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ВВЕДЕНИЕ

Стрекающие (Cnidaria) рассматриваются как
двухслойные, радиально симметричные живот�
ные, занимающие в соответствии со своим базо�
вым планом строения положение, близкое к
предковым формам многоклеточных животных
(Догель, 1981; Brusca et al., 2003). Данные молеку�
лярно�филогенетических исследований подтвер�
ждают эту точку зрения, подчеркивая, что стрека�
ющие представляют собой сестринскую группу
по отношению к билатерально�симметричным
животным внутри всех многоклеточных (Medina
et al., 2001). Следовательно, понимание эволю�
ции развития внутри стрекающих представляет
собой огромный интерес для установления анце�
стрального варианта развития, послужившего ос�
новой для эволюции разнообразных типов разви�
тия билатеральных животных.

Благодаря такому интересу, в последние деся�
тилетия были отработаны новые модельные си�
стемы, включающие одиночных и колониальных
гидроидных (напр., Hydra (Bosch, 2003), Hydrac

tinia echinata (Frank et al., 2001), Podocoryne carnea
(Gröger and Schmid, 2001; Seipel and Schmid,
2005), Clytia (Carre et al., 2000) и др.), кубомедузу
Tripedalia cystophora (Kozmik et al., 2008), актинию
Nematostella vectensis (Fritzenwanker et al., 2002; Bur�
ton et al., 2004), кораллового полипа Acropora mille

pora (Miller et al., 1995; Miller and Ball, 2000a). Ос�
новное внимание при изучении раннего развития
стрекающих направлено на выяснение механиз�

мов генетической регуляции установления по�
лярности и первичной оси у многоклеточных.
Однако, из�за большого разнообразия экспрес�
сии гомологичных генов (Hobmayer et al., 2000;
Miller et al., 2000b; Ball et al., 2004; Hayward et al.,
2004; Chourrout et al., 2006), предковое состояние
механизма установления первичной оси для всех
стрекающих и билатерий до сих пор остается
спорным. Следовательно, необходимы дополни�
тельные молекулярно�филогенетические и срав�
нительно�анатомические данные по отдельным
группам стрекающих, которые позволили бы уве�
личить информативность имеющихся филогене�
тических построений.

На данный момент к таким мало охваченным
филогенетическими и сравнительно�анатомиче�
скими исследованиями группам стрекающих от�
носятся сцифоидные (Scyphozoa). Даже для Aure

lia aurita, одного из самых распространенных и
хорошо известных представителей сцифоидных,
раннее эмбриональное развитие и метаморфоз
изучены достаточно поверхностно. Имеются
лишь общие сведения о раннем эмбриональном
развитии. Известно, что зародыши претерпевают
полное равномерное дробление, в результате ко�
торого формируется целобластула. Стенки бла�
стулы представлены высокими узкими клетками,
бластоцель небольшого объема (Yuan et al., 2008).
Гаструляция осуществляется разнообразными
способами: мультиполярной иммиграцией, инва�
гинацией или обоими способами одновременно
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(Lesh�Laurie and Suchy, 1991). Лишь недавно на
основе иммуно�цитохимических методов были
частично описаны апикальный орган и нервная
система при развитии и метаморфозе планулы
A. aurita (Nakanishi et al., 2008).

В недавней работе (Yuan et al., 2008), использо�
вание конфокальной лазерной и электронной
микроскопии позволило авторам обнаружить ин�
тересное явление: в процессе метаморфоза пла�
нулы в первичный полип ее эндодерма (“первич�
ная” по терминологии авторов) замещается на
“вторичную”, происходящую из эктодермально�
го пласта. При этом “первичная” эндодерма под�
вергается дегенерации и апоптозу (рис. 1).

Наряду с изучением морфологических процес�
сов, происходящих в раннем онтогенезе стрекаю�
щих, необходимо понимание регуляции этих
процессов, в первую очередь, процессов мета�
морфоза. Предположительно, регуляторную
функцию при метаморфозе выполняют различ�
ные нейроактивные вещества, секретируемые
нервной системой. Эти вещества также могут

принимать участие в регуляции онтогенеза на до�
нервных стадиях развития (Bosch and Fujisawa,
2001; Buznikov et al., 2003; Katsukura et al., 2004).
Каждая стадия развития характеризуется своим
специфическим пространственным паттерном
клеток с нейроактивными веществами. При пере�
ходе к последующей стадии нервная система
предыдущей стадии часто полностью или частич�
но утрачивается (Martin, 2000; Nakanishi et al.,
2008; Seipp et al., 2010).

Нейрональная организация личинок стрекаю�
щих изучена достаточно подробно. У планул гид�
роидных клетки с нейроактивными веществами
концентрируются на переднем полюсе тела, от�
дельные клетки встречаются в слое эктодермы на
протяжении всего тела личинки (Martin, 1988,
1992b; Gröger and Schmid, 2001; Nakanishi et al.,
2008). Эти нервные клетки, а также их отростки
могут содержать такие нейроактивные вещества,
как GLW�, LW�, RF� и FMRF�амиды, серотонин,
таурин, дофамин, γ�аминомасляную кислоту, ти�
розинированный тубулин и пр. (Gröger and
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Рис. 1. Схематичное изображение раннего развития A. aurita (из Yuan et al., 2008). Аборальный полюс вверху. А – эм�
брион на стадии дробления, формирующий целобластулу. В–Е – продольные срезы через центр соответствующей ста�
дии развития. В – появляется область инвагинации, формируется гаструла с ресничным покровом, закладываются эк�
тодерма и первичная эндодерма. С – планула с развивающейся нервной системой. D – начало метаморфоза; первич�
ная эндодерма оказывается сдавленной в районе аборального полюса, одновременно с этим в клетках первичной
эндодермы выявляется каспаза�3. С оральной стороны формируется вторичная эндодерма, которая вскоре начинает
распространяться в аборальном направлении. Е – закладка и рост щупалец полипа, завершение метаморфоза.
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Schmid, 2001; Katsukura et al., 2004; Boero et al.,
2007; Kass�Simon et al., 2007; Nakanishi et al., 2008).
Планулы Aurelia aurita, как и большинство планул
других стрекающих, имеют эктодермальную
нервную систему, состоящую из нескольких ти�
пов FMRF�амид�положительных нейронов. Это
“апикальные нейроны” – клетки апикального
органа, расположенного на переднем полюсе ли�
чинки; “латеральные нейроны” – клетки в боко�
вой эктодерме. Аксоны нейронов апикального
органа образуют сплетение в основании апикаль�
ного органа и тянутся вдоль мезоглеи к заднему
концу планулы (Nakanishi et al., 2008). 

