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Цель исследования – оценить влияние гравитационной разгрузки поврежденной
конечности и пищевой белковой недостаточности на накопление коллагена и
минералов в костном матриксе после перелома голени у мышей. Исследование
выполнено на 132 самцах мышей линии СВА, разделенных на две серии экспери-
ментов. В первой серии (n = 66) в течение эксперимента мыши находились на
сбалансированном по белку и углеводам рационе. Во второй серии (n = 66) мы-
ши с месячного возраста находились на углеводном, обедненном белком изока-
лорийном рационе, в котором источником белка служил пшеничный глиадин.
Внутри каждой серии животные были рандомизированы на 4 группы: интактные
животные; животные, которым моделировали перелом костей голени; животные с
гравитационной разгрузкой (ГР) задних конечностей; животные, которым после
моделирования перелома выполняли ГР. В костях определяли уровень кальция,
фосфата и коллагена, в сыворотке крови – активность щелочной фосфатазы. Об-
наружено, что у мышей всех групп серии 2 в костях достоверно снижался уровень
минералов и особенно коллагена. Наибольшее снижение уровня коллагена отме-
чено у животных, которым моделировали перелом костей голени на фоне ГР и
неполноценного белкового питания. Репарация кости после перелома на фоне
ГР при сбалансированном рационе питания не сопровождалась статистически
достоверными изменениями уровня минералов и коллагена в костях изученного
сегмента. Заключается, что у мышей заживление перелома костей голени на фо-
не ГР неполноценное белковое питание является системным фактором, способ-
ствующим существенному снижению интенсивности накопления органической
компоненты костного матрикса.
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В настоящее время ряд исследований показывает, что после переломов в костях
поврежденного сегмента происходит общее суммарное снижение уровня мине-
ральных (прежде всего кальция и фосфата) и органических компонентов костного
матрикса [1–3]. При этом восстановление содержания этих компонентов в костях
сегмента несколько отстает от скорости накопления этих веществ в зоне перелома
[4–6]. В клинической практике такое отставание может лежать в основе патогенеза
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повторных переломов, формирования посттравматических дефектов костей, за-
медления сращения [7–9].

Дополнительными факторами, которые могут замедлять посттравматическое
восстановление уровня минеральных и органических компонентов в костях повре-
жденного сегмента, по нашему мнению, являются снижение нагрузки на травми-
рованную конечность и неполноценность пищевого рациона. Однако влияние
данных факторов на обмен кости после травм изучены в неполной мере. Так, наи-
более изучены последствия снижения нагрузки на конечность в посттравматиче-
ском периоде в основном по отношению к скелетным мышцам [10–12]. Неполно-
ценность же пищевого рациона обычно оценивается в основном по недостатку
кальция и фосфора в пище [13–16]. Однако по нашим наблюдениям посттравмати-
ческая гипопротеинемия – наиболее частый встречаемый признак, нежели пост-
травматическая гипокальциемия [17], соответственно, восстановление белкового
обмена после травм – актуальная задача.

В целом же имеющиеся работы на вопрос, является ли снижение нагрузки на
травмированную конечность и неполноценность пищевого рациона по белку, в со-
вокупности или отдельно взятые, препятствием для полноценного восстановления
минерального и органического компонента костного матрикса после перелома, не
дают ответа [18].

Цель работы – оценить влияние гравитационной разгрузки поврежденной ко-
нечности и пищевой белковой недостаточности на накопление коллагена и мине-
ралов в костном матриксе после перелома голени у мышей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 132 самцах мышей линии CBA в возрасте двух ме-
сяцев и массой 25–30 г. Было поставлено две серии экспериментов.

Животные первой серии (n = 66) в течение всего эксперимента находились на
сбалансированном по белку (3.3 г/сутки перевариваемого протеина) и углеводам
рационе вивария. Животные второй серии (n = 66) с месячного возраста находи-
лись на углеводном, обедненным белком (0.88 г/сутки перевариваемого протеина)
изокалорийном рационе, в котором источником белка служил пшеничный глиа-
дин. Таким образом, в серии 2 животные были включены в эксперимент после ме-
сяца пищевой белковой недостаточности. Животные обеих серий получали воду в
свободном доступе.

