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Многочисленные клинические, ветеринарные
и экологические наблюдения свидетельствуют о
негативном влиянии инфекций и паразитарных
болезней на репродуктивные характеристики осо�
бей обоего пола (Benfield et al., 1992; Feore et al.,
1997; Deter, et al., 2007; Fichorova, 2009; Nour, 2010).
Это положение подкрепляют результаты экспери�
ментального заражения лабораторных животных,
согласно которым инфицирование приводит к
снижению внешней привлекательности потенци�
альных брачных партнеров (Kavaliers, Colwell,
1995; Willis, Poulin, 2000), подавляет гаметогенез и
половое поведение (Weiss et al., 2009; Arteaga�Silva
et al., 2009), а также повышает риск до и постим�
плантационной гибели эмбрионов (Fitzgerald,
Shellam, 1992; Moshkin et al., 2002).

Следовательно, увеличение паразитарного
пресса должно приводить к сокращению воспро�
изводства в популяциях хозяев. Вместе с тем,
тщательный анализ рождаемости в 150 этниче�
ских группах людей свидетельствует об обратном
(Guegan et al., 2001). Используя статистические

приемы, которые позволяют нивелировать влия�
ние факторов, связанных с образом жизни (ха�
рактер питания, религиозная принадлежность,
уровень образования и др.), авторы показывают,
что фактическая плодовитость женщин находит�
ся в прямой зависимости от видового разнообра�
зия возбудителей паразитарных и инфекционных
болезней на территории проживания исследуе�
мых групп. Более того, не только общее число де�
тей, но и масса новорожденных имеют нелиней�
ную зависимость от биоразнообразия паразитов
(Thomas et al., 2004). Самые крупные дети рожда�
ются в этнических группах, живущих в условиях
минимального паразитарного окружения, а са�
мые маленькие при близком к среднему видовому
разнообразию паразитов. Далее масса тела ново�
рожденных возрастает пропорционально росту
паразитарного обилия.

При обсуждении полученных результатов ав�
торы акцентируют внимание на возможности
адаптивной селекции, которая обеспечивает
устойчивое существование популяций в условиях
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Многообразие вирусов, бактерий, микроскопических грибов, эндо� и эктопаразитов являются не�
избежным фактором среды, чье влияние на воспроизводство хозяев определяется не только нега�
тивными эффектами инфекционных болезней, но и активацией защитных механизмов, обеспечи�
вающих противостояние прессу паразитов. В данной работе для изучения репродуктивных послед�
ствий антигенной стимуляции особей мужского пола, самцам аутбредной линии ICR вводили
гемоцианин. На начальном этапе антителообразования к контрольным и антигенстимулирован�
ным самцам подсаживали интактных самок. В течение 6�ти дней совместного содержания у самок,
подсаженных к самцам, которым вводили гемоцианин, было зарегистрировано достоверно большее
число овулировавших яйцеклеток и живых эмбрионов по сравнению с теоретически ожидаемым
для равного репродуктивного выхода. Самки, покрытые антигенстимулированными самцами, вы�
нашивали более крупных эмбрионов по сравнению с таковыми в контроле. Показатели плодовито�
сти самок зависели от преобладания у антигенстимулированных самцов клеточного (Th1) или гумо�
рального (Th2) иммунных ответов. Смещение Th1/Th2 баланса приводило к тому, что у самок, по�
крытых самцами с преобладанием клеточного иммунного ответа, были более высокие
доимплантационные эмбриональные потери, но они вынашивали более крупных эмбрионов. Та�
ким образом, установлено, что активация иммунной системы самцов сама по себе влияет на их ре�
продуктивные способности. Это позволяет, с одной стороны, объяснить вклад защитных реакций
организма в повышение фертильности млекопитающих, населяющих территории с высоким видо�
вым обилием паразитов, а, с другой, показывает новые пути управления размножением животных,
разводимых под контролем человека. 

Ключевые слова: гемоцианин, антигенная стимуляция самцов, беременность, эмбриональные поте�
ри, масса эмбрионов, иммунный ответ, Th1, Th2, IgG1, IgG2a.
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видового обилия паразитов и которая предпола�
гает генетически детерминированные межпопу�
ляционные различия по репродуктивным пара�
метрам (Guegan et al., 2001; Thomas et al., 2004).
Однако не исключено, что в формирование дан�
ного феномена вносят вклад не только микроэво�
люционные преобразования. Разнообразие пара�
зитических видов может положительно влиять на
плодовитость хозяев, как следствие иммунофи�
зиологического реагирования на интервенцию
паразитов, сформировавшихся в ходе паразит�хо�
зяинной коэволюции. Обилие паразитов в соче�
тании с разнообразной комменсальной микро�
флорой неизбежно активирует системы иммун�
ной защиты. При этом далеко не во всех случаях
интервенции вирусов, бактерий, экто� и эндопа�
разитов приводят к болезни. Иными словами,
оценивая репродуктивные последствия суще�
ствования в среде с большим разнообразием па�
разитов нужно четко разграничить собственные
эффекты инфекционных болезней, включая
гельминтозы, от эффектов мобилизации различ�
ных звеньев иммунной системы. 