В процессе превращения в полип экспрессия
FMRF�амида в эктодерме планулы понижается,
переходит в эндодерму и там исчезает, что, скорее
всего, связано с апоптозом FMRF�амид�содержа�
щих клеток. Скопление эктодермальных нейро�
нов на переднем конце планулы полностью деге�
нерирует, и “вторичная” нервная система, в кото�
рой нейроны располагается преимущественно на
оральном конце полипа (соответствующем задне�
му концу планулы), развивается de novo (Nakan�
ishi et al., 2008). 

В настоящей работе проведено исследование
развития и строения планулы Aurelia aurita в мо�
мент ее оседания и метаморфоза. На основании
цейтраферной микро�видеосъемки и исследова�
ния гистологического строения личинки на раз�
ных стадиях метаморфоза показано, что лишь
часть “первичной” эндодермы планулы, возмож�
но, подвергается дегенерации. Вместе с тем полу�
ченные данные свидетельствуют о том, что внут�
ренняя выстилка манубриума первичного полипа
(соответствующая гастродерме) происходит из
эктодермального слоя заднего конца планулы.
Впервые на A. aurita проведено изучение про�
странственной и временной динамики распреде�
ления серотонин�эргических клеток с начальных
стадий развития зародыша до формирования пер�
вичного полипа. Также было прослежено распре�
деление тирозинированного тубулина и нейро�
пептида RF�амида на разных стадиях развития
A. aurita.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объект исследования – сцифомедуза Aurelia
aurita (Linnaeus, 1758). Материал собирали на Бе�
ломорской биостанции им. Н.А. Перцова МГУ
(Кандалакшский залив Белого моря). Из ротовых
лопастей половозрелых медуз извлекали зароды�
шей на различных стадиях развития от зиготы до
полностью сформированных планул. Получен�
ных зародышей помещали в чашки Петри с филь�
трованной морской водой, где продолжалось их
развитие вплоть до оседания и метаморфоза пла�
нулы в первичный полип. Необходимые стадии
фиксировали для дальнейшего исследования. 

Цейтраферную видеосъемку оседания и мета�
морфоза планул проводили под микроскопом
МБИ�1 с помощью цифровой камеры Scope Tek
DCM130E, подключенной к компьютеру, и про�
граммы Scope Photo (V 3.0.12.146). Видеомонтаж
цифровых фотографий производили с помощью
Sony Vegas V 8.0.

Фиксацию для световой и электронной микро;
скопии осуществляли 2.5% раствором глютараль�
дегида на фосфатном буфере (PBS, рН 7.4),
изоосмотичном морской воде (Millonig, 1964)
(1 час при 4°С) с пост�фиксацией 1% раствором
OsO4 на том же буфере в течение 1 часа. До после�
дующей обработки фиксированный материал
хранили в 70° этаноле при 4°С. Для микроскопи�
ческого исследования материал заливали в смесь
эпона и аралдита (Electron Microscopy Sciences).
Серийные полутонкие срезы получали на ультра�
томе Leica. Срезы окрашивали смесью толуиди�
нового синего и метиленового синего (Миронов
и др., 1994). Исследование и фотографирование
срезов проводили на микроскопе Leica DM2500. 

Для сканирующей микроскопии фиксирован�
ный материал обезвоживали в серии спиртов и
ацетоне и высушивали в критической точке СО2.
Высушенные образцы монтировали на столики,
напыляли сплавом золота с палладием и исследо�
вали на микроскопах САМ SCAN и SCAN JSM
(Japan).

Иммуно;цитохимическое окрашивание осу�
ществляли по следующему протоколу. Материал
фиксировали 4% параформальдегидом на PBS
(рН 7.4, Sigma) на холоду (4°С) в течение суток,
затем фиксатор заменяли на свежий и далее хра�
нили при 4°С до окрашивания (в течение 1–2 ме�
сяцев). Перед окрашиванием образцы отмывали
от фиксатора в четырех сменах бычьего сыворо�
точного альбумина (3% BSA, Sigma, USA) на PBS
(pH 7.4) с детергентом (0.3% Triton�X100, Ferak
Berlin, Germany). После отмывания наносили
первичные антитела, инкубация в которых дли�
лась 12 часов при 4°С. В работе были использова�
ны следующие первичные антитела:

– polyclonal rabbit Anti�Serotonin (1 : 1000)
(AB938, Chemicon, USA);

– rabbit Anti�RF�amide (1 : 3000) (amidation�
sensitive anti�RFamide antibody 1773 IIIp) (получе�
ны от проф. Г. Пликерта);

– monoclonal mouse Anti�Tyrosine Tubulin
(1 : 1600) (T 9028, Sigma, Germany).

От первичных антител материал отмывали в
четырех сменах BSA на PBS и наносили вторич�
ные антитела, конъюгированные с флуорохрома�
ми TRITC или FITC. Инкубация во вторичных
антителах длилась 12 часов при 4°С, после чего
производили отмывку образцов так же, как и от
первичных антител. Вслед за этим в течение 5 ми�
нут проводили окрашивание ядер при помощи
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DAPI (100 ng/ml; Sigma). Избыток DAPI отмыва�
ли в трех сменах дистиллированной воды. Мате�
риал заключали в 2.5% DABCO (1,4�diazabicyc�
lo[2.2.2]octane, Aldrich�Chemie) в 90% глицерине
на PBS. Визуализацию результатов проводили
при помощи лазерных конфокальных микроско�
пов Leica TCS SPE и Olympus fluoview FV10i. В ка�
честве отрицательного контроля иммуноцитохи�
мическое окрашивание проводили без первичных

антител; флуоресценция на таких препаратах от�
сутствовала. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфология

Ооциты Aurelia aurita имеют округлую форму,
их диаметр составляет около 90 мкм (рис. 2А).