Внутри каждой серии животные были рандомизированы на 4 группы в зависи-
мости от экспериментальной модели. Всего было получено 8 групп:

Группа 1 (И, n = 12) – интактные животные, которые находились на сбаланси-
рованном рационе. Часть животных данной группы (n = 6) эвтаназировали в воз-
расте 2 мес., часть (n = 6) – в возрасте 3 месяца.

Группа 2 (ИО, n =12) – интактные животные, которые находились с месячного
возраста на углеводном, обедненным белком изокалорийном рационе. Часть жи-
вотных данной группы (n = 6) эвтаназировали в возрасте 2 мес., часть (n = 6) – в
возрасте 3 месяца.

Группа 3 (ПГ, n = 18) – моделировали перелом костей левой голени (ПГ) (согласно
патента РФ № 2456927). Животные находились на сбалансированном рационе.

Группа 4 (ПГ + О, n = 18) – моделировали перелом костей левой голени. Животные
с месячного возраста и до момента эвтаназии находились на углеводном, обеднен-
ным белком изокалорийном рационе.

Группа 5 (ГР, n = 18) – моделировали гипокинезию сегментов задней конечно-
сти лишением их опоры в модели гравитационной разгрузки (ГР) [19]. Животные
находились на сбалансированном рационе.
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Группа 6 (ГР + О, n = 18) – моделировали гипокинезию сегментов задней конеч-
ности лишением их опоры в модели гравитационной разгрузки. Животные с ме-
сячного возраста и до момента эвтаназии находились на углеводном, обедненным
белком изокалорийном рационе.

Группа 7 (ПГ + ГР, n = 18) – после моделирования перелома костей левой голе-
ни животных лишали опоры в модели гравитационной разгрузки. Животные нахо-
дились на сбалансированном рационе.

Группа 8 (ПГ + ГР + О, n = 18) – после моделирования перелома костей левой
голени животных лишали опоры в модели гравитационной разгрузки. Животные с
месячного возраста и до момента эвтаназии находились на углеводном, обеднен-
ным белком изокалорийном рационе.

Все вмешательства проводили под ингаляционным эфирным наркозом. Из экспери-
мента животных выводили декапитацией после предварительного наркотизирования
диэтиловым эфиром. Эвтаназию в группах 3–8 проводили на 3-и, 7-е и 28-е сутки после
моделирования острого эксперимента (по 6 животных на срок). Эвтаназия двухме-
сячных животных групп 1 и 2 соответствовала третьим и седьмым суткам экспери-
мента в группах 3–8. Эвтаназия трехмесячных животных групп 1 и 2 соответствова-
ла 28-м суткам эксперимента в группах 3–8.

После эвтаназии кости левой голени очищали от остатков соединительной и
мышечной ткани, лиофильно высушивали в течение суток. Высушенную костную
ткань измельчали в фарфоровой ступке и делили на две навески. В первой – опре-
деляли содержание кальция и фосфата. Для этого навеску озоляли в муфельной пе-
чи при температуре 800°С в течение 4 ч, затем золу растворяли в 1 мл концентриро-
ванной НСl, количественно переносили в мерные пробирки, нейтрализовали рас-
твором щелочи и доводили объем до 10 мл. В полученном растворе определяли
концентрацию фосфата по реакции с молибдатом аммония и кальция с о-крезол-
фталеином, для чего использовали наборы реагентов фирмы Vital Diagnostics (Рос-
сия). В другой навеске определяли оксипролин, по концентрации которого, ис-
пользуя формулу Зайдеса, рассчитывали количество коллагена. Оксипролин в на-
веске определяли после гидролиза с 8н НСl по реакции с реактивом Эрлиха.
В сыворотке крови определяли активность маркера остеогенеза – щелочной фос-
фатазы (ЩФ) с помощью наборов реагентов (Vital Diagnostics, СПб) на фотометре
лабораторном StatFax 1904+ (Awareness Technology, Inc., США).

Исследование проведено при соблюдении принципов гуманного обращения с
лабораторными животными в соответствии с принципами Базельской декларации,
рекомендациями и после одобрения Комитета по этике при ФГБУ “РНЦ “ВТО”
им. акад. Г.А. Илизарова” Минздрава России.

