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ИССЛЕДОВАНИЕ ИЗМЕНЕНИЙ ФРАКЦИОННОГО СОСТАВА БЕЛКОВ 
ПРИ ИНКУБАЦИИ ПЛЕРОЦЕРКОИДОВ Diphyllobothrium dendriticum 

(Cestoda) В СРЕДЕ, СОДЕРЖАЩЕЙ СЫВОРОТКУ КРОВИ ХОЗЯИНА – 
БАЙКАЛЬСКОГО ОМУЛЯ Coregonus migratorius (Coregonidae)
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Исследовано изменение фракционного состава белков плероцеркоидов Diphyllobothrium dendriticum
(Cestoda) при инкубации в среде, содержащей сыворотку крови хозяина – байкальского омуля Core-
gonus migratorius (Coregonidae). Определено изменение фракционного состава белков инкубацион-
ной среды. Обнаружено появление новых высокомолекулярных фракций с молекулярной массой
(ММ) 193 кДа через 3, 12 и 24 ч после начала инкубации и с ММ 88 кДа через 24 ч, а также уменьше-
ние или исчезновение низкомолекулярных фракций с ММ 57 и 42 кДа через 3, 12 и 24 ч. Отмечено,
что у плероцеркоидов это было сопряжено с появлением новой фракции с ММ 189 кДа через 12 ч и
исчезновением фракции с ММ 80 кДа через 24 ч.
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Паразитизм – один из наиболее успешных об-
разов жизни, демонстрируемых живыми организ-
мами, если учитывать частоту его встречаемости
и огромную численность паразитических видов
(Poulin, Morand, 2000). Многочисленные спосо-
бы защиты от иммунного ответа хозяина позво-
ляют паразитам расти, выживать и длительное
время сохраняться в организме хозяина (Maizels
et al., 2004; Coakley et al., 2016).

Паразиты регулируют иммунный ответ хозяев
путем секреции растворимых медиаторов, кото-
рые определенным образом взаимодействуют с
клетками и молекулами иммунной системы
(Lightowlers, Rickard, 1988). В последние годы воз-
рос интерес к идентификации иммунорегулятор-
ных молекул, вырабатываемых паразитическими
червями. Паразитарные иммунорегуляторы раз-
нообразны как по функциональной активности,
так и по химической природе. Наиболее важная
группа иммунорегуляторных веществ паразитов –
белки. К ним относятся: гомологи цитокинов,
ингибиторы протеаз, гликолитические энзимы и
лектины, антиоксиданты, ацетилхолинэстеразы,
гомологи аллергенов ядов (VAL) и др. (Jenkins
et al., 2005; Hewitson et al., 2009; Львова и др.,

2014). Поэтому большой интерес представляет
исследование белков секреторно-экскреторных
продуктов паразитов, вырабатываемых ими в от-
вет на взаимодействие с тканями хозяина. Сего-
дня иммунорегуляторные молекулы паразитов
рыб остаются слабоизученными.

Цестодозы в некоторых эндемичных регионах
по своему эпидемиологическому и эпизоотиче-
скому значению выходят на первый план среди
остальных гельминтозов. В ряде северных райо-
нов Сибири и в Прибайкалье широко распро-
странен дифиллоботриоз. Его возбудитель – лен-
тец чаечный Diphyllobothrium dendriticum (Сердю-
ков, 1979; Информационный…, 2001, 2010, 2014;
Пронин и др., 2009).