А
20 мкм

Б
1 мкм

Г

В 5 мкм
Е

Д Ж

25 kU

Рис. 2. Раннее развитие A. aurita. А – ооцит. Б – поверхность ооцита, микроворсинки. В – двуклеточный эмбрион,
стрелкой указаны желточные гранулы, видимые на сколе препарата. Г, Д – начало гаструляции, стрелками указаны
впячивания, связанные с инвагинацией или иммиграцией клеток. Е – поверхность эмбриона на стадии гаструляции,
на клетках видны реснички. Ж – планула, вид сбоку, стрелкой указан передний конец, имеющий более тупую форму,
чем задний конец. Масштабная линейка: А, В, Г, Д – 20 мкм, Б – 1 мкм, Е – 5 мкм, Ж – 50 мкм.
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Поверхность ооцита покрыта многочисленными
микроворсинками (рис. 2Б). После первого деле�
ния дробления образуется двуклеточный заро�
дыш; на сколе препарата видно, что бластомеры
содержат большое количество желточных гранул
(рис. 2В), накопленных ооцитом в течение оогене�
за. В ходе дробления бластомеры сохраняют доста�
точно прочные контакты друг с другом, и к момен�
ту начала гаструляции эктодерма представляет со�
бой эпителий. О начале гаструляции можно судить
по впячиваниям стенки эмбриона (рис. 2Г). Ино�
гда у эмбриона можно обнаружить несколько впя�
чиваний одновременно (рис. 2Д). Во время гастру�
ляции на поверхности эмбриона появляются рес�

нички (рис. 2Е), которые вначале присутствуют не
на всех клетках. После завершения гаструляции
зародыш начинает вытягиваться и принимает
форму типичной планулы (рис. 2Ж).

Оседание, прикрепление и метаморфоз планул
A. aurita проходит по типичному для большинства
стрекающих сценарию. Анализ проведенной цей�
траферной видеосъемки выявил интересный мо�
мент на заключительных стадиях прикрепления
планулы к субстрату. Планула A. aurita прикреп�
ляется к субстрату передним, несколько расши�
ренным концом, располагаясь вертикально (про�
дольная ось планулы перпендикулярна поверхно�
сти субстрата) (рис. 3А). После прикрепления

А Б В

ЕДГ

С

П

ЗЩ

Рис. 3. Последовательность прикрепления и начала метаморфоза планулы A. aurita (последовательные кадры из цей�
траферной видеосъемки). А – Начало прикрепления планулы к субстрату. Б – Образование контакта с субстратом за
счет расширения переднего конца планулы. Стрелки показывают направления периодических сжатий�удлинений
планулы. В–Д – “Проваливание” заднего конца планулы. Стрелки указывают на отверстие воронки. Е – Завершение
оседания, начало формирования щупалец. ЗЩ – зачатки щупалец; П – планула; С – субстрат. Масштабная линейка –
100 мкм.
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начинаются периодические продольные пульса�
ции тела планулы, в результате которых передний
конец планулы несколько расширяется, обеспе�
чивая больший контакт с субстратом, а само тело
планулы несколько укорачивается (рис. 3Б). В
определенный момент задний конец планулы как
бы “проваливается” (втягивается) внутрь тела
планулы (рис. 3В–Д). Этот процесс происходит
относительно медленно – при температуре 16–
18 градусов на это требуется около 3�х часов. По

окончании втягивания заднего конца планула
принимает почти шаровидную или кубовидную
форму (при рассмотрении сбоку), и далее ее раз�
меры не изменяются.

После втягивания заднего конца планулы, на
будущей оральной поверхности полипа можно
обнаружить кольцевую борозду (рис. 4А). В цен�
тре поверхности, ограниченной бороздой, видно
место будущего ротового отверстия, обозначен�
ное небольшим углублением. В дальнейшем на

ЗЩ

Р

О

Бр

А

Б

ЗЩ

Рис. 4. Метаморфоз планулы A. aurita, вид с оральной стороны. Микроскопия при боковом освещении. А – “Прова�
ливание” заднего конца планулы, формирование ротового отверстия. Б – Закладка щупалец первичного полипа. Бр –
борозда, ограничивающая наружный край воронковидного углубления; ЗЩ – зачатки щупалец; О – место располо�
жения отверстия, соединяющего полость воронки с гастральной полостью первичного полипа; Р – ротовое отверстие.
Масштабная линейка – 100 мкм.
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некотором расстоянии от центра оральной сторо�
ны осевшей планулы, кнаружи от борозды, закла�
дываются зачатки щупалец (рис. 3Е). Чаще всего
сначала происходит закладка двух противолежа�
щих щупалец, а затем, с очень коротким интерва�
лом, – еще двух противолежащих, в плоскости,
перпендикулярной плоскости первой пары щупа�
лец (рис. 4Б). На основании анализа цейтрафер�
ной видеосъемки можно предположить, что удли�
нение щупалец происходит преимущественно за
счет миграции клеток. Гастродермальные клетки,
формирующие внутренний стержень щупалец,
при перемещении в ось щупальца увеличиваются
в размерах за счет вакуолизации, а эпидермаль�
ные клетки с боковых сторон первичного полипа
перемещаются к основаниям щупалец, а затем и
по мере их удлинения – в направлении их ди�
стальных концов.

Исследование гистологического строения пла�
нулы на последовательных стадиях ее развития,
оседания и метаморфоза в первичный полип вы�
явило следующие закономерности.

Плавающая и компетентная к метаморфозу
планула A. aurita имеет типичное для планул стре�
кающих строение. Форма планулы широкооваль�
ная, с чуть более широким передним концом. В
поперечном сечении планулы часто имеют упло�
щенную овальную (иногда треугольную), а не ци�
линдрическую форму (рис. 4А). Эктодермальный
ресничный слой имеет четкую эпителиальную
структуру, с несколько более высокими клетками
на переднем конце планулы. Эктодермальный
слой планулы содержит разнообразные типы кле�
ток – опорные (эпителиально�мускульные), не�
сколько типов железистых клеток, нервные и
стрекательные клетки. Стрекательные клетки бо�
лее многочисленны на заднем конце планулы, но
имеются и на самом переднем конце.

Эндодерма также структурирована и эпители�
зирована, и в передней половине планулы замет�
на полость. В клетках много гранул запасных пи�
тательных веществ, которые в эктодерме в основ�
ном сконцентрированы в базальных частях
клеток (рис. 5А, Б). Мезоглея тонкая и рыхлая, в
результате чего пласты достаточно легко смеща�
ются друг относительно друга (как и у сцифопо�
липов).

