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Ламинин является основным водорастворимым белком базальной мембраны

эпителиальной ткани. Исследовано содержание ламинина в почечной паренхи-

ме у крыс, находившихся в течение 60 ч на альтернативной водной диете с избы-

точным потреблением воды либо полным отсутствием питьевой воды в пище.

Показано, что осмотическое концентрирование мочи, развивающееся вслед-

ствие водной депривации, сопровождается количественным изменением состава

ламинина. Установлено, что в мозговом веществе почки дегидратированных

крыс возрастает количество бета-цепи ламинина. Данный эффект наблюдается

только у крыс линии WAG с нормально экспрессирующимся геном вазопрессина

и отсутствует у мутантных крыс линии Brattleboro, неспособных синтезировать

гормон. Повышение уровня бета-ламинина также не распространяется на кор-

ковое вещество. На основании исходных и новых данных предполагается, что

ламинин как ключевой регуляторный элемент в составе базальной мембраны ка-

нальцевого эпителия участвует в адаптивной реакции концентрирующей систе-

мы почки к условиям продолжительной дегидратации. Гипергидратация не вли-

яет на уровень ламинина в почечной паренхиме.
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ВВЕДЕНИЕ

Осмотическое концентрирование и разведение мочи являются адаптивными

процессами, направленными на поддержание гомеостаза внутренней среды. Оба

экскреторных механизма зависят от гормональной регуляции мочевыделительной

функции почек и реализуются через изменение морфологических и биохимиче-

ских свойств канальцевого аппарата. Эпителиальная выстилка почечных каналь-

цев с внешней стороны тесно контактирует с базальной мембраной, образованной

высокомолекулярными белками и протеогликанами. Белковая фракция представ-

лена в основном коллагеном и ламинином. Фибриллярный коллаген формирует

густую трехмерную сеть, выполняющую функцию поддерживающего скаффолда,

стабилизирующего эпителиальную ткань, а водорастворимый ламинин осуществ-

ляет динамичное взаимодействие белков базальной мембраны с интегринами эпи-

телиальных клеток. Белковые комплексы ламинина инициируют процесс форми-

рования и реорганизации базальной мембраны, связываясь с рецепторным аппара-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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том клеток и другими молекулами внеклеточного матрикса, задействованными в

регуляции барьерной и обменной функции [1, 2]. Молекула ламинина имеет струк-

туру гетеротримера, состоящего из трех типов пептидных цепей, собранных в фор-

ме креста. Три коротких ветви представляют одноцепочечные N-концевые ответв-

ления от альфа-, бета- и гамма- пептидных цепей, способные объединяться с дру-

гими молекулами ламинина при образовании светлой базальной пластинки.

Наиболее длинная четвертая ветвь собрана из С-концевых отделов всех трех пеп-

тидов, и через данный фрагмент осуществляется взаимодействие с коллагеном

темной базальной пластинки и клеточными интегринами [3]. Эпителиальные тка-

ни экспрессируют преимущественно ламинин 332. Цифры в названии белка обо-

значают конкретные варианты цепей, входящие в состав тканеспецифичного ла-

минина. Изоформа ламинина 332 представляет гетеротример, собранный из альфа 3-,

бета 3-, гамма 2-подтипов пептидных мономеров [4, 5]. Пептиды ламинина связаны

между собой дисульфидными мостиками и распадаются на отдельные молекулы

под действием восстановителей в денатурирующих условиях. Различные типы пеп-

тидных цепей кодируются гомологичными генами, локализованными в разных

хромосомах [6]. Уровень экспрессии генов отдельных цепей ламинина изменяется

при заживлении ран или канцерогенезе, а также в экстремальных физиологиче-

ских условиях [5, 7, 8]. Актуальной задачей является анализ реакции ламинина по-

чечной паренхимы на продолжительное функционирование в состоянии гипер-

гидратации и дегидратации.