К настоящему времени проведены исследова-
ния отдельных аспектов регуляции плероцеркои-
дами D. dendriticum иммунной системы его хозяи-
на – байкальского омуля Coregonus migratorius.
Установлено, что при заражении D. dendriticum в
крови омуля происходит изменение состава клеток
врожденного иммунитета и численности Т-лимфо-
цитов (Мазур, Толочко, 2015). Показана способ-
ность плероцеркоидов D. dendriticum в ответ на
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стимуляцию сывороткой крови омуля секретиро-
вать широкий спектр мембранно-ограниченных
везикул (Кутырев, 2017). Известно, что вырабатыва-
емые паразитами внеклеточные везикулы способны
передавать информацию и переносить генетиче-
ский материал к клеткам хозяина (Marcilla et al.,
2012; Buck et al., 2014; Coakley et al., 2015, 2016). В ка-
честве потенциальных иммунорегуляторов у D. den-
driticum изучены простагландины E2 и D2, а также
нейроактивные субстанции серотонин (5-HT),
γ-аминомасляная кислота и нейропептид FM-
RFамид (Бисерова и др., 2011; Бисерова, Кутырев,
2014; Biserova et al., 2014; Kutyrev et al., 2014, 2017).
Исследования фракционного состава белков у
D. dendriticum до настоящего времени не проводи-
лись.

Цель работы – определение изменений фрак-
ционного состава белков плероцеркоидов D. den-
driticum при инкубации в среде, содержащей сы-
воротку крови хозяина – омуля, а также среды, в
которой проводилась инкубация плероцеркоидов
D. dendriticum.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Омуль был отловлен из оз. Байкал в Кабан-
ском р-не Республики Бурятия на основании раз-
решения на добычу (вылов) водных биологиче-
ских ресурсов, выданного ИОЭБ СО РАН. Пле-
роцеркоидов D. dendriticum извлекали из полости
тела, промывали в 0.65%-ном растворе хлорида
натрия и помещали в инкубационную среду. Ин-
кубационная среда включала в себя раствор
Хенкса (Биолот, Россия) и сыворотку крови ому-
ля в соотношении 1 : 1 (пенициллин 105 МЕ/л),
линкомицин (100 мг/л) (Давыдов, Микряков,
1988; Kutyrev et al., 2014). Время инкубации состав-
ляло 3, 12, 24 ч при 4°С. В каждом эксперименте бы-
ло использовано по пять плероцеркоидов. Соотно-
шение массы плероцеркоидов и объема инкубаци-
онной среды составляло 150 мг/2 мл. Каждый
эксперимент был проведен в трех повторах. По
окончании эксперимента плероцеркоиды, а так-
же среда, в которой инкубировались плероцерко-
иды, фиксировались жидким азотом.

Исследовался фракционный состав белков
инкубированных плероцеркоидов. В качестве
контроля для белков паразитов использовали
плероцеркоидов, непосредственно извлеченных
из хозяев (контроль 1). Кроме того, изучался
фракционный состав белков инкубационной сре-
ды после инкубации в ней плероцеркоидов. В ка-
честве контроля для белков инкубационной сре-
ды использовали среду, в которой не инкубирова-
лись плероцеркоиды (контроль 2). Контрольную
инкубационную среду (контроль 2) фиксировали
непосредственно после изготовления (0 ч), а так-
же через 3, 12, 24 ч хранения при 4°С.

Инкубационную среду и плероцеркоидов раз-
мораживали, добавляли лизирующий буфер (50 мM
Tris-HCl (pH 7.4), 150 мM NaCl, 1 мM этиленди-
аминтетрауксусная кислота (ЭДТА), 1%-ный Tri-
ton X-100, 0.1%-ный додецилсульфат натрия
(SDS), 1%-ный дезоксихолат натрия, 1 мM фенил-
метилсульфонилфторид (PMSF)). Плероцеркоидов
гомогенизировали механически и с помощью уль-
тразвука. Инкубационную среду и гомогенизиро-
ванных плероцеркоидов центрифугировали 1000 g
10 мин при 4°С, супернатант переносили в чи-
стую пробирку.

