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ARASTIRMA MAKALESI

RESEARCH ARTICLE

Horozlarin Testislerinde Yaglanmaya
Bagli Olarak Sekillenen Apoptozisin
Belirlenmesi”

Korhan ALTUNBAS,' Ozlem OZDEN AKKAYA,"
Artay YAGCL,' Yasemin OZNURLU?

OZET
Insan ve laboratuar hayvanlarinda yapilan calismalarda, yasin ilerlemesi ile tes-
tosteron seviyesinde bir azalma ve buna bagl olarak testis dokusunda
histomorfolojik degisikliklerin meydana geldigi ve apoptozisin arttig bildirilmis-
tir. Yapilan calismalarda Horozlarda yapilan calismalarda ise yaslanmaya bagl
olarak fertilitede bir azalma saptanmasina ragmen, fark edilebilir bir seminifer
tubul atrofisi ve dejenerasyonu gbzlenmemistir. Bu nedenle yasin kanatlt testi-
sindeki apoptozis sikligi tizerindeki etkisi belirsizligini korumaktadir. Damuzlik
isletmelerinde horozlarin verimli ve ekonomik bir sekilde damizlik olarak kulla-
nilabilecekleri stirenin belirlenebilmesine katki saglamak amaciyla sunulan ¢alig-
mada testis dokusunun histolojik yénden incelenmesi ve seminifer tubul duva-
rindaki hiicrelerde apoptotik indeksin saptanmast amaclanmistir. Calismada 5
haftalik ve 35 haftalik gruplarin verileri karsilastirildiginda yaslanmaya baglt
olarak testis agithiginin azaldigs, seminifer tubullerde apoptotik indeksin arttigt
belirlenirken, testis dokusunda histolojik bir farklihk gézlenmemistir. Yaslt
horozlarda infertilitedeki azalmanin dogal hiicre 6lim hizinin artmast sonucu
ortaya ¢tktigl sonucuna varilmigtir.
(X X J

Determination of the Age-Induced Apoptosis in the Rooster Testes

SUMMARY

Experimental studies indicated that aging decreases testosteron level and causes
to histomorpholgical changes in testicular structure along with an increase in
apoptosis frequence in both human and laboratory animals. Although there is
an age dependent decrease has been shown in the fertility of rooster, there is no
morphological evidence of seminifer ous tubular atrophy and degeneration.
Besides, effects of the aging on testicular apoptosis frequency in birds remains
obscure. In order to determine the reliable reproductive period of roosters, it is
crucial to evaluate testicular histology and to determine apoptic index of
spermatogenic cells. In this study, the parameters given abovewwere
investigated. The results have revealed that testicular decreased weight with
aging, whereas apoptic index of seminer tubules decreased. However any
significant histological differences in testes were not observed between 35 and
72 week old roosters. It was concluded that increased infertility rate in aged
rooster might arisen from increase of apoptotic cell frequency, but not from age
related changes in testicular histology.
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Evcil horozlarda fertilite yaklasik 32-37 haftada pik
(%096) seviyeye ulasir ve takiben 70-72. haftalarda hizli
bir sekilde %68 ve 110. haftada %5’c kadar duser.
Horozlar yaklasik 10 yil kadar yasamalarina ragmen, 70.
haftada fertiliteleri distik oldugundan ve buna bagh
ekonomik nedenlerle siriden ¢ikaridmaktadirlar.!-
Fertilitede ortaya ¢ikan bu hizli disis, semendeki
spermatozoa konsantrasyonunda olusan distsin azal-
manin dogal bir sonucudur.>® Bununla birlikte, yash
horozlarin basarili ¢iftlesme ve libidosunda da belirgin
azalma gézlenir.”

