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ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА
© 2019 г.   М. А. Горбачеваa, М. А. Тихомироваb, Д. М. Поташниковаc, d,

Б. Акбайe, Е. В. Шевальb, c, Я. Р. Мусиноваa, b, *
aИнститут биологии развития имени Н.К. Кольцова РАН,  ул. Вавилова, д. 26, Москва, 119334 Россия

bНИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского Московского государственного университета
имени М.В. Ломоносова, Ленинские горы, д. 1, стр. 40, Москва, 119992 Россия

cБиологический факультет Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова,
Ленинские горы, д. 1, стр. 12, Москва, 119992 Россия

dЛаборатория атеротромбоза МГМСУ имени А.И. Евдокимова, улица Яузская, д. 11, корпус 4, Москва, 109240 Россия
eUMR8126, Национальный Центр Научных Исследований Франции, Вильжюиф, Франция

*e-mail: musinova@genebee.msu.ru
Поступила в редакцию 03.04.2019 г.

После доработки 26.04.2019 г.
Принята к публикации 06.05.2019 г.

Высокоэффективная антиретровирусная терапия позволяет контролировать вирус иммунодефици-
та человека (ВИЧ) и предотвращать развитие иммунодефицита. Однако на фоне проводимой тера-
пии могут развиваться различные осложнения, включая В-клеточные лимфомы. Один из механиз-
мов онкогенеза у ВИЧ-инфицированных пациентов связан с действием вирусного Tat белка, кото-
рый способен проникать в В-клетки. Для изучения действия Tat белка на В-клетки в настоящей
работе получены и охарактеризованы клеточные линии на основе культивируемых В-клеток линии
RPMI 8866 с постоянной и индуцибельной экспрессией Tat белка.
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ВВЕДЕНИЕ

Инфицирование вирусом иммунодефицита че-
ловека (ВИЧ) приводит к развитию синдрома при-
обретенного иммунодефицита. Разработанная и
внедренная в клиническую практику в последние
годы антиретровирусная терапия (ART) позволяет
сдерживать развитие вирусной инфекции. Однако
предотвращая развитие иммунодефицита, антире-
тровирусные препараты не препятствуют появле-
нию различных ВИЧ-ассоциированных заболева-
ний. В частности, увеличивается частота выявле-
ния онкологических заболеваний (Hernández-
Ramírez et al., 2017). Особенно заметно увеличи-
вается частота появления некоторых В-клеточ-
ных лимфом – лимфомы Ходжкина, диффузной
В-крупноклеточной лимфомы и лимфомы Бер-
китта. Этот эффект, по-видимому, не связан
прямо с вирусной инфекцией, так как ВИЧ не
инфицирует В-клетки.

Механизмы развития ВИЧ-ассоциированных
лимфом изучены слабо (Musinova et al., 2016).
Один из механизмов связан с действием ВИЧ-
белка Tat, который не только экспрессируется в
зараженных Т-клетках, но также способен выхо-
дить из них, накапливаясь в плазме крови, а затем
интернализироваться В-клетками (Debaisieux
et al., 2012). Об участии Tat белка в развитии лим-
фом у ВИЧ инфицированных пациентов свиде-
тельствуют результаты изучения трансгенных
мышей, у которых экспрессия Tat белка провоци-
ровала развитие лимфом и других опухолей (Vogel
et al., 1991; Corallini et al., 1993; Kundu et al., 1999;
Altavilla et al., 1999; Altavilla et al., 2004). Точный
механизм индуцируемого Tat белком онкогенеза
неизвестен.

Тат – небольшой белок (~12 kDa), который ре-
гулирует вирусную экспрессию, а также влияет на
протекание многих процессов внутри ядра клет-
ки-хозяина (Kurnaeva et al., 2019). В частности,
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Tat белок способен связываться со многими гена-
ми и менять их экспрессию (Marban et al., 2011;
Reeder et al., 2015), таким образом изменяя разно-
образные клеточные процессы. Известно, что
внеклеточный Tat белок (т.е. белок, который по-
кинул зараженную ВИЧ Т-клетку) может увели-
чивать пролиферацию В-клеток герминативных
центров (Lefevre et al., 1999). Лимфогенезу может
способствовать и подавление Tat белком системы
рекомбинации ДНК (Chipitsyna et al., 2004; Sun
et al., 2006; Brégnard et al., 2014; ).

