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Задача настоящей работы заключалась в исследовании уровней содержания субъединицы ГАМКB1 рецеп-
тора ГАМКВ в разных слоях неокортекса крыс в отдаленные постнатальные сроки после перинатальной
гипоксии. В работе были использованы модели недоношенной беременности человека и воздействия ги-
поксии в неонатальный период, как общепринятые и широко используемые модели для изучения послед-
ствий повреждения мозга в ранний период развития. Субъединицу ГАМКB1 в нейронах и нейропиле сен-
сомоторной области неокортекса выявляли иммуногистохимической реакцией. Показали, что у кон-
трольных крыс, достигших половозрелого возраста, уровень субъединицы ГАМКB1 в разных слоях коры
различен. В верхних слоях II–IV неокортекса и слое VI, как в нейронах, так и нейропиле, обнаружен вы-
сокий уровень субъединицы ГАМКB1, однако в глубоком слое V уровень субъединицы ГАМКB1 оказался
ниже. У крыс, переживших воздействие острой перинатальной гипоксии, в нейронах всех слоев неокор-
текса значительно снижен (в 2 раза) уровень субъединицы ГАМКB1 по сравнению с контрольными значе-
ниями. В конечном итоге перинатальная гипоксия может изменять состояние нейронов, экспрессирую-
щих субъединицу ГАМКB1, и последствия этих изменений могут сохраняться у взрослых животных. След-
ствием снижения уровня субъединицы ГАМКB1 может быть уменьшение трансмиссии ГАМК, повышение
количества высвобождающегося глютамата, усиливающего возбуждение и увеличивающего нейротоксич-
ность. Полученные результаты расширяют возможности поиска новых средств, необходимых для ликви-
дации последствий острой гипоксии в неонатальный период.
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Одной из актуальных задач современной невро-
логии является изучение динамики становления
структур и функций головного мозга на ранних эта-
пах онтогенеза. Гипоксия новорожденных привлека-
ла и привлекает внимание большого числа исследова-
телей разных специальностей. Повреждения голов-
ного мозга после воздействия гипоксии (ишемии) в
перинатальный период относятся к основным причи-
нам детской смерти. Показано, что значительная
часть новорожденных, перенесших тяжелую гипо-
ксию (ишемию) в неонатальный период, имеет пси-
хоневрологические расстройства различной степени
тяжести (устойчивые нарушения в виде задержки
умственного и двигательного развития, детского це-
ребрального паралича, эпилепсии и др. с последую-
щей инвалидностью с детства). Клиницистами от-
мечено, что у новорожденных сравнительно часто
развиваются энцефалопатии, приводящие в после-
дующем онтогенезе к двигательным нарушениям,
судорогам, расстройствам психического развития и
другим признакам церебральной недостаточности

(Neakas et al., 1996; Rees et al., 2011; Отеллин и др.,
2014).

Для моделирования перинатальной церебраль-
ной патологии чаще всего используют лабораторных
грызунов, полагая, что между ними и высшими мле-
копитающими имеется достаточно большое сход-
ство в кровоснабжении мозга и биологии нервных
клеток. По ряду морфологических критериев счита-
ют, что степень развития мозга крысенка на 2-е
постнатальные сутки по структурно-функциональным
показателям соответствует уровню развития мозга не-
доношенного ребенка человека (Clancy et al., 2001).
Известно, что функциональные и поведенческие ре-
акции в головном мозге контролируются нейро-
трансмиттерами, нейропептидами и другими биоло-
гически активными соединениями.

Одним из основных тормозных нейротрансмит-
теров является ГАМК, активирующая в ЦНС две
группы рецепторов: ионотропные (ГАМКА/ГАМКС)
и метаботропные (ГАМКВ) рецепторы (Anwyl, 1991).
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Рецепторы ГАМКВ представляют собой гетеродиме-
ры, состоящие из двух субъединиц: ГАМКВ1 и ГАМ-
КВ2, связанных с гетеротримерным G-белком, и
проводящие продолжительное синаптическое тор-
можение (Bettler, Tiao, 2006; Bouron, 2001). Однако
весьма мало известно об их субклеточной локализа-
ции. Определено, что рецепторы ГАМКВ могут нахо-
диться как пре-, так и постсинаптически (Brown et al.,
1979; Chaudhry et al., 1995; Castillo et al., 1997), при
этом не известно, располагаются ли постсинаптиче-
ские рецепторы ГАМКВ в синаптической щели на-
против места выброса ГАМК, или расположены на
удалении от синапса. Существует мнение, что ре-
цепторы ГАМКВ расположены далеко от места вы-
броса нейротрансмиттера и активируются ГАМК,
покидающей синаптическую щель, т.е. при спилло-
вере ГАМК (Scanziani, 1998; Cherubini, Conti, 2001).
С другой стороны, известно, что изменения числа,
активности и (или) локализации рецепторов могут
значительно изменять уровень синаптического тор-
можения (Bettler, Tiao, 2006).