Bildircin, serce, muhabbet kusu gibi disiler mevsim-
sel tdreme siklusu gdOsteren kuslarda, erkeklerin
fertilitelerinde in aktif olduklart mevsimlerde azalma
gobzlenir ve hatta hayvanlar bu dénemde steril bile olabi-
litler.  Fertilitedeki bu  siklik  azalma; anormal
spermatozoa sayisinin artmasi, spermatozoa Uretiminin
azalmasi ve durmasina yol acan seminifer tubul regres-
yonu yada atrofisi ile birlikte seyreder.’13 Mevsimsel
siklus gbsteren kanatllardan farklt olarak; disik
fertiliteli evcil horozlarda spermatozoa konsantrasyo-
nunun azalmasina ragmen, fark edilebilir bir tubuler
dejenerasyon ya da atrofi gézlenmedigi, spermatogenesis
ve spermatozoa ile iliskili anormalliklerin bulunmadigt
bildirilmektedir.” Horozlarda yaslanmaya bagli olarak
histomorfolojik degisiklikler gézlenmezken yaslt insan-
larin testislerinde arteriosklerosis,!4 seminifer tubul bazal
membraninda kalinlasma'® ve fittk benzeri cikintilasma-
nin  sekillendigi,'  spermatogenesisin - bozuldugu ve
spermatidlerde sekil bozuklugunun gézlendigi'? bildiril-
mektedir.

Cok distik fertiliteye sahip yaslt horoz!® ve insanlar-
da,'8 interstisyel dokuda Leydig hiicrelerinin sayisi azalir.
Yash insanlarin Leydig hicrelerinde ayni zamanda
lipofuksin pigment birikimi gerceklesir.!” Yasli Norveg
Kahverengi sicanlarin Leydig hiicre sayisinda degisiklik
gbzlenmezken, Leydig hiicrelerinin steroidogenik fonk-
siyonu azalmaktadir.? Meydana gelen sayisal veya fonk-
siyonel azalma testosteron hormon seviyesini diisiirmek-
tedir.

Testikiiler aktivite bir negatif feedback mekanizma-
styla hipotalamo-hipofizyel-testikiller eksen tarafindan
kontrol edilir.?! Memeli hayvan tiirlerinde testosteron ve
bu molekiiliin aromatizasyonu ile meydana gelen
Ostradiol, negatif geri bildirim yoluyla LH’y1 dolayisiyla
testosteron Uretimini gecici olarak baskilamak tzere
hipotalamusu ve hipofiz bezinin sz konusu hormonlari
sentez faaliyetlerini baskiar. Diisen serum testosteron
seviyesine yanit olarak tekrar GnRH ve LH dretilir.??
Horozlarda bu durum farklidir, diisiik fertiliteli yani 20
ve 72 haftalik horozlarda plazma 6&stradiol seviyeleri
yukselir ve LH seviyeleri diser. Bundan dolay: yiiksek
fertiliteli horozlarda dusiik Ostradiol seviyeleri, LH ve
testosteronun plazma seviyelerinin yikselmesine yol

acar. Dolayistyla, distk fertiliteli horozlarda yiksek
Ostradiol seviyeleri negatif geri bildirim mekanizmasi
yoluyla hem LH hem de testosteronun plazma sevi-
yelerini dusirar. Distk fertiliteli horozlarin testisle-
rinde normal spermatogenesis gerceklesmekte ve
ejakulatin spermatozoa kalitesinde disiis olusmadigt
halde, spermatozoa konsantrasyonunda bir azalma
ortaya ¢itkmaktadir. Bu nedenle spermatogenezisin
kesin olarak LH ve testosteron seviyelerindeki azal-
madan etkilenmedigi bildirilmistir.?2

Testosteron, Sertoli hiicre  fonksiyonlarini
parakrin yolla kontrol eder. Plazma LH ve testoste-
ron hormonlart ile testikiler testosteron hormon
diizeyletinin azalmast, Sertoli hiicre fonksiyonunun
bozulmasina ve sonucta spermatozoanin Sertoli
hiicre membranlardaki invaginasyonlarda tutulumu-
na ve sonu¢ olarak da ejakulatin spermatozoa kon-
santrasyonunda disiise neden olmaktadir.?3 Bozulan
spermiasyon, Sertoli hiicrelerinin sitopzma disindaki
Ozellesmis yapilarinda yerlesen aktin benzeri fila-
manlardaki  bozuklugundan kaynaklanir.  Sertoli
hiicrelerine tutunan spermatidlerin  akrozomlarini
cevreleyen invaginasyonlarda bulunan bu 6zel yapi-
lar seminifer tubullerdeki olgun spermatozoonlarin
serbeslestirilmesinde rol oynarlar. Bu 6zel yapidaki
bozukluklar ~ Sertoli hiicre membraninda ki
invaginasyonlardan htcrelerin saliverilmesini engel-
lediginden ejakulattaki spermatozoa konsantrasyo-
nu azalmaktadir.?*