Концентрацию белка в образцах определяли
методом Брэдфорд на планшетном многофунк-
циональном детекторе EnVision 2103 Multilabel
Reader (PerkinElmer, Финляндия) с использова-
нием набора Quick Start Bradford Protein Assay
(Bio-Rad, США). Далее образцы, содержавшие
20 мкг белка, смешивали с 4-кратным буфером
для нанесения (100 мM Tris-HCl (pH 6.8), 200 мM
дитиотреитол (DTT), 4%-ный SDS, 10%-ный гли-
церин, 0.2%-ный бромфеноловый синий) и про-
гревали 5 мин при 95°С. Фракционирование бел-
ков осуществляли электрофорезом в 8–16%-ном
градиентном полиакриламидном геле (Mini-Pro-
tean TGX Stain-Free Precast Gels, Bio-Rad) в каме-
ре для вертикального электрофореза Mini-Protean
Tetra Cell (Bio-Rad) при напряжении 150 В. Моле-
кулярную массу белков определяли с помощью
маркеров Precision Plus Protein Dual Color Stan-
dards (Bio-Rad). Визуализацию белков проводили
в неокрашенных Stain-Free и окрашенных флуо-
ресцентным красителем Flamingo (Bio-Rad) гелях
на приборе для регистрации изображений Chemi-
Doc MP Imaging System (Bio-Rad). Для расчета
молекулярной массы и относительного содержа-
ния фракций использовали программный пакет
Image Lab 6.0 (Bio-Rad).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В проведенных экспериментах при воздей-

ствии сыворотки крови байкальского омуля нами
был изучен протеомный профиль как инкубиро-
ванных плероцеркоидов, так и инкубационной
среды, содержащей сыворотку крови байкальско-
го омуля, в разные моменты времени. При анали-
зе спектра белков плероцеркоидов D. dendriticum
было обнаружено 25 дискретных фракций с ММ
от 17 до 250 кДа (рис. 1). При визуализации белков
с использованием технологии Stain Free измене-
ний протеомного профиля плероцеркоидов после
инкубации с сывороткой крови байкальского ому-
ля не наблюдалось (рис. 1а). При окраске тех же са-
мых гелей Flamingo были выявлены изменения
фракционного состава белков плероцеркоидов че-
рез 12 и 24 ч после начала инкубации. Так, через
12 ч после начала инкубации в протеомном про-
филе лентеца наблюдалась отчетливо выражен-
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ная фракция белков с ММ 189 кДа. В другие момен-
ты времени и у неинкубированных плероцеркоидов
(контроль 1) данная фракция либо не наблюдалась,
либо была слабо выражена (рис. 1б). Через 24 ч по-
сле начала инкубации исчезла белковая фракция
с ММ 80 кДа, тогда как через 3 и 12 ч после инку-
бации, а также у неинкубированных плероцерко-
идов (контроль 2) данная фракция присутствова-
ла (рис. 1б).

При исследовании протеомного профиля ин-
кубационной среды, содержащей сыворотку кро-
ви байкальского омуля, были обнаружены 19 дис-
кретных фракций с ММ от 15 до 250 кДа (рис. 2–4).
Наиболее высокое относительное содержание
наблюдалось для белковых фракций с ММ 75 кДа
(36%), 26 кДа (21%) и 15 кДа (10%). После инкуба-
ции плероцеркоидов произошли изменения
фракционного состава инкубационной среды,
содержавшей сыворотку крови байкальского
омуля. Через 3, 12 и 24 ч после начала инкубации
появилась высокомолекулярная фракция с ММ
193 кДа и высоким относительным содержанием
(8, 15 и 14% соответственно). Через 24 ч появилась
фракция с ММ 88 кДа. Кроме того, во все момен-
ты времени значительно снижалось содержание
фракции с ММ 57 кДа по сравнению с контролем
2. Практически полностью во все моменты вре-
мени исчезала фракция с ММ 42 кДа (рис. 2–4)
по сравнению с контролем 2.

