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Аннотация. Для сборки de novo транскриптома существует множество сборщиков, которые имеют 
различающиеся алгоритмы. В тоже время этап фильтрации, являясь одним из ключевых, также 
имеет несколько подходов и алгоритмов. Однако, на сегодняшний день работ по изучению влияния 
степени фильтрации на сборку de novo транскриптома крайне мало. В данной работе были 
проанализированы транскриптомы, полученные с помощью двух наиболее распространенных 
программ (rnaSPADES и Trinity), а также применены различные подходы к этапу фильтрации 
прочтений. Были показаны ключевые различия для двух сборок и выявлены параметры, которые 
оказались чувствительными к степени фильтрации и длине входных прочтений. Также был 
предложен эффективный алгоритм фильтрации, который является двухэтапным и позволяет 
максимально сохранить объем входных данных при необходимом качестве всех прочтений после 
фильтрации и обрезки. 
Ключевые слова: rnaSPADES, Trinity, сборка de novo транскриптома, RNA-seq, фильтрация 
прочтений 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
В настоящее время для более глубокого понимания физиологии процессов, протекающих в организмах при 

различных условиях, требуется изучение экспрессии генов или целых комплексов генов, как одного из аспектов 
реакции организма на раздражитель. С развитием и уменьшением стоимости технологий RNA-Seq увеличивается 
количество исследований, основанных на секвенировании полного транскриптома целого организма, отдельных 
тканей или клеток [1]. Параллельно развиваются и биоинформатические методы, направленные на улучшение 
сборок транскриптомов, анализа химмер и изоформ, аннотирование контигов и т.д. [2-4]. В случае работы с 
немодельным или недостаточно изученным объектом, возникает необходимость в сборке de novo без 
референсного генома. Поскольку большинство метрик оценки качества полученных сборок носят относительный 
(сравнительный) характер, оценка качества полученного транскриптома без качественного референса является 
сложной задачей. Эта ситуация осложняется тем, что выбор эффективного и оптимального алгоритма пред- и 
постобработки полученных прочтений до сих пор остается предметом дискуссий. Существует определенный 
программный конвейер для сборки de novo (рис. 1). Алгоритмы и их зависимость от входных данных разнятся у 
различных программ для сборки транскриптомов [5].  

Первый этап de novo сборки транскриптомов обязательно включает в себя оценку качества полученных 
прочтений после секвенирования и их дальнейшую фильтрацию. Подходы на этом этапе отличаются: или 
стараются максимально очистить полученные транскриптомы от низкокачественных и коротких прочтений, или 
сохранить все отсеквенированные последовательности, или найти компромиссный вариант между 
достоверностью и полнотой. Данный этап является ключевым, так как качество собранного транскриптома 
напрямую зависит от входных данных (принцип “garbage in, garbage out”). Одним из факторов, который может 
 

 
 

Рисунок 1. Общий алгоритм, применяемый при сборке транскриптома 
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Рисунок 2. Распределение длин прочтений в неотфильтрованном виде 

 
влиять на качество сборки de novo транскриптомов – это длина прочтений после фильтрации, так как длина 
прочтений является решающей для выбора длины k-меров[6]. Исследований в этом вопросе крайне мало [7].  

Таким образом, целью данной работы было изучение влияние различной длины прочтений на качество и 
полноту сборок de novo транскриптомов с помощью различных сборщиков.  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В данной работе сборка проводилась на одно-концевых прочтениях длиной 150 п.н., полученных с помощью 

NGS-секвенирования суммарной РНК из жаберных тканей Mytilus galloprovincialis на платформе Illumina Hi-Seq. 
Оценка качества прочтений проводилась с помощью программы fastqc [8]. У всех прочтений к концу падало 
качество и был высокий уровень дупликаций, что связано с наличием в пробах рРНК. В данном случае рРНК не 
убиралась из массива, и сборка проводилась для полного набора данных. Длина прочтений от 35 до 151, более 
90% которых имеет длину более 149, в оставшихся подавляющее большинство в районе 90-140 п.н. (рис. 2). 

