) = 11.34, p = 0.0031; “LC” factor F(1, 20) = 75.54, p < 0.001).
***p < 0.001 – достоверность различий по сравнению с контролем; # p < 0.05, ## p < 0.01 – достовер-
ность различий между ЛЦ и TGN-020 + ЛЦ.
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Ингибитор TGN-020 вызывает развитие моторных нарушений,
усиление нейродегенерации в нигростриатной системе и снижение содержания 

тирозингидроксилазы в ДА-ергических нейронах компактной части 
черной субстанции в модели БП у крыс

Проведенное нами исследование показало, что введение ЛЦ не вызывает разви-
тия моторных нарушений (рис. 2). Проведение морфологического анализа позво-
лило выяснить, что применение ЛЦ приводит к уменьшению числа иммунореак-
тивных к ТГ нейронов в кчЧС на 27% (p < 0.001) (рис. 3a, c) и их аксонов в стриатуме
на 19% (p < 0.01) (рис. 4). При подсчете числа нейронов в кчЧС на препаратах,
окрашенных по методу Ниссля, было выявлено уменьшение их количества на 24%
(p < 0.001) (рис. 3b, d). Этот результат согласуется с данными, полученными при
подсчете ТГ-иммунопозитивных клеток в кчЧС. При изучении уровня ТГ в ДА-ер-
гических нейронах кчЧС значимых изменений обнаружено не было (рис. 5). Таким
образом, микроинъекции ЛЦ приводили к развитию нейродегенеративного про-
цесса в нигростриатной системе, степень выраженности которого соответствовала
допороговому уровню по сравнению с уровнем нейродегенерации при клиниче-
ской стадии БП, при которой погибает более половины нейронов кчЧС. Наблюда-
емые нами нейродегенеративные изменения в нигростриатной системе, не сопро-
вождающиеся развитием моторных нарушений, соответствуют характеристикам
доклинической стадии БП.

Нами впервые было апробировано введение TGN-020 в ликворную систему го-
ловного мозга с целью выявления взаимосвязи между снижением активности
AQP-4 и развитием патологических признаков БП у модельных животных. При
изучении моторного поведения не было выявлено достоверного изменения общей
пройденной дистанции в тесте “Открытое поле” у животных, получавших TGN-20

Рис. 4. Влияние TGN-020 на количество ДА-ергических аксонов в дорсальном стриатуме в лактацисти-
новой модели БП у крыс.
a) cветовая микроскопия: микрофотографии аксонов в дорсальном стриатуме (масштаб 50 мкм); 
b) число аксонов в дорсальном стриатуме (interaction F(1, 20) = 2.05, p = 0.17; “TGN-020” factor F(1, 20) =
= 7.41, p = 0.01; “LC” factor F(1, 20) = 44.75, p < 0.001).
**p < 0.01, ***p < 0.001 – достоверность различий по сравнению с контролем;
#p < 0.05 – достоверность различий между ЛЦ и TGN-020 + ЛЦ.
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Рис. 5. Влияние TGN-020 на содержание тирозингидроксилазы в нейронах кчЧС в лактацистиновой
модели БП у крыс.
a) световая микроскопия: микрофотографии ТГ-иммунопозитивных нейронов кчЧС (масштаб 50 мкм);
b) изменение оптической плотности ТГ в нейронах кчЧС (interaction F(1, 20) = 7.59, p = 0.01; “TGN-020” fac-
tor F(1, 20) = 9.54, p = 0.0058; “LC” factor F(1, 20) = 2.02, p = 0.17).
*p < 0.05 – достоверность различий по сравнению с контролем; ##p < 0.01 – достоверность различий
между ЛЦ и TGN-020 + ЛЦ.
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перед микроинъекциями ЛЦ, по сравнению с группой животных, воспроизводив-
ших модель доклинической стадии БП (рис. 2a). Однако и по сравнению с контро-
лем, и по сравнению с доклинической моделью БП в тесте с семенами подсолнеч-
ника было отмечено увеличение среднего времени, затрачиваемого крысой на
вскрытие и поедание семечка (рис. 2b), а в тесте “Сужающаяся дорожка” – появле-
ние признаков сенсомоторного дефицита нижних конечностей (рис. 2с, d).

