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Изучение механизмов регуляции метаболиче�
ских процессов, осуществляемых в живых орга�
низмах, является важнейшим направлением био�
химических исследований. Среди множества про�
блем данной области науки важное место занимает
изучение ферментных систем, их физиолого�био�
химической роли и механизмов действия [1].

Знание структуры и характеристики фермент�
ных комплексов, механизмов регуляции их ак�
тивности имеет как фундаментальное, так и прак�
тическое значение.

Сукцинатдегидрогеназа (СДГ, КФ 1.3.99.1)
представляет собой мультифункциональный фер�
мент и по этой причине имеет практически уни�
версальное распространение среди живых орга�
низмов. Данный фермент занимает ключевое по�
ложение в регуляции аэробного дыхания. Кроме
того, СДГ является мембраносвязанным фермен�
том, что обусловливает его полифункциональ�
ность – участие в функционировании ЦТК и ра�
боте электрон�транспортной цепи (комплекс II)
[2]. Для СДГ выявлено множество модулирую�
щих ее активность веществ. Активирующими
агентами считаются изоцитрат, β�оксимасляная

кислота, α�глицерофосфат, ионы К+, Са2+, 
Br– и Cl–. Ингибиторами СДГ являются щавеле�
воуксусная кислота, оксалаты, 2�оксоглутарат,
дикарбоновые кислоты, пирофосфаты, хиноны,
бикарбонат�ионы [3].

Ферменты из бактерий представляют особый
интерес, несмотря на то, что СДГ из разных объ�
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ектов хорошо изучена. Условия обитания прока�
риот более разнообразны, чем эукариот, что обу�
словлено значительной гибкостью их метаболиз�
ма, выражающейся в способности использовать
большое число различных соединений, а также пе�
реключаться с одного типа питания на другой [4]. 

Бактерии рода Sphaerotilus – это образующие
маты бесцветные нитчатые грамотрицательные
прокариоты, способные к органотрофному и
миксотрофному росту. Типичные местообитания
S. natans – это медленно текущие пресные воды,
сильно загрязненные стоками сельскохозяйствен�
ного производства [5]. Предпочтительный рост
данных организмов при пониженном содержании
кислорода в среде и способность к утилизации
большого количества органических источников
углерода объясняют их массовое развитие в соот�
ветствующих антропогенных экосистемах [6].

Определенный интерес представляет исследо�
вание структурной организации сукцинатдегид�
рогеназной ферментной системы из S. natans в
различных условиях культивирования. В настоя�
щее время показано, что при органотрофном ро�
сте у данных бактерий функционирует полный
ЦТК, тогда как при миксотрофном культивиро�
вании – глиоксилатный цикл. При переходе от
одного типа питания к другому в метаболизме
бактериальных клеток происходит изменение со�
отношения роли цикла трикарбоновых кислот и
глиоксилатного цикла [7].

СДГ находит широкое применение в исследо�
вательской практике, являясь удобным объектом
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Из бесцветных серных бактерий Sphaerotilus natans Д�507, культивируемых органотрофно, получены
ферментные препараты двух изоформ СДГ с удельной активностью 22.00 Е/мг белка и 14.75 Е/мг белка.
Выявлено, что обе формы сукцинатдегидрогеназы являются гетеротетрамерами с молекулярной
массой субъединиц 70.8; 35.0; 31.8 и 16.2 кДа. Значения Км для первой и второй изоформ составили
0.615 и 0.531 мМ соответственно, а оптимальное значение pH 7.2. Установлено, что активирующий
эффект на активность СДГ проявляет ион Cl–, что может быть объяснено специфической химиче�
ской модификацией белковой молекулы фермента. Полученные результаты позволяют предполо�
жить, что выделенные формы фермента входят в состав разных мультиферментных комплексов,
обеспечивающих функционирование цикла трикарбоновых кислот и глюконеогенеза. Препараты
СДГ могут использоваться для регенерации нуклеотидных коферментов при исследовании других
ферментных систем или при моделировании in vitro надмолекулярных структур клетки. 
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для изучения структуры активных центров окси�
доредуктаз, регуляции ферментативной активно�
сти и решения других актуальных проблем энзи�
мологии и молекулярной биологии [8, 9]. Гомо�
генные препараты изоформ СДГ могут быть
применены для регенерации нуклеотидных ко�
ферментов при исследовании других ферментных
систем или при моделировании in vitro надмоле�
кулярных структур клетки. Кроме того, СДГ мо�
жет быть использована в иммуноферментном
анализе некоторых антигенов в качестве фермен�
та�маркера; фермент находит применение при
диагностике болезней [9, 10]. Поэтому остается
актуальным поиск источника получения СДГ. В
нашей работе для получения гомогенного препа�
рата СДГ использовали серобактерии S. natans
штамм Д�507. 