Tat белок может изменять трехмерную органи-
зацию ядер, циркулирующих в крови В-клеток,
приводя к сближению гена MYC и локуса генов
тяжелых цепей иммуноглобулинов (Germini et al.,
2017). Предполагается, что это может увеличивать
вероятность перестройки, затрагивающие эти два
локуса, что характерно для лимфомы Беркитта.
Также было показано, что Tat белок способен по-
вышать экспрессию AICDA гена, кодирующего
регулируемую активацией цитидин-ДНК-дез-
аминазу, способную вносить двунитевые разры-
вы ДНК в ходе cозревания генов иммуноглобули-
нов (Sall et al., 2019).

Для изучения эффектов Tat белка на клетки
удобнее всего использовать клеточные линии,
экспрессирующие этот белок. Описаны и широко
используются линии культивируемых Т-клеток
(Jurkat) (Reeder et al., 2015) и макрофагов (Carvallo
et al., 2017), экспрессирующие Tat белок, при этом
аналогов среди линий В-клеток до настоящего
времени не существовало. В настоящей работе
описаны новые линии культивируемых В-клеток
RPMI 8866 с постоянной и индуцибельной экс-
прессией Tat белка. Сравнение таких линий может
позволить дифференцировать эффекты вирусного
белка и компенсаторные реакции в клетке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культуру иммортализованных В-клеток

RPMI 8866 (Sigma) выращивали при 37°С в среде
RPMI 1640-GlutaMax (Gibco, #61870-010) с добав-
лением 10% эмбриональной сыворотки (Hy-
Clone, #SV30160.03), пирувата натрия (ПанЭко,
Ф023) и антибиотиков (Gibco, #LS15240062).

Ген Tat был встроен в два типа плазмид, pSBbi-
GP и pSBtet-GP (Addgene, #60511 и #60495 соот-
ветственно) (Kowarz et al., 2015). Трансформация
клеток этими плазмидами должна позволить по-
лучить либо стабильную (в случае pSBbi-GP),
либо индуцируемую доксициклином (в случае
pSBtet-GP) экспрессию Tat белка. Конструкция
pSBtet-GP содержит ген люциферазы светлячка
(luc) под контролем промотора гена tight TRE.
Данная конструкция транскрибирует мРНК, ко-
дирующую флуоресцентный белок EGFP, бе-

лок-репрессор rTetR и белок-маркер селекции
пуромицина (рис. 1а). Данный вектор продуци-
рует достаточно GFP для микроскопии и FACS.
Конструкция двунаправленной экспрессии
pSBbi-GP состоит из противоположного слияния
промотера Ef1α с синтетическим промотером
RPBSA. Под контролем промотера Ef1α располо-
жен ген люциферазы светлячка и ген устойчиво-
сти к пуромицину (для дальнейшей селекции)
(рис. 1б). Этот вектор обеспечивает конститутив-
ную продукцию большого количества рекомби-
нантного белка. Двунаправленная ориентация
позволяет избежать негативных эффектов от
промотера Ef1α и благодаря его энхансерным
элементам резко усиливает силу промотера
RPBSA. Обе конструкции содержат два сайта ре-
стрикции SfiI, что позволило клонировать по-
следовательность Tat в правильном направлении.
Для клонирования использовали штамм E. coli
JM 110. В плазмидах pSBbi-GP и pSBtet-GP по
сайтам рестрикции SfiI была вставлена последо-
вательность ПЦР продукта полноразмерного ге-
на, кодирующего Tat белок, которую амплифици-
ровали с вектора EGFP-Tat (Musinova et al., 2015) с
помощью праймеров: Tat-SfiI_for-5'-ATATGGCC-
TCTGAGGCCACCATGGAGCCAGTAGATCCT-
AGAC-3' и Tat-SfiI_rev-5'-ATATGGCCTGACAG-
GCCCTATTCCTTCGGGCCTGTCG-3'. В этих
праймерах был закодирован сайт рестрикции для
узнавания SfiI рестриктазой (рис. 1в). Наличие
вставки, кодирующей Tat последовательность в
плазмидах pSBbi-GP и pSBtet-GP после клониро-
вания, определяли секвенированием.

Трансфекцию культивируемых В-клеток чело-
века линии RPMI 8866 проводили с помощью
электропоратора Neon (Invitrogen, США) соглас-
но рекомендациям производителя, осуществляя
одновременно доставку в клетки транспозазы
SB100х, необходимой для встраивания последо-
вательности интересующего гена из плазмиды в
геном клетки-хозяина (Kowarz et al., 2015). Полу-
ченные клеточные линии экспрессировали ген
Tat белка стабильно (RPMITat) и индуцибельно в
присутствии доксициклина (RPMITat-ind) с очень
низкой фоновой экспрессией.