Подсчет количества ДА-ергических нейронов в кчЧС и их аксонов в дорсаль-
ном стриатуме при введении TGN-020 в модели доклинической стадии БП поз-
волил установить, что ингибитор AQP-4 приводит к увеличению числа погибших
ДА-ергических нейронов кчЧС в 1.7 раз (р < 0.01) (рис. 3a, c), а их аксонов в дор-
сальном стриатуме – в 1.6 раз (р < 0.05) (рис. 4) по сравнению с действием одного
ЛЦ. Сходные данные были получены при подсчете нейронов кчЧС на препара-
тах, окрашенных по методу Ниссля: применение TGN-020 в доклинической мо-
дели БП у крыс приводило к увеличению числа погибших нейронов в кчЧС в
1.56 раз (p < 0.05) по сравнению с действием ЛЦ (рис. 3b, d). Для того чтобы оце-
нить влияние TGN-020 на уровень ТГ в ДА-ергических нейронах кчЧС в модели
доклинической стадии БП, было проанализировано изменение оптической плот-
ности ТГ. Установлено, что оптическая плотность ТГ в нейронах кчЧС в группе
животных, получавших TGN-020 до ЛЦ, снижалась на 17% (р < 0.05) по сравне-
нию с контролем и на 21% (р < 0.01) по сравнению с группой крыс с доклиниче-
ской стадией БП (рис. 5)
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе проведенного исследования было установлено, что введение ЛЦ в кчЧС
приводит к гибели 27% ДА-ергических нейронов в кчЧС и 19% их аксонов в дорсаль-
ном стриатуме. В этих условиях не было выявлено снижения уровня ТГ в выживших
нейронах кчЧС и не наблюдалось признаков моторных нарушений (нарушений мел-
кой моторики передних конечностей, рта и языка, изменения общей пройденной ди-
станции, признаков сенсомоторного дефицита). Полученные нами результаты сви-
детельствуют о том, что примененный протокол введения ЛЦ позволяет моделиро-
вать доклиническую стадию БП. Отсутствие двигательных нарушений в этой модели
можно объяснить сохранением компенсаторных процессов в нигростриатной систе-
ме, направленных на поддержание уровня дофамина на уровне нормы. Кроме того,
не исключено, что маскированию моторной симптоматики при развитии нейродеге-
неративного процесса в нигростриатной системе может способствовать увеличение
уровня везикулярного транспортера моноаминов 2 [10], уменьшение экспрессии
мембранного переносчика дофамина, уменьшение активности моноаминоксида-
зы B, обеспечивающей деградацию дофамина [32].

Для того чтобы оценить влияние ослабления функции AQP-4 на развитие ней-
родегенеративного процесса в нигростриатной системе, нами был применен фар-
макологический ингибитор AQP-4 TGN-020 в модели доклинической стадии БП у
крыс [27, 33]. Согласно данным литературы, этот препарат является одним из наи-
более часто используемых для ингибирования AQP-4 в различных моделях невро-
логических нарушений [34–36]. Применение магнитно-резонансной томографии
показало, что введение TGN-020 замедляло распространение контрастного веще-
ства в тканях головного мозга и подавляло клиренс тау-белка [11, 37]. Эти данные
свидетельствует о том, что применение TGN-020 может нарушать работу глимфа-
тической системы. Однако следует отметить, что все вышеперечисленные исследо-
вания были выполнены с использованием внутрибрюшинного пути введения
TGN-020. В исследовании на мышах было обнаружено, что меченый препарат
[11C]TGN-020 после системного введения может обнаруживаться в сердце [27].
Кроме того, авторы высказали предположение, что TGN-020 также может оказы-
вать ингибирующее действие на другой водный канал, AQP-1, который на 60% го-
мологичен AQP-4. Для того чтобы избежать влияния TGN-020 на работу AQP-4 и,
возможно, AQP-1 в периферических органах, нами было принято решение исполь-
зовать центральные микроинъекции этого препарата в ликворную систему голов-
ного мозга. Проведенное нами исследование показало, что применение TGN-20 в
модели доклинической стадии БП не привело к развитию признаков гипокинезии,
однако были обнаружены симптомы нарушения тонкой моторики (судя по увели-
чению времени, затрачиваемого крысой на вскрытие и поедание семечек подсол-
нечника) и признаки развития сенсомоторного дефицита задних конечностей. По-
явление моторных нарушений было сопряжено с увеличением числа погибших
ДА-ергических нейронов в кчЧС в 1.7 раза и их аксонов в дорсальном стриатуме в
1.6 раза по сравнению действием одного ЛЦ, что свидетельствовало об ускорении
процесса нейродегенерации в нигростриатной системе. Подобный уровень нейро-
дегенерации сам по себе может быть недостаточно высоким, чтобы вызвать отчет-
ливые моторные нарушения, однако нами было обнаружено снижение уровня ТГ в
нейронах кчЧС на 21%, которое свидетельствует об ослаблении компенсаторных
механизмов поддержания уровня дофамина в нигростриатной системе, что спо-
собствует проявлению симптомов паркинсонизма.

