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Травматическое повреждение мозга (ТПМ) включает широкий спектр физических 
повреждений тканей мозга различной природы и сопровождается серьезными ког-
нитивными, моторными, эмоциональными и нейродегенеративными нарушениями. 
Ключевую роль в изучении ТПМ играет его моделирование на животных, позволяя 
расширить наши знания о механизмах патогенеза и временной динамике последст-
вий нейротравмы. В последнее время особый интерес в трансляционной нейроби-
ологии вызывает использование в качестве модельного организма костистой рыбы 
зебраданио (zebrafi sh, Danio rerio) – второго после мышей наиболее используемо-
го в биомедицине вида лабораторных животных. В работе обсуждаются проблемы 
и перспективы использования зебраданио для моделирования ТПМ, а также новые 
направления исследований в данной области. Отмечается значение зебраданио как 
перспективной модели для исследования молекулярных механизмов и неврологи-
ческих нарушений при ТПМ, а также скрининге потенциальных терапевтических 
агентов.
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ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение мозга (ТПМ) является серьезной проблемой здраво-
охранения и ведущей причиной инвалидности и смертности, особенно среди молоде-
жи. Клиническая картина ТПМ характеризуется клинической гетерогенностью (рис. 1) 
по этиологии, патологии и степени тяжести нейротравмы [1]. Эффекты ТПМ включа-
ют в себя широкий спектр функциональных изменений центральной нервной системы 
(ЦНС), в том числе когнитивные, двигательные и эмоциональные нарушения, а также 
риск развития нейродегенеративных заболеваний (например, болезней Альцгеймера, 
Паркинсона и деменции) [2–4]. Большая распространенность и тяжелые последствия 
ТПМ требуют изучения их молекулярных механизмов и создания новых методов тера-
пии, а также эффективных моделей ТПМ на животных [1, 5–8].

В патогенезе ТПМ выделяют две формы – первичную и вторичную (рис. 1). Пер-
вичное ТПМ возникает в результате воздействия внешней физической силы, приводя 
к механическому повреждению тканей мозга. Вторичное ТПМ представляет собой на-
бор биохимических реакций на первичное повреждение – нейровоспаление, апоптоз, 
эксайтотоксичность, окислительный стресс и другие патофизиологические процес-
сы (рис. 2), которые способствуют дальнейшей дегенерации мозга [5–7]. Вызванная 
в результате ТПМ деполяризация нейронов приводит не только к продолжительному 
разрушению нейрональных структур, но и к его распространению на соседние обла-
сти [2, 8]. При этом избыточный выброс возбуждающих нейромедиаторов (глутамата 
и аспартата) вызывает увеличение содержания внутриклеточного кальция, что, в свою 
очередь, активирует ряд каталитических ферментов, приводя к деградации нервных 
клеток путем апоптоза [1, 9]. 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПАТОФИЗИОЛОГИИ ТПМ

Эксайтотоксичность, особенно глутаматная, является одним из основных факторов 
гибели нейронов при вторичном ТПМ [1]. При связывании с ионотропными рецеп-
торами клетки глутамат инициирует увеличение концентрации кальция в клетке [5, 

Рис. 1. Общепринятая классификация травматических повреждений мозга (TBI).
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10, 11], приводя к дисбалансу между возбуждающей и тормозной нейротрансмисси-
ей и нарушая синаптическую передачу. Внеклеточные концентрации глутамата также 
повышаются в результате клеточного лизиса, что приводит к ухудшению состояния 
нейронов, усиливая деполяризацию по механизму положительной обратной связи [11, 
12–14]. Рост концентрации кальция активирует пути, усиливающие окислительный 
стресс, и инициирует запрограммированную гибель клеток (рис. 2), еще больше уси-
ливая эксайтотоксичность [5, 12]. 

Избыточный приток кальция в клетку также нарушает функцию митохондрий, не-
гативно влияя на процессы энергетического обмена и приводя к образованию актив-
ных форм кислорода (АФК), активации протеазы и фосфолипазы и высвобождению 
проапоптотических молекул [1]. Перегрузка митохондрий кальцием и высокая кон-
центрация АФК приводит к образованию и открытию переходных пор митохондрий. 
Учитывая непосредственную близость их внешней мембраны к эндоплазматическому 
ретикулуму, эти поры начинают функционировать как механизм оттока кальция. По-
скольку переходные поры митохондрий не являются селективными, выходит из клет-
ки не только кальций, но и другие внутримитохондриальные компоненты (например, 
цитохром С), активируя цепную реакцию и в конечном счете приводя к гибели клеток. 
Далее, по мере высвобождения кальция и цитохрома С, вода и цитозольные раство-
ренные вещества поступают в митохондрии, что приводит к набуханию и, следова-
тельно, разрыву клеточного матрикса [10]. При этом особую опасность представляет 
окислительный стресс. Сопутствующее ему высвобождение цитохрома C из митохон-
дрий запускает образование апоптосомы (многобелкового комплекса, активирующе-
го каспазу-9). В свою очередь, каспаза-9 активирует каспазы-исполнители (каспаза-3, 
каспаза-12 и др.), которые расщепляют различные клеточные субстраты, провоцируя 
апоптоз (рис. 2) [1, 13]. 

