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Взаимное влияние регуляторных систем орга�
низма (cross talk) может осуществляться на кле�
точном и субклеточном уровнях. На мембранах
коры головного мозга крыс показано, что агони�
сты и антагонисты адренорецепторов аллостери�
чески изменяют параметры кинетики связывания
[3H]хинуклидинилбензилата мускариновыми ре�
цепторами [1]. Подобные взаимодействия между
рецепторами называют “внутримембранной ре�
цептор�рецепторной взаимосвязью”, при кото�
рой стимуляция одного рецептора влияет на ха�
рактеристики другого, что выражается в сниже�
нии или повышении аффинности к лиганду [2].
Так, активация α2�адренорецепторов модулирует
мускариновый респираторный ритм новорож�
денных мышей [3]. Агонисты и антагонисты α2�
адренорецепторов влияют на интраспинальное
выделение ацетилхолина через никотиновые хо�
линорецепторы [4]. Спинальные α2�адреноре�
цепторы функционально связаны с холинергиче�
ской активностью [5]. Взаимодействия нейро�
трансмиттерных систем в радиолигандных
экспериментах более вероятно на рецепторном
уровне. Можно предположить, что присоедине�
ние медиатора к своему рецептору изменяет ха�
рактер связывания другого лиганда и, соответ�
ственно, реакцию клетки на этот медиатор [6]. 

Задача представленной работы состояла в изуче�
нии модулирующего действия антагониста и агони�
ста мускариновых холинорецепторов атропина и
карбахола на кинетику связывания специфическо�
го антагониста α2�адренорецепторов [3H]RX821002
мембранами коры головного мозга крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Опыты проводили на мембранах коры головного
мозга крыс�самцов линии Вистар (210–250 г). Мем�
браны выделяли по методу [7]. Готовые мембран�
ные препараты хранили при –70°С в течение 3 не�
дель. Концентрацию белка определяли по методу
Лоури, используя в качестве стандарта бычий сы�
вороточный альбумин (Sigma) [8]. Связывание
радиоактивного лиганда проводили в инкубаци�
онной среде с последующим отмыванием мем�
бран от несвязанного лиганда на стекловолокни�
стых фильтрах GFB. Объем инкубационной сре�
ды составлял 100 мкл – 50 мкл суспензии
мембран, 50 мМ трис�HCl�буфер, pH 7.4, “холод�
ный” вытеснитель, радиоактивный лиганд и аго�
нист или антагонист мускариновых холиноре�
цепторов. Смесь инкубировали в течение 30 мин
при 22°С. Реакцию останавливали добавлением
1 мл холодного буфера (0°С). Для определения
параметров связывания лиганда с α2�адреноре�
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мускариновых холинорецепторов карбахол повышает аффинность (Kd = 1.56 ± 0.05 нМ) и количество
мест связывания (Bmax = 16.61 ± 0.29 фмоль/мг белка). В результате под влиянием атропина и кар�
бахола увеличивается эффективность связывания лиганда (E = Bmax/2Kd) с 3.50 ± 0.40 до 5.60 ±
± 0.79 и 6.86 ± 0.20 фмоль/мг белка/нМ соответственно. Предполагается, что в мембранах коры го�
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цепторами использовали специфический антаго�
нист [3H]RX821002 (Amersham, Великобритания,
50 Ки/мМ) в концентрации 0.41–4.92 нМ. Спе�
цифическое связывание радиоактивного лиганда
определяли по разнице между общим и неспеци�
фическим в присутствии нерадиоактивного ли�
ганда раувольфсцина (100 мкМ). В качестве анта�
гониста и агониста мускариновых холинорецеп�
торов использовали атропин и карбахол (Sigma) в
концентрации 10 мкМ. Вещества вводили в инку�
бационную среду за 20 мин перед добавлением
[3H]RX821002.

