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Установлено, что шесть исследованных видов цестод (Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786), P. sagittus
(Grimm, 1872), P. cernuae (Gmelin, 1790), Eubothrium rugosum (Batsch, 1786), Triaenophorus nodulosus (Pal-
las, 1781), Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781)), обитающих в кишечниках рыб (елец Leuciscus leuciscus L.,
голец Barbatula barbatula L., ерш Gymnocephalus cernuus L., синец Ballerus ballerus L., налим Lota lota L.,
щука Esox lucius Linnaeus, лещ Abramis brama L.), изменяют активность протеолитических ферментов
слизистой оболочки кишечника хозяина. Независимо от направленности влияния цестод на протеоли-
тическую активность слизистой оболочки кишечника их хозяев (снижение или повышение этой актив-
ности при заражении) важная составляющая влияния – способность всех исследованных цестод инги-
бировать протеолитическую активность хозяев и активность коммерческого препарата трипсина. Для
некоторых видов цестод эффект ингибирующей способности сопоставим с аналогичным влиянием
синтетического ингибитора сериновых протеиназ – PMSF.
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Известно, что на активность ферментов, функ-
ционирующих в пищеварительном тракте позво-
ночных животных, в том числе рыб, влияет боль-
шое количество абиотических и биотических фак-
торов [1, 2]. Одним из этих факторов может быть
заражение паразитами, и в частности цестодами
[3]. Для понимания природы паразитизма большое
значение имеет знание механизмов, с помощью
которых паразиты влияют на утилизацию пита-
тельных веществ хозяевами. Паразитирующие в
кишечнике гельминты менее подвержены влия-
нию иммунных систем хозяина, но постоянно
должны противостоять действию его пищевари-
тельных ферментов. Для выживания в кишечнике
хозяина паразитическим червям необходимо нали-
чие специфических ингибиторов протеиназ, ко-
торые способны эффективно инактивировать
протеиназы хозяина в их среде обитания, полости
кишечника [4]. У гельминтов есть несколько меха-
низмов защиты от протеиназ хозяина, один из
которых связан с ингибированием его протеоли-
тических ферментов [3, 4]. Существует большое
количество белковых ингибиторов протеиназ па-
разитарного происхождения [5]. Большинство этих
веществ – ингибиторы сериновых протеиназ [6],

регулирующие их активность и контролирующие
разнообразные процессы, связанные с этой актив-
ностью, в том числе защиту паразита от пищевари-
тельных ферментов хозяина и, возможно, специ-
фичность паразитирования [7–9].

Известно, что гельминты экскретируют или
секретируют различные вещества в окружающую
их среду обитания – кишечник хозяев. Взаимодей-
ствие между паразитом и его хозяином в основном
осуществляется посредством секретируемых бел-
ков, в совокупности называемых “секретомом”.
Белки, секретируемые паразитом, способны моди-
фицировать окружающую среду хозяина и модули-
ровать его иммунные реакции. Состав и функция
этих белков варьируют в зависимости от экологии,
образа жизни хозяина и окружающей среды [10].
Ингибиторы сериновых протеаз – важный компо-
нент секреторных продуктов паразитов [9]. Кроме
контроля за активностью протеиназ, экскреторно-
секреторные продукты червей играют существен-
ную роль в уклонении от иммунного ответа хозяи-
на [11, 12]. Они также влияют на секрецию слизи в
кишечнике [13] и продукцию антимикробных пеп-
тидов, что, в свою очередь, может сказываться на
выживаемости бактерий и их пространственной
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организации [14]. Ингибиторы протеиназ, так же,
как и сами протеиназы, играют важную роль в жиз-
ненном цикле паразитов, их вирулентности и пато-
генезе [15].