После электропорации клетки инкубировали в
течении 48 ч на среде с добавлением 1 мкг/мл пу-
ромицина. Затем флуоресцирующие клетки от-
бирали на клеточном сортере FACSAria SORP
(BD Biosciences). Возбуждение EGFP производи-
лось 488 нм лазером, детекция проводилась в ка-
нале FITC с фильтрами 505LP + 515/20BP. Сорти-
ровка проводилась с использованием сопла
85 мкм при соответствующих настройках давле-
ния в системе. Полученные клетки культивирова-
ли в течение месяца и замораживали.
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ГОРБАЧЕВА и др.

Выделение РНК осуществлялось с набором
RNeasy mini kit (Qiagen) согласно инструкции
производителя. Концентрацию РНК измеряли на
спектрофотометре NanoPhotometer (Implen). Об-
ратная транскрипция проводилась с набором
iScript Advanced (BioRad), для синтеза первой це-
пи кДНК использовался 1 мкг тотальной РНК.
Полимеразная цепная реакция в режиме “реаль-
ного времени” проводилась на приборе CFX96
(BioRad) с использованием “Набора реагентов для
проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green I”
(Синтол). Суммарный объем реакционной смеси
25 мкл (2.5 мкл 10× ПЦР буфера с SYBR-Green I,
2.5 mM MgCl2, 2.5 mM dNTPs, 0.5 мкл Taq-поли-
меразы, 10 pmol каждого праймера и 5 мкл
кДНК). Режим амплификации: денатурация 95°C
3 мин и 40 циклов (95°C 10 с, 62°C 15 с, 72°C 30 с).
Оценку содержания Tat мРНК проводили с по-
мощью праймеров (TAT1F 5'-CTAGACTAGAG-
CCCTGGAAGCA-3'; TAT1R 5'-TGAGGAG-
GTCTTCGTCGCT-3'). Каждый образец ампли-
фицировали в трех повторностях. Нормализацию
проводили с тремя референсными генами (UBC_
forward 5'-GTCGCAGCCGGGATTTGGGT-3';
UBC_reverse 5'-GTCAGACAGGGTGCGCCCAT-3';
YWHAZ_forward 5'-ACTTTTGGTACATTGTG-
GCTTCAA-3'; YWHAZ_reverse 5'-CCGCCAGGA-
CAAACCAGTAT-3'; HPRT_forward 5'-TGTAAT-
GACCAGTCAACAGGGGACA-3'; HPRT_reverse
5'-TCCAACACTTCGTGGGGTCCT-3') (Gladkikh
et al. 2010). Относительное количество кДНК рас-
считывалось по методу Δ-C(t):

где C(t)n – среднее значение C(t) для каждого об-
разца, C(t)min – минимальное среднее значение
для всей выборки. Нормализация уровня экс-
прессии Тat проводилась используя геометриче-
ское среднее значение трех референсных генов
как фактора нормализации NF (Vandesompele
et al., 2002), рассчитанного по формуле:

где HKG – относительное среднее значение
кДНК референсного гена. Нормализованное ко-
личество Tat рассчитывалось как:

Статистическая значимость образцов рассчи-
тывалась с помощью метода парных сравнений
t-теста в программе GraphPad Prism (GraphPad
Software).

При оценке функциональной активности Tat
белка проводился одновременный анализ экс-
прессии Tat-EGFP и быстросозревающего белка
TurboRFP под управлением вирусного промото-
ра LTR методом проточной цитофлуориметрии
на клеточном сортере FACSAria SORP (BD Bio-
sciences). Возбуждение TurboRFP производи-
лось 561 нм лазером, детекция проводилась в ка-
нале РЕ с фильтром 585/20BP.

Для вестерн-блоттинга клетки осаждали цен-
трифугированием, промывали в PBS и ресуспен-
дировали в буфере для лизиса (150 мМ NaCl, 1 мМ