Для определения закономерностей связыва�
ния радиоактивного лиганда со специфическими
рецепторами использовали математические и
графические методы анализа лиганд�рецептор�
ных взаимодействий. Ранее теоретически и экс�
периментально были обоснованы методы коли�
чественного определения основных параметров в
радиолигандных реакциях [9]. Взаимодействия
специфических радиоактивных антагонистов ад�
ренорецепторов с изолированными мембранами
коры мозга крыс описываются уравнениями для
одного или двух пулов рецепторов. Действие каж�
дого из веществ анализировали с использованием
математических моделей связывания лиганда ре�
цептором. Модели: I – один пул рецепторов с рас�
считанными параметрами Bmax, Kd и заданной ве�
личиной n = 1; II – один пул рецепторов с рассчи�
танными параметрами Bmax, Kd и заданной
величиной n = 2; III – один пул рецепторов с рас�
считанными параметрами Bmax, Kd, n; IV – два пу�
ла рецепторов с рассчитанными параметрами Bm1,
Kd1, и Bm2, Kd2 и заданной величиной n1 = n2 = 1; V –
два пула рецепторов с рассчитанными параметра�
ми Bm1, Kd1, n1 и Bm2, Kd2, n2 (n1 = n2); VI – два пула
рецепторов с рассчитанными параметрами Bm1,
Kd1, и Bm2, Kd2 и заданной величиной n1 = n2 = 2;
VII – два пула рецепторов с рассчитанными пара�
метрами Bm1,Kd1, n1 и Bm2, Kd2, n2 (n1 ≠ n2); VIII –
два пула рецепторов с рассчитанными параметра�
ми Bm1, Bm2, Kd1 = Kd2 и заданными величинами
n1 = 1 и n2 = 2; IX – два пула рецепторов с рассчи�
танными параметрами Bm1, Bm2, Kd1 = Kd2, n1 ≠ n2;
X – два пула рецепторов с рассчитанными пара�
метрами Bm1, Bm2, Kd1, Kd2, n1 = 1, n2 = 2. Теорети�
чески возможны и другие, более сложные модели
лиганд�рецепторного взаимодействия, но их при�
менение пока не давало удовлетворительных ре�
зультатов. Исходя из этого установлено, что свя�
зывание лиганда α2�адренорецепторами мембран
коры головного мозга крыс в контроле происхо�
дит по модели, включающей один пул рецепторов
и присоединение двух молекул лиганда к рецеп�
тору (модель III). 

b = [(BmaxA
n)/ (1)

где b – количество связанного лиганда, Bmax – ко�
личество мест связывания лиганда с константой

Kd
n An+( ) ],

диссоциации Kd и коэффициентом Хилла n = 2, A –
концентрация лиганда в инкубационной среде.
Расчет основных параметров лиганд�рецепторно�
го взаимодействия – Kd, Bmax, n проводили с по�
мощью компьютерной программы SigmaPlot.
Эффективность связывания лигандов с рецепто�
рами оценивали по уравнению:

E = Bmax/2Kd. (2)

Эффективность Е – интегральный показатель,
количественно характеризующий величину свя�
зывания лиганда при его концентрации, равной
Kd (фмоль/мг белка/нМ) [9]. На рисунках приве�
дены данные конкретных опытов, а в таблице –
средние результаты экспериментов. Теоретиче�
ские кривые строили по уравнению (1) для одного
пула рецепторов. На теоретические кривые нане�
сены экспериментальные точки. В опытах было
по пять–семь точек, каждая с трехкратным по�
втором. Достоверность различий оценивали по
критерию Стьюдента (р < 0.05). Все значения
представлены как средние арифметические и
стандартные ошибки средней (M ± SEM). 

Для количественной оценки влияния исследо�
ванных веществ на основные параметры лиганд�
рецепторного взаимодействия (Kd или Bm) рас�
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Рис. 1. Экспериментальные точки и теоретические
кривые специфического связывания [3H]RX821002
α2�адренорецепторами мембран коры головного моз�
га крыс в контроле и при действии атропина и карба�
хола. По оси абсцисс – концентрация [3H]RX821002
(нМ). По оси ординат – количество мест, связанных
лигандом (b, фмоль/мг белка). 1 – Контроль, 2 –
атропин, 3 – карбахол. Параметры связывания в кон�
трольном опыте – Kd = 1.88 ± 0.29 нМ, Bmax =
= 12.64 ± 0.97 фмоль/мг белка, n = 2. На фоне атропи�
на – Kd= 1.26 ± 0.12 нМ, Bmax = 10.11 ± 0.52 фмоль/мг
белка, n = 2. На фоне карбахола – Kd = 1.58 ± 0.05 нМ,
Bmax = 16.86 ± 0.31 фмоль/мг белка, n = 2.
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считывали их константы ингибирования и акти�
вации по уравнениям [10]:

