
ЦИТОЛОГИЯ, 2021, том 63, № 1, с. 80–87

80

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ И ПРОГРАММНЫХ 
МЕТОДОВ 2D И 3D АНАЛИЗА ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ СТУКТУРНОЙ 

ОРГАНИЗАЦИИ АСТРОЦИТОВ
© 2021 г.   О. И. Носова1, *, Д. А. Суфиева1, Д. Э. Коржевский1

1Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, 197376 Россия
*E-mail: nosova@neuro.nnov.ru

Поступила в редакцию 10.09.2020 г.
После доработки 24.09.2020 г.

Принята к публикации 25.09.2020 г.

Цель работы состояла в изучении возможностей двухмерного и трехмерного количественного анализа
структурно-функционального состояния астроцитов на примере изображений, полученных при двойной
иммуноцитохимической реакции на астроцитарные маркеры GFAP и GLT-1, с применением свободно
распространяемого программного обеспечения. Материалом для исследования служил мозг половозре-
лых самцов крыс линии Вистар (n = 5). В работе продемонстрировано, что современные методы двухмер-
ного и трехмерного анализа с помощью общедоступного программного обеспечения расширяют возмож-
ности получения качественной и количественной информации о структурно-функциональном состоянии
таких сложноорганизованных объектов, как астроциты центральной нервной системы, а также обеспечи-
вает уровень стандартизации данных, необходимый для сопоставления результатов исследований, полу-
ченных разными научными группами.
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Функционирование головного мозга зависит от
взаимодействия двух основных типов клеток: нейро-
нов и клеток глии (Verkhratsky et al., 2014). Наруше-
ние этого взаимодействия происходит при нейроде-
генеративных заболеваниях, таких как эпилепсия,
болезнь Альцгеймера и другиx, следствием которых
является снижение когнитивных функций, потеря
памяти, психические расстройства (Hancock et al.,
2014; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Verkhratsky et al.,
2016). В настоящее время в мировой литературной
базе накапливается все больше данных о ключевой
роли астроцитов в патогенезе этих заболеваний
(Baber, Haghighat, 2010; Bernardinelli et al., 2014;
Pekny, Pekna, 2014; Sukhorukova et al., 2015). Понима-
ние механизмов вовлечения астроцитов в формиро-
вание и развитие массовой гибели нейронов может
стать ключом к эффективной терапии нейродегене-
ративных заболеваний. В контексте этого становит-
ся актуальным применение современных подходов,
позволяющих получать дополнительную информа-
цию о структурно-функциональном состоянии аст-
роцитов – важнейших клеток нейроглии.

В последние десятилетия наблюдается стреми-
тельное развитие методов флуоресцентной и конфо-
кальной микроскопии (Ведяйкин и др., 2019; Jonk-
man et al., 2020). Методы, созданные на основе флу-
оресцентной микроскопии, стали незаменимыми в
клеточных и молекулярно-биологических исследо-
ваниях. Эти подходы позволяют получать изображе-
ния с более высоким разрешением, чем традицион-
ная световая микроскопия, что также открывает но-
вые возможности для применения современных
методов количественного анализа изображений.
Кроме того, появляется все больше инструментов,
позволяющих осуществлять объективную оценку
изображений, основанную на количественных подхо-
дах не только в двухмерном пространстве (Costes et al.,
2004; Bolte, Cordelieres, 2006; Lagache et al., 2015), но
и в трехмерном (Zinchuk, Grossenbacher-Zinchuk,
2009; Adler, Parmryd, 2010; Zinchuk et al., 2013; Rizk et al.,
2014; Heck et al., 2015; Kraus et al., 2017). Чтобы визу-
ализировать, обрабатывать и анализировать эти ти-
пы данных, необходимо использовать соответствую-
щее программное обеспечение. Существуют ком-
мерческие пакеты, такие как Amira (Thermo Fisher
Scientific, USA), Imaris (Bitplane, Switzerland), Volo-
city (PerkinElmer, UK) и др. Эти программы пред-
ставляют собой дорогостоящее програмное обеспе-