Показано, что рецепторы ГАМКВ могут играть
важную роль в снижении чрезмерного глутаматерги-
ческого возбуждения, которое имеет место при ги-
поксии (ишемии). Активация пресинаптических ре-
цепторов ГАМКВ может сокращать высвобождение
глутамата и, тем самым, приводить к снижению его
избыточного уровня, оказывающего токсическое
действие и вызывающего гибель нейронов. Участие
возбуждающих глутаматных рецепторов в механиз-
мах повреждения структуры мозга и их причастность
к гибели клеток после воздействия гипоксии (ише-
мии) в значительной степени изучено (Schwartz-
Bloom, Sah, 2001). Однако реакции тормозных ГАМКВ
рецепторов на воздействие гипоксии исследованы
крайне мало (Schwartz-Bloom, Sah, 2001). Влияние
гипоксии на экспрессию рецепторов ГАМКВ в мозге
взрослых животных исследовали в основном в гип-
покампe (Bouron, 2001; Cimarosi et al., 2009).

В настоящее время в имеющейся литературе нет
сведений о распределении элементов ГАМКергиче-
ской системы в разных слоях неокортекса у живот-
ных, перенесших перинатальную гипоксию. Между
тем, этот вопрос представляет значительный инте-
рес, поскольку каждый слой неокортекса характери-
зуется своеобразным клеточным составом, особен-
ностями строения афферентных и эфферентных
межнейронных связей и их участием в многочислен-
ных функциях головного мозга. В связи с этим зада-
ча настоящей работы заключалась в изучении уров-
ня содержания субъединицы ГАМКВ1 в разных слоях
неокортекса крыс в отдаленные постнатальные сро-
ки после воздействия перинатальной гипоксии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа проведена на лабораторных крысах линии

Wistar из питомника Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург).

Гипоксия. Воздействие гипоксии на новорожден-
ных крысят осуществляли в отдельной камере в те-
чение 1 ч при содержании в дыхательной смеси кис-
лорода, углекислого газа и азота в соотношении
(7.6–7.8) : (0.15–0.21) : 91.8%, при температуре 21.3–
23.0°С и нормальном общем атмосферном давлении
(760 мм рт. ст.). Воздействие гипоксии проводили на
2-е постнатальные сут, когда развитие головного
мозга крыс соответствует стадии развития ЦНС у не-
доношенных детей человека (Clancy et al., 2001). В
работе использовали 2 группы животных: группу
крысят, которую подвергали в барокамере воздей-
ствию гипоксии и группу контрольных животных
того же возраста, которых помещали в барокамеру
без воздействия гипоксии. Каждая группа содержала
по 8–10 крысят, отобранных из разных пометов. У
животных исследовали сенсомоторную область не-
окортекса через 90 сут постнатального развития.

Гистологическое исследование. Головной мозг из-
влекали и фиксировали в цинк-этанол-формальде-
гиде на фосфатно-солевом буферном растворе
(рН 7.4). Материал обезвоживали, заливали в пара-
фин по общепринятой методике и готовили серий-
ные фронтальные срезы мозга толщиной 6–7 мкм на
уровне брегмы (1.80–2.04 мм) (Paxinos, Watson,
1998). Затем срезы помещали на предметные стекла
SuperFrost Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия).

Иммуногистохимическая реакция. Этим методом
на гистологических срезах выявляли нейроны, содер-
жащие субъединицу ГАМКB1, используя первичные
поликлональные кроличьи антитела (Anti-GABARB1;
Abcam, США). Антитела разводили в 1000 раз, окра-
шивали в течение 18 ч при 4°С. В качестве вторич-
ных реагентов использовали реактивы из набора
EnVision + System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit
(DakoCytomation, США) и окрашивали в течение
40 мин при 30°С в термостате. Для визуализации
продукта реакции применяли хромоген DAB+ (Dako,
Дания). После проведения иммуногистохимической
реакции часть срезов докрашивали гематоксилином
Майера (Bio-Optica, Италия) и заключали в заливоч-
ную среду Permaunt (Termo, США).

