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Высокое содержание интерферона, CD4 и CD8 Т лимфоцитов обнаружено в крови и селезенке мышей, 
перорально вакцинированных “ранним” белком ВПЧ16 Е2 с помощью методов ELISPOT, Вестерн-блот-
гибридизации и иммуноферментного анализа. Сделан вывод о том, что “ранний” белок ВПЧ16 Е2 
принимает участие в активации иммунной системы в процессе контроля над патогенезом и неоплазией.
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 Важную роль в организации защитного барьера 

для чужеродных микроорганизмов выполняют ин-

терфероны, синтез которых резко возрастает в при-

сутствии патогена, при этом происходит активация 

иммунной системы, препятствующей инфицирова-

нию организма, а также супрессия злокачественного 

роста клеток. Показано, что главную роль в этих 

защитных реакциях играет интерферонный сигна-

линг: существуют мембраносвязанные рецепторы 

интерферонов и путь сигнальной трансдукции JAK/

STAT, включающий фосфорилирование специфи-

ческой киназой и сигнальные транслокаторы/акти-

ваторы транскрипции, в результате чего происходит 

регуляция (стимуляция) нескольких сотен генов [1].
1

 Индукция противоопухолевого ответа предпола-

гает взаимодействие иммунных клеток в ответ на ран-

ние признаки опухолевого роста клеток, а также на 

антигенные белки патогенов [2] при праймировании 

иммунных клеток, сопряженных с главными ком-

плексами гистосовместимости класса I и класса II. 

В результате праймирования из незрелых (“наивных”) 

Т лимфоцитов формируются высокоспециализиро-

ванные иммунокомпетентные CD4 (хелперы) и CD8 

(киллеры) Т лимфоциты в костном мозге, печени и 

селезенке. Таким образом, интерфероны формируют 

противоопухолевый иммунитет через мобилизацию 

различных иммунных клеток. Но вследствие много-

численности эффектов действия интерферонов пока 

ещё неизвестно, каким образом интерферонный сиг-

налинг контролирует опухолевый рост.
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 В работе [3] мы наблюдали регрессию опухолей 

семенников мыши, индуцированных инъекцией 

раковых клеток HeLa, в результате последующей 

пероральной вакцинации мышей антигенным “ран-

ним” белком ВПЧ16 Е2 [3].

 В задачу данной работы входило изучение со-

держания интерферона, а также CD4 и CD8 Т лим-

фоцитов в крови и селезёнке мышей, инфициро-

ванных клетками HeLa, до и после перорального 

вакцинирования “ранним” белком ВПЧ16 Е2. Для 

решения этой задачи взрослых (возрастом 1 год) 

беспородных мышей вначале инъецировали суспен-

зией клеток HeLa, а затем через 7 мес вакцинировали 

однократно вакцинным материалом плодов томата 

(500 мг антигенного белка ВПЧ16 Е2), полученного 

ранее опубликованным методом) [4]. Через 7 сут у 

мышей брали кровь и изолировали селезёнку. До 

начала экспериментов кровь содержали при 62 °С 

в низкотемпературном морозильнике. Спленоциты 

из селезёнки выделяли рутинным способом, поме-

щая её в среду DMEM без сыворотки эмбриона ко-

ровы, но с добавлением пенициллина 1000 ед/мл 

среды и 50 мг/л стрептомицина. Для этого соедини-

тельнотканную капсулу селезёнки многократно 

прокалывали стерильной иглой одноразового 

шприца и вымывали спленоциты из селезёнки этим 

же шприцем в среду DMEM. Данный способ явля-

ется наиболее щадящим и позволяет получить 100% 

жизнеспособные спленоциты (тест на окрашивание 

трипановым синим – 0% мёртвых клеток). Окраши-

вание нитротетразолием синим выявило в препарате 

спленоцитов клетки с характерным для лимфоцитов 

мононуклеарным строением: наличие большого ядра 

и узкой полосы цитоплазмы по периферии.
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 Полученную суспензию спленоцитов перено-

сили в стерильные эппендорфы и центрифугировали 

7 мин при 700g. Супернатант удаляли, полученный 

осадок ресуспендировали в 10 мл среды DMEM с 

добавлением антибиотиков и 1 мл раствора ВПЧ16 

Е2 (10 мг). По 100 мкл суспензии вносили в лунки 

микропланшетов, в которые заранее были поме-

щены диски нитроцеллюлозной мембраны. Для 

анализа интерферона применяли процедуру 

ELISPOT, используя набор Murine IFN ELISPOT 

Kit (with precoated plates) фирмы “Abcam” (Англия) 