При вызванном ТПМ нейровоспалении поврежденные клетки мозга выделяют акти-
ваторы пути мишени рапамицина млекопитающих (mTOR) и клеточного повреждения, 
которые, в свою очередь, стимулируют рецепторы клеток микроглии и астроцитов [15]. 
Это индуцирует переход микроглии в реактивную форму М1 и высвобождение ею про-

Рис. 2. Молекулярные дисфункции при травматическом повреждении мозга.
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воспалительных цитокинов, прежде всего фактора некроза опухоли-альфа (ФНО-α), 
интерлейкина-1 бета (ИЛ-1β) и интерлейкина-6 (ИЛ-6, табл. 1 и рис. 3). Последние 
запускают каскад реакций, приводящих к нарушению гематоэнцефалического барье-
ра, отеку головного мозга и инфильтрации лейкоцитами, что приводит к усугублению 
вторичного повреждения головного мозга [14, 16, 17].

При этом хроническая активация микроглии приводит к усилению регуляции 
основного комплекса гистосовместимости II класса, что усиливает нейродегенерацию 
[12] на фоне снижения числа клеток нейропротективной защитной М2-микроглии. 
Активная микроглия также стимулирует периферические иммунные клетки, которые 
участвуют в воспалительной реакции и повреждении тканей [18, 19], а нарушение ге-
матоэнцефалического барьера приводит к притоку дополнительных иммунных клеток 
в мозг [20–28].

Важными участниками нейровоспаления при ТПМ являются астроциты (рис. 3). 
В обычном состоянии их роль заключается в поддержании работоспособности ней-
ронов, их нейрососудистых связей и гематоэнцефалического барьера [20]. Захватывая 
глутамат, астроциты предотвращают его накопление в синапсах, тем самым защищая 
последние от нейротоксичности глутамата [21]. Астроциты также действуют как поло-
жительные модуляторы синаптического торможения [22]. Однако при ТПМ астроциты 
приобретают новые свойства – дифференцируются в активную нейротоксичную фор-
му (фенотип) А1, теряют свои синаптические функции и фагоцитарную способность 
и начинают убивать нейроны и олигодендроциты путем индукции клеточного апоптоза 
[23]. Как и М1-микроглия, активированные астроциты также способны выделять вос-
палительные цитокины и нарушать нормальный захват глутамата из внеклеточного 
пространства, что еще более способствует эксайтотоксичности и усиливает дегенера-
цию нейронов (рис. 3) [24].

Следует отметить, что при ТПМ микроглия не только опосредует острую воспали-
тельную реакцию за счет активации М1-фенотипа, но и в форме М2-микроглии уча-

Рис. 3. Роль микроглии и астроцитов в процессе нейровоспаления при травматическом поражении мозга. 
М1, М2 – микроглия, A1, A2 – астроциты.
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ствует в последующем ремоделировании ткан ей и контроле нейровоспаления. В этом 
случае клетки микроглии начинают продуцировать противовоспалительные цитокины 
интерлейкин-10 (ИЛ-10), трансформирующий фактор роста-бета (ТФР-β) и др. (табл. 
1), способствующие восстановлению тканей [29, 30]. В качестве защитной реакции на 
ТПМ астроциты также активно выделяют мозговой нейротрофический фактор (BDNF) 
[31], усиливающий восстановление синаптичной пластичности и функций поврежден-
ного мозга (см. далее).

ТПМ является мощным индуктором гибели клеток ЦНС по пути некроза и апоптоза 
[32, 33]. При некрозе происходит нарушение ионного баланса клетки, сопровождающе-
гося ее набуханием и гибелью в первые минуты после ТПМ [32, 33]. Апоптоз представ-
ляет собой энергозатратный клеточный процесс, характеризующийся фрагментацией 
цитоплазмы и ядра при сохранении общей структуры органелл. Он является примером 
запрограммированной клеточной гибели, при которой происходит уничтожение типов 
клеток, необратимо потерявших свои специфичные функции [34]. При апоптозе про-
исходят изменения в морфологии клеток (фрагментация ядер, конденсация хроматина, 
образование апоптотических телец), а также активация маркеров фрагментации ДНК 
и проапоптотических белков [32, 35–37]. Ключевую роль в апоптозе играют каспазы-
инициаторы (каспаза-2, -8 и -9), которые активируют каспазы-исполнители (каспаза-3, 
-6 и -7) [38]. Описаны два основных пути апоптоза – внутренний (митохондриальный) 
и внешний (инициируемый через “рецепторы смерти”) [1, 39]. 

Внутренний путь апоптоза начинается с повреждения митохондрий, чаще всего 
вызванного избыточным уровнем кальция внутри клетки из-за эксайтотоксичности [5]. 
Это сопровождается освобождением цитохрома С, который (взаимодействуя с фермен-
том Apaf-1, АТФ и прокаспазой-9) формирует апоптосому, которая далее активирует 
каспазу-9 и каспазу-3, вызывая необратимое разрушение клетки. Напротив, внешний 
путь запускается с участием рецепторов клеточной стенки [32, 38, 39]. Взаимодейст-
вие на поверхности клетки фактора некроза опухоли TNF или рецептора Fas с вне-
клеточным Fas-лигандом ведет к запуску процессов тримеризации рецепторов с фор-
мированием комплексов внутриклеточных сигнальных молекул и образованием так 
называемого домена смерти – сигнального комплекса, индуцирующего активацию кас-
пазы-3, -8 и/или -10 с последующим необратимым повреждением клетки. В отдельную 
категорию при ТПМ можно выделить пироптоз – форму каспаз-зависимой программы 
клеточной гибели, запускаемой внутри- или внеклеточным изменением гомеостаза 
в результате активации каспазы-1 (рис. 2). Этот механизм сопровождается выделени-
ем интерлейкина ИЛ-1β и развитием выраженного воспаления [40]. Обычно пироптоз 
ассоциируют с патологическими процессами во время вирусной или бактериальной 
инфекции, однако он вовлечен и при ТПМ [41].

