
ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ, 2013, том 60, № 1, с. 61–65

61

ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее важных механизмов деток�
сикации тяжелых металлов (ТМ), в том числе
кадмия, в клетке является их хелатирование в ци�
топлазме и транспорт в вакуоль [1]. Изоляция
токсичных ионов в вакуоли осуществляется бла�
годаря функционированию различных транс�
портных систем тонопласта [2], среди которых
известные в настоящее время транспортеры
CAX2 и САХ4, работающие как Cd2+/H+�анти�
портеры и способные, как полагают, перемещать
свободные ионы металла через вакуолярную мем�
брану из цитоплазмы в вакуоль [3, 4]. Работу этих
антипортеров обеспечивают протонные помпы
тонопласта, в частности, вакуолярная Н+�АТФа�
за, создающая электрохимический градиент, не�
обходимый для сопряженного (вторичного)
транспорта ионов металлов через тонопласт [5, 6].

По современным представлениям, вакуоляр�
ная Н+�АТФаза высших растений является бел�
ковым комплексом, состоящим из нескольких
субъединиц, кодируемых разными генами [7, 8].

При этом выявлено, что увеличение экспрессии
генов некоторых из них в условиях действия
стрессовых факторов сопровождается увеличени�
ем количества соответствующего фермента и,
следовательно, его активности [9−11]. В свою
очередь, повышение активности вакуолярной
Н+�АТФазы сопровождается усилением транс�
порта ионов ТМ в вакуоль [12], в том числе и
ионов кадмия [8]. Было высказано предположе�
ние о том, что за счет увеличения активности ан�
типортеров вакуолярная Н+�АТФаза может повы�
шать устойчивость растений к ТМ. Однако экспе�
риментальных данных, подтверждающих это,
крайне мало. Вместе с тем, изучение экспрессии
генов отдельных субъединиц вакуолярной Н+�
АТФазы в присутствии кадмия может поспособ�
ствовать лучшему пониманию механизма изоля�
ции металла в вакуоли клеток и его детоксикации.

Исходя из вышеизложенного, целью нашего
исследования явилось изучение экспрессии генов
двух субъединиц вакуолярной Н+�АТФазы (Hv�
VHA E и HvVHA с) в корнях растений ячменя раз�
ного возраста в присутствии кадмия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Опыты проводили с проростками ярового яч�
меня (Hordeum vulgare L.) сорта Зазерский 85. Се�
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мена проращивали в сосудах с песком при темпе�
ратуре воздуха 20−22°С, освещенности 10 клк,
фотопериоде 14 ч. По достижении растениями
возраста 3 (фаза прорастания семян) и 7 (фаза
всходов) дней их переносили в пластиковые кон�
тейнеры (объемом 2 л) на половинный раствор
Кнопа с добавлением микроэлементов (контроль).
В опытных вариантах к питательному раствору до�
бавляли кадмий в форме сульфата (100 мкМ).

Через 4 суток экспозиции на растворе с кадми�
ем в корнях проростков определяли его содержа�
ние, оценивали влияние на рост корня, а также
рассчитывали индекс устойчивости проростка
методом корневого теста [13]. Помимо этого, в
клетках корня определяли уровень экспрессии
генов НvVHA Е и НvVHA с и измеряли количество
восстановленного глутатиона (GSH).

Содержание кадмия в корнях и листьях опреде�
ляли методом инверсионной вольтамперометрии с
использованием полярографа АВС 1.1 (“Вольта”,
Россия). Разложение растительных образцов про�
водили в смеси HNO3 и H2O2 в соотношении 4 : 1 с
использованием микроволновой системы подго�
товки проб марки МС�6 (“Вольта”). 

Индекс устойчивости (It) вычисляли по фор�
муле: It = lCd/lк, где lCd – прирост корня за 4 суток
экспозиции в опытном варианте; lк – прирост
корня за это же время в контрольном варианте.

