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Поддержание развития мужских половых клеток во многом зависит от целостности популяции кле-
ток Сертоли (КС). Так как с наступлением половой зрелости КС большинства видов млекопитаю-
щих теряют способность к пролиферации и восстановлению своей популяции в случае поврежде-
ния, поиск альтернативных источников этих клеток пригодных для трансплантации ‒ актуальная
задача. Таким источником могут стать Сертоли-подобные клетки (СПК) сети семенника, экспрес-
сирующие многие гены-маркеры КС и способные к пролиферации в культуре. Ранее мы уже пока-
зали способность СПК in vitro участвовать в образовании канальце-подобных структур при кокуль-
тивировании с КС мышонка. В настоящей работе мы протестировали свойства СПК in vivo. Для это-
го были проведены трансплантации СПК, размноженных в культуре, в семенники мышей,
обработанные детергентом хлоридом бензалкония (ХБ), который был использован для удаления
КС из семенников. Действительно, инъекции ХБ через сеть семенника снижали число КС. Также
было продемонстрировано, что трансплантированные СПК заселяли пораженные семенные ка-
нальцы и формировали эпителиальные структуры на базальной мембране, сохраняя жизнеспособ-
ность, пролиферативную активность и экспрессию своих генов-маркеров в течение, как минимум,
четырех недель.

Ключевые cлова: Сертоли-подобные клетки, клетки Сертоли, хлорид бензалкония, сперматогенез,
трансплантация

DOI: 10.31857/S0475145022060064

ВВЕДЕНИЕ
Сперматогенез – сложный и тонко-регулируе-

мый процесс, в поддержании которого задейство-
ваны несколько популяций соматических клеток,
однако в непосредственном контакте с половыми
клетками находятся только клетки Сертоли (КС)
(Hess, Franca, 2008). Они формируют основу
сперматогенного эпителия извитых семенных ка-
нальцев, где поддерживают развитие половых
клеток, играя ведущую роль в гаметогенезе (Leb-
lond, Clermont, 1952). Обширная функциональ-
ная активность КС приводит к высокой степени
их дифференцировки и, как следствие, к ослабле-
нию способности к их пролиферации. В результа-
те этого популяция КС большинства видов мле-
копитающих не обновляется после наступления
половой зрелости, а изолированные КС крайне
плохо культивируются (Tarulli et al., 2012; Kulibin,

Malolina, 2016). Исключительная важность КС
для поддержания сперматогенеза и невозмож-
ность восстановления их популяции в случае по-
вреждения повышает интерес к поиску легко
культивируемых аналогов КС.

Ранее нами было показано, что у мышей в сети
семенника находится популяция Сертоли-подоб-
ных клеток (СПК), активно пролиферирующих в
культуре (Kulibin, Malolina, 2016). СПК экспресси-
руют многие гены-маркеры КС (Malolina, Kulibin,
2019), в том числе и транскрипционный фактор
Dmrt1, играющий важную роль в поддержании
функциональной активности КС (Matson et al.,
2011).

Известно, что КС неполовозрелых животных
способны заново формировать семенные каналь-
цы in vitro (Yokonishi et al., 2013) и восстанавливать
поврежденные семенные канальцы при транс-
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плантации (Shinohara et al., 2003). В эксперимен-
тах in vitro было показано, что СПК участвуют в
образовании новых семенных канальцев при ко-
культивировании с КС мышонка (Малолина, Ку-
либин, 2017), однако их регенеративный потен-
циал in vivo еще не был изучен.

Поэтому целью этого исследования стала
оценка поведения и свойств СПК мышей после
их трансплантации в семенник, опустошенный
от собственных КС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные

В качестве доноров СПК использовали 2–5-ме-
сячных самцов мыши линии C57Bl/6-Tg(ACTB-
EGFP)1Osb/J, экспрессирующих GFP под промо-
тором β-актина. Реципиентами выступали 2–3-ме-
сячные самцы линии C57Bl/6. Мышей содержали в
условиях вивария с режимом день/ночь 12 ч/12 ч,
воду и корм животные получали ad libitum.