Помимо апоптоза и пироптоза, известны и каспаз-независимые молекулярные 
механизмы клеточной гибели – аутофагия, параптоз, некроптоз и ферроптоз (рис. 2) 
[12]. Аутофагическая гибель клеток включает лизосомальную деградацию органелл 
и белков и является распространенным явлением при отмирании клеток. В условиях 
ингибирования каспаз аутофагия часто является доминирующим механизмом запро-
граммированной гибели клеток [42]. Параптоз характеризуется вакуолизацией и по-
вреждением эндоплазматического ретикулума и митохондрий. Этот тип клеточной 
гибели часто встречается при онкологических заболеваниях, однако для травм мозга 
он также актуален [43]. Некроптоз является вариантом клеточной гибели, сопрово-
ждающимся набуханием клеток и их органелл с последующим увеличением прони-
цаемости клеточных мембран. Этот тип регулируемой клеточной гибели происходит 
после активации рецептора некроза опухоли (ФНО-α) несмотря на то, что ФНО-α 
долгое время считался индуктором апоптоза [44]. Наконец, ферроптоз характеризу-
ется мощным железо-зависимым перекисным окислением липидов и запускается ин-
гибитором цистеин-глутаматового антипортера (эрастин), ингибитором глутатионпе-
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Таблица 1. Основные медиаторы нейровоспаления, участвующие в травматическом 
повреждении мозга 

Фено-
тип

Биомаркер Характеристика

М1

ФНО-α Провоспалительный цитокин

ИЛ-1β, 6, 12 Провоспалительные цитокины (интерлейкины)

IFNγ Провоспалительный цитокин

CCL5, 20 Хемокины

CXCL1, 10 Хемокины

GM-CSF Хемокин

CD16, 32, 86
Поверхностные рецепторы (провоцируют провоспалительный 
сигналинг)

MHC-II Поверхностный рецептор (регулирует дифференцировку Т-клеток)

iNOS Фермент синтеза оксида азота 

М2

ТФР-β Противовоспалительный цитокин

ИЛ-4, 10 Противовоспалительные цитокины

G-CSF Цитокин выживания и дифференцировки микроглии и макрофагов

CCL22 Хемокин (направляет дендритные клетки)

CD206 Рецептор маннозы

CD163
Поверхностный рецептор для очистки от комплексов гемоглобин-
гаптоглобин

Arg1 Противовоспалительный фермент

Ym1 Противовоспалительный секреторный белок

FIZZ1 Противовоспалительный секреторный белок

A1

NF-kB
Фактор транскрипции (индуктор экспрессии противовоспалитель-
ных генов)

STAT3 Активатор транскрипции (регулятор пролиферации астроцитов)

circlgf1r Кольцевая РНК (регулятор пролиферации астроцитов)

Kir6.2 Субъединица К+ канала (регулятор пролиферации астроцитов)

microRNA21 МикроРНК (регулятор пролиферации астроцитов)

C3 Провоспалительный поверхностный рецептор

C1q Провоспалительная субъединица системы комплемента

Д-серин Провоспалительная аминокислота

ФНО-α Провоспалительный цитокин
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Фено-
тип

Биомаркер Характеристика

A2

PI3K Киназа-регулятор пролиферации астроцитов

Act Киназа-регулятор пролиферации астроцитов

STAT3 Активатор транскрипции (регулятор пролиферации астроцитов)

TrkB Тирозинкиназный рецептор B (пролиферация астроцитов)

Connexin 30 Межклеточное соединение астроцитов (пролиферация астроцитов)

CXCR7 Хемокин, регулирующий пролиферацию астроцитов

E2 Эстрадиол (гормон, регулирующий пролиферацию астроцитов)

FGF Противовоспалительный фактор роста фибробластов

MFG8 Эпидермальный фактор роста 8 (пролиферация астроцитов)

ТФР-β Противовоспалительный цитокин

Окончание табл. 1

роксидазы 4 (RSL3) и промотором разрушения глутатионпероксидазы 4 (FIN56) [45, 
46]. При ферроптозе наблюдаются морфологические изменения митохондрий, сопро-
вождающиеся их сжатием, исчезновением крист и разрывом внешней мембраны [47]. 

Как и каспаз-зависимые механизмы, данные процессы могут быть задействованы 
при ТПМ (рис. 2) [4, 12, 48, 49], однако конкретный механизм клеточной гибели зави-
сит от множества внешних факторов. Например, клетки, оказавшиеся в эпицентре воз-
никновения нейротравмы, будут преимущественно подвержены некрозу и аутофагии 
вследствие непосредственного нарушения целостности клеточных структур и окружа-
ющих сосудов, доставляющих питательные вещества и кислород. Далее, в результате 
вторичного ТПМ, могут быть задействованы остальные процессы, которые происхо-
дят в результате окислительного стресса, накопления воспалительных маркеров и ней-
ромедиаторного дисбаланса (рис. 2 и 3).