Статистическая оценка оптической плотности про-
дукта реакции. Все процедуры при проведении им-
муногистохимической реакции были стандартизи-
рованы и осуществлялись одновременно для гисто-
логических срезов, полученных от контрольных и
подопытных животных.

Количественную оценку иммунореактивности
производили с использованием системы анализа
изображения, включающей световой микроскоп
Olympus CX31 (Япония), цветную цифровую камеру
VideoZavr Standard VZ-C31Sr и программное обеспе-
чение Видеозавр Мультиметр 2.3 (разработка ООО
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АТМ-практика, Санкт-Петербург). Оценивали оп-
тическую плотность (D) продукта реакции в цито-
плазме иммунопозитивных нейронов и в нейропиле
в сети иммунопозитивных отростков, терминалей, а
также в скоплениях мелких и крупных гранул (по-
следние предположительно считаются терминаль-
ными синаптическими структурами и их скопления-
ми (Guthmann et al., 1998)). Для этого, используя си-
стему анализа изображений, контуром выделяли
иммуноокрашенные нейроны, участки сети отрост-
ков и скопления гранул. Уровень содержания субъ-
единицы ГАМКB1 выражали в отн. ед. оптической
плотности продукта иммунной реакции D (отн. ед.).

Определяли среднее значение D интенсивности
окраски в иммунопозитивных нейронах и нейропиле
при увеличении объектива 100×. Измерения прово-
дили на 10 серийных срезах мозга, взятого от 3–4 жи-
вотных каждой исследуемой группы. Вычисляли
среднее арифметическое значение и ошибку среднего
значения. Для анализа и сравнения результатов между
разными группами животных использовали t-крите-
рий Стъюдента и onewayANOVA (Statistica 8.0, Stat-
soft Inc., USA) c достоверностью различий при Р < 0.05.

Использованные реактивы: антитела Anti-GABABR1
antibodes (Abcam, США); реактивы из набора En-
Vision+System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit
(DakoCytomation, США); хромоген DAB+ (Dako,
Дания); гематоксилин Майера (Bio-Орtica, Италия);
синтетическая среда для заключения гистологиче-
ских срезов Permaunt (Termo, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Распределение субъединицы ГАМКB1 в разных сло-

ях сенсомоторной области неокортекса у контрольных
животных через 90 сут постнатального развития. У
контрольных животных значения D продукта имму-
ногистохимической реакции на выявление уровня
субъединицы ГАМКВ1 в разных слоях неокортекса
различаются. В цитоплазме нейронов в верхних сло-
ях II–IV неокортекса эти значения самые высокие
(табл. 1). В глубоких слоях V и VI они ниже в 1.5 и
1.3 раза соответственно (табл. 1), при этом в слое V
эти значения ниже, чем в слое VI. В нейропиле уро-
вень содержания субъединицы ГАМКВ1 (значения D)
в отростках, терминалях и синаптических структурах
самый высокий в слое I. Затем к глубокому слою VI он
постепенно снижается (в 3.3 раза; табл. 1).

Распределение субъединицы ГАМКB1 в разных сло-
ях сенсомоторной области неокортекса у животных,
переживших перинатальную гипоксию, через 90 сут
постнатального развития. У животных, переживших
воздействие гипоксии в перинатальный период,
уровень содержания субъединицы ГАМКВ1 (значе-
ния D) как в цитоплазме нейронов, так и в отростках
и синаптических структурах в нейропиле значитель-
но снижен по сравнению с таковым в контроле. Од-
нако так же, как у контрольных животных, уровень

содержания субъединицы ГАМКВ1 (значения D) в
цитоплазме нейронов самый высокий в верхних сло-
ях II–IV неокортекса. В глубоких слоях V и VI, при-
мерно как и в контроле, этот уровень ниже в 1.8 и
1.3 раза, соответственно (табл. 1). В нейропиле уро-
вень субъединицы ГАМКВ1 (значения D) в отростках
и синаптических структурах примерно одинаковый
во всех слоях неокортекса (различия не достоверны,
P < 0.05) (табл. 1).

У подопытных животных уровень субъединицы
ГАМКВ1 (значения D) в цитоплазме нейронов в
верхних слоях II–IV неокортекса значительно ниже
(в 2 раза), чем таковой в контроле (P < 0.05). В слое
V и VI содержание субъединицы ГАМКВ1 (значе-
ния D) ниже контрольного в 2 и 1.8 раза соответ-
ственно (P < 0.05) (табл. 1; рис. 1а, б). В нейропиле
во всех слоях неокортекса уровень субъединицы
ГАМКВ1 (значения D) в отростках, терминалях и си-
наптических структурах был в 1.5 раза ниже уровень
у контрольных животных (P < 0.05) (табл. 1).