Корковое и мозговое вещество почки различаются по составу канальцев и стро-

ению эпителиальной выстилки. В коре локализованы структуры нефрона, преиму-

щественно связанные с осмотическим разведением и начальными стадиями кон-

центрирования первичной мочи. В мозговом слое преобладают собирательные

трубки, в которых происходит факультативная реабсорбция воды за счет измене-

ния проницаемости канальцевых стенок для воды и повышения осмолярности ме-

дуллярного интерстиция. В этой связи целью работы было исследование реакции

ламинина базальной мембраны эпителия на действие продолжительной контраст-

ной физиологической нагрузки на почку с учетом локализации белка во внешнем

или внутреннем слое почечной паренхимы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на взрослых крысах линий WAG и Brattleboro массой

тела 200–250 г. На протяжении всего эксперимента животные находились в стан-

дартных условиях вивария с 12-часовым световым режимом, температурой в пре-

делах 20 ± 2°С и влажностью 40–60%. В каждой линии было задействовано по

20 самцов, представленных двумя группами по 10 крыс. Группы различались аль-

тернативным режимом доступа к воде. Одна группа получала в качестве питья и

еды только 4%-ный раствор сахарозы, другая была лишена доступа к питьевой воде

и потребляла стандартный гранулированный корм для животных вивария. Лабора-

торные грызуны сравнительно безболезненно переносят такие нагрузки на моче-

выделительную систему, мыши – продолжительностью двое суток, крысы – до

трех суток [9]. В нашем эксперименте тестирование продолжалось в течение 60 ч и

в итоге приводило либо к гипергидратации, либо к состоянию дегидратированно-

сти организма. В начале и конце срока испытания собирались пробы мочи, а в за-

вершение эксперимента после анестезии тиопенталом натрия (10 мг/100 г массы

тела, внутрибрюшинно) почки извлекались для последующего биохимического

анализа. Осмолярность экскретируемой мочи измеряли криоскопическим мето-

дом [10] на криоскопическом миллиосмометре МТ-2 (“Буревестник” Санкт-Пе-

тербург). Из декапсулированной почки выделяли фрагменты коркового и мозгово-
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го вещества, взвешивали и гомогенизировали на льду в лизирующем растворе сле-

дующего состава (в мМ): 300 сахарозы, 25 имидазола, 1 ЭДТА, 1 PMSF, pH 7.2.

Гомогенаты осветляли центрифугированием при следующих условиях: ускорение

2000 g, 10 мин при 0°C. Белки супернатанта фракционировали электрофорезом в

полиакриламидном геле (5% концентрирующий 0.15 М Трис-HCl рН 6.8, 10% раз-

деляющий 0.4 М Трис-HCl pH 8.8) в денатурирующих условиях [11]. Буфер для на-

несения белковых проб содержал 2.5% додецилсульфата натрия, 0.5% β-меркапто-

этанола, 50% глицерола, 1% бромфенолового синего, 0.15 М Трис-HCl, pH 6.8.

Белки денатурировали в водяной бане в течение 10 мин при 100°C. После электро-

фореза в 0.025 М Трис-глицин электродном буфере гели фиксировали в 70%-ном

растворе изопропанола и окрашивали Coomassie G-250. Для оценки молекулярно-

го веса использовали миозин (210 кДа), актинин (100 кДа) и бычий сывороточный

альбумин (66 кДа). Все реагенты были фирмы Sigma-Aldrich. Количественная

оценка белковых полос выполнена на сканере Umax Astra 3450 с использованием

вычислительной программы Band Leader 3.00.

Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± SEM).

Корреляционный анализ выполнен с использованием пакета программ STATISTICA 10.

Уровень достоверности различий между линиями крыс и между функциональными

состояниями почек оценивали по t-критерию Стьюдента для независимых пере-

менных с учетом поправки Бонферрони. Нормальность распределения проверяли

критерием Shapiro–Wilk, проверку на равенство дисперсий не проводили, так как

использованы равные по размеру выборки. Различия считали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Осмолярность экскретируемой мочи является интегральным количественным

параметром, адекватно характеризующим комплексную работу почек в процессе

поддержания водного гомеостаза. Данные по осмолярности мочи, полученные во

всех экспериментальных группах, представлены в табл. 1. У крыс линии WAG уже в

исходном состоянии наблюдалось выделение умеренно концентрированной мочи.

Уровень концентрирования снижался примерно вдвое при дальнейшем содержа-

нии на диете с повышенным поступлением раствора сахарозы в организм и, наобо-

рот, повышался более чем в два раза в ответ на продолжительное отсутствие питье-

вой воды. Менее выраженные изменения осмолярности зафиксированы у крыс

Brattleboro. Изоосмотическая в начале эксперимента моча при избыточном по-

треблении раствора сахарозы без твердой пищи имела тенденцию к дальнейшему

разбавлению. У животных, не имевших доступа к питьевой воде, образовывалась и

отделялась гипертоническая моча, но значительно меньшей осмолярности, чем у

крыс WAG. Различия в диапазоне изменения осмолярности экскретируемой мочи

(n = 10, р < 0.001), наблюдаемые в условиях действия противоположных нагрузок

Таблица 1. Осмолярность экскретируемой мочи у крыс линий WAG и Brattleboro при различ-
ных функциональных нагрузках на концентрирующую систему почки

Данные представлены в миллиосмоль/литр (мОсм/л). Достоверность различий: между линиями крыс –
* – р < 0.01; между гипергидратированными и дегидратированными крысами – # – р < 0.01.