Как уже отмечалось, помимо клеточной гибели на фоне первичного и особенно 
вторичного ТПМ, после нейротравмы также инициируются процессы восстановления 
структур мозга на анатомическом, молекулярном и функциональном уровнях (рис. 4). 
Последнее особенно актуально для зебраданио. В частности, компенсаторные процес-
сы в ЦНС в ответ на ТПМ могут происходить на нескольких системных уровнях (табл. 
2), включая: 1) активацию нейро- и глиогенеза за счет пролиферации клеток радиаль-
ной глии [50–53], 2) повышение нейропластичности (за счет увеличения числа си-
напсов в нейронах, плотности дендритных шипиков и нейроглиальных контактов) на 
фоне 3) повышения экспрессии нейротрофинов (например, BDNF и NGF) [54–56], 4) 
снижение нейровоспаления и апоптоза (в том числе путем перераспределения M1/M2 
и A1/A2 нейроглиальных фенотипов), 5) усиление нейротрансмиссии для компенса-
ции активности утраченных нейронов [57], 6) изменение транскриптомного, протеом-
ного и метаболомного профилей клеточного микроокружения в областях вторичного 
повреждения [58], 7) повышение фагоцитарной активности при ТПМ, которое может 
быть направлено на поврежденные фрагменты клеток, что снижает нейровоспаление 
и, наряду с увеличением экспрессии NGF, защищает от демиелинизации и в итоге де-
генерации нейронов [59]. 
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В общей динамике процесс адаптивного ответа мозга на нейротравму можно оха-
рактеризовать через изменение экспрессии биомаркеров повреждения и репарации 
нейронов (NeuN и BDNF соответственно) (рис. 4) [62].

МОДЕЛИРОВАНИЕ НЕЙРОТРАВМЫ НА ЖИВОТНЫХ

Несмотря на сложность механизмов ТПМ человека, затрудняющую его точное 
воспроизведение на моделях in vivo, экспериментальное моделирование на животных 
является важным направлением исследования физиологических нарушений при ней-
ротравме [63, 64]. На сегодня наиболее распространенными объектами для таких моде-

Таблица 2. Основные механизмы нейрорегенерации после травматического повреждения мозга у зебраданио

Механизм Ссылки

Нейрогенез [50]

Глиогенез [53]

Повышение синаптической пластичности [54]

Активация других процессов нейропластичности [56, 59]

Активация нейропротекторной глии (М2, А2 фенотипы) [57]

Повышение фагоцитоза в мозге [59, 60]

Выделение нейротрофных и антивоспалительных факторов [49, 54]

Компенсаторное усиление нейротрансмиссии [61]

Изменение метаболизма и транскриптомного профиля мозга [58]

Рис. 4. Примерная временная динамика фаз клеточной гибели при нейротравме (TBI) у зебраданио. Красной 
и синей линиями обозначены первичный и вторичный ответы (измеряется в уровне экспрессии NeuN). Зеле-
ным пунктиром обозначен компенсаторный ответ (измеряется в уровне экспрессии BDNF). По оси У отло-
жен % ответа от нормы (взятой за 100%), по оси Х – время (дни) после TBI (красная стрелка).
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лей являются лабораторные грызуны (крысы и мыши), которые в силу малой стоимос-
ти, небольшого размера и стандартизированных результатов измерений превосходят 
более крупные объекты, которые значительно ближе по размеру и физиологии к лю-
дям. Для моделей на крупных животных проблемой являются более высокие затраты 
на покупку и содержание, сложность в разведении и обеспечении необходимых ус-
ловий, сложность разработки оборудования для проведения эксперимента, большая 
трудоемкость в проведении хирургических операций (ввиду большого размера мозга), 
недостаточная изученность геномных и физиологических особенностей ТПМ, а также 
ограниченная доступность специфических реагентов для исследования (генетически 
модифицированных объектов, антител, мРНК-зондов и др.) [65]. При этом использо-
вание грызунов для моделирования ТПМ также имеет свои недостатки – например, 
сложность содержания и строгий биоэтический контроль, что нередко мешает дости-
жению необходимого размера выборки и, следовательно, уменьшает потенциальную 
статистическую мощность и общую валидность исследования.

В последние годы большую актуальность в трансляционной нейробиологии прио-
брели рыбы зебраданио (zebrafi sh, Danio rerio). Эти небольшие пресноводные кости-
стые рыбы становятся популярны как модельный организм во многом благодаря своей 
легкости в разведении и уходе, высокой генетической и физиологической гомологии 
с человеком, наличию полностью собранного и аннотированного генома, а также воз-
можности проведения как поведенческих, так и молекулярно-биологических экспе-
риментов в малые сроки [66]. С учетом особенностей устройства ЦНС рыб модели-
рование ТПМ на зебраданио представляет особый интерес. Например, зебраданио не 
только имеют большое количество общих консервативных характеристик с высшими 
позвоночными, но и характеризуются отсутствием коры мозга, а также уникальной 
повышенной способностью к нейрогенезу (в многочисленных нейрогенных нишах по 
всему мозгу) и нейрорегенерации [67–69].

Нейрогенез представляет собой процесс образования новых нейронов из нейро-
нальных стволовых клеток (НСК) и активно происходит в эмбриональном периоде 
и раннем детстве [70]. У взрослых млекопитающих новые нейроны также появляются 
(взрослый нейрогенез) в субвентрикулярной зоне боковых желудочков, субгрануляр-
ной зоне зубчатой извилины в гиппокампе и в обонятельных луковицах [71–73]. В этих 
участках мозга стволовые клетки нейронов размножаются, дифференцируются и ин-
тегрируются в существующие нейрональные сети взрослого мозга [70, 74] (например, 
после инсульта нейроны стволовых клеток могут мигрировать к месту повреждения 
[75, 76] и, возможно, способствовать восстановлению функции мозга [77]). В отличие 
от млекопитающих, у рыб нейрогенез происходит во многих областях мозга и, напри-
мер, у взрослых костистых рыб демонстрирует высокую способность к регенерации 
нейронов после травмы [78]. 

