
ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2019, том 74, № 6, с. 421–425

421

ХАРАКТЕРИСТИЧЕСКИЕ ПРОФИЛИ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 
ВЕЩЕСТВ ОБРАЗЦОВ ПЛАЗМЫ КРОВИ БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ, 

ПОЛУЧЕННЫЕ МЕТОДОМ ВЭЖХ
© 2019 г.   С. А. Соловьёва1, Е. А. Бессонова1, Л. А. Карцова1, *

1Санкт-Петербургский государственный университет, Институт химии 
198504 Россия, Санкт-Петербург, Старый Петергоф, Университетский просп., 26

*E-mail: kartsova@gmail.com
Поступила в редакцию 15.02.2018 г.

После доработки 24.10.2018 г.
Принята к публикации 24.10.2018 г.

Методами жидкостной хромато-масс-спектрометрии идентифицированы токсичные метаболиты
(N-ацетилизониазид, пиразиноевая кислота, дезацетилрифампицин) противотуберкулезных пре-
паратов основного ряда (этамбутола, пиразинамида, рифампицина, изониазида), что важно при
подборе требуемых дозировок этих лекарств для максимального терапевтического воздействия и
снижения побочных эффектов. Получены и обработаны методами главных компонент и k-ближай-
ших соседей характеристические хроматографические профили образцов плазмы крови доноров с
туберкулезом легких (“патология”) и клинически здоровой группы (“норма”). Показана перспек-
тивность такого подхода для получения дополнительного диагностического критерия туберкулеза
легких.
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Туберкулез (ТБ) и в XXI веке остается одной из
актуальных проблем здравоохранения во всем
мире. С целью выявления специфических био-
маркеров туберкулеза проводятся исследования
по метаболомным профилированиям биологиче-
ских образцов, позволяющие диагностировать
это заболевание на ранней стадии и получать ин-
формацию о патогенезе ТБ [1–4]. Подобная тен-
денция использования характеристических хро-
матографических и/или электрофоретических
профилей биологически активных веществ в био-
медицине обусловлена возможностью получения
диагностически важной информации: выявление
конкретных патологий и поиск доминирующих
биомаркеров, исследование индивидуальной вос-
приимчивости заболевания и специфика его проте-
кания [5, 6]. Работы в данной области относятся к
направлению “метаболомика”, целью которой яв-
ляется изучение изменений в составе эндогенных
метаболитов [7]. Эксперимент включает пробо-
подготовку биологических образцов, анализ ме-
тодами хроматографии или капиллярного элек-
трофореза [8] и последующую хемометрическую
обработку полученных профилей, позволяющих
классифицировать образцы по принципу нор-
ма/патология. Метаболомные исследования прин-

ципиальны и для оптимизации лекарственной те-
рапии: метаболизм лекарственных средств у кон-
кретного пациента может протекать по-разному,
при этом некоторые метаболиты проявляют ток-
сичность. Существуют и проблемы развития ле-
карственной устойчивости Mycobacterium tubercu-
losis к противотуберкулезным препаратам (ПТП),
токсичности самих ПТП и их метаболитов [9, 10],
что требует получения дополнительной инфор-
мации о содержании этих веществ в биологиче-
ских объектах.

Ранее нами разработана методика [11] одно-
временного определения ПТП основного ряда в
образцах плазмы крови для оптимизации лекар-
ственной терапии туберкулеза легких. Найдены
условия определения пиразинамида, рифампи-
цина и изониазида методом ион-парной ВЭЖХ с
УФ-детектированием (ВЭЖХ‒УФ) и этамбуто-
ла, не содержащего хромофорных групп, методом
ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектирова-
нием (ВЭЖХ‒МС).

Цель данного исследования − методами жид-
костной хромато-масс-спектрометрии иденти-
фицировать метаболиты ПТП основного ряда и
выявить возможности хемометрической обработ-
ки получаемых хроматографических профилей
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для классификации образцов плазмы крови до-
норов с туберкулезом легких (“патология”) и
клинически здоровой группы (“норма”).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и материалы. Для пробоподготовки

образцов биологических жидкостей и приготов-
ления подвижных фаз использовали ацетонитрил
(для ВЭЖХ, Acros organics, Бельгия), муравьиную
кислоту (х. ч., Неохим, Россия), воду деиониро-
ванную (система Milli Q Synthesis). Анализируе-
мые биологические объекты представлены образ-
цами плазмы крови контрольной группы (12 об-
разцов), пациентов с выявленным ТБ легких без
начала лекарственной терапии (13 образцов) и на
стадии лечения ПТП основного ряда (этамбуто-
лом, пиразинамидом, рифампицином, изониази-
дом). Образцы плазмы крови пациентов с выяв-
ленным ТБ легких предоставлены НИИ фтизио-
пульмонологии (Санкт-Петербург).