При контакте с субстратом передний конец
планулы несколько расширяется, и ее общая
форма становится грушевидной. Эктодермаль�
ный слой в месте контакта с субстратом утончает�
ся (рис. 5Б). Организация эндодермы не претер�
певает значительных изменений. 

С началом процесса “погружения” (втягива�
ния) заднего конца в тело оседающей планулы на
гистологических срезах становится заметным
утолщение эктодермального слоя на будущем
оральном полюсе. На срезе это утолщение выгля�

дит как “пробка”: ее периметр отмечен бороздой
на внешней поверхности (рис. 5В). 

По мере дальнейшего метаморфоза в центре
утолщения эктодермы на заднем конце планулы
становится заметным небольшое углубление
(рис. 4А). Это углубление увеличивается, и
“пробка” трансформируется в воронковидное
впячивание эктодермы. При этом эндодерма пла�
нулы частично сжимается формирующейся “во�
ронкой”, а частично отодвигается на периферию
(рис. 5Г).

Процесс погружения и разрастания эктодер�
мальной “воронки” завершается образованием
отверстия в эндодермальном слое, прилежащем
ко дну “воронки”, а затем и соответствующего от�
верстия в самой эктодермальной “воронке”. При
этом по периметру отверстия происходит слия�
ние эктодермальной выстилки “воронки” и эндо�
дермы (рис. 5Д–Ж). С этого момента у первично�
го полипа появляется мешковидная гастральная
система. Стенки эктодермальной “воронки” при�
жимаются изнутри к внешней эктодерме, в ре�
зультате чего формируется двуслойная стенка те�
ла переднего отдела первичного полипа. Место
слияния эктодермальной и эндодермальной вы�
стилки маркирует границу между манубриумом
(ротовым конусом) и желудочным отделом га�
стральной системы полипа. Граница между внут�
ренней эктодермальной выстилкой ротового ко�
нуса (манубриума) и нижележащей эндодермаль�
ной выстилкой желудочного отдела хорошо
различима: во�первых, выстилка ротового конуса
несколько тоньше выстилки желудочного отдела,
а, во�вторых, выстилки этих отделов отличаются
по составу и структуре слагающих их клеток
(рис. 5Ж).

Часть эндодермы планулы, которая была “от�
жата” вворачивающейся и развивающейся экто�
дермальной “воронкой” “исчезает”. Анализ не�
скольких серий гистологических срезов последо�
вательных стадий метаморфоза личинки не
позволяет однозначно судить о том, что происхо�
дит с этой эндодермой – она дегенерирует или же
входит в состав эндодермы желудочного отдела
полипа.

Затем у первичного полипа начинается фор�
мирование щупалец (рис. 5Е), почки которых за�
кладываются на границе ротового конуса и желу�
дочного отдела первичного полипа (рис. 5Е).

Нервная система

Основное внимание в исследовании характера
и динамики распределения нейроактивных ве�
ществ было уделено моменту оседания и мета�
морфоза планулы в первичный полип. Кроме
этого, было проведено выявление нейроактивных

3
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Рис. 5. Изменение внутренней организации планулы A. aurita в процессе оседания и метаморфоза в первичный полип.
Продольные срезы. А – Организация планулы, компетентной к оседанию. Б – Прикрепление планулы к субстрату, ис�
тончение эктодермального слоя в месте контакта (стрелка). В – Начало “погружения” заднего конца планулы. Г – об�
разование эктодермальной “воронки” и оттеснение ею части эндодермы. Д – слияние эндодермы с эктодермальной
“воронкой”. Е – образование отверстия в дне эктодермальной “воронки”. Ж – завершение формирования гастраль�
ной системы первичного полипа; на вставках показаны соответствующие участки (стрелки) внутренней выстилки
первичного полипа при большем увеличении (масштабная линейка – 5 мкм). З – начало закладки щупалец первично�
го полипа. Б – борозда, ограничивающая эктодермальную “робку”; Г – граница между эктодермальной выстилкой
манубриума и эндодермальной выстилкой желудочного отдела полипа; Гп – гастральная полость; З – задний конец
планулы; О – отверстие между эктодермой и эндодермой; П – передний конец планулы; Пр – эктодермальная “проб�
ка” на заднем конце планулы; Эв – эктодермальная “воронка”; Эк – эктодерма; Эн – эндодерма; пунктирная линия –
граница между эктодермой и эндодермой. Масштабная линейка – 50 мкм.

веществ на ранних эмбриональных стадиях раз�
вития A. aurita.

Серотонин обнаруживается уже на стадии
дробления почти во всех бластомерах на предга�
струляционной стадии развития зародыша
(рис. 6А). Внутри клеток серотонин заключен в
крупные гранулы, которые равномерно распреде�
лены по цитоплазме клеток. Другие нейральные
маркеры до стадии гаструляции включительно
выявлены не были.

По мере дальнейшего развития зародыша пат�
терн распределения серотонина меняется. На
стадии препланулы серотонин�содержащие клет�
ки остаются только в эктодермальном слое, при
этом основное их количество обнаруживается на
переднем полюсе планулы. Препланулы, не гото�
вые к метаморфозу, содержат небольшое число
удлиненных серотонин�содержащих клеток на
переднем конце (рис. 6Б). Ядра в этих клетках сме�
щены базальнее по сравнению с другими эктодер�
мальными клетками, при этом серотонин локали�
зован лишь в апикальной части цитоплазмы этих
клеток (рис. 6Б, В). У зрелых же, компетентных к
метаморфозу планул, серотонин выявлен в боль�
шинстве клеток на переднем полюсе. К этому вре�
мени серотонин занимает как апикальную, так и
базальную цитоплазму клеток (рис. 6Г).

Помимо клеток апикального органа, серото�
нин выявляется в отдельных клетках в латераль�
ных областях эктодермы планулы (рис. 6Д). По
форме эти клетки напоминают иммуноположи�
тельные клетки переднего полюса: они имеют
столбчатую форму и слегка сужаются в базальном
направлении. Их базальная поверхность грани�
чит с мезоглеей, апикальная поверхность выходит
во внешнюю среду. Вместе с тем каких�либо кле�
точных отростков, отходящих от базальной части
клеток и содержащих серотонин, не выявлено.