Таким образом, отмечались две тенденции из-
менения фракционного состава белков инкуба-

ционной среды, содержавшей сыворотку крови
омуля, после инкубации плероцеркоидов: появ-
лялись одни фракции и исчезнали другие. Через

Рис. 1. Электрофореграмма белков лентеца D. dendriticum до и после инкубирования в инкубационной среде, содержа-
щей сыворотку крови байкальского омуля и раствор Хенкса (1 : 1), в течение 3, 12 и 24 ч. Визуализация белков с ис-
пользованием технологии Stain Free (а) и окраски Flamingo (б). 1 – контроль 1 (неинкубированные плероцеркоиды);
2–4 – плероцеркоиды, инкубированные в течение 3, 12, 24 ч соответственно. М – маркерные белки; стрелками указа-
ны белковые фракции, в которых наблюдаются изменения; для рис. 1–4.
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Рис. 2. Электрофореграмма белков инкубационной
среды, содержащей сыворотку крови байкальского
омуля и раствор Хенкса (1 : 1), до и после инкубиро-
вания в ней плероцеркоидов лентеца D. dendriticum в
течение 3, 12 и 24 ч. Визуализация белков с использо-
ванием технологии Stain Free. М – маркерные белки;
1 – контроль 2 (0 ч); 2 – контроль 2 (3 ч); 3 – инкуба-
ционная среда через 3 ч после инкубации в ней плеро-
церкоидов; 4 – контроль 2 (12 ч); 5 – инкубационная
среда через 12 ч после инкубации в ней плероцеркои-
дов; 6 – контроль 2 (24 ч); 7 – инкубационная среда
через 24 ч после инкубации в ней плероцеркоидов.
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3 ч появилась высокомолекулярная фракция с
ММ 193 кДа, которая сохранилась через 12 и 24 ч
(рис. 2–4). Интересно то, что в организме плеро-
церкоидов через 12 ч после начала инкубации
также появилась новая фракция с ММ 189 кДа
(рис. 1б). Поэтому можно предположить, что пле-
роцеркоиды в ответ на погружение в инкубаци-
онную среду реагируют выработкой и секрецией
белков с ММ ~190 кДа. Ранее было установлено,

что у плероцеркоидов D. dendriticum при инкуба-
ции в среде, содержавшей сыворотку крови ому-
ля, максимум секреции на поверхности тела до-
стигается через 6–12 ч после начала инкубации
(Kutyrev et al., 2017). Кроме того, было показано,
что через 24 ч после начала инкубации в инкуба-
ционной среде обнаруживается фракция белков с
ММ 88 кДа (рис. 2–4). В то же время на электро-
фореграмме белков плероцеркоидов D. dendriti-

Рис. 3. Денситограмма полос белков инкубационной среды (к рис. 2), содержащей сыворотку крови байкальского
омуля и раствор Хенкса (1 : 1), до и после инкубирования в ней плероцеркоидов лентеца D. dendriticum в течение 3, 12
и 24 ч.
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Рис. 4. Электрофореграмма белков лентеца D. dendriticum до и после инкубирования в инкубационной среде и инку-
бационной средe, содержащей сыворотку крови байкальского омуля и раствор Хенкса (1 : 1), до и после инкубирова-
ния в ней плероцеркоидов лентеца D. dendriticum в течение 3, 12 и 24 ч. Визуализация белков с использованием техно-
логии Stain Free. М – маркерные белки; 1 – контроль 2 (0 ч); 2 – контроль 1; 3 – контроль 2 (3 ч); 4 – инкубационная
среда через 3 ч после инкубации в ней плероцеркоидов; 5 – плероцеркоиды, инкубированные в течение 3 ч; 6 – кон-
троль 2 (12 ч); 7 – инкубационная среда через 12 ч после инкубации в ней плероцеркоидов; 8 – плероцеркоиды, инку-
бированные в течение 12 ч; 9 – контроль 2 (24 ч); 10 – инкубационная среда через 24 ч после инкубации в ней плеро-
церкоидов; 11 – плероцеркоиды, инкубированные в течение 24 ч.
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cum через 24 ч после инкубации исчезла фракция
с ММ 80 кДа (рис. 1б). Можно предположить, что
именно через 24 ч произошла интенсивная секре-
ция данной фракции из организма плероцеркои-
дов в инкубационную среду.