Аппаратура и программное обеспечение. Жид-
костный хроматограф Shumadzu LC-20 (Япония)
с диодно-матричным детектором (SPD-M20A);
жидкостный хроматограф с тройным квадру-
польным масс-анализатором с ионизацией элек-
трораспылением Shumadzu LCMS 8030 (Япония);
колонка (150 × 2 мм, диаметр частиц 5 мкм) Luna
C18(2) (Phenomenex, США); центрифуга Thermo
Scientifiс SL16 (Thermo, США) с системой охла-
ждения.

Для хемометрической обработки хроматогра-
фических профилей использовали программный
пакет R version 3.4.3 (The R Foundation for Statisti-
cal Computing, Австрия).

Подготовка образцов плазмы крови. Процедура
подготовки образцов плазмы крови для анализа
основана на ранее описанной методике определе-
ния ПТП [11] и включает осаждение белков путем
добавления к образцу ацетонитрила в соотноше-
нии 1 : 3 (по объему), встряхивание в течение
2 мин, центрифугирование для отделения образо-
вавшегося осадка в течение 10 мин (10000 об./мин)
при 4°С. Надосадочную жидкость отбирали в хро-
матографические виалы. Образцы плазмы крови
до и после хроматографического анализа хранили
при –20°С.

Условия анализа методами ВЭЖХ‒УФ и
ВЭ‒ЖХ−МС/МС. Разделение выполняли в гра-
диентном режиме элюирования с подвижной фа-
зой 0.1%-ный водный раствор муравьиной кисло-
ты (раствор А)–ацетонитрил (раствор Б). Про-
грамма градиентного элюирования: 5 мин – 3 об.
% Б; 15 мин – 70 об. % Б; 20 мин – 70 об. % Б; 21
мин – 95 об. % Б; 25 мин – 95 об. % Б. Длина вол-
ны диодно-матричного детектора 254 нм.

Условия масс-спектрометрического детекти-
рования метаболитов ПТП: ионизация электро-

распылением (положительная полярность, на-
пряжение на капилляре –4500 В, расход газа
15 л/мин, температура осушающего газа 250°С),
режим мониторинга заданных реакций m/z 763.4
для 25-О-дезацетилрифампицина, m/z 136.1 для
ацетилизониазида, m/z 107.0 для пиразиноевой
кислоты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Один из режимов химиотерапии ТБ включает
одновременный прием изониазида, рифампици-
на, пиразинамида, этамбутола. Известно, что
изониазид метаболизируется в печени до токсич-
ного N-ацетилизониазида с помощью фермента
N-ацетилтрансферазы (схема 1). Активность дан-
ного фермента обусловлена генетически. У мед-
ленных инактиваторов концентрация изониазида
в крови всегда значительно выше, чем у быстрых,
причем в последнем случае гораздо чаще наблю-
даются различные побочные реакции [12]. Ток-
сичный метаболит пиразинамида — пиразиное-
вая кислота, образующаяся в печени при участии
фермента деамидазы, — ингибирует почечную
экскрецию мочевой кислоты.

Рифампицин метаболизируется в печени пу-
тем деацетилирования с образованием метаболи-
та дезацетилрифампицина, который является
причиной таких побочных процессов, как гепато-
токсичность, проявление аллергических реакций
и т.д. [13, 14] Данную информацию необходимо
учитывать в практике клинической медицины.