Цель работы – получение гомогенных препа�
ратов изоформ СДГ из бесцветных серобактерий
S. natans и изучение их свойств.

МЕТОДИКА

Объектом исследования служили образующие
маты бактерии рода S. natans штамм Д�507, выра�
щенные в условиях органотрофного роста. Бакте�
рии выделены из термальных источников Крас�
нодарского края. Для культивирования использо�
вали питательную среду следующего состава
(мг/л): NH4Cl – 300; Na2HPO4 ⋅ 7H2O – 34.4;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 22.5; CaCl2 – 27.5; KH2PO4 – 8.5;
K2HPO4 – 21.5; пептон – 500; дистиллированная
вода; рН среды 7.5 [7]. Перед посевом в среды
вносили раствор микроэлементов и витаминов –
1 мл/л. Суспензию клеток получали путем цен�
трифугирования культуры при 8000 g и 4°С в тече�
ние 10 мин. Клетки отмывали 0.1 М калий�фос�
фатным буфером (рН 7.5).

Активность фермента измеряли на СФ�2000
(“ЛОМО”, Россия) спектрофотометрическим ме�
тодом, основанным на использовании искус�
ственных акцепторов электронов с соответствую�
щим редокс�потенциалом [11]. Содержание бел�
ка в пробе определяли по методу Лоури.

Для получения гомогенных препаратов СДГ
была использована пятистадийная схема очистки.
Все операции проводили при температуре 0–4°С.
Культуры клеток разрушали с помощью ультра�
звукового дезинтегратора УЗДН�2Т (НПП “Укр�
росприбор”, Украина) при мощности 500 Вт и ча�
стоте 22 кГц в течение 2.5 мин в ледяной бане с по�
следующим добавлением Тритона X�100 4.02%
(0.002% к объему гомогената). Супернатант полу�
чали после центрифугирования клеточных экс�
трактов при 5000 g в течение 4 мин. Фракциониро�
вание белков супернатанта осуществляли сульфа�
том аммония (20–60% насыщения). Полученный
раствор центрифугировали 30 мин при 12000 g.

Гель�фильтрациию проводили на колонке (1.5 ×
× 20 см), заполненной сефадексом G�25 (“Phar�
macia”, Швеция) для освобождения от низкомо�
лекулярных примесей. Ионообменную хромато�
графию проводили на колонке (1.5 × 12 см) с
ДЭАЭ�целлюлозой (“Whatman”, Англия). Элю�
цию осуществляли линейным градиентом кон�
центрации KCl от 20 до 150 мМ. 

Для выявления четвертичной структуры и мо�
лекулярной массы нативной СДГ использовали
гель�хроматографию на колонке (2 × 40 см) с се�
фадексом G�200 (“Pharmacia”, Швеция) [12].
Свободный объем колонки определяли с помо�
щью голубого декстрана (“Serva”, ФРГ). Молеку�
лярную массу изучаемого фермента рассчитыва�
ли из соотношения, полученного из калибровоч�
ного графика: 

 

где Mr – молекулярная масса изучаемого фермен�
та; Ve – объем элюции фермента, мл; Vсв – сво�
бодный объем колонки, мл.

Na�ДДС�ПААГ (додецилсульфат натрия – по�
лиакриламидный гель) электрофорез осуществ�
ляли при концентрации полиакриламидного геля
12.5% по методике Лэммли [13]. Каждый образец
содержал 3–5 мкг белка. Для построения калибро�
вочной кривой использовали стандартные мар�
керные белки (“Sigma”, США) (кДа): целлюлаза –
94.6, бычий сывороточный альбумин – 66.2,
овальбумин – 45, карбоангидраза – 31.0, ингиби�
тор трипсина – 21.5, лизоцим – 14.4.

Электрофоретические исследования белков
проводили в 7.5%�ном полиакриламидном геле
модифицированным методом Дэвиса [14]. Уни�
версальное окрашивание белков осуществляли
по методике с нитратом серебра, для специфиче�
ской идентификации СДГ использовали тетразо�
лиевый метод со средой следующего состава: ка�
лий�фосфатный буфер – 0.1 М (рН 7.5), 0.1 М
сукцинат натрия, 0.5 мг/мл нитросинего тетразо�
лия и 1 мг/мл феназинметасульфата [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С помощью электрофореза в 7.5%�ном ПААГ с
последующим специфическим окрашиванием на
активность СДГ в бесцветных серобактериях бы�
ли обнаружены две изоформы фермента с различ�
ной электрофоретической подвижностью (рис. 1).
Множественные формы СДГ были описаны ра�
нее, по крайней мере для эукариот [9].

