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В работе проведена комплексная фазовая микроморфометрия эритроцитов крыс при черепно-мозговой
травме (ЧМТ) и действии цитофлавина (ЦФ) в посттравматическом периоде. У животных моделировали
закрытую ЧМТ путем свободного падения груза на теменно-затылочную область черепа. Через 1 ч после
нанесения травмы и затем в течение 10 сут крысам ежедневно внутрибрюшинно вводили ЦФ в дозе
0.2 мл/кг. Контрольным животным вводили изотонический раствор хлорида натрия в том же объеме. Ана-
лиз крови проводили через 1, 3, 7 и 12 сут после нанесения травмы. ЧМТ вызывала увеличение фазовой
высоты и фазового диаметра, объема, площади и среднего диаметра эритроцитов на 1–7 сут относительно
значений интактной группы, что сочеталось с эхиноцитарной и сфероэхиноцитарной трансформацией
эритроцитов, а также смещением спектра длин волн фазовых портретов в сторону 650 нм. Влияние ЦФ на
морфометрические показатели эритроцитов в посттравматическом периоде проявлялось в восстановле-
нии фазовой высоты, фазового диаметра, площади, объема и периметра эритроцитов. Начиная с 3–7-х сут
действия ЦФ наблюдали уменьшение количества эхиноцитов, сферичности клеток, длины волны фазо-
вых портретов до 600 нм. Оценены возможности лазерной интерференционной микроскопии при неин-
вазивном исследовании эритроцитов при ЧМТ и действии ЦФ в посттравматическом периоде. Анализ ин-
терференционных изображений эритроцитов свидетельствует о снижении окислительных процессов в
клетках, восстановлении состояния гемоглобина, улучшении метаболизма эритроцитов при действии ЦФ
в посттравматический период.
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При черепно-мозговой травме (ЧМТ) поврежде-
ние головного мозга определяется степенью выклю-
чения тканевого кровотока в момент ишемии и дли-
тельностью самого ишемического периода (Царёв,
2018). Доставку кислорода тканям затрудняют нару-
шения микрореологических свойств крови. Ключе-
вая роль в формировании микрореологического по-
ведения крови принадлежит эритроцитам, наруше-
ние формы и структуры мембран которых может
приводить к снижению их деформируемости, нару-
шению газотранспортной функции, ухудшению

реологических свойств крови (Ciccoli et.al., 2012).
При этом использование препаратов, обладающих
антигипоксическим действием, предполагает иссле-
дование их влияния на морфометрические показате-
ли эритроцитов. Комбинированным антигипоксан-
том является цитофлавин (ЦФ) – комплексный цито-
протектор, состоящий из двух метаболитов (янтарной
кислоты и рибоксина) и двух коферментов витаминов
(рибофлавинмононуклеотида (витамин В2) и никоти-
намида (витамин РР)). Установлено, что ЦФ улуч-
шает окислительный метаболизм в условиях ише-
мии, препятствуя резкому снижению уровня АТФ в
клетках любого типа (Джумагазиев и др., 2015).

Принятые сокращения: ЦФ – цитофлавин; ЧМТ – черепно-
мозговая травма.

УДК 57.033
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Для оценки состояния живых клеток целесооб-
разно использование неинвазивных методик, внося-
щих наименьшее количество повреждений и умень-
шающих таким образом погрешность метода изме-
рений. В качестве такого метода используется метод
лазерной интерференционной микроскопии, спо-
собный создавать высококонтрастные изображения
живых объектов без их модификации красителями
(Василенко и др., 2018). Проведение комплексной фа-
зовой микроморфометрии позволяет визуализировать
модификацию клеток в режиме реального времени и
исследовать динамику процессов, протекающих на
мембране и примембранной областях клеток.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияние ЦФ на морфометрические показатели эрит-
роцитов в посттравматическом периоде с использова-
нием лазерной интерференционной микроскопии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Работу проводили на 30 белых нели-

нейных красах-самках массой 180 ± 20 г в возрасте
14 нед. (из питомника г. Крюково). Животных со-
держали в индивидуальных боксах с естественной
12-часовой сменой света и темноты, при влажности
воздуха 60% и температуре 22 ± 2°С, со свободным
доступом к воде и пище. Содержание животных и
проводимые с ними манипуляции осуществляли в
соответствии с нормативными документами, пред-
ставленными в руководстве “Guide for care and use of
laboratory animals” и требованиями приказа Мини-
стерства здравоохранения РФ от 1 апреля 2016 г.
№ 199н “Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики”.