Одним из подходов, который позволяет иссле�
довать вклад защитных процессов в репродук�
цию, заключается в использовании чужеродных
не реплицируемых антигенов. Их введение поз�
воляет оценить как, в зависимости от фазы им�
мунного ответа и преобладающего варианта им�
мунного реагирования, изменяются вторичные
половые признаки, определяющие привлекатель�
ность партнера, а также эффективность спарива�
ния, вынашивания и выкармливания потомков.
Первые результаты, указывающие на возмож�
ность позитивного влияния антигенной стимуля�
ции на процессы беременности, были получены
при изучении влияния иммуногенетических раз�
личий в системе мать�плод на жизнеспособность
эмбрионов (Billington, 1964; James, 1967). После�
дующие результаты оказались не столь оптими�
стичными, поскольку подтвердить данные
Джеймса (James, 1967) не удалось (Clarke, 1971;
Hetherington, Humber, 1975; Hetherrington 1978,
Ho et al., 1994). В этих работах, выполненных на
инбредных линиях мышей, самкам в разные сро�
ки после внутрилинейных скрещиваний вводили
либо клетки селезенки, либо эритроциты самцов
иной генетической принадлежности. Противоре�
чивость полученных результатов отчасти объяс�
няется тем, что разные авторы вводили чужерод�
ные антигены на постимплантационной стадии
беременности. В более поздних работах учет сро�
ков становления иммуногенетического диалога
матери и плода, который начинается с экспрес�
сии генов гистосовместимости уже на 2�х клеточ�
ной стадии развития (Goldbard et al., 1985; Warner,
Gollnick, 1993), позволил воспроизвести показан�
ные Джеймсом (1967) положительные эффекты
антигенной стимуляции. Так, в исследовании
Герлинской и соавт. (Gerlinskaya et al., 2000) было

установлено, что введение инбредным самкам ли�
нии BALB/c на 2�е сутки после внутрилинейного
скрещивания эритроцитов, взятых от самцов ли�
нии C57Bl, приводит к увеличению массы тела эм�
брионов и к снижению постнатальной гибели но�
ворожденных. Учитывая общность иммунных
процессов, развертывающихся в ответ на самые
разнообразные антигенные стимулы, можно пред�
положить, что и паразитарные антигены, с кото�
рыми сталкивается материнская иммунная систе�
ма, могут в зависимости от стадии беременности
оказать положительное влияние на вынашивание
и выкармливание потомков. Если при этом эф�
фективность иммунной защиты будет достаточной
для предотвращения инфекционной болезни.

Следует отметить, что риск столкновения с па�
разитами, как правило, выше у особей мужского
пола, чем женского (Zuk, McKean, 1996). Тем не
менее, исследования репродуктивных эффектов,
обусловленных стимуляцией защитных механиз�
мов самцов, ограничиваются, главным образом,
работами, посвященными сигнальной привлека�
тельности представителей мужского пола (Mosh�
kin et al., 2000, 2002; Faivre et al., 2003; Zala et al.,
2004; Garamszegi et al., 2004; Litvinova et al., 2005;
Arakawa et al., 2009, 2010). Лишь в единичных ис�
следованиях анализируется влияние антигенной
стимуляции самцов на вероятность фертильного
покрытия и последующее развитие потомков. В
частности, активация неспецифического имму�
нитета введением бактериального липополисаха�
рида (ЛПС) повышала общий репродуктивный
выход у самцов олуши, причем только у старых
особей (Velando et al., 2006). В опытах на мышах
аутбредной линии ICR было установлено, что
введение самцам ЛПС вызывает в первые часы
подавление половой активности, но к концу
5�х суток совместного содержания самца с самка�
ми общее число фертильных покрытий и число
живых эмбрионов не различается в контрольной
и экспериментальной группах (Мошкин и др.,
2009). При этом у интактных самок, покрытых
ЛПС стимулированными самцами, отмечено
снижение до� и постимплантационных эмбрио�
нальных потерь. Еще более выраженные репро�
дуктивные эффекты были получены при подсад�
ке интактных самок к самцам, чья иммунная си�
стема была активирована введением эритроцитов
барана (ЭБ). При практически одинаковом числе
фертильных покрытий спаривание с антигенсти�
мулированными самцами характеризовалось
большей потенциальной (число овулировавших
яйцеклеток) и фактической плодовитостью самок
(Мошкин и др., 2010). Причем основные репро�
дуктивные эффекты антигенной стимуляции
самцов приходились на 3–5�е сут после введения
ЭБ, т.е. на период, соответствующий началу спе�
цифического антителообразования. Сопоставляя
результаты экспериментов с введением ЛПС и
ЭБ, можно заключить, что репродуктивные эф�
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фекты, обусловленные активацией защитных ме�
ханизмов, зависят от характера иммунной реак�
ции. При активации неспецифического иммуни�
тета самцов (введение ЛПС) у покрытых ими
самок падают эмбриональные потери, а при раз�
витии специфического иммунного ответа (введе�
ние ЭБ) увеличивается потенциальная и факти�
ческая плодовитость. 

Не вызывает сомнения, что в реализации ре�
продуктивных эффектов при антигенной стимуля�
ции принимают участие цитокины, которые выра�
батываются активированными иммунокомпетент�
ными клетками и влияют на многие нейро�
эндокринные процессы, включая регуляцию гаме�
тогенеза и полового поведения (Larson, Dunn,
2001; Sarkar et al., 2011). Профиль секретируемых
цитокинов может существенно различаться в зави�
симости от преобладания клеточного (Th1) или гу�
морального (Th2) иммунных ответов (Fietta, Del�
sante, 2009). В этой связи возникает вопрос, с пре�
обладанием какого типа иммунного реагирования
коррелируют репродуктивные эффекты, обуслов�
ленные введением чужеродных антигенов. Одним
из интегральных критериев доминирования Th1
или Th2 вариантов иммунного ответа является
определение изотипов иммуноглобулинов (IgG).
Антителообразование при клеточном (Th1) им�
мунном ответе приводит к повышению титра
IgG2a, а при гуморальном (Th2) титра IgG1 (Gar�
raud et al., 2003). 