с уже имеющимися в лунках дисками. Для анализа 

CD4 и CD8 Т лимфоцитов модифицировали метод 

ELISPOT, используя обычные микропланшеты 

фирмы “Медполимер” (Санкт-Петербург, Россия), 

помещая на дно их лунок нитроцеллюлозные диски 

(диаметром 4 мм). Суспензию спленоцитов (или 

сыворотку крови) в среде DMEM распределяли по 

лункам с нитроцеллюлозными дисками и оставляли 

на 3 сут при комнатной температуре. Затем лунки 

промывали три раза стерильным буфером PBS 

(20 мМ Na2HPO4/KH2PO4, 10 мМ KCl, 140 мМ NaCl, 

pH 7,4) и добавляли растворы моноклональных кро-

личьих антител к CD4 [EPR19514] или антител к 

CD8 [EPR21789] фирмы “Abcam” (Англия). Далее 

процедуру Вестерн-блот-гибридизации проводили 

по протоколу ELISPOT, используя вторичные козьи 

антитела к мыши, конъюгированные с щелочной 

фосфатазой (“Sigma-Aldrich”, США), и субстраты 

5-бром-4-хлор-3-индолилфосфат и нитротетразолий 

синий (SIGMAFAST™BCIP
®

/NBT) фирмы 

“SIGMA” (США). Контролем служили кровь и се-

лезёнка мышей, не подвергавшихся каким-либо 

процедурам. 

 Часть суспензии спленоцитов сохранялась 

в среде DMEM до конца эксперимента. Анализ по-

казал, что спленоциты были жизнеспособны даже 

через 6 дней после выделения.

 На рис. 1 представлены результаты ELISPOT 

и Вестерн-блот-гибридизации, свидетельствующие 

о весьма высоком содержании интерферона в сыво-

ротке крови вакцинированных ВПЧ16 Е2 мышей по 

сравнению с сывороткой крови контрольных. 

Можно видеть, что в контрольной сыворотке крови 

низкий уровень интерферона аналогичен “пустому” 

контролю без сыворотки крови. В вариантах с сы-

вороткой крови вакцинированных мышей гибриди-

зация антител к интерферону была весьма интен-

сивной. Таким образом, двумя независимыми мето-

дами (ELISPOT и Вестерн-блот-гибридизация) 

установлено весьма существенное увеличение со-

держания интерферона в крови мышей, вакцини-

рованных ВПЧ16 Е2. 

 Количественное определение содержания ин-

терферона в крови вакцинированных и контрольных 

мышей проводили иммуноферментным методом, 

используя калибровку на человеческий лейкоцитар-

ный -интерферон (ФГУП НПО “Микроген” Мин-

здрава России) и моноклональные крысиные анти-

тела к -интерферону мыши [Gamma-Interferon 

antibody (IFN-g) [клон RMMG-1] фирмы “Abcam” 

(Англия). 

Рис. 1. Содержание интерферона в сыворотке крови 

контрольных и вакцинированных ВПЧ16 Е2 мышей. 

Вверху – ELISPOT с сывороткой крови мышей, вак-

цинированных ВПЧ16 Е2. К – “пустой” контроль без 

сыворотки, Опыт – опытный вариант. Средняя часть – 

Вестерн-блот-гибридизация с сывороткой крови мы-

шей, вакцинированных ВПЧ16 Е2. К – “пустой” 

контроль. Опыт – опытный вариант. Внизу – Кон-

троль – Вестерн-блот-гибридизация с сывороткой 

крови контрольных мышей. 
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 На рис. 2 представлены три независимых экспе-

римента с разными образцами сыворотки крови 

мышей, вакцинированных ВПЧ16 Е2. Как видно из 

рис. 2, содержание интерферона в крови вакцини-

рованных мышей приближалось к значению стан-

дартного раствора 62,12 МЕ/мл интерферона, что 

значительно выше контроля. Содержание CD4 и 

CD8 Т лимфоцитов было также высоко и суще-

ственно превосходило уровень в контроле. При этом 

содержание CD4 и CD8 Т лимфоцитов было при-

мерно равным, т.е. иммунорегуляторный индекс 

соотношения CD4/CD8 равен 1, что является инди-

катором сохранения здоровья мышей после вакци-

нации антигенным белком ВПЧ16 Е2. Это также 

означает активацию иммунной системы и отсутствие 

иммунных дисфункций, например при истощении 

Т лимфоцитов, при старении или неоплазии. Такое 

существенное повышение интерферона, а также CD4 

и CD8 Т лимфоцитов свидетельствует о мобилизации 

иммунных клеток и подготовке антипролифератив-

ного ответа.