Зебраданио также отличаются от млекопитающих наличием нейрональных ство-
ловых клеток (клетки радиальной глии), которые широко распространены в мозге 
как у эмбрионов, так и у взрослых особей [79]. У зебраданио имеется как минимум 
16 пролиферативных зон мозга, сохраняющих способность к нейрогенезу в течение 
всей жизни [80]. В нормальных условиях нейроны из стволовых клеток у зебрада-
нио мало размножаются, но при наличии нейротравмы и под влиянием химических 
сигналов они активно начинают делиться и мигрировать к месту повреждения [81]. 
В этом ключевую роль играют другие нейроны и клетки глии, которые предостав-
ляют поддержку и направляют молодые нейроны в нужном направлении [82, 83]. 
В отличие от млекопитающих, у которых повреждение мозга часто сопровождает-
ся образованием глиальных шрамов, разрушением нейронных связей и последую-
щими повреждениями, зебраданио имеют способность относительно быстро ре-
генерировать обширные повреждения без долгосрочных последствий. Подобный 
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существенный разрыв в способности к нейрорегенерации между зебраданио и млеко-
питающими открывает новые перспективы для трансляционных исследований ТПМ.

Часто применяемой моделью ТПМ у зебраданио является игольчатая травма (про-
никающее повреждение) мозга путем введения иглы через череп [84]. Важной осо-
бенностью данного подхода является возможность точечного нанесения повреждений, 
затрагивая только определенный отдел мозга зебраданио. Например, в некоторых про-
токолах применяется повреждение только одного из полушарий, оставив второе в ка-
честве контроля [1]. Данный подход позволяет не только исследовать функциональные 
(например, поведенческие) нарушения ЦНС при ТПМ, но и изучать нейрохимические 
и геномные ответы мозга на нейротравму в его динамике [1]. Например, спустя че-
тыре дня после индукции нейротравмы зебраданио демонстрируют гиполокомоцию 
в тесте незнакомого аквариума и нарушение рабочей памяти в Y-образном лабиринте, 
а также активацию экспрессии в теленцефалоне гена isg15 (инсулин-стимулируемого 
гена 15), который является биомаркером повреждения нейронов, и снижение уровня 
норадреналина [1]. Тем не менее существенными недостатками данного метода яв-
ляются его очевидная инвазивность, риск нейроинфекции, отсутствие возможности 
адекватно воспроизводить ТПМ закрытого типа (поскольку при проникновении иглы 
через эпидермальный слой происходит нарушение гематоэнцефалического барьера), 
а также воспроизводимость как в разных лабораториях, так и внутри одной группы.

Для рыб разработаны также модели ТПМ диффузного типа на основе ультразву-
кового воздействия, которые помогают нивелировать недостатки моделей с проника-
ющим типом повреждений ЦНС [85]. Для этого рыб вначале подвергают анестезии, 
а затем фиксируют в специальном держателе, помещаемом в ультразвуковой аппарат 
с окном-мишенью, через которое проходят ультразвуковые волны [85]. Данный спо-
соб повреждения позволяет довольно точно воспроизводить молекулярные изменения 
и связанные с ними поведенческие нарушения аналогично моделям ТПМ у млекопита-
ющих. Например, в обоих случаях происходит активация воспалительного ответа с по-
вышением экспрессии соответствующих маркеров, провокация окислительного стрес-
са и апоптотических процессов на фоне нарушений памяти и координации движений 
[85]. В целом ультразвуковое ТПМ у взрослых зебраданио демонстрирует высокую 
прогностическую валидность, важную для дальнейшего проецирования результатов 
данной модели на человека. Однако, несмотря на преимущества этого подхода, он не 
является заменой для более масштабных исследований на млекопитающих. Более того, 
на данный момент невозможно проводить локальное повреждение мозга с помощью 
ультразвукового воздействия из-за ограничений как по размеру ультразвуковой волны, 
так и по размеру мозга самих рыб зебраданио. 

Для моделирования ТПМ на зебраданио недавно также разработана методика 
применения направленного лазера, вызывающего фокальное непроникающее ТПМ 
(рис. 5) [62]. Для этого анестезированных зебраданио фиксируют во влажной вискоз-
ной губке и подвергают краткому (мс) воздействию лазера. При этом прозрачные кожа 
головы и череп рыбы позволяют сфокусировать излучение непосредственно на мозге, 
не повреждая поверхность черепа (рис. 5). Эта особенность является одним из глав-
ных преимуществ лазерного повреждения тканей, позволяющая производить контр-
олируемое неинвазивное ТПМ в обширных или более избирательных отделах ЦНС 
[62]. В данной модели основным повреждающим фактором является нагрев, посколь-
ку кванты света инициируют возбужденное состояние молекул [86], что впоследствии 
приводит к активному межмолекулярному взаимодействию и гипертермии. 

Патологические изменения, происходящие в ткани мозга, напрямую зависят от 
мощности излучения, времени воздействия и глубины проникновения. Так, при до-
стижении уровня нагрева в 60°C начинается процесс денатурации белка, а при 
100–150°C провоцируется абляция и карбонизация. И хотя подобные эффекты мо-
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гут происходить одновременно, что является недостатком данного метода, его мож-
но нивелировать путем тщательной настройки параметров лазерного излучения [62]. 