Результаты выполненного нами исследования, свидетельствующие об ускоре-
нии нейродегенеративного процесса в условиях действия ингибитора AQP-4, со-
гласуются с данными, полученными другими исследователями в экспериментах на
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нокаутированных по AQP-4 мышах [21–23]. Установлено, что через 6 месяцев по-
сле введения фибрилл α-синуклеина в дорсальный стриатум число ДА-ергических
нейронов в кчЧС у мышей AQP4+/– и мышей дикого типа уменьшалось на 55.2% и
31.8%, что свидетельствовало об усилении нейродегенерации в кчЧС при подавле-
нии экспрессии AQP-4. Кроме того, у мышей AQP4+/– по сравнению с мышами
дикого типа было отмечено более раннее развитие моторной дисфункции (ухудше-
ние координации, уменьшение мышечной силы и снижение двигательной актив-
ности [21]. При использовании нокаутированных по AQP-4 мышей в острой и хро-
нической МФТП-моделях БП также было обнаружено достоверное увеличение
числа погибших ДА-ергических нейронов в кчЧС по сравнению с мышами дикого
типа [23, 24]. Кроме того, было выявлено, что в острой и хронической МФТП-мо-
дели БП у AQP4–/– мышей отмечается более выраженная потеря ТГ-иммунопози-
тивных волокон  не только в дорсальном, но и в вентральном стриатуме, и увеличе-
ние числа погибших ДА-ергических нейронов в вентральной тегментальной обла-
сти [23]. Эти данные свидетельствуют о том, что снижение экспрессии AQP-4
приводит к увеличению уязвимости к МФТП и цитотоксичности олигомеров α-си-
нуклеина.

Используемая нами ЛЦ-модель БП характеризуется развитием α-синуклеино-
вой патологии в кчЧС [9, 10, 38]. Это позволило нам предположить, что одним из
ключевых механизмов, лежащих в основе TGN-020 – индуцированной прогрессии
нейродегенерации в нигростриатной системе, может являться накопление токсич-
ных олигомеров α-синуклеина во внеклеточной среде из-за снижения активности
водного канала AQP-4, которое может приводить к нарушению водного обмена
между цереброспинальной и интерстициальной жидкостями в головном мозге. Из-
вестно, что олигомерный α-синуклеин, обладающий прионными свойствами,
может посредством различных механизмов выходить во внеклеточное простран-
ство и затем интернализоваться соседними клетками (нейронами, астроцитами,
микроглией) [39, 40]. Недостаточно эффективная “очистка” клеток мозга и меж-
клеточного пространства от нейротоксичных форм этого белка может приводить
к прогрессированию патологии БП. Было продемонстрировано, что введение па-
тогенных фибрилл α-синуклеина в дорсальный стриатум частично нокаутирован-
ным по AQP-4 мышам (AQP4+/–) по сравнению с мышами дикого типа вызывает
усиленное накопление патологического α-синуклеина в стриатуме, черной суб-
станции и моторной коре [21]. При этом отмечалось увеличение содержания не-
растворимой формы α-синуклеина в различных областях коры и стриатуме. Введе-
ние в дорсальный стриатум рекомбинантного α-синуклеина с флуоресцентной
меткой показало, что у мышей со сниженной экспрессией AQP-4 область флуорес-
ценции была значительно больше, чем у мышей дикого типа, что могло свидетель-
ствовать о нарушении глимфатического клиренса [21]. В другом исследовании было
показано, что у мышей AQP4−/− по сравнению с мышами дикого типа также было
отмечено замедление клиренса растворимых форм рекомбинантного человеческо-
го α-синуклеина (A53T и α-syn A30P) из паренхимы мозга. Однако авторы иссле-
дования не обнаружили увеличения агрегации олигомеров α-синуклеина и пред-
полагают, что AQP-4 участвует в клиренсе растворимых макромолекул из паренхи-
мы головного мозга [20]. Применение фармакологического ингибирования AQP-4
с помощью TGN-020 в моделях болезни Альцгеймера на животных также способ-
ствовало развитию амилоидогенеза и прогрессии нейродегенерации [36, 37]. Сово-
купность представленных выше наших экспериментальных данных и данных ли-
тературы указывает на связь AQP-4 с развитием БП. Можно предположить, что
дисфункция AQP-4 может приводить к нарушению функционирования глимфа-
тической системы вследствие снижения эффективности водного обмена между
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интерстициальной и спинномозговой жидкостью в головном мозге, что, в свою
очередь, вызывает усугубление α-синуклеиновой патологии и усиление нейроде-
генеративного процесса.