В данной работе, выполненной на мышах аут�
бредной линии ICR, мы вводили самцам гемоци�
анин и использовали коммерчески доступные ре�
активы для определения изотипов антител (IgG2a
и IgG1), специфических к данному антигену. Учи�
тывая то обстоятельство, что наиболее выражен�
ные позитивные изменения фертильности на�
блюдаются при спаривании, происходящим
вслед за началом антителообразования, интакт�
ных самок подсаживали к самцам через 3�е суток
после введения антигена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Исследование выполнено в марте–апреле
2010 г на лабораторных мышах аутбредной линии
ICR в возрасте 3�месяцев, полученных из вивария
ИЦиГ СО РАН. Самцов и самок содержали в изо�
лированных помещениях с раздельной вентиляци�
ей при температуре 21 ± 2°C и искусственном фо�
топериоде 14С:10Т (свет включался в 18 ч местного
времени). Сухие древесные опилки использовали
в качестве подстилочного материала. Стандарт�
ный брикетированный корм и воду животные по�
лучали ad libitum. За 2 недели до начала экспери�
мента самцы были рассажены по одному, а самки
по 5 особей в пластиковые клетки (25 × 35 × 8). Для
поддержания устойчивых эстральных циклов в
клетки самок ежедневно, перед выключением све�

та (в 17.30 ч местного времени) добавляли под�
стилку из клеток самцов.

Экспериментальные модели
Эксперимент 1. Изучение начальных стадий

специфического антителообразования при инъек?
ции гемоцианина. Исследование выполнено на
2�х группах самцов – экспериментальной и кон�
трольной. Самцам (11 особей) эксперименталь�
ной группы вводили внутрибрюшинно в дозе
50 мкг на мышь гемоцианин (KLH – Keyhole
Limpet Hemocyanin, Sigma). Контрольной
группе – 8 самцов вводили физиологический рас�
твор. На 3�и сут после инъекций гемоцианина и
физиологического раствора декапитировали
9 животных (4 контрольных и 5 эксперименталь�
ных), а на 6�е сут 10 животных – 4 и 6 соответ�
ственно. В момент декапитации собирали кровь,
которую для получения плазмы центрифугирова�
ли 15 мин при 3000 об/мин, плазму крови храни�
ли при –20°С до проведения анализов по опреде�
лению уровня изотипов антител – IgG1 и IgG2a.

Эксперимент 2. Исследование репродуктивной
эффективности самцов при антигенной стимуляции
гемоцианином. Из самцов приблизительно равного
веса было сформировано 2 группы (эксперимен�
тальная и контрольная) по 19 особей в каждой
группе. Самцам экспериментальной группы внут�
рибрюшинно вводили гемоцианин в дозе, описан�
ной выше, а контрольной группе в это же время
вводили физиологический раствор. Весь экспери�
мент выполняли в 4 этапа, каждый из которых на�
чинали с одновременного введения препаратов
одинаковому числу контрольных и эксперимен�
тальных животных. На 3�е сутки после инъекций
гемоцианина или физиологического раствора, к
каждому самцу из экспериментальной и контроль�
ной групп, сразу после отключения света, подса�
живали по 2 самки и далее, в течение 6�ти сут, со�
держали совместно. Ежедневно с 4�х по 9�е сут по�
сле введения гемоцианина самок осматривали на
наличие вагинальной пробки и при обнаружении
таковой отсаживали в отдельные клетки. День от�
садки считали первым днем беременности.
Осмотр проводили по окончании каждой ночи.
Для исключения возможных ошибок в определе�
нии покрытия всех самок, оставшихся непокры�
тыми, помещали в индивидуальные клетки.

На 9�е сут после инъекции гемоцианина или
физиологического раствора у самцов брали при
декапитации образцы плазмы крови для опреде�
ления специфических антител IgG. 

Определение уровня специфических к гемоцианину 
изотипов IgG1 и IgG2a

Уровень специфических антител анти�KLH
IgG1 и анти�KLH IgG2a определяли методом
твердофазного иммуноферментного анализа
(ELISA). В качестве негативного контроля ис�
пользовали плазму крови контрольных самцов. В
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лунки иммунологических планшет вносили по
50 мкл гемоцианина (KLH, Sigma) в концентра�
ции 10 мг/мл фосфатного буфера, инкубировали
24 часа при +4°С и промывали фосфатным буфе�
ром с Твином�20 (0.01%). В каждую лунку план�
шета вносили по 100 мкл 1% блокирующего рас�
твора бычьего сывороточного альбумина (БСА) в
фосфатном буфере, инкубировали 2 часа при
комнатной температуре и промывали фосфатным
буфером с Твином�20 (0.01%).

Уровень IgG1 и IgG2a определяли в образцах
плазмы иммунизированных животных после
предварительного титрования. Для титрования
использовали образец пулированный от 10 им�
мунизированных самцов. По результатам титро�
вания было определено оптимальное разведение
1 : 3200, которое было использовано в дальней�
шем при определении уровня IgG1 и IgG2a. Каж�
дый образец плазмы вносили в дублях по 100 мкл
для определения IgG1 и также в дублях для опре�
деления IgG2a в лунки планшета, покрытые ге�
моцианином. Планшеты с образцами плазмы
инкубировали 3 ч при +37°С и после инкубации
промывали фосфатным буфером с Твином�20. 