Изучение распределения RF;амида позволило
получить наиболее интересные данные о строе�
нии нейронов у планул A. aurita. При помощи ан�
тител к RF�амиду удалось выявить не только тела
нервных клеток, но и их отростки (рис. 6Е). Тела
RF�амид�положительных клеток расположены в
латеральной эктодерме планулы, клетки столбча�
той формы, апикальной мембраной выходят на

поверхность планулы. На самом переднем полю�
се RF�амид�положительных клеток не выявлено.
Отростки RF�амид�содержащих клеток отходят от
их базальных частей и направляются в сторону пе�
реднего полюса планулы. Сами отростки при этом
проходят под слоем эктодермы, вдоль длинной оси
животного, в области мезоглеи. RF�амид�содер�
жащие клетки у планул A. aurita единичны. 

При помощи антител к тирозинированному ту;
булину удалось выявить тонкие отростки толщи�
ной около 2 мкм, проходящие вдоль всего тела
планулы в области мезоглеи (рис. 7А). При этом
тела нейронов, содержащие какие�либо нейро�
активные вещества или тубулин, не обнаруже�
ны, поэтому место отхождения иммуноположи�
тельных отростков до сих пор остается не выяв�
ленным.

С началом метаморфоза нейроны при помощи
использованных антител перестают выявляться.
У прикрепившейся к субстрату планулы не обна�
ружены серотонин и нейропептиды, также на
этой стадии становятся неразличимы волокна,
содержащие тирозинированный тубулин. В нача�
ле закладки гипостома и почек щупалец реакция
на антитела также отрицательная.

Позже, когда первичный полип уже достаточ�
но развит и способен добывать пищу, в его щу�
пальцах можно различить волокна, содержащие
тирозинированный тубулин (рис. 7Б). Особенно
хорошо эти волокна различимы в основании щу�
пальца и в его проксимальной половине. На не�
которых препаратах можно обнаружить клетки,
которые предположительно несут подобный от�
росток: они дают интенсивную реакцию на анти�
тела к тирозинированному тубулину. Тела таких
клеток, по�видимому, расположены в основании
эктодермального слоя.

ОБСУЖДЕНИЕ

Детальное изучение начальных стадий разви�
тия представителей практически любых групп
многоклеточных животных, даже хорошо извест�
ных по монографиям и учебникам, зачастую поз�
воляет выявить ряд новых интересных фактов.

3*



342

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 5  2012

МАЙОРОВА и др.

Развитие личинки и ее метаморфоз.

Развитие планул Aurelia aurita принципиально
не отличается от такового, многократно описан�
ного для представителей разных групп стрекаю�
щих. Дробление начинается в виде врезающейся
борозды, которая появляется, как принято счи�
тать, с анимального полюса (Freeman et al., 1980,
1990; Fautin, 2002), и заканчивается формирова�
нием бластулы с небольшой полостью. Гаструля�
ция осуществляется или путем мультиполярной
иммиграции, или путем инвагинации с анималь�
ного (что еще не было доказано однозначно) по�
люса, или, что более вероятно, обоими способами
одновременно (Серавин, 1988, 1989; Lesh�Laurie
and Suchy, 1991; Ю. Краус – личные сообщения).
В пользу участия в гаструляции мультиполярной
иммиграции свидетельствуют несколько впячи�
ваний на поверхности бластулы, которые могут
соответствовать не только месту инвагинации
пласта, но и месту выселения из него клеток (Yuan
et al., 2008; Kumburegama et al. 2011). 

В результате формируется типичная двухслой�
ная планула. Для A. aurita характерно формирова�
ние планулы с обоими эпителизованными слоя�
ми – эктодермой и эндодермой, и небольшой по�
лостью внутри. Эпителизация эндодермы замет�
но менее правильная, по сравнению с таковой эк�
тодермы, особенно в области заднего конца пла�
нулы. Однако эндодерма зрелой планулы A. aurita
отличается от таковой у ряда представителей ате�
катных гидроидных, у которых эндодерма остает�
ся неэпителизованной и представляет собой рых�
лое скопление крупных, часто вакуолизирован�
ных клеток (Weis et al., 1985; Kroiher et al., 1990;
Walther et al., 1996). Строение зрелой планулы
A. aurita представляет собой промежуточное со�
стояние между планулами ряда текатных гидро�
идных и личинками кораллов (Burton et al., 2004;
Kraus et al., 2007).

Процесс оседания и метаморфоза планулы
A. aurita проходит по классической для стрекаю�
щих с прикрепленной полипоидной стадией схе�

А Б В

ЕДГ

АО

АО

АО

Рис. 6. Распределение серотонина и RF�амида на предгаструляционной стадии и в процессе созревания планулы A. au

rita. А – оптический срез эмбриона на предгаструляционной стадии, реакция против серотонина. Б – сагиттальный
оптический срез препланулы, стрелкой указаны серотонин�положительные клетки на переднем конце. В – преплану�
ла, наложение двух каналов: серотонин (снимок, идентичный 6Б) и ядра. Стрелка указывает на ядра серотонин�содер�
жащих клеток передней эктодермы. Г – сагиттальный оптический срез планулы, стрелка указывает на серотонин�по�
ложительные клетки на переднем конце. Д – максимальная проекция стопки из 12 оптических срезов, выполненных
в парасагиттальной области планулы с шагом 2 мкм, реакция против серотонина, стрелки указывают на иммунополо�
жительные клетки в латеральной эктодерме. Е – максимальная проекция 33 сагиттальных оптических срезов (шаг
2 мкм) планулы, реакция против RF�амида, стрелками отмечены иммуноположительные клетки в латеральной экто�
дерме. АО – апикальный орган. Масштабная линейка – 50 мкм.
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ме: личинка своим передним концом прикрепля�
ется к субстрату, прижимается к нему и претерпе�
вает метаморфоз (Марфенин и Косевич, 1984;
Plickert et al., 1988; Kroiher et al., 1990; Sommer,
1990; Walther et al., 1996). В результате формирует�
ся первичный полип (сцифистома). Сам мета�
морфоз в большей степени напоминает метамор�
фоз атекатных гидроидных, у которых личинка не
распластывается полностью по субстрату, и ее
внутренняя организация претерпевает меньшие
изменения, чем таковая у текатных гидроидных
(Sommer, 1990). Планула A. aurita лишь незначи�
тельно расширяется и сокращается в длину в про�
цессе прикрепления к субстрату и запуска мета�
морфоза. Ее тканевая организация также в значи�
тельной степени сохраняется в организации
первичного полипа. За исключением процесса
формирования манубриума.