Моделирование закрытой ЧМТ. Животным нано-
сили ЧМТ путем свободного падения груза массой
100 г с высоты 80 см на теменно-затылочную область
черепа. Падение груза направлялось при помощи
цилиндрической трубы с внутренним диаметром
20 мм, которая была жестко закреплена на штативе
двумя держателями и центрирована над головой кры-
сы. Голова животного при этом была не зафиксирова-
на. Травму наносили без анестезии на неповрежден-
ный череп без предварительных манипуляций. Прило-
жение такой механической энергии обеспечивает
моделирование сотрясения головного мозга, очаговые
повреждения, в том числе ушиб мозга, который сопро-
вождается формированием эпидуральных и субду-
ральных гематом (Цымбалюк, Кочин, 2008). После
нанесения травмы животных переносили в специ-
альную пластиковую клетку и вели за ними наблю-
дение вплоть до восстановления нормальных пове-
денческих реакций. Летальность при падении груза
составила 0–10%, а время рефлекторного выпрямле-
ния 2–4 мин. Это указывает на развитие легкой
ЧМТ. Сразу после травмы у крыс наблюдали асфик-
сию, судороги, кровотечения и пр. Через 30–40 мин
отмечали восстановление и возврат к нормальному
режиму жизни и питания.

Через 1 ч после нанесения ЧМТ, а затем в течение
10 сут крысам ежедневно вводили внутрибрюшинно
либо ЦФ (ООО “НТФФ "ПОЛИСАН”, Санкт-Пе-
тербург) в дозе 0.2 мл/кг (группа ЧМТ + ЦФ, n = 10),
либо изотонический раствор хлористого натрия в
том же объеме (группа ЧМТ, n = 10) для контроля
действия ЦФ в посттравматическом периоде. Уро-
вень физиологической нормы исследуемых показа-
телей определяли у интактых (контрольных) живот-
ных (n = 10). Образцы крови брали из подъязычной
вены в 1, 3, 7 и 12 сут после нанесения травмы.

Лазерная модуляционная интерференционная мик-
роскопия. Для комплексной фазометрии эритроци-
тов использовали микроскоп МИМ-340 (Уральский
оптико-механический завод им. Э.С. Яламова,
Россия), лазер с длиной волны 650 нм и объектив с
увеличением 30× (NA = 0.65), разрешение по поверх-
ности – до 15 нм, разрешение по вертикали – 0.1 нм,
возможность контроля изделий с глубиной рельефа –
до 600 нм. Для захвата изображений применяли
CCD-видеокамеру VS-415U (НПК “Видеоскан”,
Россия) с разрешением 782 × 582 пикселей. Реги-
страция морфологии нативных клеток без предвари-
тельной фиксации позволяла визуализировать мо-
дификацию клеток в режиме реального времени,
изучать их морфологию и динамику внутриклеточ-
ных процессов.

В ходе работы биологические объекты размещали
на зеркальной подложке, от которой отражается
проходящий через клетку свет. В результате фикси-
руется двойной сдвиг фазы луча когерентного источ-
ника света в каждой точке объекта, а с помощью до-
полнительной волны от того же источника форми-
руется интерференционное изображение клетки.
Для исследования получали изображения 10 участ-
ков с монослойным расположением клеток в интер-
ференционном канале и отраженном свете в каждой
пробе. Состояние эритроцитов человека оценивали,
регистрируя среднюю величину оптической разно-
сти хода и площадь фазового изображения эритро-
цита. Для получения достоверного результата пока-
затели рассчитывали, используя не менее 100 клеток
от каждого образца.