Нами проведен поиск возможных метаболи-
тов ПТП методом обращенно-фазовой (ОФ)
ВЭЖХ с МС-детектированием в режиме скани-
рования (m/z 100–900) в образцах плазмы крови
доноров, находящихся на стадии лечения. Усло-
вия пробоподготовки и анализа образцов плазмы
крови совпадают с условиями определения ПТП
и их метаболитов [11], что дает возможность даль-
нейшего одновременного исследования метаболи-
ческих профилей и детектирования остаточных ко-
личеств ПТП. По выделенным молекулярным
ионам обнаружены следующие метаболиты: N-аце-
тилизониазид, пиразиноевая кислота, 25-O-дез-
ацетилрифампицин. Наличие указанных соеди-
нений подтверждают результаты хромато-масс-
спектрометрического анализа экстрактов плазмы
крови по характерным осколочным ионам мета-
болитов (рис. 1) и соответствующие масс-
спектры.
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Схема 1. Схемы образования метаболитов противотуберкулезных препаратов в организме 
(NAT 2 − N-ацетилтрансфераза 2 типа, DA – деамидаза).
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Рис. 1. Хроматограмма метаболитов противотуберкулезных препаратов с масс-спектрометрическим детектированием
осколочных ионов и схемы их фрагментации: (а) – пиразиноевая кислота, (б) – N-ацетилизониазид, (в) – 25-О-дез-
ацетилрифампицин. Условия разделения и детектирования указаны в “Экспериментальной части”.

0

100 000

60 000
80 000

40 000
20 000

(б)

0

15 000

10 000

5000

(а)

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
. е

д.

40 000
30 000
20 000
10 000

0 1 2 4 6 83 5 7 9 10 11

(в)

Время, мин

N

O
H
N

N
H

O

OH

O
N

N

NH

N
N

N

O

O

O

O

O

HO

HO

OH
OH OH

OH



424

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 6  2019

СОЛОВЬЁВА и др.

Методом ОФ ВЭЖХ в градиентном режиме
элюирования со спектрофотометрическим детек-
тированием (254 нм) получены и хемометрически
обработаны характеристические профили образ-
цов плазмы крови контрольной группы (“нор-
ма”) и доноров с выявленным ТБ легких. Такой
подход может оказаться полезным при поиске не-
зависимого диагностического критерия ТБ, а так-
же при экспресс-скрининге эффективности про-
водимой лекарственной терапии.

Полученные профили обрабатывали методом
главных компонент (МГК), который позволяет
выявить скрытую взаимосвязь между образцами
и достаточно легко интерпретировать результаты.
Для этой цели хроматограммы представляли в ви-
де матрицы, где каждый ее элемент − значение
интенсивности поглощения при конкретном вре-
мени удерживания с шагом 0.01 с. В матрице дан-
ных учитывали времена удерживания аналитов,
начиная с пятой минуты. Данный шаг позволил
не принимать во внимание неразделяемые ком-
поненты биологического образца, слабо удержи-
ваемые на обращенно-фазовом сорбенте и элюи-
руемые с мертвым временем хроматографиче-
ской колонки. На двумерном графике счетов
МГК в координатах главных компонент ГК1 и
ГК2 можно выделить кластеры “норма” и “пато-
логия” (рис. 2), причем 2 образца, принадлежа-
щие классу “патология”, значительно отличают-
ся от других объектов того же класса. Этот факт
говорит лишь о каких-либо особенностях данных
объектов (например, сопутствующее заболевание
и т.п.), так как МГК не является способом клас-
сификации. Выделение четких групп образцов

дает большую вероятность их отнесения к истин-
ному классу. Значения объясненной дисперсии
составили 53 и 19%.

Для задачи классификации образцов плазмы
крови как “норма” и “патология” применили
метод k-ближайших соседей (k-Nearest Neigh-
bors, kNN). Суть метода заключается в вычисле-
нии расстояния от образца до его k-ближайших
соседей: объекту присваивается тот класс, к кото-
рому принадлежит большинство. Обучающий на-
бор состоял из 18 образцов (по 9 образцов каждо-
го класса), тестовый – из 7. Метод kNN является
параметрическим методом классификации, по-
этому необходимо было выбрать оптимальное
число соседей. После предварительного обуче-
ния, в ходе которого каждому образцу из набора
присваивалась группа норма/патология, лучшие
результаты классификации достигнуты для числа
соседей, равного 3. Точность для изученной неза-
висимой тестовой выборки, рассчитанная как от-
ношение числа правильно классифицируемых
образцов к их общему количеству, составила 86%
(1 образец патологии неверно классифицирован
как “норма”).

* * *

Таким образом, на примере образцов плазмы
крови больных ТБ показана возможность и пер-
спективность применения характеристических
хроматографических профилей для диагностики
заболевания и оценки проводимой лекарствен-
ной терапии ТБ по профилю токсичных метабо-
литов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Preez I.D., Luies L., Loots D.T. Metabolomics biomark-
ers for tuberculosis diagnostics: current status and fu-
ture objectives // Biomark. Med. 2017. V. 11. № 2.
P. 179.