Обработка прочтений проводилась при помощи программы fastp v.0.20.0 [9] различными методами: 
1) Грубая – два этапа фильтрации, отбрасывающий прочтения короче 100 п.н. и обрезкой начала и окончания 

прочтения в местах падения качества. 
2) Средняя – два этапа фильтрации, фильтрация отброшенных прочтений длиной менее 85 п.н., обрезка 

начала и окончания. 
3) Мягкая - два этапа фильтрации, фильтрация отброшенных прочтений длиной менее 65 п.н., обрезка 

начала и окончания. 
4) Минимальная – фильтрация в один этап, с отбрасыванием прочтений короче 50 п.н., обрезкой начала и 

окончания прочтений и прочтений с низким качеством (GC % <20) 
Фильтрация, которая делалась в два этапа, осуществлялась по следующему алгоритму. 
1 этап: 
Обрезка начала и конца прочтений, фильтрация по качеству (phred >20) 
> -q 20 -b 140 -f 10 -n 35 -y -l 80 --failed_out 
Однако, таким образом очень сильно обрезалась большая часть прочтений. Поэтому потом отдельно 

анализировались прочтения, не прошедшие фильтрацию. Там были два кластера по длинам: в районе 70 и 140 
нуклеотидов. Каждый кластер нес в себе разные ошибки, поэтому дальнейшая фильтрация была отдельно для 
каждого диапазона длин (2 этап): 

> -Q -A -l 60 --length_limit 80 -b 70 -f 3 -t 2 
> -Q -A -l 130 -3 -W 3 -M 30 -b 65 -t 5 
После чего все три файла соединяли вместе и делали три варианта отфильтрованных прочтений по 

минимальной длине: 65, 85 и 100 нуклеотидов.  
Было отсеквенировано 7 транскриптомов, все fastq файлы (в соответствии с минимальной длиной 

прочтений) были объединены в один и затем проводилась еще раз оценка качества с помощью fastqc. 
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Таблица 1. Объем входящих прочтений с разной степенью фильтрации 

Длина прочтений 35-151 п.н. 
До фильтрации 50-140 п.н. 65-140 п.н. 85-140 п.н. 100-140 п.н. 

Количество прочтений 63 592 364 60 894 123 61 727 260 59 690 644 56 364 226 
Доля прочтений от 
исходного 100 95,8 97,1 93,9 88,6 

 
De novo сборка проводилась тремя алгоритмами, реализованными в транскриптомных сборщиках Trinity v. 

2.1.1. [10] и rnaSPADES v3.13.0 [11]. Качество сборок оценивалось программой QUAST v.4.6.3 [12], оценка 
процента картирования прочтений на сборку, выполнялась в программе Bowtie2 v. 2.3.4.3 [13], предсказание 
белок кодирующих областей проводилось на основе анализа открытых рамок считывания с помощью программы 
Transdecoder v. 5.5.0 входящий в пакет Trinity, поиск консервативных генов выполнялся на основе базы генов-
ортологов mollusca_odb10 (https://busco.ezlab.org/list_of_lineages) в программе BUSCO v. 4.0.5 [14]. Была 
проведена кластеризация собранных контигов с использованием Usearch v.11.0.667 [15], процент идентичности 
выбран 0,95, центроиды выбирались по наибольшей длине. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

 
Суммарный объем прочтений составил 63,6 Gb. Длина прочтений до фильтрации составила от 35 до 151 п.н. 

(более 90% имело длину более 149 п.н.). При самой грубой чистке из массива данных исключается 11,4% 
прочтений (табл. 1). 

