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Резюме. Адекватное функционирование адаптивной иммунной системы при острой вирусной инфекции не-

возможно представить без Т-клеток. Т-клетки не только элиминируют зараженные вирусом клетки и уча-

ствуют в формировании иммунологической памяти, а также косвенно модулируют гуморальный ответ через 

селекцию и поддержание специфических B-клеток. T-клеточный рецептор (TCR) распознает процессирован-

ный антиген, представленный на поверхности клеток в MHC одного из двух классов. Таким образом, сфор-

мировавшийся репертуар TCR отражает историю встреченных антигенов через призму данного организма 

с конкретным набором MHC. Для исследования изменения репертуара TCR в ответ на острую вирусную ин-

фекцию мы воспользовались моделью вакцинации от желтой лихорадки. Вакцина от желтой лихорадки уже 

больше полувека является эталоном как по безопасности, так и по эффективности. Основой вакцины явля-

ется живой аттенуированных вирус, что позволяет исследовать иммунный ответ в условиях, максимально 

приближенных к заражению вирусом дикого типа. ЖЛ-специфический Т-клеточный ответ на иммунодоми-

нантные пептиды, представляемые на HLA-A02 подробно изучен, однако данных от исследований иммун-

ного ответа доноров, не несущих HLA-A02 аллель пока что мало. Целью данной работы стало рассмотрение 

динамики изменений структуры Т-клеточного репертуара, которые происходят в ответ на вакцинацию от ЖЛ 

у донора, не имеющего HLA-A02 аллель. В ходе работы мы обнаружили, что общая картина ответа сходна 

с таковой у доноров HLA-A02 положительных: вакцинация вызывает обширную экспансию ЖЛ-реактивных 

клонов на 14 день. Несмотря на отсутствие известного иммунодоминантного эпитопа для HLA аллелей перво-

го класса данного донора, его ответ также был сдвинут в сторону CD8+ Т-клеток, и их доля возросла к 53 дню. 

Аминокислотные последовательности CDR3 TCRβ ЖЛ-реактивных клонов не образуют большого количе-

ства кластеров. Самый большой кластер образован СD4+ Т-клетками, что вместе с обширной экспансией ЖЛ-

специфических клонов подтверждает наличие новых иммуногенных эпитопов.

Ключевые слова: Т-клеточный рецептор, специфичность, репертуар, желтая лихорадка, вакцинация, острая вирусная 
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a Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
b Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russian Federation

Abstract. Infection is inconceivable without T cells. T cells not only eliminate virus-infected cells and participate in the 

formation of immunological memory, but also indirectly modulate the humoral response through the selection and 

maintenance of specific B cells. The T-cell receptor (TCR) recognizes processed antigen presented on the surface of cells 

in the MHC of one of two classes. Thus, the formed TCR repertoire reflects the history of encountered antigens through 

the prism of the specific organism with a particular set of MHC. To investigate changes in the TCR repertoire in response 

to acute viral infection, we utilized a yellow fever vaccination model. The yellow fever vaccine has been a benchmark for both 

safety and efficacy for over half a century. The vaccine is based on a live attenuated virus, allowing the study of the immune 

response under conditions closely to the viral infection. The yellow fever-specific T-cell response to immunodominant 

peptides presented on HLA-A02 is well studied, but experiments with HLA-A02-negative donors are still lacking. The aim 

of this study was to examine the dynamics of changes in the T-cell repertoire structure that occur in response to yellow 

fever vaccination in a donor without the HLA-A02 allele. We found that the overall T-cell response dynamics were similar 

to that in HLA-A02-positive donors: vaccination led to rapid expansion of yellow fever-reactive clones by day 14. Despite 

the absence of a known immunodominant epitope for HLA I alleles in this donor, the immune response also shifted 

towards CD8+ T cells, with increasing of the CD8+ clones fraction by day 53. The amino acid sequences of CDR3 TCRβ 

yellow fever specific clones formed a stable cluster by CD4+ T cells, further confirming the presence of novel immunogenic 

epitopes.