2. Eoh H. Metabolomics: A window into the adaptive
physiology of Mycobacterium tuberculosis // Tubercu-
losis. 2014. V. 94. № 6. P. 538.

3. Zhong L., Zhou J., Chen X., Yin Y. Serum metabolomic
study for the detection of candidate biomarkers of tu-
berculosis // Int. J. Clin. Exp. Pathol. 2016. V. 9. № 3.
P. 3256.

4. Frediani J.K., Jones D.P., Tukvadze N., Uppal K., Sani-
kidze E., Kipiani M., Tran V.T., Hebbar G., Walker D.I.,
Kempker R.R., Kurani S.S., Colas R.A., Dalli J., Tang-
pricha V., Serhan C.N., Blumberg H.M., Ziegler T.R.
Plasma metabolomics in human pulmonary tuberculo-
sis disease: A pilot study // PLoS One. 2014. V. 9. № 10.

5. Gowda G.N., Zhang S., Gu H., Asiago V., Shanaiah N.,
Raftery D. Metabolomics-based methods for early dis-
ease diagnostics // Expert Rev. Mol. Diagn. 2008. V. 8.
№ 5. P. 617.

Рис. 2. График счетов для образцов плазмы крови
здоровых (s) и больных туберкулезом легких (d) до-
норов.

100 000

50 000

0

–50 000
–140 000 –100 000 –60 000 –20 000 0

ГК
2 

(1
9%

)

ГК1 (53%)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 6  2019

ХАРАКТЕРИСТИЧЕСКИЕ ПРОФИЛИ 425

6. Wishart D.S. Emerging applications of metabolomics in
drug discovery and precision medicine // Nat. Rev.
Drug Discov. 2016. V. 15. № 7. P. 473.

7. Johnson C.H., Ivanisevic J., Siuzdak G. Metabolomics:
beyond biomarkers and towards mechanisms // Nat.
Rev. Mol. Cell Biol. 2016. V. 17. № 7. P. 451.

8. Карцова Л.А., Объедкова Е.В. Хроматографические
и электрофоретические профили биологически
активных соединений для диагностики различных
заболеваний // Журн. аналит. химии. 2013. Т. 68.
№ 4. С. 316. (Kartsova L.A., Obedkova E.V. Chromato-
graphic and electrophoretic profiles of biologically ac-
tive compounds for the diagnosis of various diseases //
J. Analyt. Chem. 2013. V. 68. № 4. P. 291.)

9. Palomino J.C., Martin A. Drug resistance mechanisms
in Mycobacterium tuberculosis // Antibiotics. 2014.
V. 3. № 3. P. 317.

10. Schaberg T., Rebhan K., Lode H. Risk factors for side-
effects of isoniazid, rifampin and pyrazinamide in pa-
tients hospitalized for pulmonary tuberculosis // Eur.
Respir. J. 1996. V. 9. P. 2026.

11. Бессонова Е.А., Карцова Л.А., Соловьёва С.А. Хрома-
тографическое и хромато-масс-спектрометриче-
ское определение противотуберкулезных препара-
тов основного ряда в плазме крови // Аналитика и
контроль. 2016. Т. 20. № 2. С. 161.

12. Zhou Z., Chen L., Liu P., Shen M., Zou F. Simultaneous
determination of isoniazid, pyrazinamide, rifampicin
and acetylisoniazid in human plasma by high-perfor-
mance liquid chromatography // Anal. Sci. 2010. V. 26.
№ 11. P. 1133.

13. Vu D.H., Koster R.A., Bolhuis M.S., Greijdanus B., Alte-
na R.V., Nguyen D.H., Brouwers J.R., Uges D.R., Alffe-
naar J.W. Simultaneous determination of rifampicin,
clarithromycin and their metabolites in dried blood
spots using LC-MS/MS // Talanta. 2014. V. 121. P. 9.

14. Arbex M.A., Varella Mde C., Siqueira H.R., Mello F.A.
Antituberculosis drugs: drug interactions, adverse ef-
fects, and use in special situations. Part 1: First-line
drugs // J. Bras. Pneumol. 2010. V. 36. № 5. P. 626.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