Результаты исследования показали, что в сенсо-
моторной области неокортекса у контрольных жи-
вотных, достигших половозрелого возраста, самый
высокий уровень содержания субъединицы ГАМКB1
как в нейронах, так и нейропиле наблюдался в верх-
них слоях II–IV неокортекса. Достаточно высоким
ее уровень был и в слое VI. Присутствие в этих слоях
коры значительного количества “непирамидных”
вставочных ГАМКергических интернейронов, спо-
собных экспрессировать как ГАМК, так и рецептор-
ные белки к ней, может объяснять наличие высокого
уровня содержания субъединицы ГАМКB1. Большое
количество контактных зон в этих слоях обеспечива-
ется отростками, приносящими сюда афферентную
информацию от нейронов таламуса, а также ассоци-
ативных и комиссуральных волокон, которыми эти
слои связаны с другими областями неокортекса.

Таблица 1. Значения оптической плотности D продукта
иммунной реакции на выявление субъединицы ГАМКB1
рецептора ГАМКB в разных слоях неокортекса в нейронах
и нейропиле крыс через 90 сут постнатального развития в
контроле и после воздействия перинатальной гипоксии

Примечание. Различия достоверны при Р < 0.05: *между значения-
ми в каждой группе и ** между значениями в разных группах.

Локализация 
в неокортексе

D, отн.ед.

контроль после гипоксии

Слой I: нейропиль 0.08 ± 0.004* 0.052 ± 0.007**
Cлой II–IV: нейроны,
нейропиль

0.205 ± 0.012* 0.102 ± 0.006**
0.064 ± 0.04* 0.044 ± 0.005*

Слой V: нейроны,
нейропиль

0.133 ± 0.008* 0.057 ± 0.007**
0.028 ± 0.004 0.035 ± 0.005

Слой VI: нейроны,
нейропиль

0.153 ± 0.006* 0.083 ± 0.005**
0.024 ± 0.006 0.044 ± 0.008*
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Напротив, самый низкий уровень содержания
субъединицы ГАМКB1 был отмечен в слое коры V.
Вероятно, это объясняется тем, что в этом слое вста-
вочных нейронов меньше, здесь присутствуют боль-
шие пирамидные нейроны, аксоны которых пред-
ставляют собой проекционные, быстро проводящие
сигнал, миелиновые волокна, которые направляют-
ся к таламусу, полосатому телу, ядрам ствола мозга и
спинного мозга.

У крыс, переживших воздействие острой перина-
тальной гипоксии, выявлено значительное сниже-
ние (в 2 раза) уровня содержания субъединицы
ГАМКB1 в нейронах всех слоев неокортекса по срав-
нению с контролем, при этом в нейропиле в верхних
слоях неокортекса он незначительно ниже, а в глу-

боких слоях V и VI примерно соответствует кон-
трольным значениям. Вероятно, воздействие гипо-
ксии в неонатальный период изменяет состояние
ГАМКергических интернейронов, влияет на синап-
тогенез, и эти последствия сохраняются у взрослых
животных. Известно, что одной из причин либо по-
вреждения нейронов, либо их гибели, является, так
называемый, глутаматный каскад, возникающий в
ответ на гипоксию. Воздействие гипоксии на нейро-
ны вызывает повышенную экспрессию глутамата, в
свою очередь, возбуждающего NMDA рецепторы,
которые открывают натриевые и кальциевые кана-
лы, при этом в клетку поступает значительное коли-
чество кальция в обмен на натрий. Одновременно в
нейроне интенсивно синтезируются вторичные мес-
сенджеры, которые вместе со свободным кальцием
активируют внутриклеточные ферментные системы,
что приводит к еще большему высвобождению глу-
тамата. Избыточное содержание в цитоплазме сво-
бодного кальция служит одной из причин активации
ферментных систем, разрушающих ДНК, белки и
фосфолипиды (Papadia, Hardingham, 2007).

Интересные данные были получены при изуче-
нии влияния гипоксии (ишемии) на уровни субъ-
единиц ГАМКВ1 и ГАМКВ2 в гиппокампе. Было по-
казано, что через 4 ч после гипоксии (ишемии) экс-
прессия обеих субъединиц почти отсутствовала в
СА1 (Cho et al., 2004). Однако механизм нарушения
экспрессии рецепторных белков после воздействия
гипоксии остался неясным. Тем не менее, считают,
что ГАМКВ рецепторы играют критическую роль в
точном регулировании тормозной синаптической
трансмиссии ГАМК (Cossart et al., 2001).