Уровень экспрессии генов определяли мето�
дом ПЦР. Тотальную РНК выделяли с помощью
набора для выделения РНК YellowSolve (“Clono�
gene”). Препарат РНК обрабатывали ДНКазой.
Первую цепь кДНК синтезировали, используя
набор для обратной транскрипции со случайны�
ми праймерами (“Силекс”). Использованные

праймеры представлены в табл. 1. ПЦР в режиме
реального времени проводили на приборе iCycler
iQ5 (“Bio�Rad”, США) с оптической приставкой с
использованием наборов с интеркалирующим
красителем SYBR (“Синтол”). После амплифи�
кации для подтверждения специфичности ПЦР�
продуктов осуществляли процедуру плавления.

Количество GSH определяли методом ВЭЖХ.
После замораживания образцов корней в жидком
азоте проводили экстракцию GSH. Для этого 20
мг материала гомогенизировали в 2 мл раствора
ледяной 6.3 мМ диэтилтриаминпентауксусной
кислоты (“Sigma”) и 0.1% трифторуксусной кис�
лоты (“Merck”). Гомогенат центрифугировали
при 10000 об./мин и 4°С. Полученные экстракты
подвергали предколоночной дериватизации с мо�
нобромбинаме (“Sigma”) согласно методике
Sneller с соавт. [14]. Разделение GSH проводили в
аналитической колонке марки Phenomenex Luna
5u С18 при температуре колонки 37°С и скорости
потока 0.5 мл/мин. Количество GSH определяли
по его стандарту (“Sigma”). Расчет площадей пи�
ков осуществляли с помощью компьютерной
программы МультиХром (v. 1,5Х).

Все представленные в статье данные являются
средними из двух независимых опытов. Повтор�
ность в пределах одного варианта опыта для раз�
ных показателей составляла от 6 до 20 растений. В
таблицах и на рисунках представлены средние
значения и их стандартные ошибки. Достовер�
ность различий оценивали с помощью t�критерия
Стьюдента при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Проведенный анализ показал, что 4�дневная
экспозиция 3� и 7�дневных проростков ячменя на
растворе с кадмием приводила к значительному
повышению его содержания в корнях. Причем у
проростков, возраст которых до обработки со�
ставлял 7 дней, содержание кадмия в корнях было
в 1.3 раза выше, чем у проростков, которым до об�
работки было 3 дня (табл. 2). Тем не менее, тормо�
жение роста корня наблюдалось только у более
молодых: его прирост в опытном варианте был
почти на 30% меньше, чем в контроле. Индекс
устойчивости у них при этом составил 0.7. У более
взрослых проростков негативное влияние кадмия
на рост корня практически не наблюдалось, по�
этому индекс устойчивости у них оказался близ�
ким к 1.0.

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген Прямой праймер Обратный праймер

НvVHA�Е 5'cgccgacgccaagatgaacgaca 5'agcactttgatacgggaagcatt

НvVHA�с 5'ааtctacggcctcatcatcg 5'cacgggatgagaggatgatg

Таблица 2. Содержание кадмия в корнях проростков
ячменя разного возраста после 4�суточной экспози�
ции на растворе с металлом (100 мкМ) и индекс их
устойчивости

Возраст проростков до 
обработки и экспозиция

Содержание кадмия, 
мкг/г сырого веса

It, 
усл. ед.

3�дневные + 4 суток с Cd 20.50 ± 0.68 0.71

7�дневные + 4 суток с Cd 27.02 ± 0.51 0.98

Примечание. В таблице представлены средние значения и их
стандартные ошибки. Содержание кадмия в корнях расте�
ний контрольных вариантов составляет 0.23 ± 0.02 и 0.27 ±
± 0.03 мкг/г сырого веса соответственно. 
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Обнаруженные различия в устойчивости про�
ростков ячменя разного возраста к кадмию четко
коррелировали с изменениями в уровне экспрес�
сии изученных нами генов вакуолярной Н+�АТ�
Фазы. Так, после 4�дневной экспозиции пророст�
ков на растворе с металлом экспрессия гена НvVHA E
в клетках корня резко возрастала, но ее уровень
оказался значительно более высоким у более
взрослых проростков и превышал контроль в
5 раз, тогда как у более молодых – только в
2.3 раза (рис. 1). Уровень экспрессии гена НvVHA
с при действии кадмия существенно возрастал (в
4 раза) лишь в корнях более взрослых растений.