Принятые сокращения: GFAP – глиальный фибриллярный
кислый белок; GLT-1 – астроцитарные транспортеры глутамата.
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чение, что является ограничивающим фактором для
использования во многих цитологических лаборато-
риях. Свободно распространяемым аналогом этих
программ является пакет для анализа изображений
ImageJ (https://imagej.net/Fiji). Хотя первоначально
ImageJ был разработан для целей двухмерного ана-
лиза морфологических данных, благодаря дополни-
тельным плагинам он может использоваться в каче-
стве мощного программного обеспечения и для
трехмерного анализа изображений. Большая попу-
лярность ImageJ у исследователей и открытость ис-
пользуемых в этом программном обеспечении алго-
ритмов создает благоприятную возможность для
широкого использования этой программы в каче-
стве основного средства анализа изображений, по-
лучаемых с помощью конфокальной микроскопии в
процессе исследования сложноорганизованных ци-
тологических объектов, к которым можно отнести и
астроциты головного мозга.

Целью данной работы стало изучение возможно-
стей двухмерного и трехмерного количественного
анализа структурно-функционального состояния
астроцитов на примере изображений, полученных
при двойной иммуноцитохимической реакции на
астроцитарные маркеры GFAP и GLT-1 с примене-
нием свободно распространяемого программного
обеспечения.

Выбор маркеров, анализируемых в рамках пред-
ставленной работы, был обусловлен следующими
причинами. Белок цитоскелета GFAP широко ис-
пользуется в качестве маркера для оценки морфоло-
гического состояния астроцитов как в норме, так и
при патологических состояниях (Emsley, Macklis,
2006; Takahashi et al., 2010; Kulijewicz-Nawrot et al.,
2013). GLT-1 – это глутаматный транспортер астро-
цитов, обеспечивающий захват глутамата из синап-
тической щели. Многочисленные исследования
свидетельствуют о роли этих транспортеров в разви-
тии и формировании нейродегенеративных заболе-
ваний (Baber, Haghighat, 2010; Gibbons et al., 2013;
Kulijewicz-Nawrot et al., 2013; Hubbard et al., 2016;
Murphy-Royal et al., 2017). Мембранные транспорте-
ры глутамата формируют кластеры, размеры и рас-
положение которых могут варьировать в зависимо-
сти от функционального состояния астроцитов
(Benediktsson et al., 2012; Murphy-Royal et al., 2015).
Таким образом, были использованы маркеры, поз-
воляющие произвести количественную оценку мор-
фологических особенностей как мембранного, так и
цитоплазматического белков.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В качестве объекта исследования ис-

пользовали интактных половозрелых самцов крыс
линии Вистар в возрасте 4–6 мес. (n = 5). При содер-
жании и умерщвлении животных соблюдали между-
народные правила Хельсинской декларации о гу-
манном обращении с животными и “Правила прове-

дения работ с использованием экспериментальных
животных” (приказ № 755 от 12.08.1977 г. МЗ СССР).
Исследование одобрено Локальным этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/18 от
22.11.2018).

Гистологическое исследование. Головной мозг
был фиксирован в цинк-этанол-формальдегиде
(Korzhevskii et al., 2015), обезвожен и залит в пара-
фин обычным способом. Изготавливали фронталь-
ные срезы толщиной 10 мкм. После стандартной
процедуры депарафинирования срезы подвергали
тепловому демаскированию в модифицированном
цитратном буфере S1700 (Dako, Дания). Далее срезы
инкубировали в смеси первичных антител к GFAP
(моноклональные мышиные антитела, клон
SPM507; Spring Bioscience, США) и глутаматным
транспортерам GLT-1 (поликлональные кроличьи
антитела, ab106289; Abcam, Великобритания). Для
визуализации данных маркеров использовали следу-
ющие вторичные антитела: моновалетный Fab-
фрагмент антикроличьего иммуноглобулина осла,
конъюгированного с флуорохромом Rhodamine
Red™-X (RRX) (Jackson ImmunoReaserch, США) и
моновалетный Fab-фрагмент антимышиного имму-
ноглобулина осла, конъюгированного с флуорохро-
мом Cy-2 (Jackson ImmunoReaserch, США). Полу-
ченные препараты заключали в водорастворимую
среду Fluorescence Mounting Medium (Dako, Дания).
Анализировали астроциты зоны stratum radiatum по-
ля CA1. Препараты фотографировали с помощью
конфокального лазерного микроскопа LSM 710
(Zeiss, Германия) с объективом alpha Plan-Apochro-
mat 100×/1.46 Oil DIC M27, в режиме сканирования
по оси z, параметры которого определялись соглас-
но общепринятым методикам (Штейн, 2007). Для
этого была использована управляющая программа
Zen2011 Black (Zeiss, Германия). С каждого образца
мозга животных было получено по 3 z-стека толщи-
ной от 4 до 7 мкм, которые использовали для даль-
нейшего анализа.