−= minC(t) C(t)2 ,nQ

= ⋅ ⋅NF 3 HKG1 HKG2 HKG3,n

=нормализованное  NF .Q Q

Рис. 1. Схематичное представление слитых конструкций с TAT последовательностью, полученных на основе векторов
pSBtet-GP (а) и pSBbi-GP (б). Кодирующая последовательность Tat вставлена по сайтам SfiI (в).
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ЭДТА, 50 мМ Tris-HCl, рН 7.5, 0.5% Nonidet P-40,
содержащий ингибиторы протеаз (Roche,
04693159001) и фосфатаз (Roche, 04906837001).
Лизаты инкубировали на льду в течение 30 мин и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
15 с. Концентрацию белка определяли с помощью
набора для анализа BCA (Thermo, № 23227) в со-
ответствии с протоколом производителя. Образ-
цы, приготовленные с использованием буфера
LDS (Thermo, NP0007), разделяли на 4–12% Bis-
Tris-геле (Thermo, NP0323) в буфере MOPS SDS
(Thermo, NP0001). Белки переносили на PVDF
мембрану, неспецифическое связывание блоки-
ровали в 5% молоке в течение 1 ч при комнатной
температуре. Использовали следующие антите-
ла (инкубация в течение ночи при 4°С): антите-
ла против ВИЧ-1 Tat (Santa Cruz Biotechnology,
sc-65912), антитела против GFP (Roche,
11814460001), антитела против GAPDH (Cell sig-
naling, 2118), антитела против β-актина (Sigma,
A1978). Для выявления использовали антитела,
конъюгированные c пероксидазой (Jackson Im-
munoResearch, 315035003 и Jackson ImmunoRe-
search, 111035144). После инкубации со вторыми
антителами мембрану инкубировали с хемилю-
минесцентным субстратом SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific, 34580) в течение 1 мин, а затем
проявляли мембрану с использованием системы
ImageQuant LAS 4000 Mini (GE Healthcare).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основной задачей настоящей работы было по-
лучение клеточных линий, экспрессирующих Tat
без тэгов. Отбор клеток и дальнейший контроль
за состоянием культур существенно проще, если
клетки экспрессируют флуоресцентный белок,
поэтому мы использовали векторы, позволяю-
щие ко-экспрессировать вместе с Tat белком зе-
леный флуоресцентный белок (EGFP). Для полу-
чения стабильных линий клеток была выбрана
система транспозонов Sleeping beauty, позволяю-
щая получать стабильные линии клеток с инте-
грацией целевых генов в геном клетки-хозяина
(Kowarz et al., 2015). Процесс интеграции катали-
зируется транспозазой SB100х, которая случай-
ным образом распределена по геному и преиму-
щественно не связана с активными генами.

Две плазмидные конструкции, экспрессирую-
щие ген Tat белка, были сконструированы на ос-
нове векторов pSBbi-GP и pSBtet-GP (Kowarz
et al., 2015). Вектор pSBbi-GP позволяет клониро-
вать гены под контролем промотера Ef1α для ста-
бильной экспрессии. Конструкция pSBtet-GP
позволяет клонировать гены под контролем ин-
дуцибельного промотора гена tight TRE. Данная
конструкция позволяет получить мРНК, кодиру-

ющую флуоресцентный белок EGFP и белок-ре-
прессор тетрациклиновых антибиотиков (rTetR).
Оба вектора позволяют проводить селекцию по-
лучаемых клеток на пуромицине, а для клониро-
вания содержат два сайта рестрикции SfiI. В итоге
были получены две плазмиды, позволяющие про-
водить конститутивную и индуцибельную экс-
прессию Tat белка (рис. 1).

Полученные плазмиды были трансфецирова-
ны в культивируемые В-клетки линии RPMI 8866
с помощью электропорации. Клетки с экспрессией
Tat белка растили на среде с пуромицином, а за-
тем флуоресцирующие клетки отбирали на кле-
точном сортере методом FACS. В результате были
получены культуры со стабильной экспрессией
Tat белка (линия RPMITat) и индуцибельной экс-
прессией Tat белка (линия RPMITat-ind) (рис. 2а).
Важно отметить, что при проведении эксперимен-
тов с уже полученными клеточными линиями в
культуре обнаруживались и нефлуоресцирующие
клетки, причем, процент их увеличивался с тече-
нием времени, что косвенно свидетельствует о по-
степенной потере встроенных генов клетками.

Оценку уровня экспрессии Tat в полученных
клетках проводили методом qRT-PCR (рис. 2б).
Индукция доксициклином приводит к много-
кратному повышению уровня экспрессии Tat
белка в клетках RPMITat-ind, причем, уровень экс-
прессии после индукции превышает уровень экс-
прессии в клетках RPMITat. Экспрессия белка в
клетках RPMITat-ind была выявлена вестерн-блот-
тингом. В контрольных клетках экспрессия Tat
белка не выявлялась, однако после индукции
доксициклином в клетках четко детектировался
Tat белок (рис. 2в).