В настоящее время достигнуты значительные
успехи в изучении генома, протеома и транскрип-
тома гельминтов [16, 17], однако многие аспекты
взаимодействия хозяин – паразит остаются неяс-
ными. По мнению некоторых авторов, для лучшего
понимания эволюции ленточных червей и их вли-
яния на организм хозяина необходимы обширные
исследования, посвященные этой “низко патоген-
ной и остающейся без внимания стадии развития”
[18]. Представляется важным накопление фактиче-
ского материала о продуцировании ингибиторов
протеиназ разными видами цестод на различных
стадиях жизненного цикла из хозяев, различаю-
щихся по типу питания и уровню обмена веществ.
Эти данные необходимы для поиска общих зако-
номерностей и отличительных особенностей взаи-
моотношений в системе паразит–хозяин на фи-
зиолого-биохимическом уровне.

В связи с этим цель работы – сравнить влияние
различных видов цестод, обитающих в кишечни-
ках семи пресноводных видов рыб, на активность
протеолитических ферментов, функционирующих
в кишечнике хозяев, и активность коммерческого
препарата трипсина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования

Объектами исследований служили цестоды из
кишечников различных видов рыб Рыбинского во-
дохранилища и слизистые оболочки кишечников
их хозяев. Для исследований каждого вида рыб
брали особей одной и той же размерно-возрастной
группы (табл. 1).

Приготовление экстрактов червей
Вскрытие извлеченных из рыб кишечников и

дальнейшее приготовление препаратов осуществля-

ли на ледяной бане. Извлеченных из кишечника
хозяина цестод 3 раза тщательно промывали в рас-
творе Рингера для холоднокровных животных,
рН 7.5 (6 г NaCl; 0.14 г KCl; 0.5 мл 10% CaCl2; 0.54 г
Na2HPO4; 0.02 г KH2PO4; 0.16 г MgSO4 в 1 л дистил-
лированной воды) с целью удаления ферментов хо-
зяина, адсорбированных на их поверхности. Затем
червей гомогенизировали с помощью стеклянного
гомогенизатора фирмы Sartorius AG (Göttingen,
Germany), и гомогенат разводили раствором Рин-
гера в соотношении масса:объем 1:9. Гомогенаты
червей центрифугировали при 5000 g в течение
5 мин при 4°C, для дальнейших исследований ис-
пользовали супернатант (экстракт червей). Экс-
тракты замораживали и хранили при –20°C для по-
следующего определения ингибирующей способ-
ности.

В экстрактах червей определяли содержание
белка методом Лоури [19].

Приготовление гомогенатов из слизистых оболочек 
кишечников рыб

Для определения протеолитической активности
готовили гомогенаты слизистой оболочки кишеч-
ника рыб-хозяев. После извлечения червей и уда-
ления химуса слизистую оболочку кишечника сни-
мали скребком, гомогенизировали ее и разводили
раствором Рингера, рН 7.5 для холоднокровных
животных в соотношении масса:объем 1:49. Гомо-
генаты слизистой оболочки кишечника исследуе-
мых видов рыб замораживали до дальнейшего ис-
пользования.

Определение протеолитической активности
Суммарную активность протеиназ в гомогенате

слизистой оболочки кишечника рыб и активность
коммерческого препарата трипсина (MP Biomedi-
cals, USA) определяли с использованием в качестве
субстрата 0.3%-ного раствора азо-казеина в трис-
буфере, рН 7.5 [20]. Результаты представлены в
процентах от контроля. При оценке влияния зара-

Таблица 1. Характеристики объектов исследования

Хозяин Паразит
Количество 
зараженных 

рыб, экз.