Mevsime baglt siklus gosteren bildircinlarda
fertil erkeklerin testisleri cok sayida Sertoli hiicresi
spermatozoa kompleksleri icermekle birlikte; bu
komplekslerin sayist diigiik fertiliteli yaslt bildircin-
larda ¢ok azdir.!' Evcil horozlarda ise bu kompleks-
lerin sayilarinin 20 haftaliktan 110. haftaliga kadar
stirekli artmaya devam ettigi bildirilmistir.! Insanlar-
da ise yaslanmaya bagli olarak Sertoli hiicrelerinin
sayt ve fonksiyonlartyla, Sertoli hiicre basina disen
spermatid sayisinda azalma meydana gelmekte-
dir.15:25.26

Kusglarin da dahil oldugu mevsimsel sekstiel
siklus gOsteren hayvanlarda treme olaylarinin za-
manlamasi ve diizenlenmesinde foto uyaranlar
6nemli bir rol oynamaktadir.?” Sigirciklarin uzun
sire kesintisiz 18 saat 1s1ga maruz kalmasi 6nce
plazma testosteron seviyesinde 6nemli bir dustse,
takiben cinsiyet hticrelerinde apoptozis frekansinda
artisa ve en son olarak da testikiler regresyona ne-
den olmaktadir. Bununla birlikte, testikiiler regres-
yonda seminifer tubullerdeki yer alan Sertoli hiicre-
lerinin ¢ok azinin apoptozise ugradigt sanilmakta-
dir.2 Yash erkeklerde, 6zellikle spermatogonial
apoptozisin baskilandig halde primer
spermatositlerdeki apoptozisin arttig1,?> yash fareler-
de ise germ hiicrelerinin apoptozis frekansinda degi-
siklik olmadigt bildirilmistir.2?
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Testosteron testiste cinsiyet hiicreleri i¢in yasamsal
bir faktordiir. Testosteronun azalmasi veya yoklugu
apoptotik hiicre 6limini arttrir. Hipofizektomiyi taki-
ben cinsiyet hiicrelerinde olusan apoptozis artisi,
ekzojen olarak testosteron verilmesiyle normale doén-
mektedir.30-32  Sigirciklarda  testosteron  seviyesinin
fotoperiyoda baglt olarak dustsi, Oncelikli olarak
GnRH’nin dolayisiyla FSH ve LH’nin  sentezi ve
sekresyonundaki azalmadan kaynaklanmaktadir.?3-35 Bu
endokrin degisiklikler de testiste apoptozis frekansinin
artisina sebep olmaktadir.3

Evcil horozlarda yaslanmaya bagli olarak azalan
fertilitede, testis dokusunda belirgin histolojik degisiklik-
ler ortaya ¢tkmadigi halde, testis agirligi ve testosteron
dizeyi azalmaktadir. Testis agirhigindaki  distsiin
spermatogenik hiicrelerin apoptozisindeki artistan kay-
naklanabilecegi dustntldiginden bu ¢alismada anian
hticrelerdeki apoptozisin aktivitesi belitlenmistir.

Calzsmada Kullanilan Hayvanlar ve Bakim kosullar:
Calismada 35 haftalik ve damizlik olarak ciftlesmesine
izin verilen Ross 1rki et¢i 5 adet horozlarla yine ayni
irktan ve damizliktan cikarilan 5 adet 72 haftalik horoz
kullanildi. Hayvanlarin bakim ve beslenmesi Bilecik ili
Dodurga ilgesinde bulunan CP firmasina ait broiler
damuzlik isletmesinde gerceklestirildi.