На рисунках результаты представлены в виде средней арифметической и стан-
дартного отклонения. Достоверность межгрупповых различий изученных показа-
телей определяли с помощью непараметрического критерия Крускала–Уоллиса, с
последующим множественным сравнением с использованием критерия Данна.
Различия считали достоверными при минимальном уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изменения изученных показателей у животных экспериментальных групп серии 1
представлены на рис. 1 и 2. Обнаружено, что суммарное содержание кальция и
фосфата в костях голени у животных групп 3, 5, 7 на третьи и седьмые сутки экспе-
римента статистически значимо относительно значений интактных животных не
отличалось (рис. 1A). У животных группы 3 на 28-е сутки эксперимента суммарный
уровень кальция и фосфата в костях голени травмированного сегмента был по кри-
терию множественного сравнения достоверно выше относительно значений жи-
вотных групп 1, 5, 7 (p < 0.05).
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Рис. 1. Суммарное содержание кальция и фосфата (A), а также соотношение Са/Р (B) в костях голени
экспериментальных животных серии 1 (группы 1, 3, 5, 7).
По оси абсцисс: 3, 7, 28 – сутки эксперимента. * – достоверные отличия значений в группе 3 относи-
тельно значений в других группах при р < 0.05. # – достоверные отличия значений в группе 5 относи-
тельно значений в других группах при р < 0.05.
Fig. 1. The total level of calcium and phosphate (A), and the Ca/P ratio (B) in the tibia bone of experimental an-
imal series 1 (groups 1, 3, 5, 7).
On the x-axis: 3, 7, 28 – day of the experiment. * – significant differences in the values in group 3 relative to the
values in other groups at p < 0.05. # significant differences in the values in group 5 relative to the values in other
groups at p < 0.05.
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Рис. 2. Содержание коллагена в костях голени (A) и активность щелочной фосфатазы в сыворотке
крови (B) экспериментальных животных серии 1 (группы 1, 3, 5, 7). 
По оси абсцисс: 3, 7, 28 – сутки эксперимента. * – достоверные отличия значений в группе 3 относи-
тельно значений в других группах при р < 0,05. # – достоверные отличия значений в группе 5 относи-
тельно значений в других группах при р < 0.05.
Fig. 2. The level of collagen (A) and the activity of alkaline phosphatase in the blood serum (B) in the tibia bone of
experimental animals of series 1 (groups 1, 3, 5, 7).
On the x-axis: 3, 7, 28 – day of the experiment. * – significant differences in the values in group 3 relative to the
values in other groups at p < 0.05. # – significant differences in the values in group 5 relative to the values in other
groups at p < 0.05.
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Соотношение Са/Р у животных группы 3 на третьи сутки после травмы было зна-
чимо (p < 0.05) выше относительно значений других групп (рис. 1B). На 28-е сутки
эксперимента соотношение Са/Р было достоверно ниже у животных группы 5 отно-
сительно показателей трех других групп (р < 0.05).
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Содержание коллагена в костях поврежденного сегмента у животных группы 3
на третьи сутки после травмы было значимо (p < 0.05) ниже относительно значений
других групп (рис. 2A). На 28-е сутки эксперимента уровень коллагена в костях го-
лени у животных группы 3 по критерию множественного сравнения был выше, а у
животных группы 5 ниже, относительно показателей трех других групп (р < 0.05).

Активность ЩФ в сыворотке крови у животных группы 3 на 7-е и 28-е сутки
эксперимента была значимо выше относительно значений других групп (р < 0.05),
а у животных группы 5 в эти же сроки, наоборот, была значимо ниже относительно
значений других групп (р <0.05) (рис. 2B).

Изменения изученных показателей у животных экспериментальных групп серии 2
представлены на рис. 3 и 4. Обнаружено, что на третьи сутки эксперимента суммар-
ное содержание кальция и фосфата в костях голени у животных группы 4 было зна-
чимо ниже значений животных других групп (p < 0.05) (рис. 3A). На 7-е и 28-е сутки
эксперимента уровень минералов в костях голени мышей групп 2, 4, 6, 8 был стати-
стически значимо (p < 0.05) ниже относительно значений интактных животных
(группа 1).