Стандартная 
длина (SL), см

Навеска 
червей, г

Елец Leuciscus leuciscus L. Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786)  6 15.9 ± 0.8 0.33 ± 0.12
Голец Barbatula barbatula L. P. sagittus (Grimm, 1872) 28 8.0 ± 0.1 0.27 ± 0.03
Ерш Gymnocephalus cernuus L. P. cernuae (Gmelin, 1790) 24 7.5 ± 0.4 0.12 ± 0.01
Синец Ballerus ballerus L. P. torulosus  8 27.4 ± 0.7 0.74 ± 0.02
Налим Lota lota L. Eubothrium rugosum (Batsch, 1786) 14 42.2 ± 1.1 0.71 ± 0.06
Щука Esox lucius Linnaeus Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781) 22 42.8 ± 1.9 0.51 ± 0.06
Лещ Abramis brama L. Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781) 15 34.4 ± 0.8 1.41 ± 0.1
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жения на протеолитическую активность слизистой
оболочки кишечников рыб контролем служила ак-
тивность, определенная в слизистых оболочках ки-
шечников незараженных рыб.

Определение ингибирующей способности червей 
по отношению к протеиназам

Для исследования ингибирующей способности
червей использовали их экстракт. Источником
протеолитической активности служили гомогенат
слизистой оболочки кишечника рыб и коммерче-
ский препарат трипсина (T4799, Sigma) в концен-
трации 0.01 мг/мл в трис-буфере (рН 7.5). Ингиби-
рующую способность червей определяли как опи-
сано ранее [21] и сравнивали ее с действием
синтетического специфического ингибитора сери-
новых протеиназ PMSF (фенил-метил-сульфонил-
флуорид) – в концентрации 100 мМ в DMSO (ди-
метилсульфоксид). Результаты представлены в
процентах от контроля. Контролем служила про-
теолитическая активность, определенная в слизи-
стых оболочках кишечников незараженных рыб, и
активность коммерческого трипсина.

Все биохимические измерения проводили в трех
повторностях.

Статистическая обработка
Результаты представлены в виде средних и их

стандартных ошибок. Обработка результатов вы-
полнена с помощью статистических пакетов “Mic-
rosoft Excel 2010” и STATISTICA 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK). Проверка нормальности распределе-
ния данных и однородности дисперсии проводи-
лась с использованием критериев Шапиро–Уилка
и Левена соответственно. Ингибиторный эффект

оценивали при помощи однофакторного диспер-
сионного анализа с использованием критерия
Тьюки для множественного сравнения средних
значений при p < 0.05. Для оценки связи между со-
держанием белка в пробах и их способностью по-
давлять активность протеиназ использовали непа-
раметрический коэффициент корреляции Спир-
мена (r).

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям Комиссии по биоэтике Федерального госу-
дарственного бюджетного учреждения науки Ин-
ститута биологии внутренних вод им. И.Д. Папа-
нина Российской академии наук (Протокол № 4 от
02.04.2021 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сравнение влияния различных видов цестод на

протеолитическую активность слизистой оболоч-
ки кишечников их хозяев показало, что у налима,
синца, леща и ерша, зараженных мелкими червя-
ми, эта активность снижается на 34–61%, а у щуки
и ерша, зараженных крупными цестодами, – повы-
шается на 31–73% (рис. 1).

На рис. 2 приведены данные о процентном ин-
гибировании экстрактами цестод протеолитиче-
ской активности слизистых оболочек кишечника
хозяев – рыб, и доле сериновых протеиназ в этой
активности. Доля последних колеблется в зависи-
мости от вида рыб от 36.9 ± 3.7 до 64.1 ± 6.8%. Экс-
тракты всех исследованных цестод ингибируют ак-
тивность протеолитических ферментов слизистой
оболочки кишечника их хозяев. Степень ингиби-
рования варьирует от 14.3 ± 1.9 до 51.2 ± 1.2%