IC50 = (I Bmaxe)/(Bmaxc – Bmaxe), (3)

AC50 = (A Kdc)/(Kdc – Kde), (4)

AC50 = (A Bmaxc)/(Bmaxe – Bmaxc), (5)

где показатель IC50 в уравнении (3) соответствует
концентрации вещества, снижающей количество
рецепторов (Bmax) в 2 раза, а AC50 в уравнениях (4)
и (5) соответствует концентрации вещества, по�
вышающей аффинность (снижение Kd) или коли�
чество мест связывания (Bmax) в 2 раза. A – кон�
центрация активатора, Kdc – константа диссоциа�
ции в контроле, Kde – константа диссоциации в
эксперименте, Bmaxc и Bmaxe – плотность рецепто�
ров в контроле и эксперименте соответственно. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Связывание [3H]RX821002 α2�адренорецепто�
рами изолированных мембран коры головного
мозга крыс описывается стандартной кривой на�
сыщения (рис. 1, 1). Математический анализ экс�
периментальных данных показал, что наименьшие
стандартные ошибки средней в контроле получены
при их расчете по уравнению (1) и модели III связы�
вания – присоединение двух молекул лиганда к
рецептору и одного гомогенного по аффинности
пула рецепторов (таблица). Графический анализ
экспериментальных данных с помощью уравне�
ния (6) – линеаризированной формы уравнения
(1) – в координатах (b; b/An) также соответствует
существованию одного гомогенного пула α2�ад�
ренорецепторов при n = 2 (рис. 2, 1).

(b/An) = [(Bmax)/ ] – [b/ ]. (6)

Для демонстрации соответствия рассчитанных
параметров экспериментальным результатам в кон�
кретном опыте по уравнениям (1) и (6) построены
теоретические кривые, с которыми хорошо совпа�
дают экспериментальные точки (рис. 1, 1 и 2, 1). 

Kd
n

( ) Kd
n

( )

Ингибирование мускариновых холинорецеп�
торов атропином вызывает изменения связыва�
ния специфического антагониста [3H]RX821002.
Общий характер взаимодействия лиганда с α2�ад�
ренорецепторами не меняется, но при этом на
30% повышается чувствительность (снижается
Kd) и отмечается некоторое уменьшение плотно�
сти α2�адренорецепторов (Bmax). В результате эф�
фективность связывания (E) достоверно повыша�
ется на 60% (таблица). Количественные измене�
ния в связывании [3H]RX821002 представлены на
рис. 1, 2), на котором видно хорошее совпадение
экспериментальных точек и теоретических кри�
вых. На графике (рис. 2, 2), построенном по урав�
нению (6), экспериментальные точки расположе�
ны на одной прямой. Смещение точки пересечения
с осью ординат вверх указывает на повышение аф�
финности рецепторов, а сдвиг влево по оси абс�
цисс – уменьшение их плотности, что соответству�
ет математическим расчетам (таблица). 

Карбахол, агонист мускариновых холиноре�
цепторов, также не повлиял на общий характер
взаимодействия специфического антагониста
[3H]RX821002 с α2�адренорецепторами, но вы�
звал изменения в параметрах его связывания.
Чувствительность повысилась на 20%, количе�
ство мест связывания адренорецепторов увеличи�
лось на 24%. В результате в 2 раза возросла эф�
фективность связывания [3H]RX821002 α2�адре�
норецепторами (таблица, рис. 1, 3). На графике
приведены экспериментальные точки и теорети�
ческие кривые, построенные по уравнению (1) в
картезианских координатах. Видно увеличение
количества мест связывания [3H]RX821002 при всех
его концентрациях и совпадение эксперименталь�
ных точек с теоретическими кривыми. В координа�
тах b, b/A2 по уравнению (6) построены теоретиче�
ские кривые в контроле и при действии карбахола,
на которые нанесены экспериментальные точки
(рис. 2, 3). Под влиянием карбахола происходит не�
большое увеличение угла наклона прямой и ее сме�
щение по оси абсцисс, что соответствует изменени�
ям параметров связывания лиганда (таблица).