Полученные данные были обработаны с помо-
щью пакетов прикладных программ BIOSTAT (Ana-
lystsoft, США) и Microsoft Excel (Microsoft, США) с
использованием методов одномерной статистики.
Результаты представлены в виде средних арифмети-
ческих значений и их стандартной ошибки. Досто-
верность различий средних определяли по t-крите-
рию Стьюдента. Различия считали достоверными
при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По данным анализа фазово-интерференционной
микроскопии у животных после ЧМТ на 1–7 сут ста-
тистически значимо были увеличены значения фа-



302

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 3  2021

ДЕРЮГИНА и др.

зовой высоты и фазового диаметра, объема, площа-
ди и периметра эритроцитов относительно значений
этих же показателей у интактной группы животных
(табл. 1). Наиболее выраженные изменения значе-
ний фазовой высоты и площади эритроцитов в груп-
пе ЧМТ регистрировали в 1-е сут посттравматиче-
ского периода, которые составили 14 и 13% от значе-
ний интактной группы соответственно. На 3-и сут
максимально увеличивались фазовый диаметр (на
10%), объем (на 34%) и периметр клеток (на 8%) в
группе ЧМТ относительно значений интактной
группы.

При действии ЦФ в постравматический период у
крыс (в группе ЧМТ + ЦФ) фазовый объем и пери-
метр эритроцитов уменьшились соответственно на
20 и 10.3% по сравнению с показателями в группе
ЧМТ на 3-и сут. При этом фазовый диаметр эритро-
цитов через 3 сут уменьшался на 5.7% относительно
группы ЧМТ, а через 7 сут восстановился до показа-
телей интактной группы. Начиная с 7-х сут, в группе
ЧМТ + ЦФ регистрировали снижение фазовой вы-
соты и объема клеток соответственно на 6 и 8.65% и
увеличение фазовой площади на 4% по сравнению с
этими параметрами в 1-е сут после травмы.

При сравнении фазового портрета эритроцитов в
группах ЧМТ и ЧМТ + ЦФ были выявлены измене-
ния топографии и рельефа поверхности мембраны
эритроцитов по сравнению с интактной (контроль-
ной) группой. Фазовый портрет интактного эритро-
цита показан на рис. 1. У крыс с ЧМТ (в отсутствие

ЦФ) диаметр клеток и толщина в области краев
уменьшались, а размер центральной зоны увеличи-
вался, имелась неравномерность распределения
уровня гемоглобина в примембранных слоях. К 1 сут
преобладали сфероэхиноцитарные формы (рис. 2а),
тогда как через 3 и 7 сут на поверхности клеток отме-
чали появление большого количества шипов и спи-
кул (рис. 2б, в соответственно), которые сохранялись
у клеток к 12-м сут посттравматического периода
(рис. 2г). Наблюдали значительное количество эхи-
ноцитов и сфероэхиноцитов. Регистрировали сме-

Таблица 1. Влияние цитофлавина (ЦФ, 0.2 мл/кг ежесуточно, внутрибрюшинно) на морфометрические показатели
эритроцитов при моделировании ЧМТ у крыс

Примечание. Различия статистически значимы по сравнению с интактными животными (а) и с животными в группе ЧМТ (физио-
логический раствор после ЧМТ) (б) при р < 0.05 (t-критерий Стьюдента). Даны средние и их ошибки.

Показатель Интактные Группа
Время после ЧМТ, сут

1 3 7 12

Фазовый диаметр,
мкм

6.28 ± 0.07 ЧМТ 6.65 ± 0.05а 6.92 ± 0.07а 6.52 ± 0.08а 6.31 ± 0.08

ЧМТ + ЦФ 6.69 ± 0.06а 6.54 ± 0.07а 6.24 ± 0.08 6.02 ± 0.08а

Площадь, мкм2 2.88 ± 0.06 ЧМТ 3.26 ± 0.08а 3.16 ± 0.12а 3.14 ± 0.10а 2.93 ± 0.10

ЧМТ + ЦФ 3.29 ± 0.03 а 3.19 ± 0.09а 3.39 ± 0.13а.б 2.92 ± 0.09

Объем, мкм3 4.03 ± 0.11 ЧМТ 4.92 ± 0.12а 5.41 ± 0.11а 4.66 ± 0.12а 4.22 ± 0.14

ЧМТ + ЦФ 4.62 ± 0.14а. б 4.34 ± 0.18 4.23 ± 0.21 3.92 ± 0.17

Периметр, мкм 21.97 ± 0.31 ЧМТ 21.56 ± 0.36 23.82 ± 0.39а 21.84 ± 0.53 20.98 ± 0.49а