Вторичные биотинилированные антитела (BD
Biosciences) IgG1 и IgG2a (разведение 1/26000,
1/7000 соответственно) вносили по 100 мкл и ин�
кубировали 1 ч при +37°С. После инкубации
планшеты были вновь промыты и в каждую лунку
внесено по 50 мкл коньюгата (стрептавидин�пе�
роксидаза 1 : 15000). После инкубации в течение
1 час при +37°С и последующей промывки в каж�
дую лунку вносили по 100 мкл субстрата (тетраме�
тилбензидин – Sigma), инкубировали в темноте
при комнатной температуре 30 мин. Фермента�
тивную реакцию останавливали 100 мкл стоп реа�
гента. Оптическую плотность раствора в лунках
измеряли на планшетном фотометре вертикаль�
ного сканирования при длине волны 450 нм. Оп�
тическая плотность образцов варьировала от
0.025 до 2.700. Условные единицы (у.е.), которым
соответствовали значения оптической плотно�
сти, а также их отношение для IgG2a и IgG1, были
использованы при статистической обработке.

Беременность и развитие зародышей

На 16�е сут беременности самок декапитиро�
вали и определяли число желтых тел и общее чис�
ло эмбрионов с учетом резорбировавших и живых
зародышей. На основе разницы между числом
овулировавших клеток и общим числом эмбрио�
нов вычисляли процент доимплантационных по�
терь, а разницу общего числа зародышей и живых
эмбрионов использовали для расчета постим�
плантационных потерь. Соответственно, общие
потери вычисляли на основе разницы числа яй�
цеклеток и числа живых зародышей. Эмбрионов
без видимых признаков нарушения развития из�
влекали, отделяли от плацент и взвешивали. Кри�

терием фертильного покрытия считали наличие
желтых тел в яичниках вскрытых самок. 

Статистические методы анализа данных 
Для нормально распределенных признаков

влияние контролируемых факторов на изучаемые
показатели оценивали с помощью двухфакторно�
го дисперсионного анализа и ковариационного
анализа. Множественное сравнение средних зна�
чений признаков проводили на основе критерия
наименьшей статистической разницы (least signif�
icant difference – LSD тест). Два средних значения
нормально распределенных признаков сравнива�
ли по t�критерию Стьюдента. Для ненормально
распределенных признаков использовали крите�
рий Краскала�Уоллиса. Сравнение частот прово�
дили с помощью критерия χ2.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Динамика иммунного ответа на введение 
гемоцианина (KLH)

Специфические анти�KLH IgG2a и анти�KLH
IgG1 детектировались в плазме крови самцов уже
на 3�и сутки после введения гемоцианина (табл. 1).
Содержание IgG1 достигало максимальных зна�
чений на 6�е сутки и далее практически не изме�
нялось. Уровень IgG2a также имел тенденцию к
увеличению на 6�е сутки, но далее снижался к
9�м суткам после введения препарата. На ранней
стадии иммунного ответа (3�и сутки), судя по от�
ношению IgG2a/IgG1, преобладали антитела, вы�
рабатываемые при клеточном (Th1) иммунном
ответе, а в более поздние сроки (6 и 9 сутки) воз�
растал вклад антител, продуцируемых при гумо�
ральном (Th2) ответе.

Репродуктивная эффективность самцов 
Как следует из кумулятивных кривых, отража�

ющих долю фертильных спариваний от макси�
мально возможного значения (рис. 1А), к концу
совместного содержания антигенстимулирован�
ные самцы покрыли в 1.8 раза больше самок, чем
контрольные. Эти различия были близки к стати�
стически значимым – χ2 = 3.61, p = 0.057. 

Накопление числа овулировавших яйцеклеток
и числа живых эмбрионов, зарегистрированных у
самок в ходе совместного содержания, показало,
что в первые 2�е суток контрольные самцы пре�
восходили антигенстимулированных по репро�
дуктивной эффективности (рис. 1Б, В). Однако
затем показатели репродуктивного выхода воз�
растали быстрее у самок, подсаженных к антиген�
стимулированным самцам (рис. 1Б, В). Поэтому к
концу эксперимента суммарное число овулиро�
вавших яйцеклеток, общее число зародышей,
включая резорбировавших, и число живых эм�
брионов были существенно выше у самок, содер�
жавшихся с антигенстимулированными самцами
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по сравнению с таковыми в группе самок, содер�
жавшихся с контрольными самцами (рис. 1Б, В и
табл. 2). Вместе с тем, у самок, покрытых антиген�
стимулированными самцами, был отмечен рост
эмбриональных потерь, главным образом на до�
имплантационной стадии развития (табл. 2).

Межгрупповые различия по общему репро�
дуктивному выходу были обусловлены, главным
образом, большим, чем в контрольной группе,
числом фертильных покрытий при подсадке са�
мок к антигенстимулированными самцам. В свою
очередь показатели плодовитости, рассчитанные
на одну самку, были практически одинаковыми
при покрытиях контрольными (n = 10) и антиген�
стимулированными (n = 18) самцами. Число ову�
лировавших яйцеклеток составило 9.7 ± 0.65 в
контрольной группе самок и 9.8 ± 0.86 (t = 0.11,
p = 0.92) в группе самок, покрытых антигенсти�
мулированными самцами, и соответственно об�
щее число зародышей – 7.6 ± 1.68 и 6.7 ± 1.08 (t =
= 0.49, p = 0.62) и число живых эмбрионов – 7.4 ±
± 1.65 и 6.2 ± 1.02 (t = 0.64, p = 0.53). 