Получение и культивирование СПК

Суспензию СПК получали из фрагментов се-
менников, содержащих сеть семенника, по методи-
ке, описанной в работе (Kulibin, Malolina, 2016).
Кратко, ткань семенника последовательно инку-
бировали с растворами коллагеназы IV (3 мг/мл;
Sigma) и ДНКазы I (0.1 мг/мл; Sigma), а затем
трипсина (0.12%; Thermo Fisher) и ДНКазы I. По-
лученные клетки высаживали на культуральные
планшеты, покрытые Matrigel (Corning), в кон-
центрации 2 × 105 клеток/см2 и культивировали
9 сут при 37°С и 5% CO2 на среде DMEM/F12 с
GlutaMAX (Gibco), содержащей пируват натрия
(Sigma), инсулин/трансферрин/селенит (ITS, Ther-
mo Fisher), пенициллин/стрептомицин (Пан-Эко)
и 1% фетальной бычьей сыворотки (Thermo Fisher),
а также Y-27632 (10 мкM; Abcam), A-83-01
(0.5 мкM; Sigma) и CHIR99021 (3 мкM; Sigma).
Смену среды проводили каждые 2 сут.

Опустошение семенников 
мышей-реципиентов от КС

Для повреждения популяции собственных
КС, мышам-реципиентам в семенные канальцы
вводили физиологический раствор, содержащий
катионный детергент хлорид бензалкония (ХБ,
Sigma). Тестировали две концентрации ХБ: 0.02 и
0.1%. Мышей анестезировали изофлураном, де-
лали разрез в брюшине, извлекали семенники и
через выводной проток семенника в сеть семен-
ника вводили стеклянный микрокапилляр тол-
щиной 100 мкм. При помощи механического
микроинъектора вводили 20 мкл раствора ХБ,
подкрашенного бромфеноловым синим (1 : 100).
В качестве контроля аналогичным способом вво-
дили физиологический раствор.

Трансплантация культуры СПК
На 4 сут после инъекции ХБ в семенники мы-

шей-реципиентов по методике, описанной выше,
в семенные канальцы вводили по 20 мкл суспен-
зии, содержащей 8 × 105 клеток культуры СПК.

Иммунофлуоресцентная окраска семенников
Образцы фиксировали 24 ч в 10%-ном забуфе-

ренном формалине, обезвоживали, заключали в
парафин и готовили срезы толщиной 4 мкм. Срезы
депарафинировали, восстанавливали антигены ки-
пячением в цитратном буфере и обрабатывали бло-
кирующим раствором с 2% бычьим сывороточным
альбумином. Далее срезы инкубировали с первич-
ными антителами 1 ч при 37°С и после отмывания –
со вторичными, 30 мин при 37°С. Использовали
первичные антитела против SOX9 (Millipore,
AB5535, 1 : 200), GFP (Abcam, ab13970, 1 : 400),
PAX8 (Abcam, ab97477, 1 : 100), KI67 (Invitrogen,
SolA15, 1 : 200), SF1 (Thermo Fisher, N1665, 1 : 50),
ACTA2 (Abcam, ab5694, 1 : 100), VIM (Abcam,
ab24525, 1 : 200), DMRT1 (Santa Cruz, sc377167, 1 : 50),
и соответствующие вторичные антитела, конъ-
югированные с Alexa Fluor-488, 555, 594, 647
(Thermo Fisher, 1 : 500). Окраску мышиными ан-
тителами против DMRT1 осуществляли при по-
мощи M.O.M. Immunodetection Kit (Vector Labs,

Рис. 1. Результаты воздействия ХБ на клетки семенника (а–е) на 4 сут после инъекции и результаты трансплантации
СПК (ж–л). (а–в) репрезентативные фотографии извитых канальцев контрольных (а) и обработанных 0.02% (б) и
0.1% (в) ХБ семенников, окрашенных на SOX9. (г) диаграммы распределения числа КС на срез семенного канальца
в контрольных образцах и после обработки 0.02% и 0.1% ХБ, в верхней части представлены диаграммы размаха.
(д) репрезентативные фотографии извитых канальцев, окрашенных на ACTA2 (маркер ПМК) и VIM (маркер КС).
(е) иммунофлуоресцентное окрашивание семенников на SF1 (маркер клеток Лейдига). (ж–л) репрезентативные фо-
тографии срезов семенников мышей-реципиентов после трансплантации культуры СПК (зеленая окраска – транс-
плантированные клетки). (ж) СПК на базальной мембране канальцев мышей-реципиентов (14 сут). (з) канальце-по-
добная структура, образованная СПК в интерстициальной ткани (пунктир, 14 сут); (и) окраска на DMRT1 (стрелки –
DMRT1+ СПК). (к) окраска на PAX8. (л) окраска на SOX9 и KI67. Масштабный отрезок 50 мкм.
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FMK-2201). Срезы фотографировали на микро-
скопе Leica TCS SP5 (Германия), и Zeiss LSM 880
Airyscan (Германия).