Анализ изображений. Нормализацию изображе-
ний проводили в свободно распространяемой про-
грамме Intensify 3D (https://github.com/nadavyay-
on/Intensify3D) (Yayon et al., 2018). Для унификации
полученных данных z-стеки обрезали до размеров
40×40×4 мкм по 13 оптических срезов. Далее осу-
ществляли двухмерный анализ в ImageJ в плагине
GDSC (http://sites.imagej.net/GDSC/) (Herbert et al.,
2014), где использовали каждый 4-й срез в z-стеке.
Для трехмерного анализа применяли плагины DiAna
(https://github.com/JeffGilles/DistanceAnalysis-DiAna) и
3D Suite в ImageJ (Gilles et al., 2017). Трехмерную ви-
зуализацию изображений выполняли с помощью бес-
платно распространяемого программного обеспече-
ния Blender (https://www.blender.org/) (Calì et al., 2016).

Статистический анализ. Для расчета значений ко-
эффициента Пирсона и Мандерса использовали
корреляционный поиск порога интенсивности
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флюоресценции с уровнем значимости p < 0.05. Для
трехмерного анализа рассчитывали объем колокали-
зованных вокселей, объем и площади поверхности
исследованных маркеров, объем и количество кла-
стеров глутаматных транспортеров. Статистический
анализ данных параметров осуществляли в програм-
ме Origin 2016 (https://www.originlab.com/). Результа-
ты расчетов представлены в виде медианы и интерк-
вартильного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительная обработка изображений. Полу-

ченные цифровые изображения подвергались пред-
варительной обработке перед анализом. Для коррек-
тировки неоднородности распределения сигнала
(аберрация оптических систем, различное проник-
новение и рассеивание света по z-оси в образце)
применяли алгоритм нормализации интенсивности
флюоресценции (Yayon et al., 2018). Каждый канал
оригинального стека проходил нормализацию в
программе Intensify 3D со следующими параметра-
ми: размер пространственного фильтра 205 пиксе-
лей, автоматическая детекция ткани с помощью
EM-алгоритма с параметром чувствительности рав-
ным 9 пикселям. Данные параметры выбирали с уче-
том имеющегося опыта использования данного ал-
горитма. Следует учитывать, что при использовании
слишком высоких или слишком низких значений
параметров фильтра, возможно появление арте-
фактных зон с повышенным уровнем флюоресцен-
ции, что является критичным для дальнейшего ана-
лиза (Yayon et al., 2018). Затем для удаления шума
применяли медианный фильтр (Median3D Filter; па-
раметры фильтра: х радиус “2” пикселя, y радиус “2”
пикселя, z радиус “2” пикселя), являющийся стан-
дартным плагином в ImageJ. Таким образом были
получены нормализованные изображения, с более
четким контуром как тел, так и отростков исследуе-
мых клеток.