Key words: TCR, specific, repertoire, YF17D, vaccination, acute virus infection, HLA, MHC, restriction, clone, cluster, adaptive immunity.

Введение

Проблема острых вирусных инфекций про-

должает быть актуальной [2]. Основная слож-

ность изучения иммунного ответа человека 

на острые вирусные инфекции это отсутствие 

возможности постановки контролируемо-

го эксперимента. Наиболее удачной моделью 

острой вирусной инфекции является вакцина-

ция от желтой лихорадки (ЖЛ). Изобретатель 

вакцины, Макс Тейлер, получил Нобелевскую 

премию в 1951 г. «За открытия, связанные с жел-

той лихорадкой, и борьбу с ней» [6]. В основе 

вакцины аттенуированный вирус, который как 

и дикий тип вируса вызывает виремию, позво-

ляя изучать иммунный ответ в условиях макси-

мально близких к вирусной инфекции.

Т-клетки играют важную роль в противо-

вирусной защите, участвуя во множестве 

процессов от элиминации вирусных частиц 

до формирования иммунологической памя-

ти. Специфическое распознавание антигена 

Т-клетками происходит в ходе взаимодействия 

Т-клеточного рецептора (TCR) с процесси-

рованным антигеном, встроенным в глав-

ный комплекс гистосовместимости (MHC). 

Участок, принимающий наибольшее участие 

во взаимодействии с антигеном (CDR3) на-

ходится на TCRβ цепи и отличается крайней 

вариабельностью, формирующейся в процессе 

V(D)J рекомбинации. Применение технологий 

секвенирования нового поколения совмест-

но с стратегиями пробоподготовки позволяет 

преодолевать основную сложность исследова-

ния репертуара — огромное разнообразие по-

следовательностей TCR [5]. Все вместе создает 

необходимую базу для изучения изменений 

Т-клеточного репертуара в ответ на вакцина-

цию от желтой лихорадки.

Динамика Т-клеточного ответа на первич-

ную вакцинацию от желтой лихорадки харак-

теризуется выраженной экспансией как CD8+, 

так и CD4+ Т-клеток на 14 день после вакци-

нации [11]. Репертуар ЖЛ-специфических 

Т-клеток подробно изучен для доноров, об-

ладающих аллелем HLA-A02 [7], самым рас-

пространенным аллелем среди европейских 

доноров [8]. Найдена аминокислотная по-

следовательность TCRβ CDR3 региона, рас-

познающего иммуногенный эпитоп NS4B ви-

русного белка, представленного на HLA-A02, 

а также исследован ответ на вторичную вак-

цинацию [4]. Несмотря на это, данных о ЖЛ-

специфическом Т-клеточном ответе доноров, 

не несущих аллель HLA-A02, намного мень-

ше. При этом естественные резервуары жел-

той лихорадки географически не пересекают-

ся с регионами широкого распространения 

HLA-A02 аллеля [3], поэтому исследование 

ЖЛ-специфических Т-клеток доноров, не не-

сущих аллель HLA-A02 имеет особую клини-

ческую значимость.

В данной работе мы подробно рассматрива-

ем специфический Т-клеточный ответ на вак-

цинацию от желтой лихорадки у донора, не об-

ладающего аллелем HLA-A02.
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Материалы и методы

Образцы крови. Вакцинацию проводили жи-

вой аттенуированной вакциной YF17D, забор 

крови проводился в сертифицированной диа-

гностической лаборатории. Мононуклеарные 

клетки периферической крови были выделены 

с помощью стандартного протокола центри-

фугирования в градиенте плотности (фиколл, 

1,077 г/см3, ПанЭко, Россия) из 8 мл крови для 

каждой повторности. Выделение субпопуляций 

CD4+ и CD8+ осуществляли с использовани-

ем магнитной сепарации и позитивной селек-

ции Dynabeads (Invitrogen, США) из 4 мл кро-

ви в каждой временной точки. РНК выделяли 

стандартным протоколом для Trizol реагента.