Количественный анализ

Для количественной оценки влияния ХБ на
КС делали серийные срезы семенников толщи-
ной 4 мкм через каждые 100 мкм и подсчитывали
число КС на поперечных срезах семенных каналь-
цев (не менее 245 срезов на группу). Результаты
представлены в виде гистограмм. Количественные
данные представлены в виде: среднее ± стандартная
ошибка среднего. Каждый эксперимент повторя-
ли не менее трех раз. Сравнение количественных
показателей выполняли с использованием одно-
стороннего U-критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе первого этапа работы на гистологиче-
ских срезах семенников проводили визуальный
анализ действия ХБ на ткань семенника. Было
установлено, что на 4 сут после инъекции детер-
гента в части канальцев происходит гибель поло-
вых клеток и КС, что приводит к снижению тол-
щины сперматогенного эпителия по сравнению с
контролем (рис. 1а, 1б) и заполнению просветов
канальцев дебрисом (рис. 1в). Доля пораженных
канальцев зависела от концентрации раствора.
Так, после введения 0.02% ХБ наблюдались еди-
ничные нарушения, а после 0.1% происходило
поражение порядка половины канальцев. В се-
менниках контрольной группы нарушений в
структуре сперматогенного эпителия обнаружено
не было. На 7 сут после инъекции ХБ гистологи-
ческая картина нарушений сперматогенной тка-
ни не изменялась по сравнению с 4 сут.

Количественную оценку эффективности уда-
ления КС проводили путем подсчета числа КС на
поперечный срез канальца семенника на 4 сут.
КС детектировали по окраске на маркер SOX9.
Влияние ХБ на появление канальцев с малым
числом КС оценивали по первой квартили полу-
ченных распределений. В контрольных образцах
это значение равнялось 18.3 ± 0.1 КС на каналец
(рис. 1а, 1г). Инъекция 0.02%-ного раствора ХБ
привела к статистически достоверному (P ≤ 0.05)
снижению показателя по сравнению с контролем
до 10.6 ± 0.1 (рис. 1б, 1г), при этом появилось 3
“пустых канальца” (меньше 3 КС) из 245 проана-
лизированных. Введение 0.1% раствора ХБ при-
вело к снижению первой квартили до 0.3 ± 0.03
(рис. 1в, 1г), что статистически отличается (P ≤ 0.05)
как от контроля, так и от меньшей дозы. Число

“пустых канальцев” равнялось 210 из 456 проана-
лизированных (рис. 1г).

Несмотря на сильное воздействие 0.1%-ного
раствора ХБ на число КС, его влияние на осталь-
ные популяции соматических клеток семенника
не столь значительно. Так в канальцах с полно-
стью разрушенным сперматогенным эпителием,
где присутствовали лишь единичные КС, слой
ПМК, окружающих семенные канальцы снару-
жи, не разрушался, ярко окрашивался на маркер
ACTA2 и сохранял свою форму, что соответствует
картине, наблюдаемой в контрольных образцах
(рис. 1д). Окраска на SF1, который в семенниках
половозрелых мышей высоко экспрессируется в
клетках Лейдига, показала, что вокруг поражен-
ных канальцев, так же, как и вокруг канальцев в
контрольном семеннике, сохранялись группы
этих клеток (рис. 1е).