Для получения гомогенных препаратов изо�
форм СДГ из S. natans штамм Д�507 была исполь�
зована 5�стадийная очистка, результаты которой
представлены в таблице. После элюции белков с
ДЭАЭ�целлюлозы линейным градиентом кон�
центрации KCl (20–150 мМ) удельная активность

0. ( ),M Ve V= −r свlg 6.698 987
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для одной изоформы фермента (СДГ�1) равнялась
22 Е/мг белка, при этом степень очистки составила
81.48 раз, выход – 15.5%. Для второй изоформы
(СДГ�2) значение удельной активности было
14.75 Е/мг белка, а степень очистки и выход –
54.63 раз и 10.41% соответственно. 

Электрофоретический анализ очищенных пре�
паратов показал, что при универсальном окраши�
вании на белки обнаруживалось по одной белко�
вой полосе (рис. 1).

Таким образом, было установлено, что у бес�
цветных серных бактерий S. natans штамм Д�507
присутствуют две формы фермента, имеющие раз�
ную электрофоретическую подвижность: СДГ�1 с
Rf = 0.10 и СДГ�2 с Rf = 0.34.

Молекулярные массы выделенных изоформ
СДГ методом гель�фильтрации на сефадексе G�200
составили 201.1 и 199.2 кДа соответственно. Зна�
чение молекулярных масс субъединиц, опреде�
ленные в ходе Na�ДДС�ПААГ�электрофореза,
оказались равны 70.8, 35.0, 31.8 и 16.2 кДа соот�
ветственно (рис. 2). Следовательно, обе формы
СДГ являются гетеротетрамерами. Известно, что
сукцинатдегидрогеназа в различных организмах
состоит из трех или четырех субъединиц с общей

молекулярной массой ферментного комплекса
∼90–141 кДа [16]. По данным Бриана [17], молеку�
лярные массы субъединиц составляют 65–79 кДа
(СДГА), 25–37 кДа (СДГВ), 14–32 кДа (СДГС) и
12–17 кДа (СДГD).

Получение гомогенных препаратов СДГ поз�
волило провести сравнение их кинетических ха�
рактеристик. Определение Км показало, что обе
изоформы фермента подчиняются закону Миха�
элиса–Ментен. Значение Км для первой и второй
изоформ составило 0.615 мМ и 0.531 мМ соответ�
ственно (рис. 3). Полученные результаты позво�
ляют заключить, что выделенные и очищенные
до гомогенного состояния формы обладают раз�
ным сродством к субстрату, а именно СДГ�1 обла�
дает большим сродством к сукцинату, чем СДГ�2.
Аналогичные исследования кинетических свойств
на гомогенных препаратах сукцинатдегидрогена�

(а) (б)

1

2

Р

1

2

Р

Рис. 1. Электрофореграммы препаратов СДГ из S. na$
tans Д�507, a – специфическое проявление, б – окра�
шивание изоформ нитратом серебра, 1 – белковая
полоса с Rf – 0.10 (СДГ�1), 2 – белковая полоса с Rf –
0.34 (СДГ�2), P – фронт красителя.

Очистка сукцинатдегидрогеназы из бактерий (n = 3, p < 0.05)

Стадия очистки Объем, 
мл

Общая 
активность, Е

Общий 
белок, мг

Удельная актив�
ность, Е/мг белка Выход, % Степень 

очистки, раз

Гомогенат 4 5.67 21.36 0.27 100 1

Супернатант 3.4 2.45 14.60 0.17 43.21 0.63

Фракционирование сульфатом 
аммония

3.5 5.01 10.80 0.46 88.36 1.70

Гель�фильтрация на сефадексе G�25 2 5.06 10.03 0.50 89.24 1.85

Хроматография 
на ДЭАЭ�целлюлозе

1 2 0.88 0.04 22 15.52 81.48

2 2 0.59 0.04 14.75 10.41 54.63
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Рис. 2. Определение молекулярной массы субъедини�
цы СДГ из S. natans Д�507 методом Na�ДДС�электро�
фореза: калибровочная кривая. 1 – целлюлаза, 2, 5, 6,
9 – CДГ, 3 – БСА, 4 – овальбумин, 7 – карбоангидра�
за, 8 – ингибитор трипсина, 10 – лизоцим.
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зы из различных организмов показали, что фер�
мент также подчиняется кинетике Михаэлиса–
Ментен, но значения Км варьируют, так Км СДГ из
Sulfolobus acidocaldarius составляет 1.42 мМ [18], а
из Rhodothermus marinus – 0.165 мМ [19]. 