Наряду с этим, экспозиция проростков на рас�
творе с кадмием приводила к двукратному сниже�
нию количества GSH в корне более молодых из
них и, наоборот, к двукратному увеличению со�
держания GSH в корне более взрослых пророст�
ков (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Впервые наличие протон�зависимого транс�
порта кадмия в вакуоль было экспериментально
доказано в опытах in vivo с везикулами тонопласта
корней овса [15]. Авторы показали, что АТФазы
V�типа, к которым относится и вакуолярная Н+�
АТФаза, могут обеспечивать работу Cd2+/H+�ан�
типортера. Позднее в присутствии кадмия было

обнаружено увеличение экспрессии генов неко�
торых субъединиц вакуолярной Н+�АТФазы, в
частности, субъединицы с (HvVHA с) в корнях
огурца [16] и субъединицы E (HvVHA E) в корнях
ячменя [17], что приводило к повышению актив�
ности фермента. Аналогичный эффект был отме�
чен и при действии на растения других неблаго�
приятных факторов среды, в частности, засоле�
ния [18], засухи [19], низких и высоких
температур [8]. При этом показано, что возраста�
ние стрессовой нагрузки приводит не только к
увеличению экспрессии генов отдельных субъ�
единиц вакуолярной Н+�АТФазы и повышению
активности фермента, но и сопровождается уве�
личением устойчивости растений. В наших опы�
тах было установлено, что под влиянием кадмия в
корнях более взрослых проростков ячменя резко
повышалась экспрессия генов HvVHA Е и HvVHA
с, что соответствует их более высокой металло�
устойчивости по сравнению с более молодыми
проростками, при этом и количество кадмия в их
корнях оказалось выше. На основании этого
можно предположить, что более высокая устой�
чивость взрослых проростков к кадмию связана с
увеличением активности вакуолярной Н+�АТФа�
зы и, соответственно, с более активным транс�
портом ионов ТМ в вакуоль.

Как известно, на активность вакуолярной Н+�
АТФазы в стрессовых условиях может оказывать
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заметное влияние изменение окислительно�вос�
становительного потенциала клетки, например,
вследствие нарушения соотношения между окис�
ленной и восстановленной формами глутатиона
[20]. При этом увеличение содержания GSH спо�
собствует увеличению стабильности тонопласта и
возрастанию активности протонных помп [21]. В
нашем случае воздействие кадмия на более взрос�
лые проростки ячменя приводило к заметному
увеличению в корне содержания GSH, очевидно,
связанного с усилением его синтеза [22], что, в
свою очередь, могло способствовать активизации
фермента и, как следствие, повышению металло�
устойчивости растений. 

Относительно причин выявленных у пророст�
ков возрастных различий в уровне экспрессии ге�
нов вакуолярной Н+�АТФазы под влиянием кадмия
в известной нам литературе сведений нет. Хотя об�
наружено, что онтогенетические изменения влияют
на экспрессию генов вакуолярной Н+�АТФазы и
могут приводить к изменению активности фер�
мента [19]. Не исключено, что возрастные изме�
нения в активности вакуолярной Н+�АТФазы мо�
гут быть связаны с онтогенетическими различия�
ми в концентрации кальция в клетках корня,
поскольку ионы Ca2+ играют одну из ключевых
ролей в регуляции транспортных процессов на
тонопласте [23].

Резюмируя результаты проведенной работы
можно заключить, что кадмий оказывает значи�
тельное влияние на экспрессию генов вакуоляр�

ной Н+�АТФазы в корнях ячменя. При этом уро�
вень экспрессии генов разных субъединиц фер�
мента неодинаков и зависит от возраста растений
и содержания металла в корне. У более молодых
проростков после 4�дневной экспозиции на рас�
творе с кадмием тормозился рост корня, который
сопровождался увеличением экспрессии гена Hv�
VHA Е. Изменений в экспрессии гена HvVHA с
при этом не происходило. У более взрослых про�
ростков, несмотря на более высокое содержание в
корнях кадмия, его негативного влияния на рост
корня не наблюдалось. При этом экспрессия обо�
их изученных генов резко повышалась. 