Особенно важно, что данная модель ТПМ позволяет не только повреждать мозг 
зебраданио, но и исследовать динамику молекулярных ответов на нейротравму. На-
пример, повреждение лазером вызывает гиполокомоцию и тревожное поведение у рыб 
в тесте нового аквариума (напоминая последствия ТПМ у грызунов и человека) [62]. 
Окрашивание NeuN-положительных клеток снижается через день, но не через семь 
дней после ТПМ лазером, что указывает на усиление повреждения нейронов сразу 
после травмы и быстрое восстановление мозга после нее. Уровень нейротрофиче-
ского фактора головного мозга BDNF в мозге снижается сразу после травмы, однако 
полностью восстанавливается через семь дней. Маркер активации микроглии, белко-
вый фактор воспаления аллотрансплантата 1 (Iba1), повышается в мозге при ТПМ, 
но снижается к 3-му дню. Уровень индуцируемого гипоксией фактора 1-альфа (Hif1a) 
достигает пика через три дня и восстанавливается к 7-му дню после травмы [87]. 
В целом модель лазер-индуцированной нейротравмы зебраданио воспроизводит лег-
кую форму ТПМ [87] и может быть полезным инструментом для исследования ме-
ханизмов патогенеза и доклинического скрининга нейропротекторных препаратов. 

Таким образом, последствия нейротравмы у человека могут иметь значительные 
отличия от результатов экспериментов на животных, так как число вариаций клини-
ческих случаев существенно превосходит количество разработанных моделей и, сле-
довательно, потенциальных условий получения травмы. При этом наибольшие разли-
чия с человеком среди позвоночных животных моделей ТПМ стоит ожидать от рыб, 
поскольку в сравнении с млекопитающими, молекулярные ответы на нейротравму 
у них имеют ряд особенностей. Так, при ТПМ у зебраданио период активного нейро-
воспаления ниже, что видно по меньшему промежутку повышения активной экспрес-
сии ФНО-α и каспазы-3, чем у млекопитающих [1]. Кроме того, в большей степени 
происходит активация генов, связанных с регенерацией и пролиферацией нервных 
клеток, что свидетельствует об активном нейрогенезе. В целом у рыб пик нейрово-
спаления наступает в среднем на 3-й день после травмы, а наиболее активная стадия 
нейрогенеза – на 21-й день [62]. При этом у млекопитающих такой тенденции к бы-
строму восстановлению не обнаружено, а время снижения активности провоспали-
тельных маркеров значительно выше. Таким образом, у зебраданио происходит быст-

Рис. 5. Общая установка (слева) для лазерной индукции нейротравмы у взрослых зебраданио (справа) [62].
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рый регенеративный ответ, что приводит к значительному снижению долговременных 
последствий нейротравмы [1] и может послужить стратегией таргетной терапии 
в клинике, направленной на активацию данных процессов в первые часы после ТПМ. 

Еще одно эволюционно значимое отличие зебраданио от млекопитающих заключа-
ется в самой анатомии мозга. Расхождение предков костистых рыб и млекопитающих 
произошло около 420 миллионов лет назад, вызвав существенные различия в струк-
турной организации ЦНС, в том числе отсутствие у рыб коры мозга, а также руброспи-
нального и кортикоспинального спинномозговых трактов. Для анализа ТПМ это имеет 
особое значение, так как механизмы диссолюции (дезинтеграции функций) предпо-
лагают первичное повреждение более эволюционно поздних отделов мозга. В случае 
млекопитающих таким отделом является кора, берущая на себя основной удар во вре-
мя травмы, и, как самая сложная в организации структура, при повреждении имеющая 
ограничения на процессы восстановления. Следовательно, последствия ТПМ у млеко-
питающих могут иметь большее влияние (чем у рыб) на дальнейшее функционирова-
ние организма. Однако хотя регенеративные способности зебраданио можно частично 
объяснить относительной простотой организации их ЦНС (по сравнению с челове-
ком), рыбы имеют практически все ортологи ключевых генов человека, отвечающие 
за развитие ЦНС и коры, в частности, что говорит о большой гомологии не только на 
геномном уровне, но и на уровне клеточного сигналинга и молекулярных путей. Это 
важно в контексте создания генетических моделей пороков развития нервной систе-
мы, основанных на мутациях соответствующих генов. Последнее, с учетом большей 
доступности генетических манипуляций на зебраданио (в сравнении с грызунами), 
также является весомым аргументом в пользу расширения использования рыб при 
моделировании ТПМ, в том числе путем создания генетических моделей для оценки 
генетических факторов риска и, возможно, резистентности к развитию нейротравмы. 

Различные модели ТПМ на зебраданио имеют и другие ограничения по сравне-
нию с моделями нейротравмы на млекопитающих. Например, явное ограничение свя-
зано с большими анатомическими различиями ЦНС разных видов. Так, если грызу-
ны и приматы имеют сходную организацию мозга с человеком, включая зоны коры 
и подкорковых областей, то у зебраданио отсутствие коры делает невозможным па-
раллельную оценку высших когнитивных функций после ТПМ [88]. С другой сторо-
ны, отсутствие коры подразумевает, что при ТПМ у зебраданио большую долю повре-
ждений (чем у человека и млекопитающих) получают подкорковые структуры. Данное 
обстоятельство, однако, не снижает ценности зебраданио как модели ТПМ, наоборот, 
предоставляет возможность подробнее исследовать поражение более глубоких слоев 
мозга, которые у млекопитающих обычно защищены от физической травмы корой.