Масса эмбрионов 

Масса живых эмбрионов, вынашиваемых сам�
ками, покрытыми контрольными и антигенсти�
мулированными самцами, варьировала от 429 до
763 мг. Масса потомков контрольных самцов су�
щественно не изменялась в зависимости от вре�
мени покрытия (рис. 2). А масса эмбрионов, вы�
нашиваемых самками, покрытыми антигенсти�
мулированными самцами, была минимальной
при спаривании в 1�е и 2�е сутки после подсадки
и возрастала при более поздних сроках покрытия.
Учитывая влияние фактора времени, сравнение
массы тела потомков контрольных и антигенсти�
мулированных самцов было выполнено с кова�
риатой по срокам покрытия, которые суще�
ственно влияли на массу эмбрионов (F1,152 =
= 13.72, p < 0.001). Антигенная стимуляция так�
же вносила статистически значимый вклад в из�
менчивость массы потомков (F1,152 = 4.97, p =
= 0.027). При этом массы эмбрионов были выше
у самок, покрытых антигенстимулированными

Таблица 1. Содержание в плазме крови анти�KLH IgG1 и анти�KLH IgG2a, а также их соотношение в разные
сроки после введения самцам мышей гемоцианина

Показатели
Время после введения KLH, сутки

3 (n = 5) 6 (n = 6) 9 (n = 19) Достоверность различий*

IgG1, у.е. 0.14 ± 0.03 0.93 ± 0.31 0.87 ± 0.18 H = 6.12; p = 0.047
IgG2a, у.е. 0.26 ± 0.05 0.80 ± 0.27 0.41 ± 0.13 H = 5.01; p = 0.082
IgG2a/IgG1 2.06 ± 0.38 0.96 ± 0.12 0.59 ± 0.12 H = 13.46; p = 0.001

* – критерий Краскела�Валлиса.
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Рис. 1. Кумулятивные кривые доли покрытых самок (А) от максимально возможного (n = 38 в каждой группе), числа
овулировавших яйцеклеток (Б) и числа живых эмбрионов (В), зарегистрированных в течение 6 суток совместного со�
держания интактных самок с контрольными и антигенстимулированными (гемоцианин) самцами.
Оценка статистической значимости для:
– доли покрытий (А) – # – χ2 = 3.61, p = 0.057;
– отличие числа овулировавших яйцеклеток от теоретически ожидаемого равного количества у самок, содержав�
шихся с контрольными и антигенстимулированными самцами (Б) – * – χ2 = 4.24, p = 0.039, ** – χ2 = 6.74, p = 0.009,
*** – χ2 = 11.93, p < 0.001;
– отличие числа живых эмбрионов от теоретически ожидаемого равного количества у самок, содержавшихся с кон�
трольными и антигенстимулированными самцами (В) – * – χ2 = 3.92, p = 0.047, ** – χ2 = 8.18, p = 0.004.
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самцами, по сравнению с контролем (583.0 ±
± 7.4 мг и 620.3 ± 6.2 мг, t = 3.81, p < 0.001).

Репродукция антигенстимулированных самцов
в зависимости от преобладания Th1 или Th2 

иммунных ответов

У самцов, участвовавших в размножении, бы�
ло отмечено бимодальное распределение лога�
рифмированных значений IgG2a/IgG1 (рис. 3).
Это послужило основанием для выделения
2�х групп, которых можно условно отнести к осо�
бям с преобладанием Th1 иммунного ответа – Log
IgG2a/IgG1 > –0.4 – и особям с преобладанием
Th2 иммунного ответа – Log IgG2a/IgG1 < –0.4.
Общее число овулировавших яйцеклеток и жи�
вых эмбрионов, полученных от самцов с Th1 и
Th2 типами иммунного реагирования, достовер�
но не отличалось от теоретически ожидаемого,
рассчитанного с учетом разного числа животных
в группах – χ2 = 0.01, p = 0.91 и χ2 = 1.79, p = 1.18,
соответственно. При одинаковом репродуктив�
ном выходе у самок, покрытых самцами с доми�
нированием Th1 иммунного ответа, имели место
большие доимплантационные и общие эмбрио�
нальные потери по сравнению с таковыми у са�

мок, чьими партнерами были особи, характеризу�
ющиеся преобладанием Th2 ответа (табл. 3).

Масса эмбрионов при покрытии самцами с
преобладанием клеточного (Th1) ответа (641.5 ±
± 9.4 мг) была достоверно выше, чем при покры�
тии самцами с преобладанием гуморального
(Th2) иммунного ответа (607.2 ± 8.3 мг, t = 2.66,
p = 0.009). Отчасти эти эффекты были обусловле�
ны сроками покрытия, которые значимо влияли
на темпы роста зародышей (рис. 2). При анализе
влияния типа иммунного ответа на массу эмбри�
онов с ковариатой по времени покрытия было
установлено статистически значимое влияние
срока, в который произошло спаривание (F1,89 =
= 5.32, p = 0.023), и лишь тенденция к различию
между потомками самцов, характеризующихся
преобладанием Th1 или Th2 ответов (F1,89 = 3.07,
p = 0.083).