Выявленный в настоящей работе процесс фор�
мирования манубриума и его внутренней выстил�
ки, рассматривавшейся ранее как эндодермаль�
ная по природе, позволяет нам говорить о некото�
рой связи этих процессов с формированием
глотки у кораллов.

У кораллов глотка формируется в конце про�
цесса гаструляции в результате погружение рото�
вого отверстия внутрь гастральной полости с вво�
рачиванием части двухслойной стенки. Между
глоткой и боковыми стенками тела первичного
полипа кораллов остается просвет гастральной
полости, выстланный гастродермой. В дальней�
шем от краев глотки начинается формирование

первичных септ, которые “фиксируют” простран�
ственное положение глотки, не давая ей возмож�
ности выворачиваться наружу (Fautin and Mariscal,
1991; Miller and Ball, 2000a; Burton et al., 2004).

У A. aurita наблюдается сходный процесс. С на�
чалом метаморфоза планулы на ее заднем (буду�
щем оральном полюсе) конце происходит погру�
жение эктодермального слоя. В отличие от соот�
ветствующей стадии у кораллов, на будущем
оральном полюсе планулы A. aurita эндодерма
еще не окончательно эпителизована, и поэтому
не имеет однослойного строения. Как результат,
на заднем конце планулы не может сформировать�
ся правильное двуслойное впячивание. Вместо
этого клетки эктодермального пласта в центре зад�
него полюса планулы становятся более высокими,
а сам пласт – более толстым (рис. 5В). Далее в цен�
тре этого утолщенного пласта начинает формиро�
ваться воронковидное впячивание, которое, по�
гружаясь внутрь планулы, оттесняет эндодерму. По
мере погружения эктодермального пласта внутрь
планулы и формирования воронковидной струк�
туры часть клеток эндодермы на заднем конце пла�
нулы оказывается заключенной между эктодер�
мальным пластом наружной стенки и воронки
(Рис. 5Г). В дальнейшем эти клетки, по всей види�
мости, резорбируются, обеспечивая дополнитель�
ное питание личинки в процессе метаморфоза и
уменьшая объем личиночной эндодермы. Именно
эти клетки и были, по всей видимости, выявлены в
работе Яна с коллегами (Yuan et al., 2008) как клет�

А Б

ОЩ

АО Щ

Рис. 7. Распределение тирозинированного тубулина у планулы и сцифистомы A. aurita. А – максимальная проекция 4
продольных оптических срезов, выполненных с шагом 2 мкм в парасагиттальной области планулы, стрелки указывают
на тонкие иммуноположительные отростки в области мезоглеи. Б – продольный оптический срез сцифистомы, об�
ласть отхождения щупальца, стрелки указывают на тонкие иммуноположительные отростки в щупальце. АО – апи�
кальный орган; ОЩ – основание щупальца; Щ – щупальце. Масштабная линейка – 50 мкм.
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ки “первичной” эндодермы, подвергающиеся
апоптозу.

Однако, в отличие от указанной этими автора�
ми полной резорбции всей эндодермы планулы, в
нашем исследовании четко прослеживается пре�
емственность между эндодермой личинки и га�
стродермой первичного полипа. Лишь часть эн�
додермы, по�видимому, подвергается резорбции,
как это обычно наблюдается при метаморфозе
планулоподобных личинок стрекающих (Seipp
et al., 2001). Более того, нами не было отмечено и
вворачивания переднего конца планулы внутрь
при прикреплении планулы к субстрату. Напро�
тив, происходит расширение и “распластывание”
переднего конца планулы по субстрату.

После установления контактов между краями
эндодермальной выстилки с эктодермальной во�
ронкой происходит формирование отверстия в
центре воронки, соединяющее внешнюю среду с
полостью полипа. На этой стадии место перехода
эндодермальной выстилки гастральной полости
полипа в эктодермальную (по происхождению)

выстилку будущего манубриума четко обозначе�
но кольцевой бороздой (рис. 5Е, Ж).

Различия в толщине внутренней выстилки га�
стральной полости первичного полипа постепен�
но сглаживаются (рис. 5З). Тем не менее, клеточ�
ная организация этой выстилки на уровне мануб�
риума и желудочного отдела различается. На это
обратил внимание еще Чапман (Chapman, 1978)
при описании микроанатомии кубополипа (тогда
Cubozoa еще рассматривали входящими в кл. Scy�
phozoa). Однако никаких последующих исследо�
ваний проведено не было, и объяснения этому
факту дано не было. Полученные в настоящей ра�
боте данные позволяют объяснить очевидную
разницу в организации внутреннего эпителия га�
стральной полости первичного полипа A. aurita
(рис. 8). Кроме того, описанный характер форми�
рования манубриума у сцифополипа в значитель�
ной степени напоминает процесс формирования
глотки у кораллов. Кораллы в настоящее время
рассматривают как группу стрекающих, наиболее
близкую по строению и развитию к предковому
состоянию (Schuchert, 1993; Kobayashi et al., 1996;

* *

Рис. 8. Схема метаморфоза планулы A. aurita и формирования выстилки гастральной полости первичного полипа. На
схеме изображены продольные срезы различных стадий метаморфоза, ориентированных оральным полюсом вверх.
Серым цветом выделена эндодерма, белым – эктодерма. Звездочками отмечены места закладки щупалец. 
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Collins et al., 2005). Если это так, то можно пред�
положить, что формирование манубриума у сци�
фополипа при метаморфозе непитающейся ли�
чинки является некоторым упрощением процес�
са формирования глотки у кораллов при
“прямом” развитии последних. И связано это,
скорее всего, с миниатюризацией и общим упро�
щением полипоидной стадии в жизненном цикле
сцифоидных.