 
Характеристика полученных сборок с помощью различных сборщиков достаточно сильно различается 

(табл. 2). Длина наибольшего контига в сборках с использованием Trinity составил 28175 п.н. для всех степеней 
фильтрации, с использованием rnaSPADES 17500±1000 п.н. Количество контигов в сборках с использованием 
Trinity в среднем составила ~250 тыс., с использование rnaSPADES – 170 тыс. контигов. GC состав всех сборок 
составил 34,8±0,2 %.  

Помимо отличий между сборками на основе стандартных характеристик, были выявлены принципиальные 
отличия и по другим параметрам. 

Процент картирования прочтений на сборки для всех вариантов составил 96±2 %, однако количество 
уникальных выравниваний различается: для сборок с использованием Trinity 16,6±1%, для сборок с 
использованием rnaSPADES 40±4%.  

Поиск консервативных генов по базе mollusca_odb10 для сборок с использованием Trinity показал, что 
4655±30 генов найдено из 5295 существующих в базе, с использованием rnaSPADES 4452±40 генов, что 
соизмеримо между собой (рисунок 4).  Если рассматривать число уникальных генов, то опять наблюдается 
сильное отличие между сборщиками Trinity и rnaSPADES (~1850 и ~3440 соответственно). 

 
Таблица 2. Характеристики полученных сборок QUAST 

 Trinity v.2.1.1 
35-151 п.н. 50-140 п.н. 65-140 п.н. 85-140 п.н. 100-140 п.н. 

Количество контигов ≥ 0 п.н. 272 971 246 069 259 251 256 846 248 355 
Количество контигов ≥ 500 п.н. 112 757 100 429 106 239 105 782 102 741 
N50 (≥ 500 п.н.) 1 790 1 257 1 798 1 799 1 800 
Длина наибольшего контига, 
п.н. 28 175 28 171 28 175 28 175 28 175 

GC, % 34,69 34,89 34,74 34,75 34,72 
 rnaSpades v.3.13.0 
Количество контигов ≥ 0 п.н. 174 049 173 267 173 747 173 517 172 288 
Количество контигов ≥ 500 п.н. 75 371 66 762 69 790 69 697 69 138 
N50 (≥ 500 п.н.) 1 442 1 436 1 439 1 438 1 438 
Длина наибольшего контига, 
п.н. 17 202 17 193 18 672 16 815 16 815 

GC, % 34,79 34,89 34,84 34,84 34,83 
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Рисунок 3. Выравнивание прочтений на полученную сборку, выполненное с помощью Bowtie2 

 
 

 
Рисунок 4. Результаты поиска генов-ортологов для всех вариантов сборок с помощью BUSCO 

 
Поиск консервативных генов по базе mollusca_odb10 для сборок с использованием Trinity показал, что 

4655±30 генов найдено из 5295 существующих в базе, с использованием rnaSPADES 4452±40 генов, что 
соизмеримо между собой (рисунок 4).  Если рассматривать число уникальных генов, то опять наблюдается 
сильное отличие между сборщиками Trinity и rnaSPADES (~1850 и ~3440 соответственно). 

Наибольшее отличие между сборщиками продемонстрировал анализ по поиску открытых рамок считывания 
(ОРС). Для сборок с использованием Trinity было найдено ~110 тыс. белок кодирующих транскриптов, с 
использованием rnaSPADES – 78 тыс (табл. 3). Были обнаружены контиги с 7 рамками считывания.  По 
умолчанию минимальная длина ОРС была оставлена 100 а.к. (300 н.к.). По данным сборок Trinity число 
предсказанных белков гораздо больше, в тоже время распределение длин ОРС демонстрирует большую частоту 
коротких мРНК. Так число ОРС с длиной 300 н.к. у сборок Trinity в 2 раза больше, чем у сборок SPADES  
(рис. 5). 
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Таблица 3. Характеристики транскриптов с открытыми рамками считывания 

 Trinity v.2.1.1 
35-151 п.н. 50-140 п.н. 65-140 п.н. 85-140 п.н. 100-140 п.н. 