Линия крыс

Функциональная нагрузка

исходный фон гипергидратация дегидратация

WAG 867 ± 76 508 ± 42 2137 ± 107#

Brattleboro 282 ± 39* 275 ± 24* 697 ± 28*#
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на концентрирующую систему, свидетельствуют о неодинаковом функциональном

состоянии почек в исследованных линиях крыс.

Кора и мозговое вещество почки различаются по структуре и клеточному соста-

ву канальцевых отделов, но общим свойством всех типов почечного эпителия яв-

ляется наличие базальной мембраны. Ламинин относится к главным водораство-

римым белкам базальной мембраны. Белок присутствует в высокой концентрации,

достаточной для прямой детекции в окрашенных полиакриламидных гелях [12].

В денатурирующих условиях гетеротример ламинин представлен тремя полосами в

области 160, 127 и 100 килодальтон [6, 7, 13]. Анализ фракционированных пептид-

ных мономеров ламинина не выявил существенных межлинейных различий по

уровню альфа- и гамма-цепей в исследованных экспериментальных группах (n = 10,

p > 0.05). По этим пептидам также не обнаружено различий между животными, на-

ходившимися на распаивании 4%-ным водным раствором сахарозы, либо на аль-

тернативном кормлении сухим кормом (n = 10, p > 0.05). Более информативные

данные были получены при рассмотрении бета-цепей ламинина. Количественная

оценка содержания бета-ламинина, сделанная в относительных единицах, пред-

ставлена на рис. 1.

У крыс WAG выявлена изменчивость содержания пептида в мозговом слое поч-

ки. Зафиксирован достоверно более высокий уровень бета-ламинина в условиях

дегидратации по сравнению с гипергидратированными животными той же линии

(n = 10, р < 0.01). У крыс Brattleboro аналогичная реакция на дегидратацию отсут-

ствовала (n = 10, p > 0.05). Также не выявлено каких-либо достоверно значимых

межлинейных различий бета-ламинина в корковом веществе почки в группах с по-

вышенным потреблением воды.

В табл. 2 представлены коэффициенты корреляции между осмолярностью экс-

кретируемой мочи и содержанием бета-ламинина в почечных слоях. Очевидно, что

Рис. 1. Содержание бета-ламинина в условных единицах в пересчете на глобулярный актин в корковом

и мозговом веществе. Достоверность различий: между крысами WAG и Brattleboro: * – р < 0.01; между

гипергидратированными и дегидратированными крысами: # – р < 0.01.
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высокая корреляция, свидетельствующая о достоверной взаимосвязи параметров,

отмечена только у крыс линии WAG в мозговом веществе почки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В процессе мочеобразования можно выделить несколько разнонаправленных

фаз. Первичная изотоничная моча образуется в результате ультрафильтрации в по-

чечных клубочках, локализованных в коре. При прохождении в корковых прокси-

мальных канальцах происходит интенсивная обратная реабсорбция воды. Даль-

нейшее продвижение по нефрону сопровождается реабсорбцией ионов и приводит

к разбавлению внутриканальцевой жидкости вплоть до гипоосмотичного уровня в

водонепроницаемых отделах петли Генле. Конечная моча представляет результат

факультативной реабсорбции воды в собирательных трубках мозгового вещества и

полностью зависит от гормональной регуляции вазопрессином [14]. Почечный

эпителий на всем протяжении почечных канальцев представляет одинарный слой,

все клетки которого непосредственно контактируют с базальной мембраной.