Testis Agirlginn Belirlenmesi ve apoptozisin histolojik Y ontemle
Belirlenmesi Amactyla Dokn Orneklerinin Alnip Islenmesi
Horozlar dldirilditkten sonra testisleri alindi ve tartiddi.
Sag testis dokulart Bouin tespit solusyonunda tespit
edildi. Rutin doku takip islemlerinden gecirilerek para-
finde bloklandi ve bloklardan 4-5 mikrometre kalinhgin-
da kesitler alindi. Testis dokusunda genel histolojik ya-
pinin incelenebilmesi icin doku kesitleri Mallory’nin
Crossmann tarafindan modifiye edilen tgli boyama
yontemi ile boyandi. Apoptotik hiicrelerin boyanmasi
amactyla DNA fragmentasyonunun belirlendigi TUNEL
metodu (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick end
labelling) uygulandt. Bu amagla ApopTag® Plus
Peroxidase in Situ Apoptosis Kit (Chemicon S7101)
kullanilds.

Boyama ve Mikroskopik Degerlendirme

Ksilol serilerinden gecirilen kesitler takiben dereceli
alkol serisinden (%100, 90,80,70) gecirilerek dehidre
edildi. Kesitler proteinkinaz K uygulamasini takiben
distile suda yikandi ve endojen peroksidazin
inaktivitasyonu icin %3 H»O» ile 5 dk inkiibe edildi.
Tamponlu serum fizyolojikle (PBS) yikanan kesitler TdT
enzimiyle 1 saat streyle 37°C de inkube edildi. PBS’le
yikanan kesitler daha sonra anti-digoxigenin konjugatla
nemli ortamda 30 dk siireyle inkiibe edildi. PBS’le yika-
nan kesitlerde kontrolli sekilde peroksidaz enzimi
demostre edildi. Distile suyla yikanan kesitlere metil

green ile 10-30 dk ¢ekirdek boyasi uygulandi. Kapa-
tilan kesitler 15tk mikroskobuyla incelendi ve gerekli
gorillen bolgelerin fotograflart kaydedildi.. Testiste
seminifer tubullerin yuvarlak sekilli kesitlerinden
rastgele 40 tanesi secilerek. her bir seminifer tubul
icerisindeki apoptotik hiicre sayist belirlenerek, her
hayavanda seminifer tubul basina ortalama
apoptotik hiicre sayis1 belirlendi.

Testis agirliklar1 ortalamalar1 geng¢ (35 haftalik) grup-
ta 13.02% 0.66g iken, yash (72 haftalik) grupta 6.02
+ 0.41g olarak bulundu. Geng ve yasht gruplarin
ortalama testis agirliklar arasindaki farkin p<0.001
diizeyinde 6nemli oldugu saptandi (Cizelge 1).

Geng ve yash gruptaki horozlarin; testis dokula-
r1 arasinda histolojik fark tespit edilmedi.

Seminifer tubul duvarindaki spermatogenezisin
degisik asamalarindaki hiicrelerde apoptozis gézlen-
di (Sekil 1). Intertubuler alandaki icerisinde bulunan
Leydig htcrelerinde ise apoptozis goézlenmedi.
Seminifer tubul basina diisen ortalama apoptotik
hiicre sayist ortalamast 35 haftalik grupta 0.53 *
0.06 iken 72 haftalik grupta 1.60 £ 0.12 olarak belir-
lendi. Geng ve yaslt gruplar tubul basina diisen orta-
lama apoptotik hiicre sayilart arasinda istatistiki
olarak 6nemli fark (p<<0.001) oldugu saptand: (Ci-
zelge 1).

Gizelge 1. Gruplarin Ortalama Seminifer Tubul Bagina Diisen Apoptotik
Hiicre Sayisi ve Testis agirliklari

Table 1. The number of apoptotic cells per seminiferous tubule and testis
weight between two groups

Geng Yagh

X+Sx X+Sx
Testis agirligt 13.02 £ 0.66 6.02 = 0.41*
Seminifer tubul bagina 0.53 £ 0.06 1.60 £ 0.12*

disen apoptotik hiicre
say1st

Ayni satirda * tasiyan ortalama degerler arasindaki farklar istatistiki 6Gneme
sahiptir. (*p<0.001).