Рис. 1. Влияние заражения цестодами на протеолитическую активность слизистой оболочки кишечника хозяев–рыб (%).
100% – протеолитическая активность незараженных рыб; G. cernuus I – ерши, зараженные цестодами с малой суммарной
длиной, G. cernuus II – ерши, зараженные цестодами с большой суммарной длиной.
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в зависимости от пары паразит–хозяин. Для срав-
нения приведены показатели ингибирования про-
теолитической активности слизистых оболочек
ингибитором сериновых протеиназ – PMSF. Эти
значения изменяются на величину от 37.8 ± 3.8
до 70.6 ± 0.4% в зависимости от вида рыб, свиде-
тельствуя о существенной роли сериновых проте-
иназ в пищеварении последних. Установлены
слабые отрицательные корреляции между долей
сериновых протеиназ в слизистой оболочке ки-
шечников рыб и долей ингибирования этой актив-
ности экстрактами цестод, а также долей ингиби-
рования протеолитической активности слизистой
оболочки экстрактами цестод и содержанием в этих
экстрактах белка (r = –0.4 для первого и r = –0.3
для второго).

Экстракты всех исследованных видов цестод до-
стоверно ингибировали активность коммерческо-
го трипсина (p < 0.05), причем степень ингибиро-
вания этой активности у разных видов червей раз-
личается и колеблется от 19.6 ± 7.5 до 86.5 ± 4.5%
(рис. 3). При этом доля ингибирования активности
трипсина у большинства экстрактов исследован-
ных цестод выше, чем таковая для слизистых обо-
лочек кишечников их хозяев. Установлена доста-
точно сильная (r = 0.68) положительная корреля-
ция между способностью экстрактов цестод
ингибировать активность трипсина и содержанием
в них белка. Для цестод Eubothrium rugosum и Tri-
aenophorus nodulosus доля ингибирования активно-
сти трипсина сопоставима с таковой для специфи-
ческого ингибитора сериновых протеиназ – PMSF
(рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
За последнее время нами накоплен довольно

большой фактический материал о влиянии цестод
на протеолитическую активность их окончатель-
ных хозяев – рыб, в том числе о способности гель-
минтов ингибировать эту активность [3, 21, 22].
При этом сравнение между собой абсолютных зна-
чений ингибирования протеиназ различными ви-
дами гельминтов в силу разных причин оказалось
затруднительным. Так, хозяева изученных цестод
различаются по своим физиологическим характе-
ристикам, в частности по размеру и спектрам пита-
ния. Кроме того, в зависимости от цикла развития
цестод различались сезоны отлова рыб. Например,
налима и ерша отлавливали зимой, щуку – весной,
остальных рыб – летом. Все эти факторы в значи-
тельной степени сказываются на активности пи-
щеварительных ферментов, в том числе протеиназ
[1, 2]. Исследованные цестоды также существенно
различаются по своей морфологии и физиологии.
Однако, учитывая, что ингибиторы протеиназ име-
ют белковое происхождение [5], в физиологиче-
ских исследованиях можно до некоторой степени
“уравновесить” эти различия, определяя содержа-
ние белка в экстрактах червей.

Мы попытались сравнить относительные эф-
фекты влияния заражения червями, выраженные в
процентах от контрольных значений протеолити-
ческой активности слизистой оболочки кишечни-
ков хозяев. Полученные данные свидетельствуют о
том, что заражение цестодами влияет на протеоли-
тическую активность слизистых оболочек кишеч-
ников окончательных хозяев – рыб. Однако это
влияние у одних хозяев вызывает снижение про-
теолитической активности, а у других – ее повы-

Рис. 2. Доля ингибирования экстрактами цестод протеолитической активности слизистых оболочек хозяев–рыб, доля се-
риновых протеиназ в протеолитической активности слизистых оболочек кишечника хозяев–рыб и содержание белка в
экстрактах червей. 1 – слизистая оболочка; 2 – PMSF; 3 – доля сериновых протеиназ в кишечнике рыб; 4 – содержание
белка.
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шение. Направление изменений зависит от раз-
личных факторов. Следует отметить, что значи-
тельная доля в протеолитической активности
слизистых оболочек кишечников всех исследован-
ных видов рыб приходится на сериновые протеи-
назы. Кроме того, ранее было установлено, что при
заражении рыб цестодами изменяется спектр про-
теиназ, функционирующих в слизистой оболочке
кишечника хозяина. В частности, уменьшается до-
ля сериновых протеиназ [3, 22].