 Селезёнка считается одним из главных иммун-

ных органов, в котором сосредоточены до 25% и 

более лимфоцитов организма. Созревание, прайми-

рование и дифференцировка лимфоцитов может 

также происходить в селезёнке. Анализ содержания 

интерферона в спленоцитах проводили методом 

Вестерн-блот-гибридизации. 

 На рис. 3 представлены результаты гибридизации 

спленоцитов мыши, вакцинированной 6 сут ВПЧ16 

Е2, с антителами к интерферону. 

Из рис. 3 видно, что уровень интерферона весьма 

высок в препарате спленоцитов по сравнению с кон-

тролем. Поскольку на протяжении эксперимента 

клетки сохранялись живыми, то, вероятнее всего, в 

них происходил индуцированный белком Е2 синтез 

интерферона.

Поскольку в препаратах спленоцитов были видны 

мононуклеарные клетки, сходные с лимфоцитами, 

было целесообразным определить с помощью соот-

ветствующих антител, имеют ли эти клетки лиганды 

CD4 и CD8. 

 Мышей также вакцинировали в течение 6 сут 

ВПЧ16 Е2, а затем выделяли спленоциты из селе-

зенки. Эксперимент с инкубацией спленоцитов в 

лунках проводили 6 сут на среде DMEM с антибио-

тиками и вносили стерильный раствор ВПЧ16 Е2 

(500 мг в 10 мл воды). 

 Как видно из рис. 4, в препарате спленоцитов, 

содержащем также и лимфоциты, обнаруживались 

клетки с лигандами, имеющими сродство с антите-

лами к CD4 и CD8 Т лимфоцитам.

 Таким образом, по данным всех выполненных 

анализов гибридизации с антителами (ИФА, 

ELISPOT и Вестерн-блот-гибридизация), подтвер-

Рис. 2. Иммуноферментный анализ содержания (N ± m) 

интерферона, CD4 и CD8 Т лимфоцитов в сыворотке 

крови контрольных и вакцинированных мышей. 1 – 

стандарт 62,12 МЕ/мл интерферона, 2 – контрольная 

сыворотка + антитела к интерферону, 3 – сыворотка 

крови мышей, вакцинированных антигенным белком 

ВПЧ16 Е2 + антитела к интерферону, 4 – контрольная 

сыворотка + антитела к CD4 Т лимфоцитам, 5 – сы-

воротка крови мышей, вакцинированных антигенным 

белком ВПЧ16 Е2 + антитела к CD4 Т лимфоцитам, 

6 – контрольная сыворотка + антитела к CD8 Т лим-

фоцитам, 7 – сыворотка крови мышей, вакциниро-

ванных ВПЧ16 Е2 + антитела к CD8 Т лимфоцитам. 

N = 80 для каждого варианта.

Рис. 3. Вестерн-блот-гибридизация (ELISPOT в нашей 

модификации) спленоцитов с антителами на 

-интерферон мыши. Слева – препараты спленоцитов 

контрольных мышей, справа – препараты спленоци-

тов вакцинированных ВПЧ16 Е2 мышей.
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ждена активная индукция синтеза интерферона и 

формирование CD4 Т лимфоцитов (хелперов) и СD8 

Т лимфоцитов (киллеров) в результате воздействия 

перорально введенной вакцины ВПЧ16 Е2.