Двухмерный анализ. Изображения анализировали
в плагине GDSC (Herbert et al., 2014), который поз-
воляет осуществлять анализ колокализации белков в
разных каналах. Применение такого подхода позво-
ляет производить более объективную оценку коло-
кализованных областей интереса, в сравнении с
описательным методом. Кроме того, этот анализ ис-
пользуется для определения точного местоположе-
ния интересующих структур и их общих характери-
стик. Анализ выполнялся в два этапа: поиск корре-
ляционного порога, где отделяется сигнал от шума,
и анализ колокализации пикселей, где пиксели счи-
таются колокализованными, если присутствуют в
двух каналах одновременно. Поиск корреляционно-
го порога выполняется автоматически плагином
GDSC (Costes et al. 2004). Далее вычисляли значения
коэффициента Мандерса, коэффициента корреляции
Пирсона, и процент колокализованных пикселей –
показатели, которые широко используются для коло-

кализационного анализа (Manders et al., 1993; Zinchuk,
Grossenbacher-Zinchuk, 2009; Adler, Parmryd, 2010;
Ramírez et al., 2010; Zinchuk et al., 2013; Wang et al.,
2016; Papageorgiou et al., 2018). Коэффициент Пирсо-
на отражает корреляцию интенсивности флюорес-
ценции между двумя каналами и может варьировать
от –1 (отрицательная корреляция) до 1 (положи-
тельная корреляция). Коэффициент Мандерса
представляет собой долю пикселей от каждого кана-
ла, которые вносят вклад в колокализованную об-
ласть, т.е. представляет степень перекрытия сигнала
и может принимать значения в пределах от 0 до 1
(Manders et al., 1993; Adler, Parmryd, 2010; Ramírez et al.,
2010). Эти критерии позволяют получить информа-
цию о степени взаимного перекрытия маркирован-
ных белков, а также оценить степень колокализации
между ними (Zinchuk et al., 2013). Поскольку значе-
ния коэффициентов Мандерса и Пирсона часто
принимают промежуточные значения, необходимо
ввести оценочные критерии для различных уровней
показателя. На практике удобно использовать клас-
сификатор, предложенный Зинчук с соавторами
(Zinchuk et al., 2013). Данный метод подразумевает
использование следующих оценок для характери-
стики степени колоколизации с учетом значений ко-
эффициента корреляции Пирсона и коэффициента
Мандерса: 0.1 – очень слабая, 0.2 – слабая, 0.3 – ме-
нее слабая, 0.4 – меньше умеренной, 0.5 – умерен-
ная, 0.6 – более умеренная, 0.7 – меньше сильной,
0.8 – сильная, 0.9 – очень сильная). Тем не менее,
применение данного подхода не избавляет от труд-
ностей интерпретирования близких значений. На-
пример, при очень слабой степени колокализации
сложно объяснить в чем состоит биологический
смысл ее отличия от слабой степени колокализации.

С использованием плагина GDSC были получе-
ны изображения с колокализованными пикселями
(рис. 1г), где пурпурным цветом отображен GFAP
(рис. 1а), желтым – GLT-1 (рис. 1б), синим – коло-
кализованные пиксели (рис. 1в). Рассчитанные ос-
новные характеристики представлены в табл. 1. Со-
гласно коэффициенту Пирсона (0.15 ± 0.07 при
p < 0.05, n = 5), изучаемые белки демонстрируют
очень слабую степень колокализации. Анализ пока-
зал, что коэффициент Мандерса имеет значения
0.63 ± 0.18 при p < 0.05 для GFAP и 0.22 ± 0.29 при
p < 0.05 для GLT-1 (табл. 1). Значение параметра до-
ли колокализованных пикселей для обоих каналов
оказалось малым и составило 0.09 ± 0.17 при p < 0.05.
Объяснить это можно тем, что исследуемые маркеры
располагаются не слишком близко друг к другу, что
обусловлено размещением в разных клеточных ком-
партментах (GFAP – белок цитоскелета, GLT-1 –
мембранный белок). В целом, такого рода данные
могут быть использованы для исследования струк-
турно-функциональных особенностей распределе-
ния двух белков в разных физиологических и пато-
логических состояниях.
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Описанный подход к анализу изображений поз-
воляет получить количественную информацию о ко-
локализации исследуемых белков, что представляет
возможность для оценки структурно-функциональ-
ного состояния отдельных астроцитов. Тем не ме-
нее, этот метод имеет значительный недостаток,
связанный со сложностью интерпретации промежу-
точных значений используемых коэффициентов
Пирсона и Мандерса. В целом, количественные па-
раметры описанного подхода позволяют получить
информацию о перекрывающихся пикселях иссле-
дуемых маркеров, но не о пространственных харак-
теристиках, таких как объем, площадь поверхности
и т.д. Подобные недостатки ограничивают примене-
ние двухмерного подхода к анализу изображений
сложно организованных биологических объектов,
что требует использования трехмерного подхода, ко-
торый их устраняет.