ЧМТ + ЦФ 22.64 ± 0.32 21.36 ± 0.4б 22.32 ± 0.51 20.07 ± 0.45а. б

Фазовая высота, 
мкм

8.83 ± 0.16 ЧМТ 10.13 ± 0.1а 9.56 ± 0.02а 9.63 ± 1.19а 9.43 ± 0.12а

ЧМТ + ЦФ 9.68 ± 0.13а. б 9.28 ± 0.15а 8.87 ± 0.14б 9.62 ± 0.16б

Рис. 1. Фазовый портрет эритроцита у интактных крыс.
Лазерная интерференционная микроскопия.
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Рис. 2. Фазовые портреты нефиксированных эритроцитов крыс после черепно-мозговой травмы (ЧМТ) на 1-е, 3-и, 7-е и
12-е сут посттравматического периода.
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щение спектра длин волн фазовых портретов в сто-
рону 650 нм.

Фазовые портреты эритроцитов при действии
ЦФ в посттравматический период на начальном эта-
пе характеризовались появлением значительного
количества эхиноцитов (рис. 3а). Начиная с 3–7 сут,
наблюдали восстановление формы эритроцитов,
уменьшение количества эхиноцитов и сферичности
клеток в экспериментальной группе ЧМТ + ЦФ
(рис. 3б, в). При этом дискоциты имели различную
степень двояковогнутости с сохранением шипов
(рис. 3в). Длины волн фазовых портретов находи-
лись в области 600 нм. К 12-м сут посттравматиче-
ского периода в группе ЧМТ + ЦФ фазовые портре-
ты эритроцитов (рис. 3г) были сопоставимы с груп-
пой интактных (контрольных) животных (рис. 1).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что при ЧМТ увеличиваются морфометрические по-
казатели клеток, что сочетается с увеличением сферо-
эхиноцитов. Показано, что чем интенсивнее развива-
ется патологический процесс, тем сильнее проявля-
ется стресс, что обусловливает рост патологически
измененных эритроцитов с сфероэхиноцитарной
трансформацией (Дерюгина и др., 2019). Очевидно,
что выявленные эффекты при ЧМТ определяются
изменением их метаболических показателей. Сме-

щение спектра длин волн фазовых портретов свиде-
тельствует об усилении окислительного метаболиз-
ма и снижении энергетических показателей клеток
(Дерюгина и др., 2018). Интенсификация процессов
перекисного окисления липидов сопряжена с увели-
чением количества гемина и опосредует образова-
ние спикул и формирование эхиноцитов (Сергунова
и др., 2016; Дерюгина и др., 2021). При этом увеличе-
ние фазовой высоты может быть обусловлено умень-
шением в клетках воды (Загубиженко и др., 2011),
что оказывает негативное воздействие на протека-
ние биохимических процессов в эритроцитах. Кро-
ме того, показано, что в ответ на снижение оксиге-
нации компенсаторно увеличивается объем эритро-
цитов. Однако отдача кислорода в ткани при этом
замедляется (Mohanty et al., 2014). Следует отметить,
что при ухудшении морфологических показателей
эритроцитов не только снижается скорость доставки
кислорода к тканям в системе эритроцит–капилляр,
но и уменьшается количество функционирующих
капилляров (Hogan et al., 2019). Эритроциты с изме-
ненной структурой и морфологией способствуют за-
купорке сосудов (Kviatkovsky et al., 2017).

Внутрибрюшинное введение ЦФ способствовало
восстановлению фазовых портретов эритроцитов,
что, исходя из вышесказанного, свидетельствует о
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снижении окислительных процессов, восстановле-
нии состояния гемоглобина, улучшении метаболиз-
ма эритроцитов. Обсуждая выявленные эффекты
сукцинатсодержащего препарата ЦФ, следует отме-
тить, что антигипоксическое действие сукцината
пролонгируется его влиянием на стабильность и ак-
тивность чувствительного к гипоксии фактора HIF-
1α. Этот фактор является кислород-чувствительным
протеиновым комплексом и запускает экспрессию
целого ряда пептидов, в том числе эритропоэтина
(EPO), белков-транспортeров глюкозы (GLUT 1, 3),
ферментов гликолиза (Liu et al., 2020). Кроме того,
выявлено наличие сукцинатных рецепторов на
эритроидных клетках-предшественниках, действие
которых сопряжено с G-белками и определяет по-
вышение концентрации внутриклеточного Са2+

(Grimolizzi, 2018). По всей видимости, введение ЦФ
у крыс в послеоперационном периоде стимулирует
эритропоэз и метаболизм клеток, что отражается на
динамике фазово-интерференционных показателей
эритроцитов.