Соотношение Са/Р у животных групп 2 и 4 на третьи и седьмые сутки экспери-
мента было значимо (p < 0.05) выше относительно значений других групп (рис. 3B).
На 28-е сутки эксперимента соотношение Са/Р было достоверно выше у мышей
групп 2, 4, 6, 8 относительно значений интактных животных (группа 1) (р < 0.05).

Содержание коллагена в костях голени у животных групп 2, 4, 6, 8 на всех сроках
эксперимента было значимо (p < 0.05) ниже относительно значений группы 1 (рис. 4A).
При этом уровень коллагена достоверно (p < 0.05) отличался и между эксперимен-
тальными группами. Так, его уровень на третьи и седьмые сутки эксперимента
снижался в ряду: группа 2 > группа 4, 6 > группа 8; на 28-е сутки в ряду: группа 2, 4 >
> группа 6 > группа 8.

Активность ЩФ в сыворотке крови животных групп 4, 6, 8 на третьи сутки экс-
перимента была достоверно выше, а в группе 2 – ниже относительно значений дру-
гих групп (р < 0.05) (рис. 4B). На седьмые сутки эксперимента активность ЩФ у

Рис. 3. Суммарное содержание кальция и фосфата (A), а также соотношение Са/Р (B) в костях голени
экспериментальных животных серии 2 (группы 1, 2, 4, 6, 8).
По оси абсцисс: 3, 7, 28 – сутки эксперимента. * – достоверные отличия значений в группах 2, 4, 6, 8
относительно значений в группе 1 при р < 0,05. # – достоверные отличия значений в группе 4 (а) и
группах 2, 4 (B) относительно значений в других группах при р < 0.05.
Fig. 3. The total level of calcium and phosphate (A), and the Ca/P ratio (B) in the tibia bone of experimental ani-
mal series 2 (groups 1, 2, 4, 6, 8).
On the x-axis: 3, 7, 28 – day of the experiment. * – significant differences in the values in groups 2, 4, 6, 8 rel-
ative to the values in group 1 at p < 0.05. # – significant differences between the values in group 4 (a) and
groups 2, 4 (b) relative to the values in other groups at p < 0.05.
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животных групп 4, 8 была значимо выше, а в группах 2, 6 – ниже относительно ак-
тивности фермента в других группах (р < 0.05). На 28-е сутки эксперимента актив-
ность ЩФ в группе 4 была выше, а у животных группы 2, 6 ниже относительно зна-
чений других групп (р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные данные показали, что при сбалансированном рационе питания
восстановление количественного состава компонентов матрикса костей повре-
жденного после перелома сегмента конечности проходило через последовательное
снижение уровня минералов и коллагена в остром периоде (3-е сутки), с последую-
щим их увеличением к 28-м суткам. Отмеченная нами динамика вполне согласует-
ся с этапами репаративного остеогенеза [20].

При гравитационной разгрузке конечности в течение 28 суток мы также наблю-
дали, в целом ожидаемое, снижение содержания коллагена в кости [21]. Однако,
нами обнаружено, что уровень минеральной компоненты при ГР значимо в этот
период не снижался, однако достоверно изменялось соотношение минералов в
пользу преобладания фосфата (снижение Са/Р соотношения).

Восстановление целостности кости после ее повреждения в условиях ГР при
сбалансированном рационе питания не сопровождалось статистически достовер-
ными изменениями уровня минералов и коллагена в костях изученного сегмента.
Это свидетельствует о том, что ГР слабо влияла на интенсивность формирования
костного матрикса в костях голени после перелома при сбалансированном рацио-