3D анализ. Изображения, подвергавшиеся пре-
процессингу, далее проходили процедуру сегмента-

ции в дополнительном плагине ImageJ 3D Suite. К
настоящему времени разработаны различные алго-
ритмы сегментации, что позволяет при выборе алго-
ритма учитывать особенности распределения марке-

Рис. 1. Визуализация GFAP и GLT-1 в одном из астроцитов гиппокампа крысы с помощью плагина GDSC в пределах одного
оптического среза толщиной 0.3 мкм. а – GFAP (пурпурный), б – GLT-1 (желтый), в – области колокализации астроцитарных
GFAP и GLT-1 (синий), г – объединенное изображение GFAP, GLT-1 и колокализованных пикселей.

 а  б 

 в  г 

15 мкм15 мкм15 мкм

Таблица 1. Значения коэффициентов колокализации,
рассчитанные в плагине GDSC для изображений с двой-
ным иммуномечением GFAP и GLT-1

Данные представлены в виде медианы ± интерквартильный раз-
мах при p < 0.05. Для анализа использовали каждый 4-й срез из
каждого z-стека для 5 животных.

Коэффициент колокализации Значения 
коэффициентов

Коэффициент Пирсона 0.15 ± 0.07
Коэффициент Мандерса для GFAP 0.63 ± 0.18
Коэффициент Мандерса для GLT-1 0.22 ± 0.29
Общий объем колокализованных 
пикселей

0.09 ± 0.17
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ров (Bolte, Cordelieres, 2006; Heck et al., 2015; Sigal et al.,
2015). В данной работе, принимая во внимание осо-
бенности распределения белков GLT-1 (мембран-
ный белок) и GFAP (белок цитоскелета), применяли
разные алгоритмы сегментации. Так, изображения с
реакцией на GLT-1 сегментировали с использовани-
ем точечной сегментации (“spot segmentation”), что
позволяет более правильно определять кластеры
транспортеров глутамата. В то время как для цито-
плазматического белка GFAP применяли алгоритм
простой сегментации (“simple segmentation”), в ре-
зультате чего отростки лучше выявлялись. Сегмен-
тированные изображения анализировали в плагине
DiAna в ImageJ (Gilles et al., 2017). Плагин позволяет
получить значения объема колокализованных вок-
селей (объем, занимаемый вокселями, которые рас-
полагаются в одном и том же объеме пространства в
обоих каналах, нормализованных к общему объему
вокселей одного канала): общий объем колокали-
зованных вокселей в обоих каналах (составил
0.053 ± 0.05%), объем колокализованных вокселей
для каждого из каналов (для GFAP 0.05 ± 0.05%, для
GLT-1 31.86 ± 41.42%). Использование этих парамет-
ров позволяет косвенно судить об объеме, который
занимает изучаемый белок, а также об изменениях
соотношения маркеров в ткани. Также изменения в
объеме колокализованных вокселей могут свиде-
тельствовать о перераспределении наблюдаемых
белков. Кроме того, рассчитываются значения объе-
ма и площади поверхности для маркеров обоих ка-
налов (объем GFAP в ткани 925.62 ± 1035.6 мкм3,
площадь поверхности GFAP 8074.31 ± 6929.66 мкм2,
объем GLT-1 1543.96 ± 1499.9 мкм3, площадь поверх-
ности GLT-1 19723.64 ± 40917.76 мкм2). Более того,
для белков с преимущественно кластерным распре-
делением актуально использование параметра объе-
ма и количества кластеров (объем кластера GTL-1
0.16 ± 0.15 мкм3, количество кластеров GLT-1 86.38 ±
± 76.49 на 125 мкм3) (рис. 2б), что также может яв-
ляться важным физиологическим показателем. Ис-
следованные параметры, в отличие от двухмерного
подхода, позволяют оценить пространственные ха-
рактеристики исследуемых маркеров в норме (объ-
ем, площадь поверхности исследуемых маркеров
ткани, объем и количество кластеров), что может
быть использовано в дальнейшем для сравнительно-
го исследования при патологических состояниях.
При использовании различных алгоритмов сегмен-
тации важно учитывать характер распределения
маркера, так, при использовании точечной сегмента-
ции для цитоплазматических белков можно получить
артефактные изменения в толщине и форме отростков.
Поэтому необходимо подбирать метод сегментации в
соответствии с характером цитологического объекта.
Для графического представления полученных в ре-
зультате трехмерного анализа изображений возможно
применение программы Blender, имеющей более ши-
рокие возможности для трехмерного реконструиро-