Известно, что α-синуклеин может удаляться из внеклеточного пространства пу-
тем эндоцитоза или фагоцитоза астроцитами и микроглиоцитами [41]. Нарушение
функционирования AQP-4 в результате фармакологического ингибирования мог-
ло негативно сказаться на способности астроцитов захватывать и разрушать пато-
логические формы α-синуклеина. Кроме того, AQP-4 может быть вовлечен в меха-
низмы развития нейровоспаления, являющегося одним из важнейших звеньев па-
тогенеза БП [3, 23, 42]. Можно предположить, что подавление функционирования
AQP-4 может способствовать усилению нейровоспаления и ускорению нейродеге-
неративного процесса, наблюдаемому в нашем исследовании. Перечисленные вы-
ше механизмы являются основными предполагаемыми факторами, лежащими в
основе TGN-020-индуцированного усиления нейродегенеративного процесса, на-
блюдаемого в нашем исследовании. Однако, несмотря на то, что молекулярные
механизмы очистки головного мозга от метаболитов чрезвычайно активно иссле-
дуются, в отношении концепции глимфатико-лимфатической системы по-преж-
нему остается много противоречий и вопросов, на которые еще только предстоит
ответить.

Таким образом, полученные нами результаты указывают на то, что AQP-4 играет
важную роль в молекулярных механизмах защиты нейронов от нейротоксических
факторов при развитии Паркинсон-подобной патологии. В связи с тем, что AQP-4
является ключевым звеном в обеспечении водного гомеостаза головного мозга,
этот канал представляется перспективной терапевтической мишенью. Новые дан-
ные, полученные в ходе поиска путей модуляции функционирования и локализа-
ции AQP-4, могут иметь большое значение для разработки новых подходов превен-
тивной терапии БП и других нейродегенеративных патологий мозга.
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TGN-020, Inhibitor of the Water Channel Aquaporin-4, 
Accelerates Nigrostriatal Neurodegeneration in the Rat Model of Parkinson’s Disease

K. V. Lapshinaa, *, Yu. Yu. Abramovaa, M. A. Guzeeva, and I. V. Ekimovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg, Russia
*e-mail: ksenia.lapshina@gmail.com

The water channel aquaporin-4 (AQP-4) plays a very important role in the mechanisms
involved in water homeostasis in the brain and participates in clearance of brain paren-
chyma from various metabolites, including amyloidogenic proteins that contribute to the
development of neurodegenerative diseases. The aim of this work was to reveal the effect
of pharmacological inhibition of the AQP-4 water channel in the brain on the rate of
neurodegeneration and compensatory processes in the nigrostriatal system in the lacta-
cystin model of Parkinson’s disease (PD) in rats. The PD model in male Wistar rats was
reproduced using microinjections of the specific proteasome inhibitor lactacystin into
the substantia nigra pars compacta (SNpc). To suppress the activity of AQP-4, an inhib-
itor TGN-020 was used. It was injected into the cerebrospinal f luid of the lateral ventri-
cle of the brain. The immunohistochemical methods and behavioral tests to assess motor
dysfunction were applied. The lactacystin-induced PD model was characterized by a
pre-threshold (compared with the level of the clinical stage) level of death of dopamine
(DA)-ergic neurons in the SNpc (27%) and their axons in the dorsal striatum (19%).
Changes in the level of the key enzyme of DA synthesis tyrosine hydroxylase (TH) in the
neurons of SNpc and signs of motor dysfunction were absent. Such pathophysiological
changes are characteristic of the preclinical stage of PD. The use of TGN-020 in the PD
model accelerated the transition from the preclinical to the clinical stage of PD, as evi-
denced by the progression of neurodegeneration in the nigrostriatal system, the weaken-
ing of compensatory processes and the development of PD-like motor symptoms. The
data obtained indicate that AQP-4 plays an important role in the molecular mechanisms
that protect the brain from neurotoxic factors and a decrease in its activity can lead to
disruption of the functioning of the glymphatic system. The AQP-4 water channel may
prove to be a promising therapeutic target for neuroprotection in PD and other neurode-
generative diseases.

Keywords: aquaporin-4, ubiquitin-proteasome system, glymphatic system, Parkinson’s
disease, neurodegeneration, tyrosine hydroxylase, motor dysfunction



<<
  /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 ()
  /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 <>
    /ENU <>
    /RUS ()
  >>
  /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