Количество предсказанных 
белков 132 860 120 327 103 075 102 228 99 150 

Частота в транскриптах, % 40,07 40,05 39,76 39,80 39,92 
Кол-во контигов с ≥7 ОРС 25 24 0 0 0 
Число контигов c 5'UTR и 
3'UTR 38 079 34 362 32 273 32 784 31 860 

 rnaSpades v. 3.13.0 
Количество предсказанных 
белков 86 710 78 481 81 460 81 449 80 636 

Частота в транскриптах, % 56,02 51,53 46,84 46,94 46,80 
Кол-во контигов с ≥7 ОРС 12 10 15 17 16 
Число контигов c 5'UTR и 
3'UTR 21 449 19 078 19 972 19 978 19 749 

 
Число контигов после кластеризации для сборок с использованием Trinity составило 78,1±0,7% 

относительно начального количества, с использованием rnaSPADES 94,4±2,5%. После кластеризации, число 
оставленных контигов стало более одинаково по всем сборкам, диапазон составляет от 168330 до 197879 (в 
сборках диапазон от 172288 до 272971). Сильно различается кластеризация по сборщикам Trinity и SPADES. 
Распределение длин центроидов опять же смещено в сторону более коротких у Trinity, при этом максимальная 
длина также характерна для этого сборщика, что в результате обуславливает почти одинаковую среднюю длину. 
На рисунке 6 представлено распределение размеров кластеров (такое распределение размеров кластеров 
наблюдается для всех вариантов фильтрации). При сборке Trinity появляются очень большие кластеры размером 
до 140 транскриптов, однако число таких кластеров небольшое. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Отличие между различными сборщиками. 
Проведенный анализ выявил определенную закономерность в сборках Trinity и rnaSPADES. Самый 

длинный контиг в сборке Trinity в 1.6 раза длиннее, чем при сборке SPADES. Такое же соотношение наблюдается 
для следующих параметров: число контигов, L50, количество предсказанных белков с помощью TransDecoder. 

Число контигов, полученных в результате сборок Trinity и rnaSPADES, существенно отличается (на 35%). 
Тем не менее этот показатель следует рассматривать критично, так как такое число контигов может 
обуславливаться наличием большого числа химерных контигов и несуществующих изоформ, возникающих в 
результате сборки, а не свидетельствовать о качестве. Вероятно, сборка Trinity является более полной, но в тоже 
время более «грязной».  

Это предположение подтверждается малым процентом выравнивания прочтений на сборку и огромным 
числом коротких контигов. Более того, процент транскриптов с открытыми рамками считывания также 
существенно отличается. Это свидетельствует, что большее число контигов, полученных при сборке Trinity, или 
слишком короткие (менее 300 п.н.), или являются химерами в результате чего для них не обнаружены ОРС 
длиной более 100 аминокислот. 

Кроме того, большее число предсказанных белков (для сборки Trinity) имеет небольшую длину (рис. 5), но 
среднее значение длин практически одинаковы, что объясняется наличием более длинных контигов в сборках 
Trinity по сравнению со сборками SPADES (28175 п.н. и 17000 п.н. соответственно).  

Тем не менее, с учетом анализа BUSCO и TransDecoder, сборку Trinity нельзя отбрасывать, так как это может 
повлечь за собой потерю информации о некоторых генах. 

 
Рисунок 5. Распределение длин мРНК по результатам TransDecoder (Trinity справа, SPADES слева). Графики 
приведены для сборок с минимальной длиной прочтений в 100 п.н. 



     GENERAL  BIOPHYSICS                                                                                                                                                . 