 Индукция синтеза интерферона в ответ на пато-

ген достаточно хорошо изучена и определены ре-

цепторы на мембране, а также известны пути сиг-

нальной трансдукции, приводящей к активации 

сотен генов в ответ на увеличение содержания ин-

терферона. Вместе с тем авторы отмечают [5], что 

существует достаточно сложная картина взаимодей-

ствий, которая может привести как к позитивным, 

так и к негативным последствиям активации интер-

феронстимулируемых генов. Одновременно проис-

ходит как антипролиферативное, так и пропроли-

феративное действие в результате активации интер-

феронстимулируемых генов. Полагают, что в микро-

окружении опухолей (возможно, на ранних стадиях) 

присутствуют дополнительные факторы, определя-

ющие выбор дальнейшего пути развития клеток, 

например прогрессия или регрессия опухолевого 

роста [2]. В связи с этим можно предполагать, что 

антигенный белок ВПЧ16 Е2 как блокатор экспрес-

сии “ранних” генов папилломавируса может узнавать 

предопухолевые гены (протоонкогены) и надежно 

блокировать их экспрессию. Тогда вследствие инги-

бирования экспрессии “протоонкогенов” может 

произойти активация экспрессии генов, приводящих 

к индукции апоптоза опухолей. Таким образом, ан-

тигенныйй белок ВПЧ16 Е2 может осуществлять 

сортинг генов при инициации или регрессии опу-

холевого роста.

 Подавление опухолевого роста (онколитическое 

действие) с помощью интерферонов является хо-

рошо подтвержденным фактом, есть также свиде-

тельства прямой активации интерфероном апоптоза 

опухолевых клеток [6]. Но несмотря на сложность 

взаимодействия иммунных клеток при антипроли-

феративном сигналинге интерферона, большинство 

исследователей склоняется к не прямому действию 

интерферона, а к косвенному через активацию кле-

ток-медиаторов, обеспечивающих “надзор” над 

опухолевым ростом. Это осуществляется через прай-

мирование иммунных клеток и мобилизацию ком-

понентов главного комплекса гистосовместимости 

I и II классов, через индукцию природных киллеров 

(CD8 Т лимфоцитов), цитотоксических Т лимфо-

цитов и других иммунных клеток, обеспечивающих 

узнавание опухолевых клеток и их деградацию более 

надежным способом [7]. Можно полагать, что анти-

генный белок ВПЧ16 Е2 мог бы быть активным ком-

понентом противоопухолевой иммунотерапии, раз-

виваемой с использованием интерферона, при раз-

работке терапевтических вакцин.
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Рис. 4. Вестерн-блот-гибридизация спленоцитов с антителами к CD4 и к CD8 Т лимфоцитам. К–CD4 – препараты 

спленоцитов контрольной мыши с антителами к CD4 Т лимфоцитам, +CD4 – препараты спленоцитов мыши, вак-

цинированной ВПЧ16 Е2, с антителами к CD4 Т лимфоцитам, К–CD8 – препараты спленоцитов контрольной мыши 

с антителами к CD8 Т лимфоцитам, +СD8 – препараты спленоцитов мыши, вакцинированной ВПЧ16 Е2, с анти-

телами к CD8 T лимфоцитам.
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THE INDUCTION OF THE SYNTHESIS OF INTERFERON, CD4 AND CD8 

T LYMPHOCYTES IN BLOOD AND SPLEEN OF MICE AFTER ORAL 

VACCINATION WITH THE “EARLY” PROTEIN HPV16 E2 
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Very high contents of the interferon, CD4 and CD8 T lymphocytes were found in blood and spleen cells after the 
oral vaccination of mice with the “early” protein of high-risk oncogenic papillomavirus HPV16 E2 by using 
immunoassays analyses: ELISPOT for the detection of the content of interferon, Western-blot hybridization and 
enzyme immunoassays for analyses of СD4 and CD8 T lymphocytes. Both blood cells and splenocytes showed 
high content of alive mononuclear cells during ELISA and ELISPOT analyses that had very characteristic features 
for T lymphocytes. The ratio of CD4/CD8 was very close to 1 after the quanttitive determination by the enzyme 
immunoassays with appropriate antibodies. It was concluded that the “early” protein HPV16 E2 participated in 
the activation of the immune system during pathogenesis and neoplasia.

Keywords: HPV16 E2, the induction of mice immune system, interferon, CD4 and CD8 lymphocytes, splenocytes, 
oral therapeutical vaccine.

ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК том 488 № 3 2019

 ИНДУКЦИЯ СИНТЕЗА ИНТЕРФЕРОНА, CD4 И СD8 Т ЛИМФОЦИТОВ В КРОВИ И СЕЛЕЗЕНКЕ... 337



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /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 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /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 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /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 <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /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 [612.000 792.000]
>> setpagedevice