При сопоставлении уровня экспрессии генов и
устойчивости проростков разного возраста к кад�
мию отчетливо выявляется прямая зависимость,
что позволяет с большой долей уверенности гово�
рить об участии вакуолярной Н+�АТФазы в меха�
низме повышения устойчивости растений к ТМ.
Возрастание же у более взрослых и более устойчи�
вых проростков содержания GSH в клетках кор�
ня, очевидно, выступает в качестве дополнитель�
ного фактора, способствующего поддержанию в
этих условиях высокой активности фермента.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Hall J.L. Cellular Mechanisms for Heavy Metal Detox�
ification and Tolerance // J. Exp. Bot. 2002. V. 53. P. 1−11.

2. Kaba a K., Janicka�Russak M. Differential Regulation
of Vacuolar H+�ATPase and H+�PPase in Cucumis sati�

l

700

600

500

400

300

200

100

0
3�дневные 7�дневные

Возраст растений до обработки кадмием

С
о

де
р

ж
ан

и
е 

G
S

H
, 

н
м

о
ль

/г
 с

ы
р

о
го

 в
ес

а

Рис. 2. Содержание GSH в корне проростков ячменя разного возраста после 4�дневной экспозиции на растворе с кад�
мием (100 мкМ). 
1 – контроль; 2 – опыт.

1

2



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 60  № 1  2013

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ВАКУОЛЯРНОЙ Н+�АТФазы В КОРНЯХ 65

vus Roots by Zinc and Nickel // Plant Sci. 2011. V. 180.
P. 531−539.

3. Clemens S. Toxic Metal Accumulation, Responses to
Exposure and Mechanisms of Tolerance in Plants //
Biochimie. 2006. V. 2006. P. 1707−1719.

4. Mendoza�Cózatl D.G., Jobe T.O., Hauser F., Schroeder
J.I. Long�Distance Transport, Vacuolar Sequestration,
Tolerance, and Transcriptional Responses Induced by
Cadmium and Arsenic // Curr. Opin. Plant Biol. 2011.
V. 14. P. 554−562.

5. Rea P.A., Sanders D. Tonoplast Energization: Two H+�
Pumps, One Membrane // Physiol. Plant. 1987. V. 71.
P. 131−141.

6. Cooke D.T., Clarkson D.T. Transport and Receptor
Proteins of Plant Membranes. Molecular Structure and
Function. New York: Plenum, 1992. V. 1/3. 213 p. 

7. Sze H., Ward J.M., Lai S. Vacuolar H+�Translocating
ATPases from Plants: Structure, Function, and
Isoforms // J. Bioenerg. Biomembr. 1992. V. 24. P. 371−
381.

8. Dietz K.J., Tavakoli N., Klude C., Mimura T., Sharma
S.S., Harris G.C., Chardonnens A.N., Golldack D. Sig�
nificance of the V�Type ATPase for the Adaptation to
Stressful Growth Conditions and Its Regulation on the
Molecular and Biochemical Level // J. Exp. Bot. 2001.
V. 52. P. 1969−1980.

9. Dietz K.J., Rudloff S., Ageorges A., Eckerskorn C., Fis�
cher K., Arbinger B. Subunit E of the Vacuolar H+�AT�
Pase of Hordeum vulgare L.: cDNA Cloning, Expres�
sion and Immunological Analysis // Plant J. 1995. V. 8.
P. 521−529.

10. Tsiantis M.S., Bartholomew D.M., Smith J.A.C. Salt
Regulation of Transcript Levels for the c Subunit of a
Leaf Vacuolar H+�ATPase in the Halophyte Mesembry�
anthemum crystallinum // Plant J. 1996. V. 9. P. 729–
736.