Снижение активности исследованных фермен-
тов у зараженных цестодами рыб (налима, синца,
леща и ерша, зараженного мелкими червями) мо-
жет быть обусловлено несколькими причинами.
Во-первых, снижение активности может происхо-
дить вследствие адсорбции части ферментов на те-
гументе цестод. Во-вторых, уменьшение активно-
сти протеолитических ферментов у зараженных
рыб может быть связано с частичным их ингибиро-
ванием на поверхности цестод, что рассматривает-
ся как один из механизмов защиты гельминтов от
воздействия протеиназ хозяев [3].

Повышение активности протеолитических фер-
ментов слизистой оболочки кишечника рыб при
заражении цестодами в случае щуки и T. nodulosus,
по всей видимости, связано с особенностями стро-
ения прикрепительного аппарата цестод [23]. Из-
вестно, что от строения прикрепительных образо-
ваний червей зависит уровень патологических из-
менений в тканях кишечника [24]. В отличие от
других исследованных нами видов гельминтов, це-
стоды T. nodulosus вооружены различными по раз-

меру и количеству крючьями, которые могут вызы-
вать повреждения слизистой оболочки кишечника
и выход внутриклеточных протеиназ в просвет ки-
шечника. Неслучайно при хронической инфекции
T. nodulosus в слизистой оболочке кишечника щуки
наблюдаются существенные структурные пере-
стройки [25].

Как установлено ранее [22], в зависимости от
своего размера цестоды Proteocephalus cernuae из
кишечника ерша по-разному влияют на протеоли-
тическую активность слизистой оболочки кишеч-
ника хозяина. В частности, при паразитировании
крупных P. cernuae в кишечнике такой мелкой ры-
бы, как ерш, активность протеиназ хозяев повыша-
ется, что, вероятно, происходит в ответ на высокую
паразитарную нагрузку, при которой включаются
адаптационные механизмы хозяина и повышается
активность его пищеварительных ферментов [22].
Это согласуется с высказанным ранее предположе-
нием о том, что зараженные хозяева компенсируют
негативное воздействие кишечных паразитов уве-
личением пищевой активности [26], что, в свою
очередь, сказывается на активности пищевари-
тельных ферментов.

Тот факт, что экстракты цестод значительно эф-
фективнее ингибируют активность трипсина, чем
активность протеиназ, функционирующих в сли-
зистых оболочках кишечника хозяина, свидетель-
ствует о большей специфичности ингибиторов
червей по отношению к трипсину. Довольно силь-
ная положительная корреляция между способно-
стью экстрактов цестод ингибировать активность

Рис. 3. Доля ингибирования экстрактами цестод активности коммерческого препарата трипсина и содержание белка
в экстрактах червей. Первый столбец – доля ингибирования трипсина синтетическим ингибитором PMSF; черные
точки – содержание белка.
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трипсина и содержанием в этих экстрактах белка
вполне объяснима, поскольку известно, что боль-
шинство ингибиторов протеиназ имеют белковую
природу [5]. В то же время известно, что ингибито-
ры сериновых протеаз – один из ключевых компо-
нентов секреторных продуктов паразитов. Они иг-
рают важную роль в выживании паразита за счет
своей способности ингибировать ферменты хозяи-
на и в норме присутствуют в микроокружении
и/или секретируются иммунными эффекторными
клетками [8]. Эти ингибиторы регулируют актив-
ность протеаз и контролируют разнообразные про-
цессы, связанные с их активностью, а также играют
существенную роль в защите паразита от пищева-
рительных ферментов хозяина и вносят вклад в
специфичность паразитирования [7, 27]. Ингиби-
торы протеиназ – важный природный инструмент
регуляции протеолитической активности, предот-
вращающий нежелательный гидролиз белков.
Кроме того, большинство известных и охарактери-
зованных белковых ингибиторов относятся к груп-
пе ингибиторов сериновых протеиназ, к которым
принадлежит трипсин [6].