HLA-типирование. Стартовый материал для 

HLA-типирования брали из аликвоты РНК 

выделенной из мононуклеарных клеток пери-

ферической крови. Синтез кДНК библиоте-

ки происходил с использованием праймеров 

на участки высокой консервативности HLA-A, 

HLA-B, HLA-C, HLA-DQB, HLA-DRB локу-

сов. Полученную библиотеку секвенировали 

на платформе Illumina MiSeq в режиме 2 × 250 пн, 

полученные данные обрабатывались в среде R 

с помощью автоматизированного алгоритма.

Приготовление библиотек TCRβ, секвенирова-

ние. Библиотеки TCRβ подготавливались по ра-

нее разработанному протоколу [7] c незначи-

тельными доработками. Основной особенно-

стью нашей пробоподготовки является вне-

дрение уникальных молекулярных баркодов 

с использованием эффекта смены матрицы ре-

вертазой на 5’-конце, что позволяет подсчитать 

количество молекул мРНК на старте и испра-

вить ошибки ПЦР при последующей обработке. 

Библиотеки были секвенированы на платфор-

ме Illumina NovaSeq в режиме 2 × 150 пн.

Обработка полученных данных. Сырые дан-

ные секвенирования были обработаны с по-

мощью специального программного обеспече-

ния MIGEC [10] и MiXCR [1], которое позволя-

ет скорректировать ошибки секвенирования, 

подсчитать количество уникальных молекул 

мРНК, а также провести выравнивание V, D 

и J сегментов. Для дальнейшего анализа полу-

ченных таблиц клонсетов были использованы 

пакеты tidyverse, data.table в среде программи-

рования R studio. Для построения графиков ис-

пользовался пакет ggplot2.

Результаты и обсуждение

На первом этапе мы провели генотипиро-

вание донора и обнаружили у него следующие 

HLA-аллели: A*24:02:01; A*30:01:01; B*13:02:01; 

B*35:02:01; C*04:01:01; C*06:02:01; DQB1*02:02:01; 

DQB1*03:01:01; DRB1*07:01:01; DRB1*11:04:01. 

Эксперимент проводили согласно следующей 

схеме: на день 0, до вакцинации, у донора заби-

ралась кровь с последующим выделением PBMC 

и разделением на фракции CD4+ и CD8+, в этот 

же день проходила вакцинация донора YF17D. 

Далее у донора снова забиралась кровь с ана-

логичными шагами пробоподготовки на 15, 25, 

34 и 53 день после вакцинации. На основе всех 

полученных образцов готовились библиотеки 

кДНК для дальнейшего секвенирования и ре-

конструкции репертуаров TCR. Для того, чтобы 

обнаружить Т-клеточные клоны, отвечающие 

на вакцинацию YF17D, мы воспользовались па-

кетом для анализа дифференциальной экспрес-

сии генов edgeR [9]. Мы смогли детектировать 584 

клонов значимо увеличивших свою концентра-

цию на 15 день после вакцинации. Такие клоны 

занимают 3,9% от всего репертуара на 15 день 

(рис. 1). Что согласуется с ранее опубликован-

ными данными, описывающими Т-клеточный 

ответ на первичную вакцинацию YF17D как 

быстро развивающийся с сильной клональной 

экспансией [11]. Для того, чтобы проследить 

за динамикой Т-клеточного ответа на вакцина-

цию от вируса желтой лихорадки мы рассмотре-

ли изменение доли YF-специфических клонов 

от всего репертуара на 15, 25, 34 и 53 день (рис. 1). 

Ко дню 25 доля отвечающих клонов снизи-

лась и продолжала плавно снижаться до дня 53. 