Рис. 4. Содержание коллагена в костях голени (А) и активность щелочной фосфатазы в сыворотке
крови (B) экспериментальных животных серии 2 (группы 1, 2, 4, 6, 8).
По оси абсцисс: 3, 7, 28 – сутки эксперимента. @ – достоверные отличия значений в группе 2 относитель-
но значений в других группах при р < 0.05. & – достоверные отличия значений в группе 4 относительно
значений в других группах при р < 0.05. ^ – достоверные отличия значений в группе 6 относительно зна-
чений в других группах при р < 0.05. * – достоверные отличия значений в группе 8 относительно значе-
ний в других группах при р < 0.05. # – достоверные отличия значений в отмеченных группах относи-
тельно значений в других группах при р < 0.05.
Fig. 4. The level of collagen (A) and the activity of alkaline phosphatase in the blood serum (B) in the tibia bone of
experimental animals of series 1 (groups 1, 2, 4, 6, 8).
On the x-axis: 3, 7, 28 – day of the experiment. @ – significant differences in the values in group 2 relative to the
values in other groups at p < 0.05. & – significant differences in the values in group 4 relative to the values in other
groups at p < 0.05. ^ – significant differences in the values in group 6 relative to the values in other groups at
p < 0.05. * – significant differences in the values in group 8 relative to the values in other groups at p < 0.05.
# – significant differences in the values of the marked groups relative to the values in other groups at p < 0.05.
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не. Такая картина, видимо, связана с тем, что системные и местные реакции, воз-
никающие в организме животных в ответ на травматический стресс, практически
полностью нивелировали физиологические эффекты, вызываемые ГР.

Изменения количественного содержания минералов и коллагена в кости после
ее перелома в условиях неполноценного по белку рациона на фоне ГР имели боль-
шее число статистически значимых отличий, чем у животных, находившихся на
сбалансированном рационе.

Прежде всего нужно отметить, что недостаточность белка в рационе сама по
себе вызывала достоверное снижение уровня минералов в кости, при повыше-
нии Са/Р соотношения. При этом данные изменения минерального состава ко-
сти не усугублялись ни после перелома, ни при ГР, ни при сочетанном действии
этих факторов.

В свою очередь у мышей, находившихся на неполноценном по белку рационе, уро-
вень коллагена в костях снижался в зависимости от экспериментальной модели. Так,
минимальное снижение накопления коллагена отмечено у интактных животных
(группа 2). У животных с переломом костей голени (группа 4) уровень коллагена по-
сле заметного снижения в раннем посттравматическом периоде (3–7-е сутки) восста-
навливался до значений интактных животных (группа 2) к 28-м суткам. При переломе
костей голени на фоне ГР и неполноценного белкового питания содержание коллаге-
на в кости было достоверно ниже значений всех других экспериментальных групп.

Эти наблюдения показывают, что: 1) неполноценное белковое питание способству-
ет потере органического компонента кости, что вполне согласуется с данными других
исследователей [22, 23]; 2) у животных после перелома голени на фоне ГР неполно-
ценное белковое питание является фактором, способствующим существенному сни-
жению интенсивности накопления органической компоненты костного матрикса.

Далее, если проанализировать изменения активности ЩФ сыворотки крови в
динамике эксперимента, то можно выделить группы животных с моделью ГР
(группа 5, 6), для которых отмечалось наибольшее падение активности данного
фермента, что может являться следствием значительного снижения остеосинтети-
ческих процессов у животных указанных групп [24]. Это наблюдение свидетель-
ствует о том, что снижение уровня коллагена у мышей при ГР (вне зависимости от
полноценности пищевого рациона) происходило за счет снижения синтеза данного
белка, а не за счет роста процессов его распада. Такое снижение уровня коллагена
объясняет наблюдаемое нами изменение у всех животных с белковым ограничени-
ем баланса Са/Р в кости. Это происходит вследствие недостатка синтеза коллагена,
что ведет к нарушению формирования полноценного костного минерала [25].

Механизмы нарушений формирования органического матрикса кости после ее
перелома на фоне ГР и пищевой белковой недостаточности, по полученным нами
данным, могут быть следующими. В условиях ГР при полноценном пищевом рацио-
не, в связи со снижением функциональной активности кости, по механизмам мехо-
нотрансдукции происходит снижение синтеза коллагена [26]. Учитывая, что костный
матрикс постоянно самообновляющаяся система [27], это приводит к тому, что с уве-
личением длительности ГР уровень органического компонента костного матрикса
начинает снижаться. В свою очередь перелом является достаточно мощным факто-
ром, который на системном и местном уровне стимулирует процессы костеобразова-
ния [28–30]. Восстановление же целостности кости в условиях ГР конечности при
полноценном белковом рационе, как показало наше исследование, происходило на
фоне суммации двух противоположных эффектов (травматический стресс и ГР), что
в целом не приводило к достоверному снижению синтеза коллагена в этих условиях.