Еще одно ограничение связано с масштабом самих используемых моделей. В част-
ности, грызуны и обезьяны являются более крупными животными, что позволяет про-
водить точные измерения внутри мозга. Однако зебраданио имеют небольшие размеры 
тела (2.5–3 см) и мозга (< 0.5 см), что затрудняет подобные манипуляции и требует аль-
тернативных методов. Кроме того, у зебраданио также имеется ряд отличий на уровне 
метаболизма, регенеративных способностей и скорости реакции на внешнее воздей-
ствие, что затрудняет прямой перенос результатов исследований на человека. Тем не 
менее существенное физиологическое и генетическое сходство рыб и человека [88] 
создает поле возможностей для частичного преодоления лимитирующих факторов. 
Например, использование комбинированных моделей (включающих и рыб, и грызу-
нов), проведение параллельных исследований на разных моделях, а также учет анато-
мических и физиологических отличий помогут нивелировать недостатки применения 
зебраданио для изучения ТПМ. 

Наконец, помимо ускоренного нейрогенеза, у рыб имеется ряд дополнительных 
уникальных особенностей для трансляционных исследований ТПМ, таких как уско-
ренное развитие (позволяющее проводить в короткие сроки анализ среди разных воз-
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растных категорий) и прозрачность кожи и тонких тканей (что облегчает визуализа-
цию процессов внутри мозга) [89]. И хотя остается достаточное количество открытых 
нерешенных вопросов в данной области (табл. 3), зебраданио позволяют проводить 
наиболее полные и комплексные исследования ТПМ на всех уровнях организации, 
от поведения до клеточных и молекулярных процессов, при минимальных затратах.

Таблица 3. Отдельные открытые вопросы в области экспериментального моделирования 
травматического повреждения мозга (ТПМ) на зебраданио

Вопросы

•  Какие модели животных, включая зебраданио, наиболее точно и надежно отражают 
процессы ТПМ у человека?

•  Является ли высокий уровень нейрорегенерации у зебраданио преимуществом, 
которое помогает изучать патологии нервной системы, или мешающим фактором 
при изучении ТПМ?

•  Экспрессия гена фактора, индуцируемого гипоксией 1-альфа (Hif1a), оказывает 
двойственное действие, стимулируя нейровоспалительные реакции и повышая 
проницаемость гематоэнцефалического барьера, но также и провоцируя нейрогенез. 
Что будет, если подавить экспрессию гена и нанести ТПМ?

•  Какие механизмы определяют резистентность глиальных клеток к ТПМ?
•  Какие факторы могут определить прогноз и результаты нейрорегенерации у зебраданио 

с ТПМ? Как можно объективно измерить регенерацию тканей, функциональное 
восстановление и поведенческие изменения после лечения?

•  Какие факторы или сигнальные пути наиболее важны для организации ремоделирования 
и регенерации мозговых тканей после ТПМ?

•  Какими способами можно стимулировать регенерацию и повышать эффективность 
восстановления функций после повреждения мозга?

•  Какие молекулярные механизмы определяют выбор между различными путями клеточной 
смерти (апоптозом, некрозом, аутофагией, пироптозом, ферроптозом и др.) при ТПМ? 
Какие маркеры и сигнальные молекулы регулируют эти процессы?

•  Насколько данные типы клеточной гибели сходны в участии во временной динамике 
при ТПМ рыб и млекопитающих?

•  Как генетические, эпигенетические и окружающие факторы взаимодействуют 
с молекулярными механизмами патологии и ремоделирования мозга при ТПМ?

•  Можно ли скорректировать ТПМ путем воздействия на микроглию, учитывая ее 
активацию при патологиях ЦНС?

•  Как поможет искусственный интеллект (ИИ) при распознавании фенотипических 
признаков, соответствующих ТПМ? Например, как применить ИИ и анализ 
больших данных (big data) для более точной диагностики, классификации 
и прогнозирования ТПМ?

•  При ТПМ высвобождаются провоспалительные цитокины (ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6), 
что приводит ко вторичному повреждению мозга. Возможно ли облегчить течение 
и предотвратить последствия приемом нестероидных противовоспалительных препаратов 
и/или глюкокортикостероидов?



339ЗЕБРАДАНИО (Danio Rerio)

Вопросы

•  Ведущим фактором вторичного повреждения нейронов при ТПМ является глутаматная 
эксайтотоксичность и увеличение концентрации Ca2+. Поможет ли фармакологическая 
коррекция вальпроатом или блокаторами кальциевых каналов предотвратить или снизить 
патогенез ТПМ?

•  Какие новые фармакологические препараты и подходы могут быть использованы 
для стимуляции регенерации при ТПМ?

•  Каким образом можно преодолеть доставку лекарств через гематоэнцефалический барьер 
при терапии ТПМ?

•  Как можно оценить внутренние гематомы, кровоизлияние и ишемию в мозге модельного 
организма (например, зебраданио) без патологического вскрытия?

•  Какие возможности предоставляют новые техники и технологии (например, оптическая 
стимуляция, генетические модификации) для более точного и детального изучения 
молекулярных механизмов и патологии при ТПМ?

•  Как можно использовать 3D-печать и тканевую инженерию для создания индивидуальных 
биологических конструкций и тканей, способных заменить поврежденные участки мозга 
при нейротравме?

•  Как протекают последствия ТПМ у зебраданио в зависимости от возраста и пола? 
Как много общего в механизмах старения мозга рыб с человеком при ТПМ? 