Аллостерическое влияние атропина и карбахола на связывание [3H]RX821002 α2�адренорецепторами мембран
коры головного мозга крыс

Параметр Контроль Атропин Карбахол

Kd, нМ 1.94 ± 0.08 1.36 ± 0.12* 1.56 ± 0.05*
Bmax, фмоль/мг 13.37 ± 1.75 10.18 ± 0.48 16.61 ± 0.29*
n 2 2 2
E, фмоль/мг/нМ 3.50 ± 0.40 5.60 ± 0.79* 6.86 ± 0.20*
AC50 (Kd), мкМ 33.45 51.05 
AC50 (Bmax), мкМ 41.26
IC50 (Bmax), мкМ 31.91
Примечание. Kd – константа диссоциации, Bmax – количество адренорецепторов, E – эффективность, n – коэффициент Хилла,
IC50 – количественная характеристика ингибирования связывания, AC50 – количественная характеристика активации связывания.
* p < 0.05. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Величина связывания лиганда зависит от его
концентрации и насыщаема, т.е. при определен�
ной, характерной для каждого типа рецепторов,
концентрации лиганда в инкубационной среде
достигается максимальное количество комплекса
лиганда с активными рецепторами. Эксперимен�
тальные результаты лучше описываются уравне�
нием (1) при величине n = 2, т.е. к рецептору при�
соединяются две молекулы лиганда, и α2�адрено�
рецепторы существуют в виде гомогенного пула
(таблица). На рис. 1 в картезианских координатах
представлена зависимость величины реакции от
концентрации лиганда. Величины основных па�
раметров Kd и Bmax характеризуют аффинность ре�
цепторов и их плотность в эффекторной системе.
Предполагается, что n (коэффициент Хилла) ха�
рактеризует кооперативность взаимодействия
лиганда с ферментом, показывает число молекул
лиганда, присоединяющихся к ферменту [11, 12].
Хилл рассчитал кинетику связывания кислорода
с гемоглобином в шести разных инкубационных
средах и показал, что количество молекул кисло�
рода, связывающихся с молекулой гемоглобина
(величина n), колеблется от 1.67 до 3.19 [13]. Для
диализированного гемоглобина n = 1. Молекула
гемоглобина состоит из четырех субъединиц [14],
что позволяет предположить возможность присо�
единения к ней четырех молекул кислорода. Спо�
собность семидоменных G�белок�связывающих
рецепторов образовывать гомо� и гетеродимеры
установлена экспериментально [15]. Рецептор�
ный гомодимер представляет собой макромолеку�
лярный комплекс, состоящий, как минимум, из
двух идентичных функциональных рецепторных
единиц. В рецепторном гетеродимере биохимиче�
ские свойства каждого из компонентов различают�
ся [2]. Установлена гомо� и гетеродимеризации
α2А� и α2С�адренорецепторов [16]. Гетеродимер α1В
и α1D образует один рецептор с активностью боль�
шей, чем у отдельных подтипов [17]. α2B�Адрено�
рецепторы могут образовывать гомодимеры и ге�
теродимеры с мутантным α2�адренорецептором
[18]. Полученная нами величина n = 2 (таблица) в
уравнении связывания лиганда с рецептором
формально указывает на присоединение двух мо�
лекул лиганда к одному рецептору или существо�
вание рецепторов в виде гомодимеров. На осно�
вании теоретических и экспериментальных дан�
ных можно предполагать, что величина n
показывает количество молекул лиганда, присо�
единяющихся к одному моно� или димерному ре�
цептору. Эта величина, наряду с Kd и Bmax, являет�
ся объективным количественным показателем
кинетики лиганд�рецепторного взаимодействия
и функциональной характеристики специфиче�
ских рецепторов. 