Наши результаты согласуются с данными кол-
лег (Yokonishi et al., 2020), впервые описавшими
воздействие ХБ на сперматогенную ткань мы-
шей, но в отличие от предыдущей работы, в на-
шем случае значительная гибель КС происходила
при введении большей концентрации детергента
(0.1 против 0.02%). Эти различия, вероятно, могут
быть связаны с использованием разных произво-
дителей ХБ реагента. Механизм действия ХБ на
эукариотические клетки изучен достаточно фраг-
ментарно, однако на примере прокариот показано,
что клетки с отрицательным зарядом подвержены
большему влиянию со стороны детергента (Nagai
et al., 2003). Эти данные подтверждаются и селек-
тивной активностью по отношению к нейронам
толстой кишки крысы (Pan et al., 2011). В нашем
случае, гибель КС скорее всего вызвана действи-
ем ХБ, в то время как гибель половых клеток опо-
средована снижением числа поддерживающих их
развитие КС.

Исходя из всех вышеперечисленных данных,
0.1% раствор ХБ наиболее подходящий для подго-
товки семенников к трансплантации СПК. Вве-
дение клеток производили на 4 сут после инъек-
ции детергента, а анализ результатов трансплан-
тации ‒ на 4, 14 и 28 сут. На всех сроках в
семенниках реципиентов были найдены GFP+

клетки донора, причем, преимущественно, в пол-
ностью опустошенных канальцах. СПК, иденти-
фицированные по двойной окраске на GFP и
SOX9, в одиночку или группами заселяли пора-
женные семенные канальцы, и, распластавшись
по базальной мембране, формировали похожие
на эпителий структуры (рис. 1ж). Подобные
структуры возникали уже на 4 сут после транс-
плантации и присутствовали на всех сроках фик-
сации. Часть СПК, попавшая в интерстициаль-
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ную ткань, образовывала там канальце-подобные
структуры (рис. 1з). Так как из-за особенностей
выделения в культурах СПК присутствует при-
месь ПМК, мы проанализировали клеточный со-
став трансплантатов. Доля СПК на 4, 14, 28 сут
составила соответственно 48 ± 13.9, 56 ± 15, 67 ±
± 17.3%. Трансплантированные СПК экспресси-
ровали PAX8 (рис. 1к), транскрипционный фак-
тор ‒ маркер клеток сети семенника (Malolina,
Kulibin, 2019), и только часть из них экспрессиро-
вала маркер КС ‒ DMRT1 (рис. 1и). Судя по по-
ложительной окраске на KI67 (рис. 1л), многие
СПК остаются в клеточном цикле даже на 28 сут
после трансплантации.

В итоге, можно сделать выводы, что донорские
СПК сохраняют жизнеспособность в семенниках
реципиента по крайней мере в течение месяца.
Они преимущественно заселяют разрушенные
участки канальцев реципиентов, располагаясь на
места погибших КС, и формируют эпителиаль-
ные структуры. СПК сохраняют экспрессию мар-
кера сети семенника ‒ PAX8 и продолжают про-
лиферировать, как и в условиях культуры. Окрас-
ка части СПК на DMRT1, экспрессия которого
необходима КС для поддержания развития поло-
вых клеток, делает целесообразным проведение в
будущем совместных трансплантаций СПК со
сперматогониальными стволовыми клетками.
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The Behavior of Sertoli-Like Cells when Transplanted
into Sertoli Cell-Depleted Testes

V. V. Mun1, *, A. Yu. Kulibin2, and E. A. Malolina2
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Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119934 Russia
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The intact population of Sertoli cells is crucial for the maintenance of male germ cell development. At sexual
maturity, Sertoli cells of most mammals lose their ability to proliferate and to restore their population after
damage. So, a search for alternative sources of Sertoli cells suitable for transplantation is an important goal.
Sertoli-like cells (SLCs) from the adult rete testis might become such a source because they express many Ser-
toli cell marker genes but are capable of proliferation in vitro. We have already shown earlier that SLCs par-
ticipated in the formation of tubule-like structures when they co-cultured with neonatal Sertoli cells. In the
current study, we tested SLC properties in vivo. We carried out transplantations of cultured SLCs into mouse
testes treated with a detergent benzalkonium chloride (BC), which was used for depleting Sertoli cells from
testes earlier. Indeed, BC injections via the rete testis reduced the number of Sertoli cells. It was also demon-
strated that donor SLCs settled in at basement membranes of damaged host seminiferous tubules and form
epithelial structures. They retain their viability, proliferative capacity and expression of marker genes for at
least four weeks.

Keywords: Sertoli-like cells, Sertoli cells, benzalkonium chloride, spermatogenesis, transplantation



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /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 true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