вания, чем базовая программа ImageJ (рис. 2). Таким
образом, использование трехмерного подхода к анали-
зу изображений позволяет получить свидетельства
функционального состояния рассматриваемых марке-
ров, что может быть использовано как при исследова-
нии нормального морфофункционального состояния
мозга, так и его патологический изменений.

Описанный трехмерный подход, в отличие от
двухмерного, позволяет получить информацию не
только о колокализации исследуемых маркеров, но
и о пространственных характеристиках изучаемых
объектов. В частности, используемый алгоритм ана-
лиза позволяет рассчитать площадь поверхности
изучаемого объекта и объем, занимаемый анализи-
руемым маркером. Более того, для белков с кластер-
ным распределением возможно получение инфор-
мации о количестве и размерах кластеров. Учитывая
то, что трехмерный подход показал информатив-
ность при анализе распределения как цитоплазма-
тического, так и мембранного астроцитарных мар-
керов, можно заключить, что использование подоб-
ных маркеров и при исследованиях других клеток
нервной системы окажется перспективным.

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что использование многомаркерной конфокальной
микроскопии в сочетании с современными методами
2D и 3D анализа позволяет увеличить объем информа-
ции о структурно-функциональной организации аст-
роцитов центральной нервной системы в дополнение
к традиционным методам морфометрического анали-
за. На основании проведенного исследования можно
заключить, что для исследования сложноорганизован-
ных цитологических структур, к которым относятся и
астроциты, предпочтительнее выбирать трехмерные
алгоритмы анализа. Несомненным преимуществом
представленного подхода является использование
общедоступного программного обеспечения, кото-
рое широко используется исследователями, что
обеспечивает определенный уровень стандартиза-
ции морфологических подходов, необходимый для
сопоставления данных, получаемых различными на-
учными группами.
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Astrocyte Structural Organization Analysis Based on Fluorescent Microscopy 
with 2D and 3D Quantitative Approaches

O. I. Nosovaa, *, D. A. Sufievaa, and D. E. Korzhevskya

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: nosova@neuro.nnov.ru

According to the obtained data over the last decades, astrocytes play a crucial role in neuronal homeostasis. There-
fore, the software for assessing morphological changes in astrocytes is not sufficiently cover in the literature. Hence,
the article examines two- and three-dimensional quantitative approach of astrocytic structure analysis based on free-
ly available software. The brains of mature male Wistar rats was used (n = 5). Double immunocytochemical
GFAP/GLT-1 staining was performed to obtain f luorescent confocal images. The article supposes the implementa-
tion of recent analysis approaches using freely available software to obtain qualitive and quantitative information
about the structural features of heterogeneous cells of central nervous system such as astrocytes. Moreover, proposed
approach provides standardization of data that necessary for comparing the results obtained by different scientific
groups.

Keywords: astrocytes, ImageJ, immunocytochemistry, confocal laser microscopy, quantitative analysis, morphom-
etry



<<
  /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