Вторым важным фактором, влияющим на ак�
тивность ферментов, является значение рН. Раз�
ные ферменты максимально активны при неоди�
наковых величинах рН; при рН выше и ниже оп�
тимальных значений их активность снижается.
Из данных, приведенных на рис. 4, видно, что
значение оптимума рН изоформы СДГ�1 и СДГ�2
находится в пределах, близких к нейтральной
среде – 7.2, т.е. совпадает с физиологической ве�
личиной рН живой клетки S. natans [20].

Полученные нами результаты коррелируют с
данными литературы. Известно, что рН оптимум
для СДГ из различных организмов находится в
диапазоне 7.0–7.5 [9].

Фермент СДГ – крайне лабилен [2], поэтому
одним из факторов, влияющих на стабильность
данного фермента, является температура. В ходе
экспериментов показано, что через 25 ч инкуби�
рования при комнатной температуре исследуе�
мый фермент был полностью инактивирован,
при 4°С также наблюдалось значительное (83.8%)
снижение активности СДГ. Хранение сукцинат�
дегидрогеназы при –20 и –70°С мало влияло на ее
функционирование (потеря активности состави�
ла 10.7%).

Было изучено действие различных солей на ак�
тивность сукцинатдегидрогеназы, что также мо�
жет играть важную роль в регуляции активности
данного фермента. Для СДГ активирующими
агентами считаются изоцитрат, ионы K+, Ca2+,

 Br–, Cl–. Степень активации анионами рас�

творимой СДГ уменьшается в ряду Cl–,  Br–,
CH3 COO– [9].

2
4 ,−SO

2
4 ,−SO

Так, из данных, представленных на рис. 5, сле�
дует, что активатором работы СДГ, выделенной из
бактерии S. natans, является KCl. В присутствии
этой соли в среде активность фермента возраста�
ла в 2 раза относительно контрольного уровня.
Такие соли, как NaCl, NH4Cl, K2SO4, Na2SO4,
Mg(CH3COO)2 не вызвали значительного измене�
ния в функционировании СДГ. Анализ действия
различных солей на каталитическую активность
СДГ позволяет говорить о том, что активирующее
действие на фермент проявляет ион Cl–, посколь�
ку он входит в состав всех солей, присутствующих
в среде где происходила интенсификация работы
фермента. Увеличение активности сукцинатдегид�
рогеназы в присутствии ионов СI– можно объяс�
нить специфической химической модификацией
белковой молекулы фермента [21]. Катионы Zn+ и
Mn+ инактивировали фермент.
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Рис. 3. Определение значений Км по сукцинату для СДГ из S. natans Д�507: a – первая изоформа, б – вторая изоформа.
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ЕПРИНЦЕВ и др.

Таким образом, с помощью разработанной нами
многостадийной очистки получены гомогенные
препараты изоформ СДГ из бактерий S. natans.
Можно предположить, что выделенные формы
фермента входят в состав разных мультифермент�
ных комплексов, обеспечивающих функциони�
рование цикла трикарбоновых кислот и глюконео�
генеза, в утилизации сукцината, образующегося
как конечный продукт глиоксилатного цикла.
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Obtaining Homogenous Preparations of Succinate Dehydrogenase 
Isoforms from the D�507 Strain of Sphaerotilus natans
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Abstract—Enzymatic preparations of two isoforms of succinate dehydrogenase (SDG) with specific activity
of 22.00 E/mg of protein were obtained from the colorless sulfur bacterium Sphaerotilus natans D�507 cul�
tured organotrophically. Both SDG forms were shown to be heteromers with subunit molecular masses of
70.8, 35.0, 31.8, and 16.2 kDa. The Km values for the first and the second forms of SDG were evaluated as
0.615 and 0.531 mM, respectively, with an optimal pH value of 7.2. It was found that the Cl– ion has an acti�
vating effect on the SDG activity that can be explained by the specific chemical modification of the enzyme
molecule. The results suggest that the isolated enzyme forms are included in different multienzyme com�
plexes, which provide the functioning of the tricarboxylic acid cycle, and SDG preparations can be used for
the investigation of other enzyme systems or in vitro modeling of supramolecular cellular structures.



<<
  /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