Известно, что рецепторы ГАМКВ связаны с трех-
мерным G-белком (Clark, Cull-Candy, 2002), кото-
рый способствует сопряжению рецепторов с опреде-
ленными эффекторными молекулами или ионными
каналами и выступает в качестве молекулярного пе-
реключателя. Активация рецептора, содержащего
субъединицу ГАМКВ1, опосредуемая G-белком, мо-
жет запускать различные реакции: ингибирование
активности аденилатциклазы, стимулирование фос-
фолипазы А2, активирование калиевых каналов,
инактивирование потенциал-зависимых кальциевых
каналов и моделирование инозитолфосфолипидно-
го гидролиза (Clark, Cull-Candy, 2002). Многие фар-
макологические психотропные препараты действу-
ют через рецепторы, сопряженные с G-белками, в
том числе, наркотические вещества героин, кокаин
и др. В связи с этим, рецепторы ГАМКB являются ве-
роятными мишенями для фармакологических пре-
паратов при широком спектре психиатрических и
неврологических расстройств.

В заключение следует отметить, что воздействие
гипоксии в пренатальный период приводит к значи-
тельному снижению уровня субъединицы ГАМКB1,
которое сохраняется у животных в отдаленные пост-
натальные сроки. Следствием такого снижения

Рис. 1. Иммуногистохимическая реакция на выявление
субъединицы ГАМКВ1 в неокортексе крысы (сенсомо-
торная область, слой VI) через 90 сут постнатального раз-
вития в контроле (а) и после перинатальной гипоксии
(б). Стрелки показывают иммунопозитивные нейроны.
Оптическая плотность продукта реакции после перина-
тальной гипоксии снижается. Об.: 100 ×.
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уровня ГАМКB1, вероятно, будет сокращение тор-
мозной нейротрансмиссии ГАМК, смещение балан-
са высвобождающегося глутамата в сторону его уве-
личения, влекущее за собой усиление возбуждения и
повышение нейротоксичности.

Представленная работа имеет фундаментальный
характер, но направлена на решение и прикладных
проблем, поскольку определяет одну из мишеней
воздействия гипоксии, а полученные результаты мо-
гут расширить возможности поиска новых средств,
необходимых для ликвидации последствий острой
гипоксии в неонатальный период.
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DISTRIBUTION OF THE GABAB1 SUBUNIT OF THE RECEPTOR 
TO GABA IN DIFFERENT LAYERS OF RAT NEOCORTEX 
IN THE REMOTE TIMES AFTER PERINATAL HYPOXIAS

L. I. Khozhaia, * and V. A. Otellina

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia
*E-mail: astarta0505@mail.ru

The study of distribution of GABAB1 subunit of GABAB receptor in different layers of rats neocortex in remote post-
natal times after perinatal hypoxias was the object of the present work. In this work, we used models of preterm preg-
nancy in humans and effect of hypoxia in the neonatal period as generally accepted and widely used models for
studying the effects of brain damage in the early period of development. The GABAB1 subunit in the neurons and
neuropil of the sensorimotor region of the neocortex was detected by an immunohistochemical reaction. It has been
revealed that in the control rats which have reached sexually mature of age, the level of GABAB1 subunit differs in
different layers of neocortex. In upper layers II–IV and deep layer VI of the neocortex as in neurones and neuropil,
the high level of the GABAB1 subunit is present. However, the level of GABAB1 subunit in deep layer V was found to
be more low. At the rats which had experienced the influence of sharp perinatal hypoxia, significant decrease (in
2 times) was revealed in the level of GABAB1 subunit in comparison with control values in neurones of all layers of
the neocortex. As result, perinatal the hypoxia can invoke change of the state of neurones expressing GABAB1, and
consequences of these changes can be remained at mature animals. Reduction of inhibitory transmission GABA,
increase of quantity released glutamate, enhancing excitation and increasing neurotoxicity might be a consequence
of the decrease in the level of GABAB1 subunit. The present research is directed to revealing of the target of influence
perinatal to a hypoxia, and the received results will promote searching for new means that are necessary for liquida-
tion of consequences of a sharp hypoxia in the neonatal period.

Keywords: GABAВ1 subunit, receptors, neocortex, perinatal hypoxia



<<
  /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