Таким образом, полученные интерференцион-
ные изображения эритроцитов с детализацией мор-
фологических параметров позволяют использовать
их для качественной оценки морфофункциональ-
ной активности клеток и свидетельствуют, что при
использовании ЦФ происходит восстановление со-

стояния гемоглобина, энергетического и окисли-
тельного метаболизма эритроцитов. На основании
проведенной работы можно сделать следующие вы-
воды.

1) Применение лазерной интерференционной мик-
роскопии позволяет выявить существенные измене-
ния фазовых изображений эритроцитов при ЧМТ.

2) Влияние ЦФ на морфометрические показатели
эритроцитов в посттравматическом периоде прояв-
ляется в восстановлении фазовой высоты, фазового
диаметра, площади, объема, периметра эритроци-
тов, начиная с 3–7 сут после травмы, что сочетается
с уменьшением количества эхиноцитов и длин волн
фазовых портретов клеток.

3) Анализ интерференционных изображений
эритроцитов позволяет провести качественную
оценку функциональной активности клеток, свиде-
тельствуя о ее снижении при ЧМТ и восстановлении
при действии ЦФ.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты выполнены в соответствии с требова-
ниями этического комитета Института биологии и био-
медицины Национального исследовательского Нижего-

Рис. 3. Фазовые портреты нефиксированных эритроцитов крыс после ЧМТ на 1-е, 3-и, 7-е и 12-е сут посттравматического
периода в присутствии цитофлавина (группа ЧМТ + ЦФ).
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Erythrocyte Condition in the Post-Traumatic Period of Craniocerebral Trauma 
under the Action of Cytoflavin. Assessment by Laser Interference Microscopy

A. V. Deryuginaa, A. V. Polozovaa, b, *, M. N. Ivashchenkoa, P. S. Ignatievc, and V. B. Metelind, e
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In this study, we considered complex phase micromorphometry of red blood cells in traumatic brain injury (TBI)
and in response to therapy with cytoflavin in the post-traumatic period. TBI was simulated by free fall of a weight
on the parietal-occipital region of the skull. The animals of experimental group was intraperitoneally injected daily
with сytoflavin (LLC “NTFF "POLISAN”, St. Petersburg) in the dose 0.2 mL/kg, the control animals were injected
with isotonic sodium chloride solution in the same volume for 10 days. Blood tests were performed out 1, 3, 7 and
12 days after injury. TBI caused an increase in the phase height and phase diameter, volume, area, and average di-
ameter of red blood cells on the 1st–7th days relative to the values of the intact group. These changes were combined
with echinocytic and spheroechinocytic transformation of red blood cells and a shift in the wavelength spectrum of
phase portraits towards 650 nm. The effect of cytoflavin on the morphometric parameters of red blood cells in the
post-traumatic period was manifested in the restoration of the phase height, phase diameter, area, volume, perimeter
of red blood cells. Restoration of erythrocyte shape, reduction of echinocyte number, sphericity of cells, wavelength
of phase portraits up to 600 nm were observed from 3–7 days under cytoflavin action. The potential of laser inter-
ference microscopy for non-invasive examination of erythrocytes in traumatic brain injury and the effects of cyto-
flavin in the post-traumatic period has been evaluated. Analysis of interference images of red blood cells demon-
strates a decrease in the oxidative processes in cells, restoration of hemoglobin state, improvement of erythrocyte
metabolism of red blood cells under the action of cytoflavin in the post-traumatic period of TBI.

Keywords: laser interference microscopy, erythrocytes, cytoflavin, traumatic brain injury



<<
  /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