ОБСУЖДЕНИЕ

Итак, активация специфического иммунитета,
которая требует существенного энергетического
и субстратного обеспечения, в частности, для об�
разования специфических антител (Руднев, Ро�
манюха, 2008), не только не подавляет репродук�
тивную эффективность самцов мышей, а скорее

Таблица 2. Суммарные показатели плодовитости и эмбриональные потери у самок, подсаженных на 6 суток к
контрольным и антигенстимулированным самцам

Группа самцов Плодовитость*
Эмбриональные потери

Доимплантационные Постимплантационные Общие

Контроль 97/83/74 14.4 ± 3.6 10.8 ± 3.4 23.7 ± 4.3

Введение гемоцианина 177/128/112 27.7 ± 3.4 
χ

2 = 6.21; p = 0.013
10.9 ± 2.8 

χ
2 = 0.13; p = 0.72

36.7 ± 3.6 
χ

2 = 4.87; p = 0.027
Примечание: здесь и в таблице 3 показаны – число овулировавших яйцеклеток/общее число эмбрионов/число живых эмбри�
онов.
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Рис. 2. Масса эмбрионов у самок, покрытых контрольными и антигенстимулированными (KLH) самцами, в разные
сроки совместного содержания. 
Статистическая значимость различий оценена по критерию LSD.
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наоборот, усиливает ее. Интактные самки, подса�
женные к антигенстимулированным самцам в
интервале от начала антителогенеза до достиже�
ния максимальных титров антител, производят
больше жизнеспособных эмбрионов по сравне�
нию с самками, подсаженными на такой же срок
к контрольным самцам. В целом эти данные вос�
производят результаты, полученные при исполь�
зовании в качестве антигенного стимула ЭБ
(Мошкин и др., 2010). Отличие между двумя экс�
периментами заключается в путях повышения ре�
продуктивного выхода. При введении самцам ЭБ
было отмечено статистически значимое увеличе�
ние среднего (для самок) числа овулировавших
яйцеклеток, а при введении гемоцианина увели�
чение числа фертильных покрытий. Кроме того,
самки, покрытые самцами, которым вводили ге�
моцианин, вынашивали более крупных потомков
по сравнению с контролем. В случае с введением
ЭБ не было отмечено статистически значимого
увеличения массы потомков антигенстимулиро�
ванных самцов. Но масса эмбрионов достоверно
коррелировала с силой гуморального иммунного
ответа на ЭБ, оцененной по числу антителообра�
зующих клеток (АОК).

Определение АОК дает лишь общую оценку
гуморального иммунного ответа, который имеет
альтернативные пути развития (Cunningham,
Toellner, 2003). Наблюдаемое нами бимодальное
распределение логарифмированных значений
IgG2a/IgG1 у самцов, исследованных на 9�е сутки
после введения гемоцианина, хорошо согласует�
ся с этими представлениями. Как известно преоб�
ладание клеточного (Th1) или гуморального (Th2)
ответов формируется благодаря взаимному по�
давлению пролиферации лимфоцитов, относя�
щихся к Т�хелперам одного типа, цитокинами,
секретируемыми Т�хелперами альтернативного
типа (Roberts et al., 2003). Наши данные показы�
вают, что основное позитивное влияние на темпы
роста потомков антигенстимулированных самцов
оказывало превалирование Th1 иммуного ответа.

Оба эксперимента, в которых для активации
иммунной защиты использовали ЭБ (Мошкин и
др., 2010) или гемоцианин, свидетельствуют о
том, что повышение репродуктивного выхода при
спаривании на фоне специфического иммунного
ответа у особей мужского пола сочетается с увели�
чением доимплантационных и общих эмбрио�
нальных потерь. Судя по представленным здесь
результатам, ключевую роль в доимплантацион�
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Рис. 3. Распределение логарифмированных значений IgG2/IgG1 у антигенстимулированных самцов, исследованных
на 9�е сутки после введения гемоцианина.

 
Таблица 3. Суммарные показатели плодовитости и эмбриональные потери у самок, покрытых самцами с преоб�
ладанием Th1 или Th2 иммунных ответов

Группа самцов Плодовитость
Эмбриональные потери

Доимплантационные Постимплантационные Общие

Преобладание Th1 (n = 11) 103/59/55 42.7 ± 4.9 6.8 ± 3.3 46.6 ± 6.5
Преобладание Th2 (n = 8) 74/61/57 17.6 ± 4.4 

χ
2 = 12.48; p = 0.004

6.6 ± 3.2 
χ

2 = 0.00; p = 0.96
23.0 ± 4.9

χ
2 = 10.35; p = 0.009
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ной гибели играют иммунофизиологические про�
цессы, характерные для доминирования Th1 им�
мунного ответа. Этот эффект может определяться
складывающимся при Th1 ответе балансом про� и
противовоспалительных цитокинов в семенной
жидкости, которые влияют на успешное прохож�
дение зародышами этапов развития, предшеству�
ющих имплантации (Johansson et al., 2004). Сле�
дует подчеркнуть, что, несмотря на более высо�
кие эмбриональные потери, фактическая пло�
довитость самок, содержавшихся с антигенсти�
мулированными самцами, существенно превос�
ходит таковую в контроле, благодаря значительно
большему числу овулировавших яйцеклеток.

Как следует из результатов, представленной
работы, а также из полученных ранее данных
(Gerlinskaya et al., 2000; Мошкин и др., 2009,
2010), общий эффект активации иммунной систе�
мы у одного из брачных партнеров направлен на
увеличение фертильности. Однако конкретные
пути достижения этого результата зависят от им�
муногенного фактора и фазы иммунного ответа, во
время которой происходит покрытие, а в случае с
самками и от стадии беременности. Поскольку, ак�
тивация иммунной системы может вносить вклад в
повышение репродукции, то совпадение во време�
ни репродуктивно значимых событий с благопри�
ятным для воспроизводства иммунофизиологиче�
ским состоянием брачных партнеров существенно
возрастает в среде с выраженным разнообразием
паразитических видов, стимулирующих различ�
ные звенья иммунной системы. 