Представляет интерес и порядок закладки щу�
палец у первичного полипа A. aurita. Преобладаю�
щей симметрией у сцифоидных на полипоидной
и медузоидной стадиях является 4�ех лучевая
симметрия (Lesh�Laurie and Suchy, 1991). Однако
в форме зрелой планулы и при ее метаморфозе явно
проявляется билатеральная или двулучевая симмет�
рия. На поперечном срезе зрелые плавающие пла�
нулы и прикрепившиеся планулы имеют уплощен�
ную форму с преобладанием билатеральной сим�
метрии (рис. 4А). Закладка первых щупалец
первичного полипа происходит по схеме 2 + 2, что
также подчеркивает двулучевую симметрию. Такие
особенности развития сцифоидных также можно
рассматривать как “остатки” билатеральности,
свойственной предкам стрекающих (Gröger and
Schmid, 2001; Martindale et al., 2002; Finnerty et al.,
2004), и прослеживающейся в развитии кораллов.

Роль нейроактивных веществ в развитии

Проведенное исследование пространственно�
го и временного распределения нейроактивных
веществ было направлено, в первую очередь, на
выявление их потенциальной роли в процессах
развития личинки и инициации ее метаморфоза.
Полученные нами данные по строению нервной
системы и наличию нейроактивных веществ в
нейронах A. aurita во многом сходятся с результа�
тами предыдущих работ на Cnidaria. Большин�
ство работ по выявлению нейроактивных веществ
было проведено на личиночной стадии развития
стрекающих (Martin and Chia, 1982; Martin, 1988,
1992a; McCauley, 1997; Gröger and Schmid, 2001;
Zega et al., 2007; Nakanishi et al., 2008). В нашей
работе эти исследования также проведены и на
эмбриональных стадиях развития. Исследование
локализации серотонина у A. aurita было проведе�
но впервые.

Серотонин выявлен у A. aurita уже на стадии
ранней гаструлы в большинстве клеток. К насто�
ящему времени информации о наличии нейроак�
тивных веществ на эмбриональных стадиях стре�
кающих накоплено мало, однако, считается, что
холинэргические, адренэргические и серотонэр�
гические системы представлены на ранних эм�
бриональных стадиях всех позвоночных и беспо�
звоночных животных (Buznikov et al., 2003). По�
скольку именно на стадии гаструляции начинается
дифференцировка клеток (Yuan et al., 2008;

Marlow et al., 2009), можно предположить, что
окрашивание наблюдается в предшественниках
опорных клеток как в самом распространенном
типе клеток. Следовательно, на этой стадии серо�
тонин не является нейральным маркером, а слу�
жит донервным трансмиттером и участвует в пере�
даче межклеточных сигналов, как это было доказа�
но для других беспозвоночных (Buznikov et al.,
2001, 2003). Нейротрансмиттеры обеспечивают
различные межклеточные взаимодействия, необ�
ходимые, в том числе, для контроля митоза и мак�
ромолекулярного синтеза (Buznikov and Shmakler,
1981). Поскольку наблюдаемое нами внутрикле�
точное распределение серотонина имеет грануляр�
ный характер, можно предположить, что серото�
нин заключен в желточных гранулах. Возможно, в
этих местах и происходит его синтез, как это было
показано на дробящихся эмбрионах многощетин�
кового червя Ophryotrocha labronica (Emanuelsson,
1974).

Отсутствие RF�амида на эмбриональной ста�
дии развития исключает его роль в передаче сиг�
налов между бластомерами и гаструляции. 

У препланулы серотонин выявляется на перед�
нем полюсе, в апикальных частях эктодермаль�
ных клеток. Это связано, скорее всего, с началом
формирования апикального органа, сенсорной
структуры Scyphozoa (Martin and Chia, 1982; Yuan
et al., 2008) и других стрекающих (Chia et al., 1979;
Weis et al., 1985; Marlow et al., 2009).

У зрелой планулы везикулы с серотонином вы�
являются и в базальной, и в апикальной частях
клеток апикального органа. Ранее серотонин был
обнаружен в клетках переднего полюса планул
Eudendrium racemosum (Hydrozoa). Эти клетки
имеют колбовидную форму и сужаются в базаль�
ном направлении (Zega et al., 2007), как и серото�
нин�содержащие клетки A. aurita. Такая форма
может быть связана с наличием нервного отрост�
ка: узкая базальнай область такой клетки непо�
средственно переходит в отросток, который, од�
нако, не содержит серотонина ни у A. aurita, ни у
E. racemosum.

Установлено, что планулы A. aurita могут вос�
принимать сигналы от сцифистом своего вида. В
ответ на такие сигналы планулы оседают и всту�
пают в метаморфоз в уже сформированной коло�
нии полипов, поскольку скопление предше�
ственников указывает на место с благоприятны�
ми условиями для их развития (Gröndahl, 1989).
Центральную роль в этом процессе может играть
апикальный орган как секреторно�сенсорный ап�
парат, клетки которого, по�видимому, способны
выделять серотонин во внешнюю среду и/или
внутриклеточное пространство. Следовательно,
роль апикального органа состоит и в восприятии
внешних химических сигналов, и в передаче этих
сигналов другим клеткам планулы (Nakanishi
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et al., 2008). На примере гидроидного Phialidium
gregarium была предложена модель передачи сиг�
налов об инициации метаморфоза личинки (Mc�
Cauley, 1997). Согласно этой схеме, серотонин
выделяется во внешнюю среду в ответ на сигна�
лы, стимулирующие метаморфоз (в данном слу�
чае – бактериальная индукция). Далее серотонин
из внешней среды взаимодействует с рецептора�
ми соседних клеток и вызывает каскад химиче�
ских реакций, приводящий к перестройкам кле�
ток согласно программе метаморфоза.

Клетки с отростками, содержащие RF�амид,
скорее всего, являются у A. aurita сенсорными
клетками. Об этом можно судить по их форме.
Так, согласно работе Мартин с соавторами (Mar�
tin et al., 1983), посвященной метаморфозу плану�
лы Mitrocomella polydiademata, нервная система
личинки состоит из ганглиозных и сенсорных
клеток. Оба типа характеризуются наличием
нервного отростка, а отличие заключается в том,
что тела ганглиозных клеток расположены на
уровне базальной части эктодермы, в то время как
сенсорные клетки тянутся от мезоглеи до поверх�
ности личинки, располагаясь, таким образом, по
всей толщине эктодермы. Выявленные нами при
помощи антител к RF�амиду клетки A. aurita по�
хожи по описанию на сенсорные.