Russian Journal of Biological Physics and Chemistry, 2020, vol. 5, No. 4, pp. 580-586 

585 

 
Рисунок 6. Распределение размеров кластеров для Trinity (слева) и SPADES (справа). Минимальная длина 
прочтений в fastq файле 100 п.н.. Шкала частоты является логарифмической 

 
Отличие в степени фильтрации входных прочтений. 
Анализ влияния фильтрации выявил некоторые особенности полученных сборок. Для обоих сборщиков 

было установлено, что фильтрация в два этапа эффективнее. После первого исключения из массива данных 
неудовлетворяющих по качеству прочтений и грубой обрезки по концам, повторно анализируя «плохие» 
прочтения мы часть из них возвращаем в массив данных для дальнейшей сборки. Если мы сравним число 
оставленных прочтений, то оказывается, что при более узком диапазоне длин (от 65 до 140 п.н.), число прочтений 
на 3 % больше, чем для длин от 50 до 140 п.н. (табл. 1). Кроме того, для сборки Trinity возрастает при двух 
этапной фильтрации число собранных контигов, и что самое главное для обоих сборщиков увеличивается число 
контигов с большей длиной (табл. 2). Последнее особенно заметно при сборке rnaSPADES. Вероятно, это связано, 
с возвращением на втором этапе фильтрации в массив прочтений, которые являются крайними участками 
транскриптов и поэтому могут быть меньшей длины, чем основная часть прочтений. При этом они могут нести 
важную информацию и при поиске ОРС оказаться белок-кодирующими последовательностями. Это 
предположение подтверждается результатами TransDecoder для rnaSPADES по увеличению числа предсказанных 
белков, при этом относительное число контигов с ОРС уменьшился (табл. 3). Следует отметить, что количество 
предсказанных белков у сборки Trinity падает с уменьшением длины. Это отличие между сборщиками является 
отражением реализованных в них различных алгоритмах и возможным наличием большего числа химер и 
несуществующих изоформ в сборке Trinity, о чем говорилось выше. 

Оценка выравнивания прочтений на сборку выявила зависимость от фильтрации только для сборки 
rnaSPADES (рис. 3). Наибольший процент уникальных выравниваний выявлен опять же для двухэтапной чистки 
прочтений, но с максимально сохраненной длиной (диапазон 60-140 п.н.).   

Поиск генов-ортологов не показал явной зависимости от фильтрации для обоих сборщиков. 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

Таким образом, с одной стороны, de novo сборка транскриптомов, проведенная с использованием 
rnaSPADES больше подвержена влиянию степени фильтрации и отличается меньшей степенью полноты (но 
возможно большей чистотой сборок), по сравнению с de novo сборкой Trinity. С другой стороны, сборки, 
полученные с помощью Trinity, имеют большое число химмерных контигов и изоформ, что может приводить к 
трудностям на этапе оценки дифференциальной экспрессии транскриптов и некорректному анализу. 
Проведенный анализ показал, что для получения референсного транскриптома мы рекомендуем проводить 
объединение двух сборок (минимальная фильтрация в два этапа, сборщик rnaSPADES и максимальная 
фильтрация, сборщик Trinity), так как использование только одной программы для de novo сборки 
транскриптомов может приводить к искаженным или неполным данным. Кроме того, фильтрацию прочтений 
следует проводить дважды, максимально стараясь отсечь действительно низкокачественные прочтения, но 
максимально сохранив весь набор данных. 
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Abstract. There are many assemblers that have different algorithms to assemble a de novo transcriptome. 
At the same time, the filtering stage, being one of the key stages, also has several approaches and 
algorithms. However, to date, there is very little work on the influence of filtration degree on the de novo 
transcriptome Assembly. In this paper, we analyzed transcripts obtained using two of the most common 
programs (rnaSPADES and Trinity), and applied various approaches to the stage of filtering readings. Key 
differences were shown for the two assemblies and parameters were identified that were sensitive to the 
degree of filtering and the length of input reads. We also proposed an effective filtering algorithm that is 
two-stage and allows you to save the maximum amount of input data with the necessary quality of all 
readings after filtering and cropping. 
Key words: RNA-seq, rnaSPADES, Trinity, de novo transcriptome assembly, read filtering. 

 



<<

  /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