Таким образом, экспериментально обоснован�
ная возможность увеличения воспроизводства
при активации иммунной системы позволяет, с
одной стороны, объяснить вклад защитных реак�
ций организма в повышение фертильности мле�
копитающих, населяющих территории с высоким
видовым обилием паразитов, а, с другой, показы�
вает новые пути управления размножением жи�
вотных, разводимых под контролем человека. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(№10�04�01066) и Программы междисциплинар�
ных исследований СО РАН (№ 94).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Литвинова Е.А., Гармс А.И., Зайдман А.М. и др. Пере�

распределение иммунной защиты у самцов мышей
при экспозиции запахом самок // ЖОБ. 2009. № 1.
С. 46–55.

Мошкин М.П., Кондратюк Е.Ю., Литвинова Е.А. и др.
Активация специфического иммунитета самцов
как стимулятор фертильности самок. “Феномен
дочерей Лота” // ЖОБ. 2010. № 5. С. 425–435.

Руднев С.Г., Романюха А.А. О принципах адаптации им�
мунной системы // Успехи современной биологии.
2008. 128. 3. 260–270.

Arakawa H., Arakawa K., Deak T. Acute illness induces the
release of aversive odor cues from adult, but not prepu�
bertal, male rats and suppresses social investigation by
conspecifics // Acute illness induces the release of aver�

sive odor cues from adult, but not prepubertal, male rats
and suppresses social investigation by conspecifics. Be�
hav Neurosci. 2009. V. 123 (5). P. 964–78.

Arakawa H., Arakawa K., Deak T. Sickness�related odor
communication signals as determinants of social be�
havior in rat: a role for inflammatory processes //
Horm. Behav. 2010. V. 57 (3). P. 330–341.

Arteaga)Silva M., Vargas)Villavicencio J.A., Vigueras)Vil)
laseñor R.M. et al. Taenia crassiceps infection disrupts
estrous cycle and reproductive behavior in BALB/c fe�
male mice // Acta Trop. 2009. V. 109 (2). P. 141–145.

Benfield D.A., Nelson E., Collins J.E. et al. Characterization
of swine infertility and respiratory syndrome (SIRS) vi�
rus (isolate ATCC VR�2332) // J. Vet. Diagn. Invest.
1992. V. 4 (2). P. 127–133.

Billington W.D. Influence of immunological dissimilarity of
mother and foetus on size of placenta in mice // Na�
ture. 1964. V. 202. P. 317–318.

Clarke A.G. The effects of maternal pre�immunization on
pregnancy in the mouse // J. Reprod. Fertil. 1971.
V. 24 (3). P. 369–375.

Cunningham A.F., Toellner K.M. Rapid development of Th2
activity during T cell priming // Clin. Dev. Immunol.
2003. V. 10 (1). P. 1–6.

Deter J., Chaval Y., Galan M., Berthier K., Salvador A.R.,
Casanova Garcia J.C., Morand S., Cosson J.F., Char)
bonnel N. Linking demography and host dispersal to
Trichuris arvicolae distribution in a cyclic vole
species // Int. J. Parasitol. 2007. V. 37 (7). P. 813–824. 

Faivre B., Gregoire A., Preault M. et al. Immune activation
rapidly mirrored in a secondary sexual trait // Science.
2003. V. 300. P. 103.

Feore S.M., Bennett M., Chantrey J. et al. The effect of cow�
pox virus infection on fecundity in bank voles and
wood mice // Proc. Biol. Sci. 1997. V. 22 (264).
P. 1457–1461.

Fichorova R.N. Impact of T. vaginalis infection on innate
immune responses and reproductive outcome // J. Re�
prod. Immunol. 2009. V. 83 (1–2). P. 185–9.

Fietta P., Delsante G. Focus on human natural killer cells //
Riv. Biol. 2009. V. 102 (2). P. 219–235.

Fitzgerald N.A., Shellam G.R. Host genetic influences on fe�
tal susceptibility to murine cytomegalovirus after ma�
ternal or fetal infection // J. Infect. Dis. 1991. V. 163
(2). P. 276–281.

Garamszegi L.Z., Török J., Michl G. et al. Female survival,
lifetime reproductive success and mating status in a pas�
serine bird // Oecologia. 2004. V. 138. № 1. P. 48–56.

Garraud O., Perraut R., Riveau G., Nutman T.B. Class and
subclass selection in parasite�specific antibody respon�
ses // Trends. Parasitol. 2003. V. 19 (7). P. 300–304.

Gerlinskaya L.A., Moshkin M.P., Evsikov V.I. Allogenic
stimulation in early pregnancy improves pre� and post�
natal ontogenesis in BALB.cLac mice // J. Reprod. and
Develop. 2000. V. 46 (6) P. 387–396.

Goldbard S.B., Verbanac K.M., Warner C.M. Role of the
H�2 complex in preimplantation mouse embryo devel�
opment // Biol. Reprod. 1982. V. 26. №. 4. P. 591–596.

Guégan J.F., Thomas F., Hochberg M.E. et al. Disease diver�
sity and human fertility // Evolution. 2001. V. 55 (7).
P. 1308–1314.

Hetherington C.M., Humber D.P. The effects of active im�
munization of the decidual cell reaction and ectopic
blastocyst development in mice // J. Reprod. Fertil.
1975. V. 43 (2). P. 333–336.



ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 5  2012

РЕПРОДУКТИВНЫЙ УСПЕХ САМЦОВ АУТБРЕДНОЙ ЛИНИИ ICR 365

Hetherington C.M. Absence of effect of maternal immuniza�
tion to paternal antigens on placental weight, fetal
weight and litter size in the mouse // J. Reprod. Fertil.
1978. V. 53 (1). P. 81–84.