Нами показано, что накопление коллагена в кости при ее репарации после пере-
лома на фоне ГР и пищевой белковой недостаточности было достоверно снижено
при всех экспериментальных моделях. Важно отметить, что такое снижение оказа-
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лось критическим для репарации кости, так как даже системные и локальные меха-
низмы, обеспечивающие остеогенез после перелома, оказались недостаточными
для обеспечения синтеза коллагена в условиях неполноценного белкового рацио-
на, особенно в условиях восстановления целостности кости на фоне ГР.

Таким образом, неполноценность пищевого рациона по содержанию белка яв-
ляется более важным, чем ГР фактором, замедляющим формирование органиче-
ского компонента костного матрикса. При этом взаимодействие этих двух факторов в
посттравматический период усугубляет этот процесс. В клиническом приложении на-
ше исследование может быть применено для обоснования необходимости поддержа-
ния полноценного белкового рациона в восстановительном периоде после переломов
костей конечностей как важного фактора, обеспечивающего формирование орга-
нического и минерального матрикса костного регенерата. Разработка таких пище-
вых рационов, обеспечивающих оптимальный рост и репарацию кости – достаточ-
но перспективное направление [31, 32].
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Effect of Gravitational Unloading and Food Protein Deficiency on the Accumulation
of Collagen and Minerals in the Bone Matrix after a Fracture of Tibia

M. V. Stogova, * and E. A. Kireevaa

aNational Ilizarov Medical Research Center for Traumatology and Ortopedics, Kurgan, Russia
*e-mail: stogo_off@list.ru

To evaluate the effect of gravitational unloading of a damaged limb and food protein defi-
ciency on the accumulation of collagen and minerals in the bone matrix after a fracture of
tibia in mice. The study was performed on 132 male CBA mice, divided into two series of
experiments. In the first series (n = 66) during the experiment, the mice were on a protein
and carbohydrate-balanced diet. In the second series (n = 66), mice from a month old
were on a carbohydrate, protein-depleted isocaloric diet, in which wheat gliadin served as a
protein source. Within each series, animals were randomized into 4 groups: intact animals;
animals that were modeled by a fracture of the tibia; animals with gravity unloading (GU)
of the hind limbs; animals that underwent GU after fracture modeling. In the bones the
levels of calcium, phosphate and collagen were determined. Alkaline phosphatase activity
was determined in blood serum. It was found that in mice of all groups of series 2 in the
bones the level of minerals and especially collagen significantly decreased. The greatest de-
crease in the level of collagen was observed in animals who modeled a bone fracture on the
background of GU and protein nutrition deficiency. Bone repair after a fracture on the
background of GU with a balanced diet was not accompanied by statistically significant
changes in the level of minerals and collagen in the bones of the limb segment. Conclusion
In mice, the healing of a shin bone fracture on the background of GU protein deficiency is
a systemic factor contributing to a decrease in the rate of accumulation of the organic com-
ponent of the bone matrix.

Keywords: collagen, bone mineral, fracture, gravitational unloading, protein deficiency

ЦИТИРОВАТЬ:
Стогов М.В., Киреева Е.А. Влияние гравитационной разгрузки и пищевой белковой не-

достаточности на накопление коллагена и минералов в костном матриксе после перелома го-
лени. Рос. физиол. журн. им. И.М. Сеченова. 106(7): 843–852.

DOI: 10.31857/S0869813920070080

TO CITE THIS ARTICLE:
Stogov M.V., Kireeva E.A. Effect of Gravitational Unloading and Food Protein Deficiency on the

Accumulation of Collagen and Minerals in the Bone Matrix after a Fracture of Tibia. Russian Journal
of Physiology. 106(7): 843–852.

DOI: 10.31857/S0869813920070080



<<
  /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