Otuz bes haftalik horozlarin ortalama testis agihigry-
la karsilagtirildiginda daha 6nce yapilan calismalarla
uyumlu bi¢imde?! 72 haftalik horozlarin ortalama
testis agirliklarinin 6nemli derecede dusiik oldugu
belirlendi. Testis agirliklarindaki azalmaya ragmen,
seminifer tubul duvart ve inter tubuler alanlarda
yaslanmayla ilgili histolojik degisiklikler g6zlenmedi.
Mevsimsel siklus gosteren kuslarin
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$Sekil 1. Seminifer tubul duvarindaki apoptotik germ hiicreleri (ok). A) Geng group,
B) Yasli group, TUNEL ( 50p)

Figure 1. Germ cell in the wall of the seminferous tubuli (arrow). A) Young group,
B) Aged group, TUNEL (Bar: 50 p)

siklus gostermedikleri mevsimlerde plazma testosteron
diizeyi ve spermatozoa konsantrasyonunun distigi ve
seminifer tubul atrofisinin gekillendigi belirtilmekle bir-
likte,313 bu calismanin bulgulart yash horozlarda Leydig
hiicre saywisinda dolayistyla testosteron  seviyesindeki
azalma’ ve spermatozoa konsantrasyonunun dusisiin,
intratubuler regresyona ve dejenerasyona yol agmadigini,
spermatogenesisin bozulmadigini bildiren arastirmacila-
rin’ sonuglariyla uyumludur bulgularimiz uyumludur.
Horozlarda, yaslanmaya bagli olarak seminifer tubul
duvarinda belirgin histomorfolojik degisiklikler gozlen-
medigi  halde,  yash  insanlarin  testislerinde
arteriosklerosis,!4 seminifer tubullerin bazal
membraninda kalinlasma'> ve fitk benzeri evaginasyon
meydana  geldigi,'0 spermatogenesisin aksadigi ve
spermatidlerde sekil bozuklugunun meydana geldigi!'?
bildirilmektedir.

Testosteron hormonu Sertoli hiicre fonksiyonlarini
parakrin yolla kontrol etmektedir. Horozlarda plazma
ve testikiiler testosteron hormon seviyelerinin azalmasi,
Sertoli hiicre fonksiyonunun bozulmasina ve sonugcta
spermatozoanin Sertoli hiicre invaginasyonlart icindeki
tutulumuna dolayistyla ejakulatta spermatozoa konsant-
rasyonunda azalmaya neden olmaktadir.2?> Bozulan
spermiasyon Sertoli hiicrelerinin ektoplazmik 6zellesmis
yapilarinda lokalize olan aktin benzeri filamanlarin sekil

bozuklugundan kaynaklanir. Bu 6zellesmis yapilarin
bozulmasi  Sertoli hiicre invaginasyonlarindan
spermatozoonlarin  saliverilmesini  engellemekte
neticede, ejakulattaki spermatozoa konsantrasyonu-
nu azaltmaktadir.?* Yaslanmaya bagli olarak horoz-
larda spermatozoon konsantrasyonunda dolayistyla
infertilitede azalmanin insanlardaki gibi testikiler
dejenerasyondan kaynaklanmadigr Sertoli hiicreleri-
nin

olgun spermatozoonlari salivermesindeki bozukluk-
tan kaynaklandigi ileri siiriilmesine ragmen, horoz-
larda infertilite dustkliginin spermatogonial
apoptozisteki artistan kaynaklanabilecegini digin-
mekteyiz.

Apoptozis, hiicrelerin fizyolojik Sliimudir.
Cinsiyet hiicreleri icin yasamsal bir faktor olan tes-
tosteron plazma diizeyinin diigmesi veya yoklugu
apoptotik hiicre Slumiint arttirir. Hipofizektomiden
sonra cinsiyet hiicrelerinde gérilen apoptozisdeki
artts, ekzojen olarak testosteron verilmesiyle norma-
le dénmektedir.30-32 Sigirciklarda fotoperioda bagl
olarak GnRH nin dolaysiyla FSH ve LH nin sentezi
ve sekresyonundaki azalmadan dolayr testosteron
seviyelerinin diismesine baglt olarak da apoptozisin
artugl bildirilmektedir.3-3 Bu c¢alismamizda yash
horozlarda germ hiicre apoptozisinin 6énemli dere-
cede arttugint gozlemledik. Bizim bulgularimizla
paralel olarak yasl insanlarda, apoptozisin arttig
gozlenirken,? aksine yash farelerde germ hicre
apoptozisinde 6nemli bir artisin goérilmedigi bildi-
rilmektedir.?”