Окончание табл. 3

ПЕРСПЕКТИВЫ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 
ПОСЛЕДСТВИЙ ТПМ

Терапия ТПМ является важной биомедицинской задачей, и потенциальные мишени 
для лекарственных препаратов для снижения эффектов нейротравмы обычно основаны 
на молекулярных путях вторичного повреждения ЦНС. Так, его коррекция после ТПМ 
за счет подавления эксайтотоксичности может использовать антагонисты рецепторов 
глутамата (например, дексанабинол и дизоцилпин), которые препятствуют взаимодей-
ствию лиганда с рецептором и способствуют косвенному уменьшению притока каль-
ция в клетку [90, 91]. Ингибиторы рецепторов глутамата являются отличной мише-
нью для зебраданио, которые благодаря высокой гомологии глутаматных рецепторов 
имеют сходный ответ с млекопитающими на терапию [85]. В качестве альтернативной 
терапии ТПМ могут выступать и прямые блокаторы кальциевых каналов (например, 
зиконотид и нимодипин), которые оказывают благоприятное влияние на уменьшение 
отека мозга и увеличение нейропротекции [92, 93]. Ингибирование каспаз-3 и каль-
паинов также является эффективной стратегией для снижения процессов клеточной 
гибели после ТПМ. Например, использование ингибитора кальпаинов MDL-28170 
совместно с митохондриальным протектором циклоспорином А имеет большой по-
тенциал для достижения оптимальной степени нейропротекции после ТПМ [94, 95]. 

Повреждение головного мозга, вызванное посттравматическим окислительным 
стрессом, может быть уменьшено за счет выработки соответствующих антиоксидан-
тов, которые уничтожают свободные радикалы, способствуют восстановлению мито-
хондрий и уменьшают снижение биосинтеза АТФ после ТПМ [96]. Одним из примеров 
такого препарата является N-ацетилцистеин, который показал значимый терапевтиче-
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ский эффект у крыс, улучшив выживание нервных клеток [97]. Гормональные препара-
ты, например, метилпреднизолон, широко используются для снижения отека мозга при 
ТПМ. Являясь синтетическим глюкокортикоидом, последний ингибирует экспрессию 
ФНО-α и активирует NF-κB [98]. Коэнзим Q10 представляет собой ключевой антиок-
сидант и также доказал свою эффективность, поскольку его прием после ТПМ значи-
мо уменьшает эффект вторичных повреждений и снижает окислительный стресс [99].

Защита от нейровоспаления и апоптоза достигается за счет контроля выработки 
про- и противовоспалительных цитокинов. Так, например, миноциклин ингибирует 
активацию патогенной микроглии M1 и выработку провоспалительных цитокинов 
(ИЛ-6, ИЛ-1β и ФНО-α) [100], а также уменьшает отек мозга и сохраняет целостность 
гематоэнцефалического барьера за счет ингибирования матриксных металлопротеиназ 
[101]. Эффективность миноциклина также подтверждается при коррекции последст-
вий инсульта как на моделях грызунов, так и на зебраданио [102]. При этом важным 
отличием зебраданио от млекопитающих в контексте поиска новых терапевтических 
лекарств является их чрезвычайная эффективность, сопоставимая по производитель-
ности и затратности с in vivo скрининговыми системами [103, 104]. Таким образом, 
индукция ТПМ у большого числа зебраданио позволяет использовать данных рыб для 
создания высокопроизводительных доклинических скрининговых платформ, направ-
ленных на поиск новых препаратов для лечения нейротравмы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ТПМ остается актуальной нерешенной биомедицинской проблемой с тяжелыми 
последствиями для здоровья пациентов и общества. Ведущим направлением транс-
ляционных междисциплинарных исследований в этой области является моделирова-
ние ТПМ на животных моделях с последующим изучением молекулярных механизмов 
патогенеза и поведенческих нарушений. Важное значение в данных исследованиях 
занимают зебраданио, имеющие ряд важных особенностей как модельный организм 
на фоне других лабораторных животных. Преимущества применения зебраданио как 
модели для исследования ТПМ заключаются также в возможности проецировать ре-
зультаты на человека с использованием больших выборок, оценить роль нейрогенеза 
и нейрорегенерации при нейротравме, проанализировать роль некорковых структур 
мозга в ее патогенезе, использовать мощные генетические технологии на зебраданио 
и создавать на их основе высокопроизводительные платформы для in vivo тестирова-
ния нейротропных лекарственных препаратов [105–108]. 
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Traumatic brain injury (TBI) involves various types of physical injuries to brain tissue. 
TBI is a highly heterogeneous clinical condition, whose symptoms include cognitive, 
motor and emotional defi cits, as well as neurodegeneration and neuroinfl ammation. 
Animal modeling plays a key role in studying TBI, expanding our knowledge of TBI and 
its temporal dynamics, and to develop new drugs for its treatment. Recently, the use of the 
bony zebrafi sh (Danio rerio) as an aquatic model organism has attracted particular interest 
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in translational neurobiology. Zebrafi sh are presently second (after mice) laboratory 
animal species most used in biomedicine. Here, we discuss the prospects of using zebrafi sh 
to model TBI, as well as problems and new directions of research in this area. We also 
emphasize the importance of zebrafi sh as a highly translational model for studying the 
molecular mechanisms and neurological disorders in TBI, as well as screening for potential 
therapeutic agents.

Keywords: neurotrama; neuroinfl ammation; zebrafi sh; neurogenesis; experimental models



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /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 /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