Вследствие тесного взаимодействия, изменения в структуре базальной мембраны

могут иметь прямое отношение к характеру процессов, происходящих в эпители-

альных клетках. Показано, что базальная мембрана обладает трофической функ-

цией, избирательно пропуская питательные вещества к клеткам. Белки базальной

мембраны участвуют в восстановлении почечной функции после различных нару-

шений, связанных с повреждением структуры эпителия. Взаимодействие коллаге-

на, ламинина и интегринов инициирует внутриклеточные механизмы репарации

[15]. Связывание ламинина изменяет конформацию цитоплазматического сегмен-

та интегрина и активирует киназу фокальной адгезии FAK. Внутриклеточная тран-

сдукция распространяется на rho GTP и МАРК-сигнальные пути [16]. Отдельные

цепи ламинина по-разному участвуют в сигнальной трансдукции. Альфа- и гамма-

пептиды ламинина 332 задействованы в регуляции адгезии и миграции клеток [13,

17]. Бета-пептид оказывает более выраженные тканеспецифичные эффекты. По-

вышенная концентрация локализуется в базальной мембране мышечной и почеч-

ной ткани. Трансгенная инактивация бета-ламинина приводит к нарушению

функции почки [4]. Результаты нашего эксперимента подтверждают узкую направ-

ленность эффектов бета-ламинина, связанную с концентрирующей функцией по-

чек. Одним из возможных механизмов действия бета-ламинина может быть изме-

нение структуры белков цитоскелета эпителиальных клеток [18].

Выявленные межлинейные различия свидетельствуют о том, что повышенное

содержание бета-пептида ламинина в почке реализуется только при наличии нор-

мально экспрессирующегося гена вазопрессина. У мутантных крыс Brattleboro, не-

способных синтезировать и секретировать гормон, стимулирующий эффект дегид-

ратации не проявляется. Физиологическое действие вазопрессина заключается в

быстрой гормональной регуляции концентрирующей функции и адекватной кор-

рекции метаболизма воды. В условиях дегидратации концентрация вазопрессина,

Таблица 2. Коэффициенты корреляции осмолярности мочи и бета-ламинина в почке у крыс
линий WAG и Brattleboro

Линия крыс

Паренхима почки

корковый слой мозговой слой

WAG –0.674 ± 0.261 0.983 ± 0.065

Brattleboro 0.373 ± 0.329 0.625 ± 0.277
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циркулирующего в крови, стабильно возрастает в несколько раз [19–21]. Помимо

антидиуретической реакции, реализуемой через V2-рецепторы собирательных тру-

бок мозгового вещества, при продолжительном воздействии вазопрессина включа-

ются дополнительные регуляторные механизмы, связанные с другими типами ре-

цепторов. Вазопрессин активирует V1А-рецепторы в тромбоцитах, печени, гладко-

мышечной ткани [22, 23] и V2-рецепторы в эндотелии кровеносных сосудов [24].

Минорные эффекты вазопрессина направлены на стимуляцию синтеза и секреции

ряда белковых факторов роста и адгезии, имеющих прямое отношение к пролифе-

рации клеток. Известно, что введение препаратов вазопрессина купирует симпто-

мы острой почечной недостаточности, развивающейся при септическом шоке [25].

Можно предположить, что именно пролонгированная повышенная секреция вазо-

прессина, вызванная дегидратацией, является причиной повышения уровня бета-

ламинина в мозговом веществе почки.

Таким образом, состояние дегидратации приводит к активации синтеза бета-ла-

минина в почке. Данный эффект наблюдается только в случае нормальной экс-

прессии гена вазопрессина.
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Reaction of Kidney Medullary Laminin to Prolonged Dehydration of Rats

I. I. Khegay*

aFederal Research Center Institute of Cytology and Genetics,
Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
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Laminin is the main water-soluble protein in the basement membrane of epithelial tis-

sue. The content of laminin in the renal parenchyma was studied in rats that were on an

alternative water diet for 60 h with excessive water intake or a complete lack of drinking

water in the food. It has been shown that the osmotic concentration of urine, which de-

velops as a result of water deprivation, is accompanied by a quantitative change in the

composition of laminin. It has been established that the amount of laminin beta chain

increases in the kidney medulla of dehydrated rats. This effect is observed only in WAG

rats with normally expressed vasopressin gene and is absent in mutant Brattleboro rats

unable to synthesize the hormone. The increase in the level of beta-laminin also does

not extend to the cortical substance. Based on the original and new data, it is assumed

that laminin, as a key regulatory element in the basement membrane of the tubular epi-

thelium, participates in the adaptive reaction of the concentrating system of the kidney

to conditions of prolonged dehydration. Hyperhydration does not affect the level of

laminin in the renal parenchyma.

Keywords: WAG, Brattleboro, dehydration, kidney, medulla, osmotic concentration,

laminin, beta peptide, vasopressin



<<
  /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 ()
  /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 <>
    /ENU <>
    /RUS ()
  >>
  /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