Kanathlarm  testislerinde  cinsiyet  hiicrelerinin
apoptozisinin anormal olarak artmas: ve higlanmas: biicre
cogalmast  ve  Gliimii  arasinda  bir  dengesizlige  ve
Spermatogenesiste  bir bozulmaya yol agacaktir Bununla
birlikte genetik olarak basarl ise yaramayan biicrelerin
apoptozis ile nzaklastirildis da bildirilmektedir?” Y aslan-
maya bagl olarak viient hiicrelerinde ¢odalma azalirken,
dogal fizyolojik oliim artmaktadsr. Ayns sekilde horozlarin
germ  hiierelerinin ¢odalmasimmn  azaldiginz ve apoptozinin
arttigint buna bagly olarak da horoglarda fertilitenin azalds-
Gina diigiinmekteyiz

10‘

Kocatepe Vet J (2009) 2 (1): 7-11 |



Altunbag, Akkaya, Yage ve Oznurlu ® Horoz Testisinde Apaptozis | Apaptosis in the Rooster Testes

1. Akgapinar H (1994) Tiurkiye koyun irklar. In: Akcapinar H, editor. Koyan yetistiriciligi, 1. Baski, Medisan yaymlari, Ankara, 108-123.
Kaymakc1 M, Oguz I, Un C. Bilgen G, Taksin T (2001) Basic charactetistics of some Turkish indigenous sheep breeds. Pakistan | Biol Sci, 4:916-
919.

3. General breed information. http://dagris.ilri.cgiar.org/display.asp?ID=1276 Erisim: 15 Mart 2009.

4. Sheep breed. http://www.innvista.com/science/zoology/domestic/sheep.htm Erisim: 20 Mart 2009.

5. Kiligarslan MG (2001) Gebelik patolojileri. In: Alagam E, editor. Eveil Hayvanlarda Dogum ve Infertilite, 3. Baski, Medisan yayinlari, Ankara, 121-130.

6. Unal EF (2001) Kiigiik ruminantlarda infertilite sorunu. In: Alagam E, editér. Euei/ Hayvanlarda Dogum ve Infertilite, 3. Baski, Medisan yayinlari, Ankara,
311-315.

7. Haziroglu R, Milli UH (1998) Disi genital sistem. In: Haziroglu R, Milli UH, editér. Veteriner Patolggi, 11. Cilt, 1. Baski, Tamer Matbaaciltk, Ankara,
433-538.

8. Daniel Givens M, Marley MSD (2008) Infectious causes of embryonic and fetal mortality. Theriggenology, 70:270-285.

9. Dixon AB, Knights M, Winkler JL, Marsh DJ, Pate JL, Wilson ME, Dailey RA, Seidel G, Inskeep EK (2007) Pattern of late embryonic and
fetal mortality and association with several factors in sheep. | Anim Sci, 85:1274-1284.

10. Jonker FH (2004) Fetal Death: Comparative aspects in large domestic animals. Anim Reprod Sci, 82:415-430.

11. Parraguez VH, Atlagich M, Diaz R, Bruzzone ME, Behn C, Raggi L (2005) Effect of hypobatic hypoxia on lamb intruterine growth:
Comparison between high- and low-altitude native ewes. Reprod Fert Develop, 17: 497-505.

12. Parraguez VH, Atlagich M, Diaz R, Cepeda R, Gonzalez C, De los Reyes M, Bruzzone ME, Behn C, Raggi LA (2006) Ovine placenta at high
altitudes: Comparison of animals with different times of adaptation to hypoxic environment. Awim Reprod Sci, 95:151-157.

13. Rumball CWH, Harding JE, Oliver MH, Bloomfield FH (2008) Effects of twin pregnancy and periconceptional undernutrition on maternal
metabolism, fetal growth and glucose-insulin axis function in ovine pregnancy. | Physio/, 586:1399-1411.

Kocatepe Vet J (2009) 2 (1): 7-11 11




<<
  /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
  /CreateJDFFile false
  /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

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /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 <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /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