В связи с вышесказанным мы предположили,
что чем выше доля сериновых протеиназ в протео-
литической активности слизистых оболочек кишеч-
ника, тем выше должна быть и доля ингибирования
этой активности экстрактами цестод. Однако данное
предположение не нашло подтверждения, что сви-
детельствует об отсутствии существенной связи
между этими показателями и их влияния на взаи-
моотношения между паразитами и хозяевами–ры-
бами. Протеолитическая активность представлена
в кишечнике активностью не только сериновых
протеиназ, но и других протеиназ (цистеиновых,
металлопротеиназ и прочих) [3]. Возможно, поэто-
му не удалось установить существенной связи меж-
ду долей ингибирования активности коммерческо-
го трипсина и долей ингибирования протеолитиче-
ской активности слизистой оболочки кишечника
хозяев.

Несмотря на существующие значительные раз-
личия в физиологических особенностях хозяев-
рыб и паразитирующих в их кишечниках цестод
найдено объединяющее этих червей свойство –
присутствие в их экстрактах компонента, способ-
ного в значительной степени ингибировать актив-
ность протеолитических ферментов в кишечнике
их хозяев. Это подтверждает высказанные ранее
предположения о том, что эту способность можно
рассматривать как один из механизмов защиты
гельминтов от воздействия протеиназ хозяина [3].
В дальнейшем необходимо направить усилия на
выделение и идентификацию компонентов, ответ-
ственных за ингибирующую способность цестод.
Некоторые шаги в этом направлении уже предпри-
няты [28].

Таким образом, паразитирование цестод в пи-
щеварительном тракте рыб изменяет активность
протеолитических ферментов слизистой оболочки
кишечника. Независимо от направленности влия-
ния цестод на протеолитическую активность сли-
зистой оболочки (снижение или повышение этой
активности при заражении) важную составляю-
щую этого влияния представляет способность всех
исследованных цестод ингибировать протеолити-
ческую активность хозяев и активность коммер-
ческого препарата трипсина. При этом эффект
ингибирующей способности для некоторых ви-
дов цестод сопоставим по своей эффективности
с синтетическим ингибитором сериновых проте-
иназ – PMSF, свидетельствуя о важности этого за-
щитного механизма в жизнедеятельности червей.
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A COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFECT 
OF INTESTINAL CESTODES IN DIFFERENT FISH SPECIES 

ON ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES
T. V. Frolovaa,# and G. I . Izvekovaa

a Papanin Institute for Biology of Inland Waters, Yaroslavl Region, Borok, Russia
#e-mail: bianka28061981@gmail.com

It was found that the six cestode species, Proteocephalus torulosus (Batsch, 1786), P. sagittus (Grimm, 1872),
P. cernuae (Gmelin, 1790), Eubothrium rugosum (Batsch, 1786), Triaenophorus nodulosus (Pallas, 1781), and
Caryophyllaeus laticeps (Pallas, 1781), which parasitize in the intestines of fish, such as the dace Leuciscus leucis-
cus L., stone loach Barbatula barbatula L., ruffe Gymnocephalus cernuus L., zope Ballerus ballerus L., burbot Lota
lota L., pike Esox lucius Linnaeus, and bream Abramis brama L., alter the activity of proteolytic enzymes in the
host intestinal mucosa. Regardless of the direction of this effect (inhibition or enhancement of proteolytic en-
zyme activity upon infestation) and fish species affiliation, all the cestodes studied herein share the ability to in-
hibit the proteolytic activity of the host mucosa, as well as of commercial trypsin. In some cestode species, the
inhibitory effect is comparable to that of the synthetic serine proteinase inhibitor PMSF.

Keywords: fish, cestodes, proteolytic activity, proteinase inhibitors



<<
  /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