Сложные взаимоотношения паразитов с им-
мунной системой хозяев реализовались на молеку-
лярном уровне. При проникновении плероцеркои-
дов в организм рыб активизировались защитные
механизмы как у хозяев, так и у паразитов. У плеро-
церкоидов включались механизмы по уклонению
от иммунного ответа рыб или изменению этого от-
вета (Кутырев, 2017). Важную роль в паразитарной
иммунорегуляции играли белковые молекулы, сек-
ретируемые паразитами в ткани хозяина (Hewitson
et al., 2009). Белковые компоненты секреторно-
экскреторных продуктов, в частности иммуноре-
гуляторные молекулы, были изучены главным об-
разом у трематод и нематод, имеющих важнейшее
медицинское и ветеринарное значение (Hewitson
et al., 2009). Функционально иммунорегуляторные
белки изученных паразитов были весьма разнооб-
разны. Одни из них, например фосфорилхолин,
ингибировали сигнальные функции клеток им-
мунной системы (Harnett, Harnett, 2008). Гомологи
цитокинов специфически связывались с рецепто-
рами иммунных клеток (Cho, 2007). Лектины С-ти-
па регулировали в организме млекопитающих
множество иммунологических функций (Bulghere-
si et al., 2006). Ингибиторы протеаз (цистатины и
серпины) нарушали процессинг и презентацию ан-
тигена (Gregory, Maizels, 2008). Антиоксиданты (су-
пероксиддисмутазы, каталазы, глутатион- и тиоре-
доксинпероксидазы, пероксиредоксины) разруша-
ли активные формы кислорода, продуцируемые
фагоцитами хозяев (Chiumiento, Bruschi, 2009;
Hewitson et al., 2009). Во многих случаях активное
паразитарное управление цитокиновым ответом
хозяина сдвигало иммунные реакции организма
от провоспалительного Th1-ответа в сторону
Th2-ответа, что защищало паразита от уничтоже-
ния без развития общей иммуносупрессии, кото-
рая может привести к гибели хозяина в результате
развития вторичных инфекций, вызванных
условно-патогенными микроорганизмами (Mc-
Sorley, Maizels, 2012; Finlay et al., 2014).

Информации об иммунорегуляторных белках
в классе Cestoda крайне мало. Известно, что в
секреторно-экскреторных продуктах метацестод
Taenia solium содержатся иммунорегуляторные
белки (антиоксиданты, цистеиновые протеазы;
низкомолекулярные белки с ММ с 8 кДа, воз-
можно регулирующие баланс Th1–Th2 иммунно-
го ответа) (Victor et al., 2012). Сдвиг от Th1-ответа
в сторону Th2-ответа характерен для человека и
высших животных. Th1- и Th2-подобные типы

иммунного ответа были также обнаружены у рыб
(Li et al., 2007; Wang et al., 2014, 2016). Однако из-
вестно, что адаптивный иммунитет у рыб плохо
развит и при паразитозах играет меньшую роль по
сравнению с врожденным иммунитетом (Knopf
et al., 2000). Поэтому, вероятно, изменения в раз-
витии Th1-/Th2-типов иммунного ответа при за-
ражении рыб паразитами играют меньшую роль,
чем у теплокровных животных.