Ранее RF�амид�содержащие клетки были об�
наружены в латеральной эктодерме планул Podoc

oryne carnea (Hydrozoa). Эти клетки несут отрост�
ки, ориентированные вдоль длинной оси плану�
лы (Gröger and Schmid, 2001). Планулы Pennaria
tiarella также характеризуются би� и мультипо�
лярными RF�амид�положительными нейронами,
контактирующими при помощи отростков с дру�
гими нейронами, сенсорными и эпителиально�
мышечными клетками (Martin, 1992b; Kass�Simon
et al., 2007). Таким образом, RF�амид, присут�
ствующий в нервных клетках и их отростках, мо�
жет принимать участие в передаче различных сиг�
налов. Кроме этого, есть доказательства отноше�
ния этого нейропептида к регуляции метаморфоза
планул: при внесении экзогенного RF�амида в
среду с живыми личинками H. echinata, у них сни�
жается двигательная активность, и они позже всту�
пают в метаморфоз, чем личинки контрольной
группы (Katsukura et al., 2004). Следовательно,
RF�амид�содержащие клетки планул A. aurita мо�
гут принимать участие в процессе метаморфоза, а
также улавливать и передавать другим клеткам раз�
личные сигналы из внешней среды. 

Выявление нейронов при помощи антител к
тирозинированному тубулину возможно благода�
ря тому, что тела и базальные отростки нервных
клеток содержат многочисленные пучки микро�
трубочек (Martin, 1988; Gröger et al., 2000). Благо�
даря этому методу были выявлены отростки нерв�
ных клеток у планул P. carnea и E. racemosum. У

P. carnea нервные отростки образуют четкую сеть,
состоящую из продольных и поперечных волокон
(Gröger and Schmid, 2001). Нервная сеть E. race

mosum менее структурирована, чем у P. carnea, и
представляет совокупность тонких волокон,
большая часть которых направлена поперек про�
дольной оси планулы. Волокна, выявленные у
планул A. aurita, направлены вдоль длинной оси
личинки; поперечные волокна не выявлены, воз�
можно, для их обнаружения необходимы иные
методы идентификации нервной ткани. Кроме
этого, различие в расположении нервных отрост�
ков может свидетельствовать о различных планах
строения нервной системы у отдельных видов
стрекающих.

Наибольшее число нейронов можно обнару�
жить у планулы, готовой к оседанию и вступле�
нию в метаморфоз. Однако, после оседания пла�
нулы A. aurita, в процессе метаморфоза в сцифи�
стому, серотонин и RF�амид исчезают из
эпидермы. Во время метаморфоза клетки не
включают метки к этим веществам что, скорее
всего, связано с апоптозом сенсорных нервных
клеток A. aurita (Nakanishi et al., 2008). Согласно
недавним исследованиям раннего развития и ме�
таморфоза A. aurita, после оседания планулы
нервные клетки из эктодермы перемещаются в
эндодерму будущего аборального полюса полипа.
В этой же области отмечают образование апопто�
тических телец и иммуноцитохимически выявле�
на каспаза�3, что может свидетельствовать о гибе�
ли в том числе и нервных клеток через апоптоз
(Nakanishi et al., 2008; Yuan et al., 2008). Апоптоз
нервных клеток в ходе метаморфоза также свой�
ственен и планулам гидроидных (Gröger et al.,
2000; Seipp et al., 2010).

Однако, даже у только что сформированных
первичных полипов A. aurita нейрональные клет�
ки выявлены не были. Эти результаты расходятся
с полученными ранее данными на различных по�
липах Cnidaria. Так, серотонин находится во внут�
ринейронных везикулах, нейромышечных и ней�
роспироцитных синапсах у морского анемона
Aiptasia pallida. У Renilla coelikeri серотонин выяв�
лен в телах и отростках нейронообразных клеток,
которые контактируют с нематоцитам щупалец
(Kass�Simon et al., 2007). Нейропептиды семей�
ства RF�амидов выявлены на полипоидных ста�
диях Metridium senile, Hydra magnipapillata, Anthop

leura elegantissima, Eirene viridula, Alcyonium digi

tatum и H. echinata (Grimmelikhuijzen, 1983, 1985;
Grimmelikhuijzen et al., 1991; Kass�Simon et al.,
2007). В большинстве описанных случаев нейро�
ны локализованы в области гипостома и в основа�
нии щупалец. У сцифистом A. aurita волокна, со�
держащие тирозинированный тубулин, выявле�
ны в основании и в проксимальной половине
щупалец. Возможно, в функционировании нерв�
ной системы сцифистом A. aurita принимают уча�
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стие иные нейроактивные вещества, отличные от
исследованных в рамках нашей работы. Кроме
этого, есть вероятность, что у разных видов стре�
кающих деградация нервных клеток планул в ходе
метаморфоза имеет разную степень выраженно�
сти, а также могут несколько разниться механиз�
мы самого метаморфоза. Все это может влиять на
организацию нервной системы полипа.

Проведенные исследования позволили деталь�
но описать и проанализировать процесс метамор�
фоза планул A. aurita. Получены новые данные о
формировании частей первичного полипа (сци�
фистомы) и высказаны предположения о возмож�
ных филогенетических связях процесса метамор�
фоза у сцифоидных и других групп стрекающих.
Впервые подробно исследована пространственная
и временная динамика нейроактивных веществ в
раннем развитии сцифоидных, что дает возмож�
ность не только обрисовать строение нервной си�
стемы, но и предположить роль нейроактивных
веществ в развитии организма в целом.
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On Some Features of Embryonic Development and Metamorphosis of Aurelia Aurita 
(Cindaria, Scyphozoa)          

 T. D. Maiorova, I. A. Kosevich, and O.P. Melekhova
Biological Faculty, Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

      e
mail: ikosevich@gmail.com 

Abstract—Aurelia aurita is a cosmopolite species of scyphomedusae. Its major structural patterns and life cy�
cle are well investigated. This work provides a detailed study on development and structure of the planula in
A. aurita until it completes its metamorphosis. Lifetime observations and histological study performed during
the settlement and metamorphosis of the planulae demonstrated that the inner manibrium linen of primary
polyp (gastroderm) develops from the ectoderm of the planula posterior end. The spatial and temporal dy�
namics of serotonergic cells from the early embryonic stages until the formation of the primary polyp were
studied for the first time. In addition, the distribution of tyrosinated tubulin and neuropeptide RFamide at
different stages of A. aurita development were studied.

            Keywords: ontogenesis, metamorphosis, nervous system, Scyphozoa, Aurelia aurita



<<
  /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