11. Golldack D., Dietz K.�J. Salt�Induced Expression of the
Vacuolar H+�ATPase in the Common Ice Plant Is De�
velopmentally Controlled and Tissue Specific // Plant
Physiol. 2001. V. 125. P. 1643–1654.

12. Kluge C., Lahr C., Hanitzsch M., Bolte S., Golldack G.,
Dietz K.�J. New Insight into the Structure and Regula�
tion of the Plant Vacuolar H+�ATPase // J. Bioenerg.
Biomembr. 2003. V. 35. P. 377−388.

13. Wilkins D.S. The Measurement of Tolerance to Edaph�
ic Factors by Means of Root Growth // New Phytol.
1978. V. 80. P. 623–633. 

14. Sneller F.E.S., van Heerwaarden L.M., Koevoets P.L.M.,
Vooijs R., Schat H., Verkleij A.C. Derivatization on Phy�

tochelatins from Silene vulgaris, Induced upon Exposure
to Arsenate and Cadmium: Comparison of Derivatization
with Ellman´s Reagent and Monobrombimane // J. Ag�
ric. Food Chem. 2000. V. 48. P. 4014−4019.

15. Salt D.E., Wagner G.J. Cadmium Transport across
Tonoplast of Vesicles from Oat Roots // J. Biol. Chem.
1993. V. 268. P. 12 297−12 302.

16. Kaba a K., Janicka�Russak M., K obus G. Different
Responses of Tonoplast Proton Pumps in Cucumber
Roots to Cadmium and Copper // J. Plant Physiol.
2010. V. 167. P. 1328–1335.

17. Finkemeier I., Kluge C., Metwally A., Georgi N.,
Grotjohann N., Dietz K.�J. Alterations in Cd�Induced
Gene Expression under Nitrogen Deficiency in Hor�
deum vulgare // Plant Cell Environ. 2003. V. 26. P. 821−
833.

18. Janicka�Russak M., K obus G. Modification of Plasma
Membrane and Vacuolar H+�ATPase in Response to
NaCl and ABA // J. Plant Physiol. 2007. V. 164. P. 295−
302.

19. Löw R., Rockel B., Kirsch M., Ratajczak R.,
Hörtensteiner S., Martinoia E., Lüttge U., Rausch T.
Early Salt Stress Effects on the Differential Expression
of Vacuolar H+�ATPase Genes in Roots and Leaves of
Mesembryanthemum crystallinum // Plant Physiol.
1996. V. 110. P. 259−265.

20. Cipriano D.J., Wang Y., Bond S., Hinton A., Jefferies K.C.,
Qi J., Forgas M. Structure and Regulation of the Vacu�
olar ATPases // Biochim. Biophys. Acta. 2009. V. 1777.
P. 599−604.

21. Ozolina N.V., Kolesnikova E.V., Nurminsky V.N., Nest�
erkina I.S., Dudareva L.V., Tretyakova A.V., Salyaev
R.K. Redox Dependence of Transport Activity of Tono�
plast Proton Pumps: Effects of Nitric Oxide Exposure
during Ontogenesis and under Hipoosmotic and Hy�
perosmotic Stress // Membr. Cell Biol. 2011. V. 5.
P. 258−262.

22. Metwally A., Safronova V.I., Belimov A.A., Dietz K.J.
Genotypic Variation of Response to Cadmium Toxicity
in Pisum sativum L. // J. Exp. Bot. 2005. V. 56. P. 1267−
1279.

23. Ozolina N.V., Kolesnikova E.V., Nurminsky V.N., Nest�
erkina I.S., Dudareva L.V., Donskaya L.I., Salyaev
R.K. Influence of Exogenous NO Donator and Varia�
tions in the Ca2+ Content on Transport Activity Related
to Tonoplast Proton Pumps in Ontogenesis and under
Hyperosmotic Stress // Membr. Cell Biol. 2010. V. 4.
P. 297−301.

l l

l

5



<<
  /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