Математический анализ выявил изменения в
связывании [3H]RX821002 α2�адренорецепторами

мембран коры головного мозга крыс при активации
и ингибировании мускариновых холинорецепто�
ров. Величина n в этих условиях не изменилась. Эф�
фективность связывания лиганда возросла за счет
повышения чувствительности рецепторов. Для
количественной оценки действия атропина на
параметры связывания α2�адренорецепторов бы�
ли рассчитаны IC50 и AC50 по уравнениям (3) и (4)
(таблица). Атропин достоверно повышает аффин�
ность α2�адренорецепторов к [3H]RX821002, но
незначительно снижает их концентрацию. Для
количественной характеристики действия карба�
хола на параметры связывания α2�адренорецеп�
торов были рассчитаны AC50 по уравнениям (4),
(5) (таблица). Активирующий эффект карбахола
на связывание [3H]RX821002 обусловлен увеличе�
нием как аффинности (Kd), так и количества мест
связывания (Bmax). Под влиянием карбахола эф�
фективность связывания (E) лиганда повысилась
больше, чем при действии атропина, так как уве�
личились аффинность α2�адренорецепторов и ко�
личество мест связывания (таблица).

Рассмотрена система количественного анализа
лиганд�рецепторных взаимодействий. Определяе�
мые при этом основные параметры дают характери�
стику свойств исследуемой системы: количество пу�
лов рецепторов, их аффинность к лиганду (Kd),
плотность рецепторов (Bmax), количество молекул
лиганда, связывающихся с рецептором (n). Произ�
водный параметр – эффективность E = Bmax/2Kd, ко�
личественно характеризует общую активность эф�
фекторной системы. На фоне антагониста и агони�
ста мускариновых рецепторов атропина и карбахола
возрастает связывание α2�адренорецепторами спе�
цифического антагониста [3H]RX821002. При этом
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Рис. 2. Экспериментальные точки и теоретические
кривые специфического связывания [3H]RX821002
α2�адренорецепторами мембран коры головного мозга
крыс в контроле (1), при действии атропина (2) и карба�
хола (3). По оси абсцисс – количество мест, связанных
лигандом (b, фмоль/мг белка), по оси ординат – отно�
шение количества мест, связанных лигандом, к квадрату
его концентрации (b/A2, фмоль/мг/нМ2). 
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эффект карбохола в 3.4 раза выше, чем атропина
(таблица). Использованный метод анализа лиганд�
рецепторных взаимодействий применим для изуче�
ния биологических реакций, результаты которых
можно представить в количественном виде. 

Работа поддержана Российским фондом фунда�
ментальных исследований (грант № 09�04�00111а).
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Allosteric Effects of Atropine and Carbachol on the Activity
of α2�Adrenoceptors in Rat Brain Cortex Membranes

B. N. Manukhin, L. A. Nesterova
Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova, 26, Moscow, 119334 Russia; 

Fax: (095)8 499 135 80 12; e?mail: manukhinb@mail.ru

Activation and inhibition of the muscarinic cholinoceptors by atropine and carbachol are shown to exert allosteric
effects on the binding of specific nonselective α2�adrenoceptor antagonist [3H]RX821002 in rat cerebral cortex
membranes. The ligand�receptor interaction for α2�adrenoceptors corresponded to the model suggesting the pres�
ence of one homogenous pool of receptors with two specific binding sites. The parameters of the [3H]RX821002
binding were Kd = 1.94 ± 0.08 nM, Bmax = 13.4 ± 1.8 fmol/mg protein, n = 2. The inhibition of muscarinic choli�
noceptors by atropine induced a decrease of dissociation constant (Kd = 1.36 ± 0.12 nM), an increase of the affinity
and a decrease of the α2�adrenoceptor density (Bmax = 10.18 ± 0.48 fmol/mg protein). The muscarinic choli�
noceptors agonist carbachol induced an increase of the affinity (Kd = 1.56 ± 0.05 nM) and the quantity of receptors
(Bmax= 16.61 ± 0.29 fmol/mg protein). As the result, under the influence the atropine and carbachol, the binding
efficiency (E = Bmax/2Kd) increased from 3.50 ± 0.40 to 5.60 ± 0.79 and 6.86 ± 0.20 fmol/mg protein/nM, re�
spectively. The data suggest that α2�adrenoceptors exist as homodimers in rat cerebral cortex. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /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 /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /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 <>
    /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.)
    /DEU <>
  >>
  /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