Рисунок 1. Динамика Т-клеточного ответа 

на вакцинацию YF17D. Доля ЖЛ-специфических 

TCRβ клонов от всего репертуара в различных 

точках до и после вакцинации

Figure 1. Dynamics of the T cell response towards 
YF17D vaccination. Fraction of the YF-specific TCRβ 
from the whole repertoire in different timepoints
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Проанализировав вклад клеток с разным фе-

нотипом в Т-клеточный ответ на вакцинацию, 

оказалось, что ответ сдвинут в сторону CD8+ 

Т клеток (рис. 2), как и для HLA-A02 положи-

тельных доноров. При этом доля CD8+ T-клеток 

возросла к 53 дню, что может свидетельствовать 

об продолжительном участии в элиминации за-

раженных клеток и временном сдвиге CD8+ от-

вета. Несмотря на отсутствие известного имму-

ногенного эпитопа для данного набора HLA I 

класса, мы оценили схожесть аминокислотных 

последовательностей CDR3 TCRβ отвечающих 

клонов с помощью граф анализа (рис. 3). ЖЛ-

специфические клоны данного донора образуют 

меньше кластеров, чем клоны HLA-A02 поло-

жительных доноров [7], при этом большинство 

кластеров образовано CD4+ Т-клетками. Клоны 

из самого большого CD4+ кластера сохранялись 

до 53 дня после вакцинации, что может указы-

вать на наличие иммуногенного вирусного эпи-

топа, представленного на HLA II класса.

Заключение

В данной работе мы подробно рассмотрели 

динамику и клональный состав Т-клеточного 

ответа на вакцинацию от желтой лихорад-

ки донора с нераспространенным HLA гено-

типом. Общая динамика ответа была схожей 

с опубликованными данными, на 15 день после 

вакцинации мы смогли детектировать 584 ЖЛ-

специфических клона, которые составляли 

3,9% от всего репертуара TCRβ. Интересно, что 

несмотря на отсутствие известного иммуноген-

ного эпитопа для HLA I класса у данного донора, 

среди отвечающих клонов преобладали CD8+ 

Т-клетки, увеличившие свою долю к 53 дню. 

Однако, аминокислотные кластеры CDR3 были 

образованы в большей части CD4+ Т-клетками, 

самый большой кластер был нами охарактери-

зован и сохранялся до 53 дня. Таким образом, 

были показаны важные отличия в Т-клеточном 

ответе, связанные с набором HLA аллелей.

Рисунок 2. Фенотипический состав ЖЛ-

специфических клонов. Доля CD8+ и CD4+ 

популяций среди всех ответивших клонов 

в различных точках после вакцинации

Figure 2. Phenotypes of the YF-specific clones. Fraction 
of the CD8+ and CD4+ populations from all expanded 
clones in different timepoints

Рисунок 3. Графы для ЖЛ-специфических 

клонов. Каждая точка на графе обозначает 

отдельный  клонотип. Черным цветом 

обозначены CD8+ клоны, серым CD4+. Приведен 

консенсусный мотив для самого большого 

кластера

Figure 3. Graphs of the YF-specific clones. Each dot 
represents a clonotype. Black colour represents CD8+ 
clones, grey CD4+. The consensus motif of the largest 
cluster is shown

Список литературы/References
1. Bolotin D.A., Poslavsky S., Mitrophanov I., Shugay M., Mamedov I.Z., Putintseva E.V., Chudakov D.M. MiXCR: software 

for comprehensive adaptive immunity profiling. Nat. Methods, 2015, vol. 12, no. 5, pp. 380–381. doi: 10.1038/nmeth.3364

2. Chams N., Chams S., Badran R., Shams A., Araji A., Raad M., Mukhopadhyay S., Stroberg E., Duval E.J., Barton L.M., Hajj 

Hussein I. COVID-19: a multidisciplinary review. Front. Public Health, 2020, vol. 8: 383. doi: 10.3389/fpubh.2020.00383

3. Gonzalez-Galarza F.F., McCabe A., Santos E.J.M.D., Jones J., Takeshita L., Ortega-Rivera N.D., Cid-Pavon G.M.D., 

Ramsbottom K., Ghattaoraya G., Alfirevic A., Middleton D., Jones A.R. Allele frequency net database (AFND) 2020 up-

date: gold-standard data classification, open access genotype data and new query tools. Nucleic Acids Res., 2019, vol. 48, no. D1, 

pp. D783–D788. doi: 10.1093/nar/gkz1029



543

2024, Т. 14, № 3 Вакцин-ассоциированные Т-клетки

4. Minervina A.A., Pogorelyy M.V., Komech E.A., Karnaukhov V.K., Bacher P., Rosati E., Franke A., Chudakov D.M., 

Mamedov I.Z., Lebedev Y.B., Mora T., Walczak A.M. Primary and secondary anti-viral response captured by the dynamics and 

phenotype of individual T cell clones. eLife, 2020, vol. 9: e53704. doi: 10.7554/eLife.53704

5. Minervina A., Pogorelyy M., Mamedov I. T-cell receptor and B-cell receptor repertoire profiling in adaptive immunity. Transpl. 