Для проверки функциональной активности
экспрессируемого белка в клетки была дополни-
тельно трансфецирована плазмида, кодирующая
быстросозревающий красный белок TurboRFP
под управлением вирусного промотора (LTR).
Экспрессия TurboRFP не выявлялась в контроль-
ных RPMI 8866 клетках (рис. 2г). Напротив, в
клетках RPMITat четко выявлялась популяция кле-
ток, коэкспрессировавшая EGFP и TurboRFP. В
клетках RPMITat-ind с коэкспрессией EGFP и
TurboRFP, т.е. клетки, в которых выявлялась
трансактиваторная активность Tat белка. При
этом уровень экспрессии TurboRFP был очень
низким. Индукция экспрессии доксициклином
приводила к росту доли флуоресцирующих кле-
ток (с 8.4 до 13.0%), а также к повышению интен-
сивности флуоресценции клеток (медиана флу-
оресценции TurboRFP по региону Q2 составля-
ла 556 f.u. (CV 122.4%) до индукции и 1437 f.u.
(CV 138.7%) после индукции).
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Таким образом, в ходе проделанной работы
получены клеточные линии со стабильной и инду-
цибельной экспрессией Tat белка. Для удобства
отбора клеток и последующего контроля состоя-
ния культур клетки коэкспрессировали Tat с флуо-
ресцентным белком (EGFP). Чтобы исключить

возможные эффекты от слияния Tat белка с EGFP,
в данных плазмидах EGFP экспрессировался от-
дельно, а не в виде белка слияния с вирусным бел-
ком. Оценка функциональной активности Tat бел-
ка показала, что экспрессируемый белок способен
к трансактивации вирусного промотора (LTR), что

Рис. 2. Оценка экспрессии Tat белка в полученных клеточных линиях. (а) – полученные клеточные линии (RPMITat и
RPMITat-ind) экспрессируют EGFP в отличие от исходной клеточной линии (RPMI 8866) (проточная цитофлуоримет-
рия). Экспрессия EGFP является свидетельством того, что вставка была интегрирована в геном, что хотя и косвенно,
позволяет установить долю клеток, которые экспрессируют Tat. В обеих полученных линиях присутствует примесь не-
флуоресцирующих клеток. (б) – оценка содержания мРНК Tat белка методом qRT-PCR. Данные нормализованы по
трем референсным генам (YWHAZ, UBC, HPRT) и представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 3). (в) –
индукция экспрессии Tat белка в клетках RPMITat-ind (вестерн-блоттинг). В клетках, не обработанных доксицикли-
ном (слева), экспрессия Тat белка не выявляется, в клетках после обработки доксициклином (справа) белок детекти-
руется уже через 6 часов после начала обработки. (г) – экспрессируемый в клеточных линиях RPMITat и RPMITat-ind

Tat белок активирует экспрессию TurboRFP, регулируемого вирусным промотором (LTR), т.е. способен к трансакти-
вации. Данные получены методом проточной цитофлуориметрии.
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позволяет использовать полученные клетки для
работы. Полученные клетки могут найти приме-
нение для оценки эффектов Tat белка на В-клет-
ки в системе in vitro. Сейчас существуют анало-
гичные модели на Т-клетках (Reeder et al., 2015) и
макрофагах (Carvallo et al., 2017), т.е. на тех клет-
ках, которые инфицируются ВИЧ. Полученные
культуры могут стать аналогичной моделью, зато-
ченной на изучение действия Tat на В-клетки, что
может быть востребованным при изучении меха-
низмов образования В-клеточных лимфом у
ВИЧ-инфицированных пациентов. Сравнение
кратковременных эффектов при индуцибельной
экспрессии и долговременных при конститутив-
ной позволит выявлять не только эффекты Tat на
клетку, но и возможные компенсаторные реак-
ции клеток на присутствие вирусного белка. В на-
стоящее время реакции В-лимфоцитов на появ-
ление Tat не изучены, а именно эти реакции могут
быть удачной терапевтической мишенью для
предотвращения развития В-клеточных лимфом.

Выражаем благодарность Eric Kowarz за предо-
ставление плазмид pSBbi-GP и pSBtet-GP (Ad-
dgene рlasmids #60511 и #60495) и Zsuzsanna Izsvak
за предоставление плазмиды SB100X (Addgene
рlasmid #34879). Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Российского научного фонда
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Highly effective antiretroviral therapy makes it possible to control the human immunodeficiency virus (HIV)
and prevent the development of immunodeficiency. Despite ongoing therapy, various complications can de-
velop, including B-cell lymphomas. One of the mechanisms of oncogenesis in HIV-infected patients is asso-
ciated with the action of the viral Tat protein, which is able to penetrate uninfected B-cells. To study the effect
of Tat protein on B-cells, cell lines based on cultured B-cells RPMI 8866 line with constant and inducible
expression of Tat protein were obtained and characterized.
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<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