В то же время белки, секретируемые цестодами
на свою поверхность, могут играть не только защит-
ную роль. Поскольку у цестод полностью отсутству-
ет кишечник, их тегумент участвует в пищевари-
тельно-абсорбционных процессах, включающих в
себя мембранное и симбионтное (с помощью фер-
ментов бактерий) пищеварение и всасывание. Мем-
бранное пищеварение осуществляется за счет
собственных и адсорбированных из кишечника
хозяина ферментов (Извекова, Корнева, 2007;
Куклина, Куклин, 2016). У цестод показано на-
личие таких пищеварительных ферментов, как
амилаза, протеаза, щелочная и кислая фосфата-
зы и др. (Куперман, 1988). Секреторные белки
D. interrupta обладают протеазной, РНКазной и
ДНКазной активностью. Предполагается, что
данные секреторные белки могут принимать уча-
стие в катаболизме макромолекул хозяина перед
поглощением их компонентов цестодами, а про-
теазы могут принимать участие и в защите пара-
зита от иммунного ответа хозяина (Крылов и др.,
1991). В секреторно-экскреторных продуктах ме-
тацестод T. solium также идентифицирован ряд
белков с протеолитической/эндопептитазной ак-
тивностью (Victor et al., 2012). Спектр белков сы-
воротки крови рыб представлен типичными груп-
пами – альбуминами и глобулинами. Низкомоле-
кулярные фракции белков сыворотки крови рыб
относятся к альбуминоподобным белкам и у раз-
ных видов рыб включают в себя от 4–5 до 10–13
фракций с ММ от 13 до 90 кДа (Андреева, 2008). У
байкальского омуля низкомолекулярные белки
состоят из 15 фракций с ММ от 15 до 75 кДа. Через
3, 12 и 24 ч после начала инкубации в культураль-
ной среде, содержавшей сыворотку крови омуля,
было отмечено резкое снижение содержания или
полное исченовение низкомолекулярных фрак-
ций белков с ММ 57 и 42 кДа. Вполне вероятно,
что это – результат действия белков D. dendriti-
cum, обладающих протеазной активностью, и вса-
сывания питательных веществ через поверхность
тегумента плероцеркоидов. В организме байкаль-
ского омуля плероцеркоиды D. dendriticum обыч-
но заключены в соединительно-тканную капсулу.
Известно, что тканевые личинки гельминтов вы-
деляют комплекс биологически активных ве-
ществ, индуцирующих формирование ими капсу-
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лы специфического строения, секрецию тучными
клетками фактора роста сосудистого эндотелия.
Капсула выполняет две основные функции: задер-
живает поступление специфических антител из
крови хозяина к паразиту и функционирует как
биологический барьер с избирательной проницае-
мостью, аналогичный гистогематическому барье-
ру (Березанцев, 1975; Березанцев и др., 1989).

Таким образом, плероцеркоиды D. dendriticum
получают питательные вещества из кровотока
своих хозяев. Вероятно, in vitro плероцеркоиды в
инкубационной среде, содержащей сыворотку
крови своих хозяев, также избирательно поглоща-
ли необходимые им питательные компоненты.
Кроме того, секреторные белки паразитов, облада-
ющие протеазной активностью, могут выполнять
функцию иммунорегуляторов, расщепляя имму-
ноглобулины хозяина. Показано, что протеазы
Schistosoma mansoni специфически расщепляют че-
ловеческий IgE, делая его неспособным связы-
ваться с FcεRII-рецепторами. При этом IgA1, IgA2
и IgG1 протеазами шистосомы не расщепляются
(Pleass et al., 2000).
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(Байкальский филиал Госрыбцентра) за помощь
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The Study of Protein Fractional Composition During Diphyllobothrium dendriticum 
(Cestoda) Plerocercoids Incubation in the Medium Containing Blood Serum of the Host – 

Baikal Omul Coregonus migratorius (Coregonidae)
I. A. Kutyrev1, #, O. B. Goreva2, O. E. Mazur1, and V. A. Mordvinov3

1Institute of General and Experimental Biology SB RAS, ul. Sakhyanovoi 6, Ulan-Ude, 670047 Russia
2Institute of Molecular Biology and Biophysics, ul. Timakova 2/12, Novosibirsk, 630117 Russia
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Change of Diphyllobothrium dendriticum (Cestoda) plerocercoids’ protein fractional composition during in-
cubation in the medium containing blood serum of the host – Baikal omul Coregonus migratorius (Coregoni-
dae) was investigated. Change of incubation medium protein fractional composition also was studied. On the
one hand, appearance of new high-molecular fractions with molecular weight (MW) 193 kDa after 3, 12, and
24 h of incubation and 88 kDa after 24 h was detected, that was associated at plerocercoids with appearance
of new 189 kDa fraction after 12 h and disappearance of 80 kDa fraction. On the other hand, decrease or dis-
appearance of two low-molecular fractions 57 and 42 kDa in the incubation medium after 3, 12, and 24 h of
incubation were observed.



<<
  /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