Int., 2019, vol. 32, no. 11, pp. 1111–1123. doi: 10.1111/tri.13475

6. Norrby E. Yellow fever and Max Theiler: the only Nobel Prize for a virus vaccine. J. Exp. Med., 2007, vol. 204, no. 12, pp. 2779–

2784. doi: 10.1084/jem.20072290

7. Pogorelyy M.V., Minervina A.A., Touzel M.P., Sycheva A.L., Komech E.A., Kovalenko E.I., Karganova G.G., Egorov E.S., 

Komkov A. Yu., Chudakov D.M., Mamedov I.Z., Mora T., Walczak A.M., & Lebedev Y.B. Precise tracking of vaccine-respond-

ing T cell clones reveals convergent and personalized response in identical twins. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 2018, vol. 115, no. 50, 

pp. 12704–12709. doi: 10.1073/pnas.1809642115

8. Robinson J., Halliwell J.A., McWilliam H., Lopez R., Parham P., Marsh S.G.E. The IMGT/HLA database. Nucleic Acids Res., 

2012, vol. 41, no. D1, pp. D1222–D1227. doi: 10.1093/nar/gks949

9. Robinson M.D., McCarthy D.J., Smyth G.K. edgeR: a Bioconductor package for differential expression analysis of digital gene 

expression data. Bioinformatics, 2010, vol. 26, no. 1, pp. 139–140. doi: 10.1093/bioinformatics/btp616

10. Shugay M., Britanova O.V., Merzlyak E.M., Turchaninova M.A., Mamedov I.Z., Tuganbaev T.R., Bolotin D.A., Staroverov D.B., 

Putintseva E.V., Plevova K., Linnemann C., Shagin D., Pospisilova S., Lukyanov S., Schumacher T.N., Chudakov D.M. Towards 

error-free profiling of immune repertoires. Nat. Methods, 2014, vol. 11, no. 6, pp. 653–655. doi: 10.1038/nmeth.2960

11. Wieten R.W., Jonker E.F.F., Van Leeuwen E.M.M., Remmerswaal E.B.M., Ten Berge I.J.M., De Visser A.W., Van Genderen P.J.J., 

Goorhuis A., Visser L.G., Grobusch M.P., De Bree G.J. A Single 17D Yellow Fever Vaccination Provides Lifelong Immunity; 

Characterization of Yellow-Fever-Specific Neutralizing Antibody and T-Cell Responses after Vaccination. PLoS One, 2016, 

vol. 11, no. 3: e0149871. doi: 10.1371/journal.pone.0149871

Авторы:

Сальникова М.А., аспирант кафедры иммунологии 
биологического факультета ФГБОУ ВПО Московский 
государственный университет им. М.В. Ломоносова, 
Москва, Россия; инженер-исследователь ФГБУН Институт 
биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, 
Россия;
Лебедев Ю.Б., д.б.н., профессор, зав. лабораторией 
сравнительной и функциональной геномики ФГБУН Институт 
биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, 
Россия.

Authors:

Salnikova M.A., Postgraduate Student, Department of Immunology, 
Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 
Russian Federation; Engineer-Researcher Shemyakin-Ovchinnikov 
Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russian Federation;
Lebedev Yu.B., DSc (Biology), Professor, Head of the Laboratory 
of Comparative and Functional Genomics, Shemyakin-Ovchinnikov 
Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russian Federation.

Поступила в редакцию 27.03.2024
Принята к печати 30.03.2024

Received 27.03.2024
Accepted 30.03.2024



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /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 true
  /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 <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /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.)
  >>
  /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 [612.000 792.000]
>> setpagedevice