Ho H.N., Yang Y.S., Hsieh R.P., Lin H.R., Chen S.U.,
Chen H.F., Huang S.C., Lee T.Y., Gill T.J. Sharing of
human leukocyte antigens in couples with unexplained
infertility affects the success of in vitro fertilization and
tubal embryo transfer // Am. J. Obstet. Gynecol. 1994.
V. 170. P. 63–71.

James D.A. Effects of antigenic dissimilarity between moth�
er and foetus on placental size in mice // Nature. 1965.
V. 202. P. 613–614.

Johansson M., Bromfield J.J., Jasper M.J., Robertson S.A.
Semen activates the female immune response during
early pregnancy in mice // Immunology. 2004. V. 112.
(2). P. 290–300.

Kavaliers M., Colwell D.D. Discrimination by female mice
between the odours of parasitized and non�parasitized
males // Proc. Biol. Sci. 1995. V. 22 (261). P. 31–35.

Larson S.J., Dunn A.J. Behavioral effects of cytokines //
Brain. Behav. Immun. 2001. V. 15. (4). P. 371–387.

Litvinova E.A., Kudaeva O.T., Mershieva L.V. et al. High
level of circulating testosterone abolishes decline of
scent attractiveness in antigen�treated male mice //
Anim. Behav. 2005. V. 69. № 3. P. 511–517.

Moshkin M., Gerlinskaya L., Morozova O. et al. Behavior,
chemosignals and endocrine functions in male mice in�
fected with tick�borne encephalitis virus // Psycho�
neuroendocrinology. 2002. V. 27. P. 603–608.

Moshkin M.P., Gerlinskaya L.A., Evsikov V.I. The role of
the immune system in behavioral strategies of repro�
duction // J. Reprod. and Develop. 2000. V. 46 (6).
P. 341–365.

Nour N.M. Schistosomiasis: health effects on women //
Rev. Obstet. Gynecol. 2010. V. 3 (1). P. 28–32.

Roberts A.I., Devadas S., Zhang X. et al. The role of activa�
tion�induced cell death in the differentiation of T�help�
er�cell subsets // Immunol. Res. 2003. V. 28 (3).
P. 285–293.

Sarkar C., Basu B., Chakroborty D., Dasgupta P.S., Basu S.
The immunoregulatory role of dopamine: an update //
Brain. Behav. Immun. 2010. V. 24(4). P. 525–528.
Epub. 2009. Nov. 5.

Thomas F., Teriokhin A.T., Budilova E.V. et al. Human
birthweight evolution across contrasting environ�
ments // J. Evol. Biol. 2004. V. 17 (3). P. 542–53. 

Velando A., Drummond H., Torres R. Senescent birds redou�
ble reproductive effort when ill: confirmation of the ter�
minal investment hypothesis // Proc. Biol. Sci. 2006.
V. 273. P. 1443–1448.

Warner C.M., Gollnick S.O. Expression of H�2K major his�
tocompatibility antigens on preimplantation mouse
embryos // Biol. Reprod. 1993. V. 48 (5). P. 1082–1087.

Weiss G., Goldsmith L.T., Taylor R.N. et al. Inflammation in
reproductive disorders // Reprod. Sci. 2009. V. 16 (2).
P. 216–229.

Willis C., Poulin R. Preference of female rats for the odours
of non�parasitised males: the smell of good genes // Fo�
lia Parasitologia. 2000. V. 47. P. 6–10.

Zala S.M., Potts W.K., Penn D.J. Scent�marking displays
provide honest signals of health and infection // Be�
havioral Ecology. 2004. V. 15. №. 2. P. 338–344.

Zuk M., McKean K.A. Sex differences in parasite infections:
Patterns and processes // Int. J. Parasitology. 1996.
V. 26 (10). P. 1009–1023.

Reproductive Success of Males of the ICR Outbred Line during Propagation against 
the Background of Antigenic Stimulation
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Abstract—Diversity of viruses, bacteria, microscopic fungi, and endo� and ectoparasites is an inevitable en�
vironmental factor that influences the host reproduction and that is determined not only by negative effects
of infectious diseases but also by activation of protective mechanisms, which provide a confrontation to the
pressure of parasites. In the present work, hemocyanin was injected into males of the ICR outbred line in or�
der to study reproductive consequences of antigenic stimulation of males. Intact females were added to con�
trol and antigen�stimulated males at the initial stage of antibody formation. During 6 days of combined keep�
ing, a significantly greater amount of ovulated egg cells and living embryos were registered in the females add�
ed to males that were injected with hemocyanin compared with that theoretically expected for equal
reproductive yield. Females covered by antigen�stimulated males bred larger embryos compared with those
in the control. Indices of female fertility depended on prevalence of cellular (Th1) or humoral (Th2) immune
responses in antigen�stimulated males. Shift of Th1/Th2 balance resulted in higher preimplantation embry�
onic losses in females covered by males with a prevalence of cellular immune response; however, they bred
larger embryos. Thus, it was established that activation of the immune system in males does not influence
their reproductive abilities. This allows us, on the one hand, to explain the contribution of protective reac�
tions of the organism in the increase in fertility of the mammals that inhabit territories with high specific
abundance of parasites; on the other hand, it demonstrates new ways of the management of the reproduction
of animals bred under human control.

Keywords: hemocyanin, male antigenic stimulation, pregnancy, embryonic losses, weight of embryos, im�
mune response, Th1, Th2, IgG1, IgG2a



<<
  /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


